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1. GIRIS

Polikistik over sendromu (PKOS), iireme ¢agindaki kadinlarda infertilitenin en
sik sebebidir. Patogenezi net olarak aydinlatilamamis olsa da genetik ve cevresel
faktorlerin hastaligin gelisiminde rol oynadigi diisiiniilmektedir (1). Stein ve Leventhal
1935 yilinda hiperandrojenizm, menstriiasyon bozuklugu, hirsutizm ve polikistik over
morfolojisini de igeren bir fenotip olarak hastaligi tanimlamistir. Bu sebeple PKOS,
Stein-Leventhal Sendromu olarak da bilinir (2). PKOS; insilin direnci, tip 2 diyabet,
obezite, artmis kardiyovaskiiler hastaliklarin yaninda psikolojik bozukluklarin da
(anksiyete, depresyon vb.) yaygm olarak goriildiigii birgok sistemi etkileyen metabolik
bir bozukluktur (3). Yapilan calismalarda kronik diisiik dereceli inflamasyonun
hastaligin gelisiminde rol oynadigi gosterilmistir (4). PKOS ile iliskili artmis
interlokin 18 (1L-18), IL-1beta (IL-1B) gibi proinflamatuar sitokinler de bu bulguyu
desteklemektedir (5). PKOS icin heniiz standart bir tedavi yontemi yoktur. Tk basamak
tedavi olarak kilo kontrolii 6nemli bir yer tutmaktadir. Metabolik sendrom i¢in risk
faktorii  oldugundan dolay1 diizenli Hemoglobin Alc (HbAlc) takibinin yaninda
hipertansiyon ve dislipidemi i¢in de hastalar taranmalidir. Boylelikle PKOS’a bagli
komorbiditelerin 6nlenmesi saglanabilir (6). Kullanilan cesitli ilaglar hastaligin
semptomlarma ve komplikasyonlarma yoneliktir (7). PKOS, insilin direnci icin gucli
bir risk faktorl oldugundan dolay1 tedavide en sik kullanilan ilag metformin
uygulamasidir. Ancak metformin tedavisi, hastaligin karmasik patogenezi goz oniine
alminca tek basma yeterli degildir. Cesitli antiinflamatuar etkili tedavi yontemleri de
ek olarak takviye edilmektedir. Hayvanlarda ve bitkilerde oktanoik asitten sentezlenen
alfa lipoik asit (ALA), antiinflamatuar 6zelligi nedeniyle PKOS’ta etkili bulunmustur
(8). ALA, Nukleer Faktor Kappa B (NF-kB)’nin g¢ekirdege translokasyonunu
engelleyerek proinflamatuar sitokinlerin salimini engeller (9). Ayn1 zamanda ALA nin
hem antioksidan etkisi hem insiilin duyarlastiric1 6zelligi sebebiyle birgok yonden

tedavide etkin oldugu gosterilmistir (10).

1.1. Amag

Polikistik over sendromu tedavisinde ALA uygulamasmm treme sistemi ve

metabolik yonden iyilestirici etkisi gosterilmistir (8). Ancak PKOS’ta ALA’nin



etkinligini arastiran bir¢ok c¢alisma olmasina ragmen tedavideki rolu ve etki
mekanizmasi net olarak ortaya koyulamamistir. Bu ¢alismada, ALA uygulamasinin
deneysel PKOS olusturulmus siganlarin ovayumunda proinflamatuar sitokinlerden IL-

1B, 1L-18 dizeyleri ve sentezleri Uzerine etkisini incelemek amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ovaryum Folikiillerinin Gelisimi ve Menstrual Siklus
Temel olarak 3 folikiil tanimlanabilir;

l. Primordial folikil
I. Gelismekte olan folikiiller (Primer folikil, Sekonder (antral) folikul)
1. Olgun (Graaf) folikiil

Ovaryumun temel islevi kadin tireme hormonlarinin sentezi ve déllenme igin
gerekli olan olgun oosit Gretimidir (11). Ovaryumda folikiil gelisimi anne karninda
baslar. Gebeligin 5. haftasinda disi fetiisiin ovaryumu yaklasik 500 ile 1300 civari
primordial germ hiicresi bulundurmaktadir. Bu hiicreler mitoz bdliinmeye ugrar ve
gebeligin  20. haftasinda sayilar1 6-7 milyona ulasir (12). Mitoz bdlinme
tamamlandiktan sonra germ hiicreler mayoz boliinme evresine gecerler. Mayoz
bélinmenin profaz 1 evresinde duraklayan bdlinme sireci sonunda germ hiicre
kistleri olusur. Peripartum dénemde, olusan germ hiicre kistleri, bir oosit ve tek kath
graniiloza hiicre tabakasi i¢eren primordial folikiile doniisiir. Bu siiregte bir¢ok germ
hiicresi kaybolur ve disi yaklasik 1-2 milyon primordial folikiil ile dogar. Puberteye
gelince primordial folikiil say1s1 400-500 bin olacak sekilde geriler (13, 14). Primordial
folikiildeki oositin biliyiimesi, graniiloza hiicre tabakasinin proliferasyonu sonucunda
primer folikiil meydana gelir. Graniiloza hiicre tabakasi folikiil uyarici hormon (FSH)
reseptorii eksprese eder. Primer folikiildeki kiiboidal epitel, ¢ok katli kolumnar epitele
doniisiir. Ayrica stromasi, teka interna ve teka eksterna tabaklarina farklilasarak
sekonder (antral) folikiili olusturur. Teka interna, luteinize edici hormon (LH)
reseptoril eksprese eder. FSH, graniiloza hiicrelerindeki reseptoriine baglanarak folikiil
gelisimini saglar. Ayrica folikiilde sivi dolu bosluklar olusturur. Bu bosluklara antrum
ad1 verilir. LH, teka interna hiicrelerindeki reseptorlerine baglanarak androjen
tiretimini saglar. Bu androjen, ovaryumda bulunan aromataz enzimi ile dstrojene
doniismektedir (15). Artan dstrojen diizeyi FSH’yi baskilamaktadir. Biiyiik bir folikil
baskin folikiil olarak secilir ve diger kiiciik folikiiller azalan FSH seviyesi sebebiyle
dejenere olur. Bu biiyiik folikiilde graniiloza ve teka hiicreleri cogalarak graaf (olgun)

foliktl adin1 alir. Olgun folikildeki granuloza hicreleri LH reseptoOrleri eksprese



ederek LH’ye de duyarli hale gelir. Artan 6strojen ve LH piki ile ovulasyon meydana
gelir. Ovulasyon sonrasi geri kalan yap1 korpus luteumdur. Temel olarak progesteron
salgilayan korpus luteum, implantasyon gerceklesmezse korpus albikans adi verilen

bag dokusuna doniisiir (16).

| 14. giin Ovulasyon

1.-14 giin Folikiiler (Proliferatif) 14-28. giin Luteal (Sekretuvar) Faz
Faz

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213 141516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

===| Progesteron |- Luteinizan | Ostradiol || Folikiil uyanc hormon
Hormon (LH) (FSH)

Sekil 2.1. Normal menstrual siklus

17 numarali kaynaktan modifiye edilmistir. Normal menstrual siklusun fazlar1 ve fazlara gére degisen
hormon seviyeleri gosterilmistir.

Ortalama menstrual siklus 28 giindiir. 11k 14 giin folikiiler (proliferatif) fazdir.
FSH etkisiyle artan dstradiol baskin hormondur. Folikiiler fazin ortalama ilk 5 guni
menstrual fazdir. 14. giinde artan dstradiol, FSH ve LH uyariminda pozitif etki yapar
ve ovulasyon fazi baglar, olgun oosit folikiilden atilir. 14-28. glnler arasi luteal
(sekretuvar) fazdir. Baskin hormon progesterondur. Implantasyon gerceklesmezse

progesteron seviyeleri diiser ve menstrual faz baglamis olur (18) (Sekil 2.1).



2.2. Polikistik Over Sendromu

2.2.1. Tanmmm ve Tarihcesi

Polikistik over sendromu, iireme c¢agindaki kadinlarda sik goriilen bir
endokrin-metabolik bozukluktur (19). Etiyolojisi kesin olarak bilinmemekle birlikte
kesin bir tedavi yontemi de yoktur (20). 1935°te Irving Freiler Stein ve Michael Leo
Leventhal, 4’i obez olan 7 kadin hasta iizerinde yaptiklari ¢alisma sonucunda,
amenorenin, polikistik overler sonucu meydana geldigini bulmuslardir (21). Amenore,
hirsutizm ve polikistik over iliskisini ilk farkeden kisiler olmuslardir. Ayn1 zamanda
bu belirtilerin sebebinin 6n-hipofiz hormon kaynakli olabilecegini de 6ne stirmiislerdir
(22).

2.2.2. Epidemiyoloji

Polikistik over sendromu, tireme ¢agindaki kadinlarin %5 ile %15’ini etkiliyor
gOzikse bile farkl tani kriterleri géz oniine alininca bu oran degisiklik géstermektedir
(23). Irk ve etnik kokenlere gore goriilme sikhigi da farklidir. Klinik olarak genis
spektrumlu bir sendrom olmasindan dolay1 tani kriterleri yetersiz kalabilmektedir.
Dolayisiyla goriilme sikligimi etkileyen pek ¢ok faktor olmasindan dolay1 prevalansi

da kesin olarak bilinememektedir (24).

2.2.3. Patofizyolojisi

Polikistik over sendromu patofizyolojisinde; steroidogenez degisiklikleri,
insiilin salinim1 ve etki yolaklarindaki bozukluklar, gonadotropin mekanizmasinda
degisiklikler ve genetik faktorler 6ne ¢ikmaktadir (25).

2.2.3.1. Steroidogenez Degisiklikleri

Steroidogenezin ilk asamasi hiicre sitoplazmasindan mitokondriye
kolesteroliin taginmasidir. Bu tagima steroidojenik akut regulatuar protein (StAR)
araciligiyla gergeklesir. Steroid hormon sentezinde ilk adim Kkolesterolden
pregnenolon olusumudur. Bu doniisiimden mitokondriyal sitokrom p450 enzim
kompleksi (CYP450) alt tiplerinden biri olan CYP11A1 sorumludur (26). Kolesterol



yan zincir kirict enzim yada 20, 22 desmolaz enzimi olarak da isimlendirilir (27).
Pregnenolon, 17a-hidroksilaz enzimi ile 17a-hidroksipregnenolona doniisiir. 17, 20
liyaz enzimi, olusan bu 17a-hidroksipregnenolondan dehidroepiandrosteron (DHEA)
olusturur. Bu iki enzim CYP17Al olarak bilinir. Daha sonra olusan DHEA, 3p-
hidroksisteroid dehidrojenaz (3p-HSD) enzimi ile androstenediona doniisiir.
Andrestenedion 17p-hidroksisteroid dehidrojenaz (173-HSD) enzimi ile testosterona,
aromataz (CYP19A1) ile ostrona (E1) doniismektedir (Sekil 2.2). Testosterondan,
aromataz enzimi ile Ostradiol (E2) olusmaktadir. PKOS’da gorilen overdeki
steroidogenez degisikliklerden en dikkat cekicisi artmus CYP17A1 aktivitesidir.
Bunun sonucu olarak da hiperandrojenik durum ortaya ¢ikmaktadir (28).
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Sekil 2.2. Over steroidogenezi

29 numarali kaynaktan yararlanilarak ¢izilmistir.
Ovaryan steroidler, dolasimdan teka hicrelerine gegen steroidojenik akut diizenleyici
protein (StAR) ile mitokondriye tasman kolesterolden sentezlenir. LH, teka hiicre
membraninda bulunan luteinize edici hormon/koryogonadotropin reseptoriine
(LHCGR) baglanarak etki gosterir. FSH, granuloza hiicre membraninda bulunan FSH
reseptoriine (FSHR) baglanarak etki eder.

2.2.3.2. insiilin Salinim ve Etki Yolaklarindaki Bozukluklar

Insulin, pankreasin B hiicrelerinde sentezlenen 51 aminoasitten olusan peptit

yapilt bir hormondur. Esas olarak glukoz regilasyonunda gorevli olsada hicrenin



blylimesi ve metabolizmasi {izerine de bir¢ok etkisi olan anabolik bir hormondur (30,
31). Glukoz tastyici tip 4 (GLUT4) araciligiyla kas ve yag dokusu gibi hedef dokulara
glukoz tasir (32). Insulin, hiicre membraninda bulunan reseptoriine baglanarak etkisini
gosterir. Insulin reseptorii (IR), disulfid bagiyla birbirine bagh o2B2 yapisinda
heterotetramerik membran glikoproteinidir ve tirozin kinaz aktivitesine sahiptir (33).
IR, ayrica insiilinle iliskili biiylime faktorleri (IGF1 ve IGF2) tarafindan da aktive
edilebilir (34). Insulin, reseptdriine baglandiktan sonra 2 ana yol aktive olur. Bunlar;
fosfotidilinositol 3-kinaz (PI3K) / protein kinaz B (Akt) yolu ve mitojenle
aktiflestirilen protein kinaz (MAPK) yoludur. Genel olarak insulinin hicresel
fonksiyon ve enerji metabolizmasindaki etkileri PI3K/Akt yolu ile olur ve GLUT4 {in
hlicre membranina translokasyonu gergeklesir. Protein sentezi ve hiicre

biiyiimesindeki etkileri MAPK yolu ile gerceklesir (35).
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Sekil 2.3. insulin sinyal yolaklar1

36 numarali kaynaktan modifiye edilmistir. IR: Insulin reseptér, IRS: Insulin reseptor substrat, PI3K:
Fosfoinositid-3 kinaz, PIP2: Fosfotidilinositol-4,5-bifosfat, PIP3: Fosfotidilinositol-3,4,5-trifosfat,
PDK1/2: PIP3 bagimli kinaz 1 ve 2, AKT: Protein kinaz B, AS160: AKT substrat 160 kDa MAPK:
Mitojenle aktiflestirilen protein kinaz



Insulin, insulin reseptdriine (IR) baglanmca Insulin reseptdr substrat (IRS)
proteini, tirozinin otofosforilasyonunu tetikler. Ayrica IRS de fosforillenir ve PI3K ile
kompleks olusturur. Olugsan bu kompleks, fosfotidilinositol-4,5-bifosfat’t (PIP2)
fosforiller daha sonra PIPI2, fosfotidilinositol-3,4,5-trifosfat (PIP3) olusumuna ve
PIP3 bagimli kinaz 1 ve 2 (PDK1/2) aktivitesine neden olur. PDK1/2, AKT’yi
fosforilasyon ile aktive eder. Aktivasyon sonucu olusan AKT substrat 160 kDa
(AS160), GLUT4’lin hiicre membranina translokasyonunu saglar ve hiicre icine

glukoz transportu gerceklesir.

Polikistik over sendromunda instlin reseptériinde goérulen otofosforilasyon
bozukluklar1 ve PI3K/Akt sinyal yolagindaki bozukluklar neticesinde insiilin direnci

gelismektedir. MAPK yolu PKOS hastalarinda genellikle etkilenmemektedir (37).

Inzulin direnct
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GnBEH =zalinim SHEG azalir, Metabolik
bozuklugyu sonucu Serbest androjen sendrom riskd
LH artar seviyeleri artar artar
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Hipertanzivon, Tip 2
DM, kardiyovaskiler
hastalik, dizlipidemi
- \ riski artar

Over kistleri,

menstruasyon

bozuklulklar,

Sekil 2.4. Insulin direncinin etkileri

38 numaral1 kaynaktan yararlanilarak ¢izilmistir. GnRH: Gonadotropin salici hormon, LH: Luteinize
edici hormon, SHBG: Seks hormonu baglayici globiilin, Tip 2 DM: Tip 2 Diyabetes mellitus



Insulin direnci, pankreasin B hiicrelerinden daha fazla insiilin salinmasina
neden olur. Hiperinsulinemi, insiilin benzeri biiylime faktorii baglayic1 protein-1
(IGFBP-1) gen transkripsiyonunu baskilar. Serbest IGFBP-1 diizeyinin serumda
azalmasi ile serbest IGF-1 seviyelerinde artis gozlenir. Artan bu IGF-1 seviyeleri, LH
ile sinerjistik etki gostererek teka hiicrelerinden androjen sentezini arttirir (39). Artan
insiilin diizeyleri hem LH salinimini hem de adrenokortikotropik hormon (ACTH)
seviyesini arttirir. Bunun sonucu olarak hem over kaynakli hem de adrenal bez
kaynakl1 androjen sentezi artar. Insulinin bir diger etkisi karacigerden SHBG yapimini
azaltmasidir. Azalan SHBG diizeyleri sonucunda serbest androjen seviyeleri yiikselir.
Sonug¢ olarak insilin direnci, hiperandrojenemiye sebep olmakta ve PKOS

patofizyolojisinde 6nemli bir yer tutmaktadir (40).

2.2.3.3. Gonadotropin Mekanizmasinda Degisiklikler

Ureme sistemi esas olarak hipotalamus-hipofiz-over aksinin normal
fonksiyonuna baghdir. Bu akstaki bozukluklar ¢esitli hormonal problemlere sebep
olur. Hipotalamusta GnRH sentezlenir ve bu da 6n hipofizden FSH ve LH salinimini
uyarir. Bu etki sonucunda overde steroid hormon sentezi ve folikil gelisimi
gerceklesmektedir. GNRH, pulsatil olarak salgilanir. Diisiik frekanstaki salinimlar (<
2-3 saate 1 puls) daha ¢cok FSH Uzerine etkiliyken, yiksek frekanstaki salmimlar
(saatte > 1 puls) LH Uzerine etkilidir (41). PKOS’ta GnRH’mn pulsatil salinimi
bozulmustur. Artan GnRH salinim siklig1 6zellikle LH’yi, FSH’ye kiyasla daha ¢ok
etkilemektedir (42). Artan LH diizeyleri androjen yiiksekligine ve ovulatuar
disfonksiyona neden olur (43). LH, teka hicrelerine etki ederek androstenedion
olusumunu saglar. Olusan androstenedion, granuloza hiicrelerinde aromataz enzimi ile
Ostron’a (E1), 17B-hidroksisteroid dehidrojenaz enzimi ile testosterona doniisiir.
Olusan testosteron aromataz enzimi ile ostradiol (E2) olusumunu saglamaktadir (44).
PKOS’ta goriilen yiiksek 6strojen duzeyleri GnRH’m pulsatil salimimini bozarak kisir
bir dongiiye sebep olmaktadir (45).

2.2.3.4. Genetik Faktorler

Polikistik over sendromu ile ilgili yapilan ¢aligmalarda, PKOS’lu hastalarin

annelerinde de %40 bu sendromun oldugu gosterilmistir. Dolayisiyla bu sonug genetik
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faktorlerin PKOS olusumuna etkisini akla getirmektedir (46). Temel olarak PKOS
olusumunda, steroidogenezde yer alan genler, gonadotropin salgilamasini diizenleyici
genler, insulin salgilanmasinda etkili genler ve diger genler (obezite ile iliskili (FTO)
genler, PCOS-1 geni, steroid 5-a rediiktaz (SRD5A) genleri) 6n plana ¢ikmaktadir
(47). Ogzellikle PKOS’lu hastalarda artmis CYP17A1 gen ekspresyonu androjen
hormon sentezini arttirir. Gonadotropin salgilanmasini diizenleyici genlerden luteinize
edici hormon/koryogonadotropin reseptor (LHCRG) geninde aktive edici mutasyonlar
PKOS’ta goriilebilmektedir. insulin reseptér (INSR) geninde meydana gelen tirozin
kinaz alanindaki mutasyonlar PKOS’ta insiilin direnci olusumunda etkisi olan genetik

nedenlerdendir.

2.2.4. Tam Kriterleri

Polikistik over sendromu icin kabul edilen ilk tami kriteri 1990 yilinda
Amerikan Ulusal Saglik Enstitisi (NIH) tarafindan belirlenen kriterlerdir. Bu

kriterler;
1.Kronik anovulasyon.

2.Klinik veya biyokimyasal hiperandrojenizm bulgular1 (diger nedenler

elimine edilecek) (48).

2003 yilinda Hollanda'nin Rotterdam kentinde hem Avrupa insan Ureme ve
Embriyoloji Dernegi (ESHRE) hem de Amerikan Ureme Tibbi Dernegi (ASRM)

tarafindan duizenlenen bir konferansta yeni kriterler belirlendi.
2003 Rotterdam Kriterleri;
1. Oligo-anoviilasyon.
2. Klinik ve/veya biyokimyasal hiperandrojenizm bulgulari.
3. Polikistik overlerin goriilmesi ve diger etiyolojik nedenlerin ekarte edilmesi.

Polikistik over sendromu tanis1 i¢in bu 3 kriterden en az ikisinin bulunmasi
gerekir (49). Androjen Fazlaligi ve PKOS (AE-PCOS) Dernegi 2006 yilinda bu

sendrom icin klinik ve/veya biyokimyasal hiperandrojenizmin baslica kriter olarak
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kabul edilip bunun yaninda oligo-anovulasyon ve/veya polikistik over

morfolojisinden en az birinin olmasi gerektigini one stirmiistiir (50).

2.2.5. Klinik Bulgular

Polikistik over sendromunda ovulatuar disfonksiyon, hiperandrojenizm
bulgular1 ve polikistik over morfolojisi en sik goriilen klinik belirtilerdir. Yetigkin bir
kadinda menstruasyon dongiisii 21-35 giin araliginda olup ortalama 28 giindiir.
PKOS'lu hastalarda menstruasyon bozuklugu tipik olarak oligomenore (>35 giin
arayla sikluslar veya yilda <8 siklus) yada amenore (oligomenore zemininde
menstruasyonun takip eden 3 siklus gortilmemesi yada 6nceden diizenli menstruasyon
dongiisiine sahip kadinda 6 ay menstruasyon kanamasmin goriilmemesi) olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (51). Polimenore (<21 gin arayla meydana gelen sikluslar)
PKOS'lu hastalarda daha az beklenen bir durumdur (52). Dilizensiz menstruasyon
donguleri ovulatuar disfonksiyonun gostergesi olarak kabul edilmektedir. Ovulatuar
disfonksiyon menarstan 1 sene sonra degerlendirilir. Menarstan itibaren 1. senesini
doldurmus kadinlarda 3 seneye kadar olan siirede menstruasyon dongiisti 21 giinden
kisa veya 45 giinden uzun; menarstan itibaren 3 sene ge¢mis kadinlarda ise donginiin
21 giinden kisa veya 35 glnden uzun sirmesi ovulatuar disfonksiyonun klinik
gostergesidir. Klinik hiperandrojenizmin en sik goriilen bulgular1 hirsutizm,
androjenik alopesi ve aknedir. Hirsutizm degerlendirilmesinde klinikte modifiye
Ferriman Gallwey skoru kullanilir. Androjenik alopesi i¢cin Ludwig gorsel skoru
kullanilirken akne i¢in belirli bir skorlama mevcut degildir (53). Biyokimyasal
hiperandrojenemide, serum androjenik hormon seviyeleri yuksektir (54). Rotterdam
kriterlerine gore ¢ap1 2-9 mm olan 12 veya daha fazla folikil veya her iki over icin
>10 cm?® over hacmi olmasi polikistik over morfolojisinin bir gostergesidir (55). AE-
PCOS dernegi 2014 yilinda yeni bir 6neride bulunmustur. Buna gore her bir over igin
>20 folikiil ve/veya >10 cm®over hacmi olmasi polikistik over morfolojisinin
gostergesidir (56). 2018 yilinda Uluslararas1 PKOS Degerlendirmesi ve Yonetimi
Kanita Dayali Kilavuzlar tarafindan her bir over basmma >25 folikiil ve/veya >10
cm?® over hacmi olmas1 polikistik over morfolojisinin gdstergesi olarak 6nerilmistir.

Gelisen ultrasonografi teknikleri sonucu folikiil sayisindaki bu farkli 6nerilerin ortaya
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ciktig1 sdylenebilir (23). PKOS bu klinik belirtilere gore 4 farkli fenotipe ayrilmistir
(Tablo 2.1) (57).

Tablo 2.1. Polikistik over sendromu fenotipleri

Hiperandrojenizm Ovulatuar Polikistik over
disfonksiyon morfolojisi

Fenotip A + + +
Fenotip B + + -
Fenotip C + - +
Fenotip D - + +

Fenotip A, tip 1 klasik PKOS olarak da adlandirilir ve en sik goriilen formdur.
PKOS hastalarmin yaklasik %60°’1 bu fenotiptedir. Fenotip B, tip 2 klasik PKOS olarak
da isimlendirilir ve PKOS hastalarmin %8,4’tinii olusturmaktadir. Fenotip C
(ovulatuar PKOS) ve Fenotip D (normoandrojenik PKOS) daha az siklikla goriilen
diger formlardir (58). Fenotip A ve B, Fenotip C ve D’ye gore daha yiiksek metabolik
hastalik riski ile iliskilendirilmektedir (59).

2.2.6. Laboratuvar Bulgular

Kadmlarda dehidroepiandrosteron sulfat (DHEAS), dehidroepiandrosteron
(DHEA), androstenedion (A4), testosteron (T) ve dihidrotestosteron (DHT) olmak
izere 5 ¢esit androjen hormonu bulunmaktadir. DHEAS iiretiminin neredeyse tamami
adrenal bez tarafindan sentezlenmektedir. DHEA {iretiminin %50’si adrenal bez,
%20’s1 over geri kalan %30’u DHEAS kaynaklidir. Androstenedion ve testosteron
tiretiminin %50’si adrenal bez, %50’si over kaynaklidir. Biyolojik olarak en aktif olan
DHT ise karaciger, yag dokusu gibi periferik dokularda, testosterondan 5-alfa rediktaz
enzimi araciligiyla sentezlenmektedir. Biyolojik aktivitelerine gére DHT > T > A4
>DHEA > DHEAS olmasma ragmen serum konsantrasyonlar1 tam tersidir (DHEAS >
DHEA > A4 > T > DHT) (60). Testosteronun %66’s1 seks hormonu baglayici
globiiline (SHBG), %33’ii albiimine baglanirken geri kalan %]1°1 serbest formdadir.

Testosteron ve DHT nin biyolojik aktivitelerinden serbest formlar1 sorumludur (61).
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Polikistik over sendromu hastalarinda hiperandrojenemiden esas olarak over kaynakli
androjenler sorumlu olsada %30 hastada adrenal bez kaynakli androjen iiretimi de
artmustir (62). Insulin direnci indeksi HOMA-IR; aglik glukoz diizeyi (mg/dl) X aglik
insulin diizeyi (WIU/ml) / 405 formiiline gore hesaplanir ve >2,5 olmas1 insulin
direncini gosterir (63). Metabolik hastaliklar i¢in bir risk faktorii olan PKOS, insiilin
direncinin ¢ok sik goriildiigii bir hastaliktir. Artan insiilin diizeyleri, karacigerden
SHBG {iretimini azaltir. Dolayisiyla biyolojik olarak aktif olan serbest testosteron
diizeylerini arttirarak hiperandrojenemiye katki saglar (64). Laboratuvar bulgusu
olarak PKOS’ta %40 ile %70 hastada DHEAS artarken, %20 hastada A4 ve DHEA
seviyeleri yiiksek bulunmustur. Total testosteron seviyesi PKOS’ta yiiksek olmasinin
yaninda tek basma degerlendirilmesi Onerilmemektedir. Serbest androjen indeksi
(FAL); total testosteron (nmol/L) / SHBG (nmol/L) x 100 formuliine gore hesaplanan
bir parametredir. PKOS’ta biyokimyasal hiperandrojenizm tanis1 i¢in 6nerilmektedir.
Yapilan ¢alismalarda PKOS’ta FAI, kontrollere gore yiiksek bulunmustur (65).
Insulinin bir diger etkisi LH salmimini arttirmasidir (66). LH/FSH >2 olmas1 PKOS’u
diisiindiirsede sensitivite ve spesifitesi diigiiktiir (67). PKOS'lu hastalarin %5 ila
%30'unda hafif hiperprolaktinemi bulunsa da bu genellikle gecici bir yiksekliktir.
Prolaktin normalin {ist sinirmin yalnizca %50 {lizerindedir (68, 69). Tani i¢in Oncelikle
PKOS ile karisabilecek diger hastaliklarin ekarte edilmesi gerekmektedir. Oncelikle
serum yada idrarda - human koryonik gonadotropin (B-hCG) testi yapilarak gebelik
tanis1 diglanmalidir. En sik karisan hastalik konjenital adrenal hiperplazidir (KAH) ve
serum 17-OH progesteron diizeyleri 6lctlmelidir. Hipotiroid tanisini dislamak igin
tiroid uyarict hormon (TSH) seviyesi 6l¢tilmelidir. Cushing sendromu ayirici tanisi
icin 24 saatlik idrarda kortizol diizeyi, deksametazon supresyon testi uygulanabilir.
Prolaktinoma ile PKOS ayiric1 tanisi i¢in serum prolaktin duzeyleri olgilur (70).
Oligo-anovulasyon nedeniyle PKOS’lu hastalarda serum progesteron seviyeleri
diisiiktiir (71). PKOS’ta 6strojen konsantrasyonu genellikle artmis olmasi beklenir
(72). Dislipidemi, PKOS hastalarinda kardiyovaskiiler hastaliklar1 arttiran bir risk
faktoriidiir. Bu hastalarda yiiksek yogunluklu lipoprotein kolesterol (HDL-K)
azalirken, trigliserid (TG) ve diisik yogunluklu lipoprotein kolesterol (LDL-K)
artmustir (73). Anti-Mulleryen hormon (AMH), sekonder folikillerin graniloza

hiicreleri tarafindan salgilanir ve dominant folikil segiminde 6énemli bir role sahiptir.
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Antral folikiil sayis1 ile AMH arasinda korelasyon vardir. PKOS tanisi i¢in artmis
AMH seviyeleri iyi bir gostergedir (74).

2.2.7. Uzun D6nem Metabolik Etkileri

Polikistik over sendromu, metabolik sendrom riskini artirmakta ve Tip 2 DM,
kardiyovaskiiler hastaliklar, obezite ve cesitli kanser tiirleri ile iliskilendirilmektedir
(75). PKOS’Iu kadinlarin yaklasik %43’iinde, ergenlik ¢agindaki PKOS’lu genglerin

ucte birinde metabolik sendroma rastlanmaktadir (76).

Tablo 2.2. Metabolik sendrom tani kriterleri

Olglim Kesme degerler
Artmus bel ¢evresi Topluma ve llkeye 6zgii
tanimlama

Trigliserid yiiksekligi ya da

hipertrigliseridemi icin ilag > 150 mg/dl
kullaniyor olmak

Diisiik HDL-K yada diisiik

HDL-K ig¢in ilag kullamiyor ~ Erkek <40 mg/dl
olmak Kadin <50 mg/dl

Yiiksek kan basmeci ya da Sistolik kan basmci > 130 mmHg
hipertansiyon icin ilag ve/veya Diyastolik kan basinci > 85
kullantyor olmak mmHg

Yiiksek aglik glukozu ya da

hiperglisemi icin ilag > 100 mg/dl

kullaniyor olmak

Tami i¢in Tablo 2.2’de verilen risk faktdrlerinden en az 3 tanesinin olmasi
gerekmektedir (77). Dislipidemiye bagli olarak PKOS’Iu hastalarda TG, LDL-K, ¢ok
diistik yogunluklu lipoprotein kolesterol (VLDL-K) artarken, HDL-K seviyeleri
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diistiktiir (78). PKOS’ta renin-anjiotensin-aldosteron aktivitesinin artmasi sonucunda
hipertansiyon meydana gelebilmektedir (79). PKOS’lu hastalarin %35’inde bozulmus
glukoz tolerans1 goriiliirken %7,5-10’unda Tip 2 DM goriilmektedir (80).

2.2.7.1. Obezite ve Kardiyovaskiiler Hastahk Riski

Viicut kitle indeksi (VKI), viicut agirliginm kilogram (kg) cinsinden degerini,
boy uzunlugunun metrekare (m?) cinsinden degerine boliinmesiyle hesaplanir. VKi,
25 ile 29,9 kg/m? ise fazla kilolu, > 30 kg/m? ise obez olarak smiflandirilir (81).
Metabolik sendromun 6nemli bir kriteri olan obezite, PKOS’lu kadinlarda ¢ok sik
gorilmektedir. Obezite, ayn1 zamanda insiilin direnci riskini de arttirir. PKOS’Iu
hastalarda artan androjen seviyeleri, yag dokuda aromataz enzimi ile Ostrojenlere
doniismektedir. Artan anormal Ostrojen diizeyleri GnRH salinim bozukluguna sebep
olup ovulatuar disfonksiyonu tetikler. Dolayisiyla obezite, infertilite i¢in en onemli
risk faktorlerinden biridir (82). PKOS’ta goriilen infertilite i¢in ilk basamak tedavi
diyet ve egzersizdir. Infertilitesi olan PKOS’lu kadimlarda mevcut viicut agirhginin
%10 kaybi, gebe kalmay1 kolaylastiran bir faktordir (83). Infertilitenin medikal
tedavisinde, ovulasyon indiikleyici olarak klomifen sitrat kullanilmaktadir. Yapilan
calismalarda hem yasam tarzi degisikligi hemde klomifen sitrat kullaniminin, tek
basina klomifen sitrat kullanimina gore gebelik sansini daha fazla artirdig:
gosterilmistir (84). PKOS, kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisiminde risk faktoridr.
Ozellikle ateroskleroz, anjina pektoris ve miyokard infarktiis (MI) riski saglikli

kadmlara gore PKOS’lu kadmnlarda daha yiiksektir (85).

2.2.7.2. Kanser ve PKOS Iliskisi

Polikistik over sendromunun yiiksek prevelanst gz Oniine alininca,
maligniteler igin bir risk faktorii olmasi halk saghgi i¢in 6nemli bir sorun olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Ozellikle hastaligin  seyrinde anovulatuar —sikluslar,
karsilanmamig yiiksek Ostrojen diizeyleri, artmis androjen seviyeleri sonucu bu
hormonlarin etki ettigi organlarda malignite riski de artig gosterebilir (86).
Anovulatuar sikluslar nedeniyle ger¢eklesmeyen ovulasyon sonucunda korpus luteum
olusamaz. Dolayisiyla PKOS’ta progesteron seviyeleri diisiiktiir. Bu durum

progesteron ile karsilanmamus yiiksek dstrojen seviyelerine neden olur. Artan dstrojen,

16



Ozellikle endometrium hiperplazisine sebep olmaktadir. Bu da endometrium kanseri
icin bir risk faktoradar (87). PKOS’ta endometrium kanseri gorulme riski %9’dur.
Ancak genellikle bu kanser iyi prognoza sahiptir (88). PKOS’un meme ve over

kanseriyle iliskisi kesin olarak gosterilememistir (89).

2.2.8. inflamasyon ve PKOS

Sitokinler, hiicreler arasi iletisimde ve bagisiklikta rol alan belirli immun
sistem hiicreleri tarafindan sentezlenen peptid veya glikoproteinlerdir. Sitokinler
ayrica steroidogenez, folikiil gelisimi ve ovulasyonda da rol oynarlar. Proinflamatuar
etkili ve antiinflamatuar etkili sitokinler saglikli kisilerde denge halinde
bulunmaktadir. PKOS’ta bu denge bozularak proinflamatuar sitokinler artig gosterir.
Dolayisiyla artan proinflamatuar etkili sitokinler kronik diisiik dereceli inflamasyona
neden olmakta ve hastaligin gelisiminde rol almaktadir (90). PKOS’ta inflamatuar
sitokinlerden IL-17, IL-33, IL-6, IL-1, IL-18 ve timor nekrozis faktor a (TNF-a)
seviyeleri artarken antiinflamatuar etkili olan IL-10 seviyesi azalmistir (90). PKOS’ta
hipernadrojenizmin indiiklenmesinin bir nedeni de inflamasyondur. Proinflamatuar
sitokinlerin etkisiyle androjen tretiminden sorumlu CYP17 enzim aktivitesi artar (91).
Inflamatuar sitokinlerin bir diger kaynagi da yag dokudur. Obeziteye bagh olarak
hipertrofiye ugrayan yag hiicrelerinden proinflamatuar sitokin salinimi gergeklesir.
Ayni1 zamanda obezite hem insiilin direnci hem androjen seviyelerinin artigina sebep
olarak kisir bir dongiiye neden olur (92). C-Reaktif Protein (CRP), inflamasyon
durumlarinda artan bir akut faz reaktanidir. PKOS hastalarinda artan seviyeleri
sistemik inflamasyonu gosterir (93). Makrofaj migratuar inhibisyon foktor (MIF),
proinflamatuar etkili bir faktordiir. Diger sitokinlerden farkli olarak On hipofiz
hiicreleri de dahil olmak (izere gesitli hiicre sitoplazmasinda depolanir. PKOS’ta MIF
seviyeleri artmis olarak bulunur (94). PKOS’ta artan androjen seviyeleri NOD benzeri
reseptor proteini 3 (NLRP3) aktivasyonuna neden olmaktadir. NLRP3 aktivasyonu
kaspaz 1‘in aktivasyonu ile sonug¢lanir ve IL-1B, IL-18 sentezi gerceklesmektedir.
Artan bu proinflamatuar sitokinler, over steroidogenezini ve folikiil gelisimini bozarak
etki etmektedir (95).
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2.3. interlokin-1 Beta

Interlokin-1 ailesi temel olarak I1L-1a, IL-1B ve IL-1 reseptor antagonistinden
(IL-1Ra) olugmaktadir (96). IL-1p proinflamatuar bir sitokindir. Esas olarak aktive
edilmis makrofajdan inaktif 6ncu bir peptid olan prolL-1p olarak sentezlenir. Kaspaz
1 (IL-1B doniistiiriicii enzim) ile aktif IL-1f’e doniistir. IL-1p, etkisini reseptoriine
baglanarak gosterir. IL-1p reseptorii, IL-1 reseptor yardimei proteini (ILRAcP) ve IL-
1 reseptor tipl ’den (IL-1R1) olusmaktadir (97, 98). PKOS’ta artan bu sitokinler ayni
zamanda hastaligin gelisiminde de etkilidir (99). IL-1p, PKOS’ta 6zellikle foliktler
fazda FSH reseptoriiniin ekspresyonunu inhibe eder ve folikul gelisimini engeller.
Ayrica granuloza hucrelerinde bulunan aromataz enzimini inhibe ederek androjen
seviyelerini arttirirken Ostrojen seviyelerini ise azaltici etki gosterir (100). IL-1B nin
onemli bir etkisi de glukoz metabolizmasindaki diizenleyici roliidiir. Insulinin, glukoz
alimma bagli sekresyonunu saglar. Ancak metabolik sendrom gibi durumlarda kronik
olarak uyarilan IL-1B, pankreatik B hiicrelerinin fonksiyonunu bozarak Tip2 DM

olusumuna neden olmaktadir (101).

2.4. interlokin-18

Interlokin-18, ilk olarak 1990 yilnda kesfedilmistir. Interferon-y (IFN-y)
indikleyici faktor olarak bilinen proinflamatuar bir sitokindir (102). IL-1 ailesinin bir
tiyesidir. Monosit, makrofaj ve yag dokusu hiicrelerinden 6ncelikle inaktif pro I1L-18
olarak sentezlenir. Ayni1 IL-1p’da oldugu gibi kaspaz-1 ile aktif IL-18’¢ dontisiir (103).
IL-18, etkisini IL-18 reseptorune (IL-18R) baglanarak gosterir. Artan IL-18 seviyeleri,
IL-18 baglayici protein (IL-18BP) sentezini uyarir. Olusan bu kompleks sonucu IL.-18
inaktif hale gecer ve kontrolsiiz doku hasar1 engellenmis olur. IL-18, yardimc1 T hiicre
1 ve 2 (Thl ve Th2), dogal 6ldiiriicii (NK) hiicrelerine etki ederek hem dogal hem de
edinsel bagisiklik sistem hiicrelerinde etkilidir. NK hiicrelerini dogrudan
indlkleyerek, Thl hucrelerine de IL-12 ile sinerjistik etki ederek IFN-y tiretimini
saglar. IL-2 ile birlikte Thl hiicrelerini de uyarir (104, 105) (Sekil 2.5).

18



{ \'— IFN-
& 4
IL-18 gen
l Kaspaz-1 IL-18 BP
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Sekil 2.5. IL-18 etki yollar1

105 numaral1 kaynaktan modifiye edilmistir. NK: Dogal 6ldiiriicii hiicre, IFN-y: Interferon-y, IL-18
BP: IL-18 Baglayici protein, Th1: Yardimci T hiicre 1, Th2: Yardimer T hiicre 2, IL-18R:1L-18
reseptorii, Naive CD4: Olgunlagmamisg CD4.

Interlokin-18 insiilin direnci, metabolik sendrom ve obezite ile iliskilidir.
Kardiyovaskiiler hastaliklara bagli mortalitenin iyi bir gdstergesidir ve PKOS’lu
hastalarda konsantrasyonu yukselir (106). Artan bu IL-18 duzeyleri, infertilitenin bir
nedenidir. Asir1 kilolu PKOS’lu hastalarda, normal kilolu PKOS’1u hastalara gore IL-
18 seviyeleri daha yuksek bulunmustur (107). Over karsinomlarinda, normal over

dokusuna gore 1L-18 gen ekspresyonu anlamli artis géstermistir (108).
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2.5. Alfa Lipoik Asit

Alfa lipoik asit, 1951 yilinda biyokimyaci Lester Reed tarafindan, karaciger
dokusunda yaptig1 bir ¢alisma sonucu kesfedilmistir. 1,2 ditiyolan-3 pentanoik asit
veya tioktik asit olarak da bilinir. Hem yagda hem suda ¢6ziinebilmesi dnemli bir
ozelligidir. ALA, 8 karbon ve 2 kiikiirt atomundan olusur. Asimetrik karbon atomuna
sahiptir ve 2 optik izomeri bulunur. Bunlar; saga doniislii ALA (R-ALA, +ALA), sola
dontigliit ALA (L-ALA, -ALA) olarak isimlendirilir (Sekil 2.6). Dogal formu kofaktor
olarak islev goren R-ALA’dir. Sentetik ALA ise hem R-ALA hem L-ALA’y1 i¢eren
rasemik bir karisimdir (109, 110). Rediikte formu dihidrolipoik asit (DHLA) olarak
adlandirilir. ALA da 6. ve 8. pozisyondaki kiikiirt atomlar1 halka yapmis sekildedir.
DHLA’da ise bu halka yapis1 yoktur ve kiikiirt atomlar1 siilthidril seklindedir (111)
(Sekil 2.7).

0

0
~OH m'\\\\\‘\\\\/\)L o

a. R-ALA b. L-ALA

Sekil 2.6. ALA’nin kimyasal yapisi.

R-ALA: Saga doniislii alfa lipoik asit, L-ALA: Sola doniislii alfa lipoik asit

O

HS\AIA/J\
oH

SH

Sekil 2.7. DHLA nin kimyasal yapisi.

DHLA:Dihidrolipoik asit
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2.5.1. Alfa Lipoik Asit Sentezi

Alfa lipoik asit, mitokondride 8 karbonlu doymus bir yag asidi olan oktanoik
asitten (kaprilik asit) ve sisteinden sentezlenir. Yapisindaki kiikiirt atomunun kaynagi
sisteindir ve ditiyol bilesigi Ozelligini alir (112). Ayrica bitkisel ve hayvansal
gidalardan da diyet yoluyla alinabilir. Endojen olarak R-ALA formu sentezlenir.
Oktanoik asit, yag asidi sentez yolundan, oktanoil-transferaz enzim ile agil tasiyici
proteinin tiyoesteri olarak lipoil alan proteinin amidine transfer edilir. Daha sonra
lipoik asit sentaz tarafindan yapisinda bulunan 2 hidrojen S-Adenozil Metiyonin
(SAM) ile siilfiir gruplariyla degistirilir. R-ALA, kofaktdér olarak bir enzimin lipoil

alanindaki terminal lizil kalintisina lipoil transferaz ile kovalent olarak baglanir (113).

R-ALA Sentezi

I
CH (oktancil) |CHy CHz CH; CHy CH; CHz CH;—C—R,

Oktanoil-transferaz

e

0
Il
Cf (oktanoil-) [CHyCHy CHyCHy CHy CHy CH—C—R,

2 x SAM
_\ Lipoik asit sentaz

h

CH H 0
C8[ (hinoil- <N Il
MG O CHyCH; CHz CH—C—R,

l Lipoil transferaz

Hedef proteinler

Sekil 2.8. R-Alfa lipoik asit sentezi

113 numarali kaynaktan modifiye edilmistir. SAM: S-Adenozil Metiyonin

2.5.2. Metabolik Aktivitesi

R-Alfa lipoik asit, mitokondriyal ¢coklu enzim komplekslerinin kofaktoradir.

Bu enzimlerin proteinlerindeki lizil kalintilarima kovalent baglanir ve prostetik grup
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ozelligini alir. Bu enzimler, sitrik asit dongiisiinde piriivatin, asetil koenzim A (Asetil
KoA)’ya doniisiimiinii katalize eden piriivat dehidrojenaz enzim kompleksi; sitrik asit
dongiisiinde a-ketoglutaratin siiksinil KoA’ya doniisiimiinii saglayan a-ketoglutarat
dehidrojenaz enzim kompleksi; valin, l6sin, izol6sin gibi dalli zincirli aminoasit
katabolizmasinda gorevli dalli zincirli a-ketoasit dehidrojenaz enzim kompleksi ve
lizin, hidroksilin, triptofanin katabolik yolunda rol alan 2-oksoadipat dehidrojenaz
enzim kompleksidir (114). ALA, bu enzimlerde agil tasiyici olarak rol oynamaktadir.
Pirtivat dehidrojenaz enzim kompleksi 3 enzimden olusmaktadir. Bunlar; pirlivat
dekarboksilaz, dihidrolipoamid agiltransferaz ve dihidrolipoamid dehidrojenazdir.
Oncelikle 3 karbonlu piriivat, piriivat dekarboksilaz enzimi ile CO- kaybeder ve agil
grubu enzimdeki tiamin pirofosfata (TPP) aktarilir. TPP, bu a¢il grubunu 2. enzim olan
dihidrolipoamid agciltransferazdaki lipoamid birimine aktarir. Acil grubu Koenzim A
(KoA) ile birlestirilerek asetil KoA sentezlenir. Ikinci enzimdeki lipoamid,
dihidrolipoamide indirgenir. Uglincti enzim olan dihidrolipoamid dehidrojenaz,
indirgenmis lipoik asitteki elektron ve protonlar1 6nce Flavin Adenin Dinikleotid’e
(FAD) aktararak FADH> olusturur ve dihidrolipoamid, lipoamid haline doniistir. Daha
sonra FADH;’deki elektron ve protonlar Nikotinamid Adenin Diniikleotid’e (NAD)
aktarilarak NADH sentezi ger¢eklesir (Sekil 2.9) (115).

NAD* NADH + H*
) ®. A
™
Dihidrolipeamid FAD
dehidrojenaz

5
4
(E3) 5

OH S_\ 7 @\\

Lipoamid

I?M‘H
EYT:

-

|
co, CH;—C=TPP, R HS Dlh:dmh
poamid
L Dihidrolippamid N R
@ Piriivat aciltransferaz i
dekarboksilaz E2
P (E2)
Piriivat | ] TPP CHS_C— e
CH3 C-— Asetil KoA
o i
I P
CH,—C-CZ o KoA SH

Sekil 2.9. Pirlivat dehidrojenaz enzim kompleksi

116 numarali kaynaktan modifiye edilmistir. E: Enzim TPP: Tiamin pirofosfat, KoA: Koenzim A. 1:
Piruivatin dekarboksilasyonu sonucu olusan agil grubunun TPP’ye aktarimi 2: Agil grubunun TPP’den
lipoamid birimine aktarilmast 3: Acil grubunun KoA’ya aktarilarak Asetil KoA sentezlenmesi 4:
Dihidrolipoamidden lipoamid olusumu, FAD’in FADH;’ye indirgenmesi 5: FADH,’den NADH + H
olusumu
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Alfa lipoik asit ve dihidrolipoik asitin her ikisi de antioksidan aktiviteye
sahiptir (117). Bu etkisini niikleer faktor eritroid 2 iliskili faktor 2 (Nrf-2) aktivitesini
arttirarak gergeklestirir. Nrf-2, inaktif olarak sitozolde bulunur. Oksidatif stres
durumunda aktif hale gelerek niikleusa transloke olur ve antioksidan enzimlerin gen
ekspresyonlarini artirir (118). En 6nemli biyolojik aktiviteleri; reaktif oksijen turlerini
(ROS) uzaklastirma, indirgenmis glutatyon, C vitamini ve E vitamini gibi
antioksidanlarin rejenerasyonu, oksitlenmis proteinlerin onarimi, metal iyonlarmin

selasyonu, NF-«B inhibisyonu ve insiilin duyarlastiric etkisidir (119, 120).

R- RH

a tokoferol radikali

. tokoferol

GSSG GSH Dehidro Askorbat

— askorbat
‘hbﬂm v |
a lipoik
asit
Dihidrolipoik
asit
NAD*+H’ NADH

Sekil 2.10. ALA’nm antioksidan etkisi
121 numarali kaynaktan modifiye edilmistir. R-: Serbest radikal RH: R redilkte formu GSSG: Okside
glutatyon GSH: Rediikte glutatyon

Glutatyon, C vitamini (askorbik asit) ve E vitamini (o tokoferol) antioksidan
etkilerini rediikte formlariyla gergeklestirirler. Serbest radikal hasarindan hiicre
membranini koruyan temel antioksidan E vitaminidir. Serbest radikali indirger ve E

vitamini radikal formuna doniisiir. Bu radikal form, rediikte glutatyon ve askorbik asit
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ile indirgenerek tekrar antioksidan Ozellik kazanir. Rediikte glutatyon okside
glutatyona, askorbik asit ise dehidroaskorbik asite doniisiir. Bu dongiide ALA ve
DHLA, okside glutatyon ve dehidroaskorbik asitin tekrar rediikte formlarina
doniistimiine aracilik eder (122) (Sekil 2.10). Fizyolojik kosullarda demir, bakir, ¢inko
gibi metal iyonlar1 bazi proteinlerin kofaktoriidiir. Bu metal iyonlarinin eksikligi veya
fazlalig1 birgok hastalia neden olmaktadir. ALA ve DHLA, bu metal iyonlarmin
selasyonunu saglayarak stabil hale getirirler (123). NF-xB, inflamatuar siiregte birgok
genin ekspresyonunu indikleyen bir transkripsiyon faktorudir. Ayni zamanda
inflamatuar sitokinlerin tiretimini arttirir (124). ALA, NF-xB’yi inhibe ederek anti-
inflamatuar 6zellik gosterir (125). Ozellikle IL-1B seviyelerini azaltarak diisiik riskli
gebeliklerin tedavisinde olumlu etkisi oldugu bulunmustur (126). Insulin duyarlastirici
ozelligi olan ALA bu etkisini, IRS proteinini fosforilleyerek gergeklestirir. PI3K/Akt
yolunu aktive ederek hticre i¢ine glukoz transportunu saglar (Sekil 2.11) (127).

Alfa Lipoik Asit

Nrf-2 uyarssa NF-«B inhibisyonu PI3K/Akt aktivasyonu Metal iyonlarmm

Antioksidan etki Antiinflamatuar etki Tnsulin duyartagtirica selasyonu

Sekil 2.11. ALA’nin ¢oklu etkKisi

2.5.3. Emilimi ve Eliminasyonu

Alfa lipoik asit, hem suda hem yagda ¢oziinebildigi i¢in hiicre i¢i ve disinda
antioksidan 6zellik gosterir. Sebze ve et gibi diyet kaynaklarindan da alinir. Diyetle
alinan formu R-ALA’dir ve proteinlere bagl olarak bulunur. Diyetle alinan R-ALA,
plazma diizeyinde tespit edilebilir bir artisa neden olmaz ve kofaktdr olarak
kullanilamaz. Ozellikle diyetle alim antioksidan aktivite i¢in dnemlidir. Genel olarak
antioksidan aktivitesi igin glinlik 20-50 mg dozunda alinmasi 6nerilir. Takviyelerdeki
ALA, R-ALA ve S-ALA’nin rasemik bir karisimidir ve proteine bagl degildir.
Takviye edici gidalarda miktar 50-600 mg arasinda degisir ve diyetle aldigimiz
miktarin yaklagik 1000 katidir. A¢ karnina alimmasi emilimi arttirir. R-ALA, S-

24



ALA’ya gore plazmada ki pik yaptig1 konsantrasyonu daha fazladir. ALA, hiicre
icinde DHLA’ya indirgenir (128, 129). ALA, karacigerde metabolize edilir ve renal
yol ile atilir (110) (Sekil 2.12).

B-Oksidasyon B-Oksidasyon ve
S-Metilasyon
m/\/\/COOH COOH /Y\/\/COOH
SH SH Dihidrolipoik asit s/\{\/ S S

| |
CHy CHy

LT Bisnorlipoik asit
NA%H NADAE H # 6.8-Bismetiltiyo-oktanoik asit
NAD'FH' NADH P

COOH
COOH
m/\/\/ & /\(\/
| Lipoikasit T 3

Tetranorlipoik asit | |
CHy

4,6-Bismetiltiyo-heksanoik asit

COOH
S N
| |
CHy H,
2 4-Bismetiltiyo-biitanoik asit

Sekil 2.12. ALA ve DHLA’nin metabolitleri.

110 numarali kaynaktan modifiye edilmistir. ALA ve DHLA B-oksidasyon ve S-metilasyon ile 5 farkli
metabolite ayrilir ve idrar yolu ile atilir.

2.2.8. Oksidatif Stres Iliskisi

Serbest radikal tiretimi ve antioksidan sistem arasindaki dengenin bozulup,
serbest radikallerin artig1 oksidatif strese neden olmaktadir. Serbest radikaller hiicre ici
ve diginda olusarak cesitli mikromolekiiller ve makromolekiiller ile etkilesime girerler.
Bunun sonucunda DNA ve protein hasar1 meydana gelmektedir. Normal reaktif
oksijen tirleri (ROS), oosit gelisimi ve folikiil olusumunda aktifrol oynarlar. Oksidatif
stres durumunda bu sureclerde bozukluk meydana gelmektedir. Hiperandrojenemi
Nrf-2 inhibisyonuna sebep olmaktadir (130). Reaktif oksijen tiirlerinin artmasi,
NLRP3 aktivasyonuna neden olmakta ve IL-1p ve IL-18 seviyelerini yukseltmektedir
(131). PKOS’Iu kadinlarda oksidatif stres belirtecleri yiksekken, toplam serum
antioksidan kapasite diisiiktiir. Boylelikle PKOS patofizyolojisinde oksidatif stresin de
katkis1 oldugu sdylenebilir (132).
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3. GEREC ve YONTEM

Siileyman Demirel Universitesi (SDU) Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim
Biriminin TTU-2023-9158 proje numarastyla desteklenen ¢alismamiz, SDU Deney
Hayvanlar1 Uretimi ve Deneysel Arastirma Laboratuvari ile Biyokimya Anabilim Dali
Arastirma Laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Projemiz, SDU Tip Fakiiltesi Hayvan
Deneyleri Etik Kurulundan, 08.06.2023 tarih ve 179 karar sayis1 ile onay alarak etik

kurul kurallarma uygun sekilde yapilmistir.

3.1. Gereg

3.1.1. Deney Hayvanlan

Calismamizda Wistar Albino tiirii 32 adet disi sigan kullanilmistir. Calismaya
baslamadan once hayvanlarin gerekli saglik kontrolleri yapilip, canli agirliklar:
Olciilmiistiir. Deney siiresince siganlar sabah 06:00’da 1siklarin agilmasiyla 12 saat
aydinlik/12 saat karanlik dongiisiinde ve 224+2°C sicaklik kosullarinda tutulmus,
yeterli miktarda yem ve suya erisimleri saglanmistir. Geng erigkin 6-7 haftalik 150-
250 gram olan sicanlar rastgele 4 gruba ayrilmis olup Euro tip 4 kafeslerde tutulmustur.
Sicanlar, Kontrol (K, n=8), Alfa Lipoik Asit (ALA, n=8), PKOS (PKOS, n=8), PKOS-
Alfa Lipoik Asit (PKOS-ALA, n=8) olacak sekilde 4 gruba ayrilmustir.

3.1.2. Letrozol

Letrozol, 19 karbonlu androjenlerin, 18 karbonlu &strojenlere dontistimiinii
saglayan aromataz enzimini selektif ve yarismali olarak inhibe eden 3. nesil aromataz
inhibitoriidiir. Steroid yapida degildir. Aromataz enziminde hem kismina baglanarak
etkisini gosterir. Androstenedionun yapisina benzer 6zellik gosterir. Siyanobenzil ve
nitrojen kisimlari igerir (Sekil 3.1) (133, 134). Oral yol ile alindiginda biyoyararlanimi
yuksektir. Yiyecekler ile alimi biyoyararlanimimni etkilemez. Plazma proteinlerine
zayif olarak baglanir ve yarilanma 6mri yaklasik 48 saattir (135, 136). Eliminasyonu
karacigerde oksidatif metabolizma ve glukuronidasyon ile olur ve daha sonra renal yol
ile atilir (137). Hormon reseptor pozitif meme kanserinin tedavisinde altin standarttir

(138). Androstenedionun El’e, testosteronun E2’ye doniisiimiinii engelleyerek
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androjen seviyelerini yiikseltir. Sicanlarda 21 giinliik oral yol ile uygulama PKOS

fenotipinin gelismesine neden olmaktadir (139).

N N
N
( N
N—/

Sekil 3.1. Letrozolin kimyasal yapisi

3.1.3. Kullanilan Malzemeler ve Aletler

I.

2.

9.

Sogutmali santrifiij: Eppendorf MR5415 (Almanya)

Santriflij: Niive NF 1200 R model sogutmali (Tiirkiye)

. Derin dondurucu: Kirsch Bosch -80°C (Almanya)

. Hassas terazi: Scaltec SPB 33 (Isvicre)

. Vorteks: Nive NM 100 (Turkiye)

. Otomatik pipet: Eppendorf (Almanya), Gilson (Fransa)
. pH metre: Hanna Instruments (Portekiz)

. Manyetik karistirici: Niive (Tiirkiye)

Biyokimya analizori: Beckman Coulter AU5800 ( Japonya)

10. Cam-Teflon homojenizator

11. ELISA plate yikayici: Bio-tek marka ELx 50 model otomatik strip

yikayict (ABD)

12. ELISA okuyucu: Rayto RT-6000 Microplate Reader (Cin)

13. Idrar Santrifiij Tiipii 15 ml (Isolab Almanya)
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3.1.4. Kullanilan Kimyasal Maddeler

1- Letrozol (Novartis Pharma Schweiz AG, Isvicre)

2- Fosfat buffer salin tablet (P4417, Sigma)

3- Alfa-lipoik asit (Thioctacid T flacon, MEDA Pharma, Hamburg, Almanya)
4- Karboksi metil seliloz (Sigma-Aldrich, USA, C5678)

5- Ketasol %10 (Ketamin hidroklorir 100 mg) (Richter Pharma, Avusturya)

6- Rompun %2 enjeksiyonluk Cozelti 25 ml (Bayer, Almanya)

3.1.5. Kullanilan Reaktif Malzemeleri

1- BT-Lab Rat IL-1pB ELISA kiti katalog no: E0119Ra (Cin)
2- BT-Lab Rat IL-18 ELISA kiti katalog no: EO117Ra (Cin)
3- Rel Assay Diagnostics Total Antioksidan Status (Turkiye)

4- Rel Assay Diagnostics Total Oksidan Status (Turkiye)

3.1.6. Kullamilan Cozeltiler

Fosfat tamponu; pH: 7,4 fosfat buffer salin tabletten (P4417, Sigma) bir tablet
almip 200 ml suya karistirilarak yapilmistir. Toplamda bir litre fosfat tamponu
hazirlanmistir. %21 Karboksi metil seliiloz c¢ozeltisi; Karboksi metil seliilozdan
(Sigma-Aldrich, USA, C5678) 1 gr tartilarak 100 ml suda ¢oziinmesiyle elde

edilmistir. Toplamda 500 ml olarak hazirlanmstir.

3.1.7. Serum ve Over IL-1p Dizeylerin Calisma Prensibi

Sigan serum ve over dokusundan IL-1 diizeyinin kantitatif 6l¢iimii ¢ift antikor
sandvi¢ enzim-bagli immiinsorbent OSlgiim [enzym-linked immunosorbent assay

(ELISA)] yontemiyle ticari kit (BT-Lab, Sangay, Cin) ile ¢alisilmistir.

Kit 5 nokta kalibrator icermektedir (2,5 ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml, 20 ng/ml, 40
ng/ml). Standartlar calisilarak bu konsantrasyonlara karsilik gelen optik dansite
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verileri alinmigtir. Caligma bitiminde standartlarin optik dansite/konsantrasyon grafigi
elde edilmis ve numunelerin konsantrasyonu bu grafikten faydalanilarak ng/ml

cinsinden hesaplanmistir. Sensitivitesi 0,08 ng/ml’dir.

3.1.8. Serum ve Over IL-18 Duzeylerin Cahsma Prensibi

Sigan serum ve over dokusundan IL-18 dulzeyinin kantitatif 6lcumu ¢ift antikor
sandvi¢ enzim-bagli immiinsorbent Slgiim [enzym-linked immunosorbent assay

(ELISA)] yontemiyle ticari kit (BT-Lab, Sangay, Cin) ile ¢alisilmistir.

Kit 5 nokta kalibrator icermektedir (25 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml,
400 pg/ml). Standartlar calisilarak bu konsantrasyonlara karsilik gelen optik dansite
verileri alinmistir. Calisma bitiminde standartlarin optik dansite/konsantrasyon grafigi
elde edilmis ve numunelerin konsantrasyonu bu grafikten faydalanilarak ng/ml

cinsinden hesaplanmustir. Sensitivitesi 1,02 pg/ml’dir.

3.1.9 Serum Total Oksidan Durum (TOS) ve Total Antioksidan Durum
(TAS) Calisma Prensibi

Orneklerde spektrofotometrik yontem ile Rel Assay Diagnostics Kitleri
kullanilarak total antioksidan durum (TAS) ve total oksidan durum (TOS) ¢alisilmistir.
Her iki Kitin de Beckman Coulter AU5800 otoanalizoriine aplikasyonu yapilmustir.

TAS prensibi:

Ornek icindeki antioksidan maddeler, kit icindeki reaktiflerden olan koyu
mavi-yesil renkteki ABST radikal solusyonunu renksiz forma indirgemistir ve
reaksiyon karigimmin 660 nm’deki absorbans degisimi Olclilmiistiir. Absorbans
degisimi, numunedeki TAS miktar1 ile koreledir. Yontemin kalibrasyonu stabil

antioksidan standart soliisyonu (E vitamini analogu) Trolox Equivalent ile yapilmastir.
TOS prensibi:

Ornek igindeki oksidan maddeler, ferrdz iyon selator kompleksini ferrik iyon
haline okside etmistir. Ferrik iyon formu, asidik ortamda kromojen ile renkli bir
kompleks meydana getirmistir. Renk olusumu; numunedeki oksidan molekillerin

miktar1 ile orantili oldugundan, spektrofotometrik olarak ol¢iilmiis ve TOS degeri elde
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edilmistir. Yontemin kalibrasyonu hidrojen peroksit ile yapilmistir. Elde edilen TAS
ve TOS sonuglarindan OSI degerleri hesaplanir. TOS (umol H202 equiv./It) degerinin
TAS (mmol Trolox equiv./It) degerine oranmin ylizde derecesi olarak ifade edilen

oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplanmuistir.

3.1.10. Genetik Analiz i¢in Kullanilan Sarf ve Ekipmanlar

1- Roche, TriPure Isolation Reagent Cat. No. 11 667 165 001 200 ml
(Almanya)
2- Merck, Isopropanol Cat. No. 109634 (Almanya)

3- Merck, EtOH Cat. No. 100983 (Almanya)

4- Invitrogen™ UltraPure™ Dnase/Rnase-Free Distilled Water Catalog No.
10-977-023 (Turkiye)

5- Thermo RevertAid RT Reverse Transcription Kit Cat. No. K1691 (T{rkiye)

6- Roche, LightCycler® 480 SYBR Green | Master Cat. No. 4707516001
(Almanya)

7- Roche, ® 480 Multiwell Plate 96, White Product No. 04729692001
(Almanya)

8- SOLAB, Filtreli pipet uglar1 (10,100,1000 ul) *Cat. No. TF-R-S-010 pipet

ucu — filtreli — ISOLAB — seffaf — 10 pul — kutu — steril 96 adet/kutu *Cat.

No. TF-R-S-100 pipet ucu — filtreli — ISOLAB — seffaf — 100 ul- kutu —35
steril 96 adet/kutu *Cat. No. TF-R-S-1000 pipet ucu — filtreli — ISOLAB —
seffaf — 1000 pl — kutu — steril 96 adet/kutu (Almanya)

9- Thermo, 0,2 mL PCR tipi Catalog number: AB0620 Tubes, 0.2 mL, flat
cap (Turkiye)

10-ISOLAB, 1,5 mL steril mikrosantrifiij tipi Cat. No. 078.03.022 (Almanya)

11- Primers From Macroge (Ispanya)
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3.1.11. Genetik Analiz i¢in Kullanilan Cihazlar
1- -80°C derin dondurucu (New Brunswick Scientific — U535) (ABD)
2- -20°C derin dondurucu (Turkiye)

3

Nanodorop 2000 (Thermo Scientific) (Turkiye)

4

Allegra X-15R Refrigerated Centrifuge (Beckman Coulter) (ABD)

5- Thermal Block (Biosan TS100-C) (Letonya)

6

Vorteks cihazi (Biosan V-1 Plus) (Letonya)

7- Santriftj (Hettich Universal 320R) (Almanya)

8- Veriti 96 well Thermal Cycler (Applied) (isvicre)

9- LightCycler 480 11 (Roche Diagnostics) (Almanya)

3.2. Yontem

3.2.1. Deney Prosediri

Polikistik over sendrom modeli daha 6nce yapilan ¢alismalardan yararlanilarak
olusturulmustur. PKOS olusturacagimiz gruplara ( PKOS ve PKOS-ALA gruplari),
deneyin basladig1 giin letrozol 1 mg/kg dozunda %1°’lik karboksi metil seliiloz
cozeltisinde (KMS), 2 ml/kg hacminde 21 gin boyunca oral gavaj yolu ile
uygulanmustir (140). K ve ALA gruplarina es zamanl olarak %1 KMS ¢ozeltisi 2
ml/kg hacminde oral gavaj ile verilmistir. Ardindan 4 hafta boyunca ALA ve PKOS-
ALA gruplarina alfa lipoik asit 100 mg/kg dozunda intraperitoneal (i.p.) olarak
uygulanmistir. K ve PKOS gruplarma es zamanli olarak 4 hafta serum fizyolojik (SF)
I.p. uygulanmistir (Sekil 3.2). Belirtilen ilaclar veteriner hekim gézetiminde her sabah
saat 9:00’da uygulanmistir. Deneyin basladig1 ilk glinden itibaren her haftanin sonunda

sicanlarin kilolar1 tartilarak ila¢ dozu ayarlamas1 yapilmaigtir.

31



Gruplar —

PEOS

PEOS-ALA

%1 KMS

%1 KMS

Letrozol

Letrozol

2] giin 4% zin
=F
100 mg/kg ALA

SE

100 mg/kg ALA

Sekil 3.2. Deney proseddiri

Resim 3.1. Letrozoliin oral gavaj uygulamasi
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Resim 3.2. ALA’nin intraperitoneal uygulamasi

3.2.1.1. Vajinal Smear Alinmasi

Siganlarda 6strus dongust ortalama 4-5 glindir ve 4 fazdan olugsmaktadir.
Bunlar sirasiyla prodstrus, dstrus, metostrus ve didstrus fazlaridir (141).

Prodstrus fazi:

Sicanlarda prodstrus fazi ortalama 14 saattir. Mikroskopide baskin hiicre tipi
cekirdekli epitelyal hiicrelerdir. Kucik ve yuvarlak 6zellikleri olan bu hiicreler kiime
olarak veya tek tek goriilebilir. Bu fazin 6zellikle erken doneminde nétrofiller az
sayidadir. Biiyiik epitelyal hiicreler ve keratinize ¢ekirdeksiz hiicreler bu fazda az
sayida goriilmektedir (142).

Ostrus faz1:

Sicanlarda Ostrus fazi ortalama 24-48 saattir. Bu fazda mikroskobik olarak
baskin hucre tipi cekirdeksiz keratinize epitelyal hicrelerdir. Cekirdekli epitelyal
hiicreler bu fazda az sayida goriilmektedir. Notrofiller 6zellikle bu fazim ilk yarisinda

az sayida goriilmekle birlikte genellikle ikinci yarisinda goriilmez (143).
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Metdstrus fazi:

Sicanlarda metostrus fazi ortalama 6 ile 8 saat siirmektedir. Bu fazda
mikroskobik olarak baskin hiicreler nétrofiller ve ¢ekirdeksiz keratinize epitelyal
hiicrelerdir. Cekirdekli epitelyal hiicreler az sayida goriilmektedir (144).

Dibstrus fazi:

Sicanlarda ortalama 48-72 saat ile en uzun faz diostrus fazidir. Mikroskopide
baskin hiicre tipi notrofiller olmakla birlikte bazen yalnizca notrofiller gozlenmektedir.
Erken didstrus doneminde notrofiller kiime yapmis sekilde gozlenebilir. Cekirdekli
epitelyal hiicreler de genellikle yogun olarak goriilebilmekle beraber cekirdeksiz

keratinize epitelyal hiicreler az sayida veya yoktur (142).
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Resim 3.3. Prodstruz fazi (Giemsa x100)
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Resim 3.4. Ostrus faz1 (Giemsa x100)
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Resim 3.6. Diostrus fazi (Giemsa x100)

Polikistik over sendromu olusumunu dogrulamak i¢in deneyin basladigi
giinden itibaren 21 giin boyunca vajinal smear giinliik olarak alinmistir (140). Smear
ornekleri her bir sigandan sabah saatlerinde giinliik olarak alinmustir. 1 ml steril pastor
pipeti icerisine 0,2 ml SF ¢ekilmis ve si¢an dorsalinden, avug iginde tutularak pipetle
vajinadan 5-10 mm derinlikte giris yapilmis ¢ok ilerlemeden SF sivisi verilmis ve
pipete tekrar geri ¢ekilmistir. Bu islem 2-3 kez tekrarlanmistir. Pipetin i¢cine alinmis
olan salg1 6rnegi bir lam {izerine ince bir tabaka halinde yayilarak bir tabla Gzerinde
oda sicakliginda kurutulmustur. Kuruyan lamlar 5 dakika boyunca Giemsa boyasinda
bekletildikten sonra ¢esme suyunda yikanip entellan ile lamelle kapatilmistir. Isik

mikroskopisinde degerlendirilmistir. Gilinliik olarak bakilan smear preparatlari
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sonucunda K ve ALA gruplarindaki siganlarin Ostrus dongiisii prodstrus, Ostrus,
metOstrus ve didstrus fazlarindan olusmakta ve bu fazlar diizenli olarak birbirini takip
etmekteydi. PKOS ve PKOS-ALA gruplarindaki siganlar ilk 1 hafta diizenli 6strus
dongiisii sergilese de letrozol uygulamasmim son 14 giinii uzamis didstrus fazinda
kalmiglardir. Dolayisiyla bu gruplarda PKOS gelistigi yapilan giinliik smear bakis1 ve

uzamis didstrus fazi ile dogrulanmustir.

3.2.2. Over Dokusunun Elde Edilmesi

Sicanlara 49 giin boyunca ilag uygulamasinin ardindan 50. Giin i.p. olarak %10
ketamin HCI (90 mg/kg) ve ksilazin HCI (10 mg/kg) ile anestezi uygulanmustir.
Abdominal insizyon ile vena cava inferiordan cerrahi eksanguinasyon yapmak amaci
ile kanlar1 almmistir (Resim 3.7). Alinan kanlar jelli, serum ayristirici biyokimya
tiiplerine almmustir. Spontan pihtilagsma i¢in 20 dakika oda 1sisinda dik bir pozisyonda
bekletilmek tizere ayrilmistir. Ardindan bilateral salpingooferektomi uygulanmustir.
Soguk fosfat tamponu ile 1slatilan buz akiileri tizerinde over dokular1 tuba uterinadan
ayrilmistir (Resim 3.9). Her 2 over hassas terazide tartilarak agirliklar1 hesaplanmistir.
Sicanlarin sag overleri soguk fosfat tamponu ile dolu ependorf tiiplerine alinarak
biyokimyasal analiz i¢in ayrilmistir. Sol overlerin yaris1 formol dolu kaplara alinarak
histopatolojik inceleme i¢in ayrilmustir. Sol overin diger yarist genetik analiz i¢in bos
ve kuru ependorf tiiplerine alinarak ayrilmistir. Biyokimyasal analiz i¢in her sigandan
alman over dokular1 fosfat tamponu ile 10 kat dilue edilmistir. Janke & Kunkel
Ultraturrax T-25 (Almanya) marka doku pargalayici ile ortalama 1 dakika islemin
ardindan UW-2070 Bandeun Electronic (Almanya) marka sonikator ile 30 saniye
sonike edilerek homojenizasyon islemi tamamlanmistir. Homojenize edilen dokular
Eppendorf 5415-R (Almanya) markali sogutmali santriftij ile 10000 devir/dk’da 10
dakika boyunca santrifiij edilerek supernatant kismi ependorfa aktarilmistir. Bu ayrilan
supernatanttan Beckman Coulter Urinary/CSF Protein Kiti ile Beckman Coulter
AU5800 biyokimya otoanalizériinde protein tayini yapilmistir. Bu 6l¢iim, pirogallol
kirmizi-molibdat kompleksinin proteinin amino gruplarina baglanip absorbsiyonda
meydana gelen degisime dayanmaktadir. Absorbansta maksimum 600 nm olan mavi-

mor bir kompleks olusmaktadir.
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Resim 3.8. Tuba uterina ve over dokusu
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Resim 3.10. Polikistik over gorintlsu
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3.2.3. Serum Numunelerinin Elde Edilmesi

Spontan pihtilasan biyokimya tiipiinde ki kanlar 3000 rpm’de 10 dk boyunca
santrifiij edilmis, serum kismi ependorflara 3 porsiyon olacak sekilde ayrilmistir.
Serum ve over dokusundan rat spesifik ELISA Kkitleriyle 1L-18 (BT-Lab) ve 1L-18
(BT-Lab) ¢alisilmistir. Over dokusundan ¢aligilan IL-1p, IL-18 sonuglar1 doku protein
miktar1 ile karsilastirilarak gram protein basina miktar olarak hesaplanmistir.
Serumdan Beckman Coulter AU5800 cihazina aplike edilen kitler (Rel Assay) ile TAS
ve TOS calisilarak OSI degeri hesaplanmistir.

3.2.4, Histopatolojik Preparat Hazirhklar

3.2.4.1. Doku Orneklerinde Histopatolojik Calisma

3.2.4.1.1. Doku Takibi ve Kesitlerin Alinmasi

Doku ornekleri deney hayvanlarindan ¢ikarildiktan sonra direk olarak %10

notral formalin igerisine alinmis ve sonrasinda 8 saat doku tespitine birakilmistir.

a) Doku takibi

Doku takip islemi kapali sistem tam otomatize doku takip cihazi (SLEE MTM
I,Niirnberg/Almanya) ile yapilmis olup takip asamalar1 asagida belirtilmistir.

Formalin %10 ; 2 saat ( 35 °C)
Alkolik formalin ; 1,5 saat
Alkolik formalin ; 1 saat

Alkol %95 ; 1 saat

Alkol %95 ; 45 dakika

Absolu alkol ; 45 dakika
Absolu alkol ; 1 saat

Ksilen ; 1 saat

Ksilen ;1 saat
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Parafin ; 1 saat 30 dakika
Parafin ; 1 saat
Parafin ; 1 saat

Toplam 13 saat 30 dakika

b) Dokularin parafine gomiilmesi ve bloklama

Takip sonrasit Ornekler 60-65 °C’ de erimis parafine alinarak bloklama

yapilmistir.

c) Kesit alma

Hazirlanan parafin bloklardan mikrotom (SLEE CUT 5062, Nurnberg /

Almanya) cihazi ile 3-4 pm kalinhgmdaki kesitler lam tizerine alinmustir.

d) Kesitlerin Hematoksilen-Eozin ile Boyanmasi

Histopatolojik degerlendirme i¢in elde edilen preparatlar 60°C etiivde 45
dakika bekletildi. Sonrasinda tam otomatize boyama cihazinda (SLEE CROMATEC,
Nurnberg/Almanya) Hematoksilen&Eozin (H-E) ile boyandi. Boyama asamalari

asagida belirtilmistir.
Ksilen 5 dakika
Absoli alkol 5 dakika
%395 alkol 5 dakika
%75 alkol 5 dakika
Suda yikama 5 dakika
Hematoksilen 6 dakika
Suda yikama 1 dakika
Eozin 2 dakika
Suda yikama 1 dakika

%75 alkol 1 dakika
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%95 alkol 1 dakika
Absoli alkol 1 dakika
Ksilen 2 dakika

Preperatlar entellan ile kapatilmistir.

3.2.4.2. Orneklerin Histopatolojik Degerlendirilmesi

Over dokularina ait 6rnekler binokiiler 151k mikroskobu (ECLIPSE Ci-L,
Nikon, Tokyo, Japonya) ile degerlendirilmistir.

3.2.5. Over Dokusu IL-1p ve IL-18 mRNA Ekspresyon Dizeylerinin
Tayini

3.2.5.1. Kantitatif Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

3.2.5.1.1. RNA izolasyonu

Elde edilen dokular DNaz/RNaz ve pirojen icermeyen onceden etiketli
ependorftiiplerine konularak prosediir uygulanincaya kadar -80°C derin dondurucuya
kaldirilmistir. Calisma giiniinde oda 1sisina getirilen doku érnekleri Gzerine 1000 pL
Geneall RiboEXTM soliisyonu (Seul/Kore) konularak sonikatdrde diisiik hizda
homojenize edildi. RNA izolasyonu GeneAll Ribospin RNA izolasyon Kiti
(Seul/Kore) ile agsagidaki protokole uygun olarak yapilda.

1. Homojenize edilen 6rnekler oda isisinda 2 dk inkiibe edildi ve tzerlerine 200
uL kloroform ilave edilerek 15 sn vortekslendi.

2. Siipernatanin lizerine %70 lik etanolden 1-1 hacimde olacak sekilde eklendi
ve santrifiij edilmeden pipetajla karistirild1.

3. Karisim 12.000 g’de 15 dk santrifiij edilir. Bu adim sonunda {i¢ faz olustu:

Alt faz (Renkli)

Orta faz (Ince Beyaz Opak)

Ust faz (Renksiz Seffaf)

4. En uist seffaf faz (yaklasik 450 pl) pipetle dikkatlice alinip EzPure Filtresine
(Sar1 Renkli) aktarildi. 10.000 g’de 30 sn santriftjlendi.
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5. Spin kolondan gegen sivi bosaltildi ve geri kalan Lizat+RBI karigimi da
Mavi Renk Type W spin kolona tekrar aktarildi.

6. 10.000 g’de 30 sn santrifiijlenip Spin kolondan gecen sivi uzaklastirildi.

7. Spin Kolon U(zerine 500 pl RBW ilave edilip, 10.000 g ‘de 30sn
santrifiijlendi ve alta gegen s1v1 atild1.

8. Spin kolon iizerine 500 pl RBN ilave edilip, 10.000 g ‘de 30 sn santrifiij
sonrasinda alta gecen s1vi atildi.

9. Spin kolonda kalabilecek alkoliin tamaminin uzaklagmasi i¢in 11.000 g de 3
dk santrifuj edildi.

10. Spin kolon yeni 1,5mL lik DNaz/RNaz ve pirojen icermeyen ependorf
tiiplere aktarildi ve tizerine 30 ul RNAase-free su ilave edildi.

11. 2 dk oda sicakliginda bekletilip 10.000 g’de 30 sn santrifiij edilerek RNA
ornekleri elde edildi.

Elde edilen RNA o6rnekleri cDNA sentezinde kullanilmak {izere nanodrop
cihazi ile miktar ve saflik tayini yapilmistir. 260 ve 280 nm dalga boylarinda elde
edilen Gl¢timlerin birbirine orani (260 nm / 280 nm) RNA safligini1 gostermektedir.
Saflig1 1,8-2,0 arasinda olan RNA numunelerinin miktar tayinleri cDNA sentezinde
kullanilmak {izere not edilmis, saflig1 bu oranlar disinda olan 6rneklerin RNA’lar1
tekrar izole edilmistir. izole edilen her bir RNA 6rneginin konsantrasyonu 1000
ng/ul“de standardize edilmis ve cDNA sentez asamasinda kullanilmak tizere -80° C’ye

kaldirilmastir.

3.2.5.1.2. cDNA Sentezi

cDNA sentezi, A.B.T. ™ cDNA Sentez Kit (Atlas Biyoteknoloji, Tiirkiye)
protokoliine goére termal dongii cihazinda gergeklestirilmistir. Her 6rnek igin total
reaksiyon hacmi 20 pl olacak sekilde 0,2 ml’lik PCR tiiplerine buz iizerinde asagidaki

konsantrasyonlarda karigim hazirlanmigtir (Tablo 3.1).
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Tablo 3.1. 20 pul revers transkriptaz reaksiyon Karigimi

Bilesenler Hacim
10X reaksiyon tamponu 2 ul
dNTP karisimi (2.5 mM) 1pl
Random hekzamer (50 uM) 2 ul
Revers Transkriptaz (200 U/pl) 1pl
RNaz inhibitor 0.5 ul
RNaz icermeyen su 3.5 ul
RNA o6rnegi 10 pl

Hazirlanan karisim termal dongii cihazma (Thermo

scientific/USA)

yerlestirilmis ve asagidaki kit protokolii kullanilmustir (Tablo 3.2). Elde edilen

cDNA’lar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Tablo 3.2. Revers transkriptaz termal dongu protokolu

RT basamaklar: Sicakhk °C Sure Siklus
1. Basamak 25 10 dk 1
2. Basamak 37 120 dk 1
3. Basamak 85 5 dk 1
4. Basamak 4 e 1
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3.2.5.1.3. Primer tasarimi ve hazirlanmasi

Primer tasarimlari, NCBI internet sitesi kullanilarak spesifik mRNA
dizilimlerinin saptanmasi ve olast primer dizilimlerinin denenmesi ile yapilmistir.
Ekspresyon asamasinda kullanilan genler ve spesifik primer dizilimleri Tablo 3.3” de

verilmistir.

Dizayn1 yapilan primerler ticari olarak sentezlettirilmis, liyofilize olarak temin
edilmistir ve DNaz/RNaz ve pirojen i¢germeyen, ticari olarak satilan hazir steril su ile
stok 100 puM olacak sekilde sulandirilmigtir. Daha sonra stok primer soliisyonu
kantitatif gercek zamanli PCR prosediiriinde, kit iireticisi firmanin talimatlaria gore

son hacimde 500 nM olacak sekilde tekrar sulandirilmistir.

Tablo 3.3. Genler ve genlere ait spesifik primer dizilimleri

Gen Spesifik Primer Dizilimi Uriin Erisim Nosu
Forward (F)-Revers (R) uzunlugu

IL1pB F: TTGAGTCTGCACAGTTCCCC 161 bp NM_031512.2
R: GTCCTGGGGAAGGCATTAGG

IL 18 F: TCACTTCAGTGTCTCTGTGAGC 95 bp NM_019165.2
R: TTCCAACTGAGAGGCTGTGC

GAPDH F: AGGTTGTCTCCTGTGACTTC 130 bp NM_017008.4

(HouseKeeping) R: CTGTTGCTGTAGCCATATTC
IL-1B; Interlokin 1 beta, IL-18; Interleukin 18, GAPDH: Gliseraldehit 3 fosfat dehidrogenaz

3.2.5.1.4. Ekspresyon seviyelerinin dl¢tlmesi

Ekspresyon seviyeleri A.B.T.™ cDNA Synthesis Kit with RNase (Atlas
Biyoteknoloji/ Turkiye) kitleri kullanilarak Biorad CFX96 (California/USA) gergek
zamanlt PCR cihazinda 6l¢iilmiistiir. cDNA sentezi yapilan drnekler ¢alismadan 10
dakika once +4°C*“de ki blok tlizerine alinarak bir siire bekletilmistir. Calismada
GAPDH geni housekeeping gen olarak kullanilmis ve normalizasyon i¢in bu genin Ct
degerleri kullanilmistir. Cihazda 0.1 mI’lik per tiipleri kullanilmig reaksiyon son hacmi

20 pL olarak ayarlanmustir. Reaksiyon karigimu {iretici protokoliine gore asagidaki gibi
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hazirlanmistir (Tablo 3.4). Reaksiyonun cihaza yiiklemeden baglamasini engellemek

icin prosediir buz tizerinde stirdiiriilmiistiir.

Tablo 3.4. PCR reaksiyon karigimi

Hacim Final konsantrasyon
A.B.T.™ 2X qPCR SYBR- 10 pl 1X
Green MasterMix
(without ROX)
Forward Primer (10 pM) 1 ul 1 uM
Reverse Primer (10 pM) 1 ul 1 uM
cDNA 2ul 2 ul
DNaz/RNaz icermeyen su 6 ul 6 ul

Elde edilen reaksiyon karisimi kit iireticisinin protokoliine gore belirlenen
termal dongu (Tablo 3.5) ile ger¢ek zamanli qPCR cihazina yerlestirilmis ve her bir

ornek 3 tekrarh olarak ¢alisilmistir.

Tablo 3.5. Gergek zamanli PCR déngsu

PCR basamaklan Sicaklik (°C) Sure Siklus
Baslangic 95 300 sn 1
denaturasyonu

Denaturasyon 95 15sn 40
Primer 55 30sn 40
baglanmasi /

Uzama

Melt-Curve 65-95 2-5 sn/basamak 1
Analizi

Elde edilen Ct degerleri ekspresyon seviyesinin degerlendirilmesi i¢in her bir
ornek ve grup i¢in ayr1 ayr1 not edilmistir. Normalize edilen 6rneklerin verilerine 2 ~
AACH formiilii uygulanmis ve elde edilen ham veriler kullanilacak olan istatistik

caligmasina uygun hale getirilmistir.
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3.2.5.2. Analiz

Real Time PCR ile elde edilen veriler Absolute Quantification ve Advanced
Relative Quantification yontemleriyle analiz edilmistir. Sonuglarda Relative
Quantification yapabilmek i¢in Fold Change metodu kullanilmigtir. Target gen Ct
degerleri ACTB ile normalize edilmis ve daha sonra kontrol gruplar1 ile oranlanarak

Fold Change degerleri bulunmustur.

e 2’den biiyiik degerler anlamli Target Up Regilasyon
e 2’den kiiciik degerler anlaml1 Target Down Regiilasyon

e -2 ve 2 araligindaki degerler ise anlamsiz olarak tanimlanir.

3.3. Istatistiksel Analiz

Serum ve over dokusunda IL-1p ve IL-18 duzeyleri, over dokusunda IL-1f3 ve
IL-18 ekspresyonlari, ortalama over agirliklari, viicut agirliklary, serum TAS, TOS
diizeylerini degerlendirmek i¢in once Levene homojenite testi yapilmis, homojen
dagilan veriler tek yonlii varyans analizi ve ardindan Post hoc LSD Testi ile
degerlendirilmistir. Homojen olmayan histopatolojik veriler Kruskall Wallis testi ile
degerlendirilmistir. Ikili karsilastrmalar Mann Whitney U testi ile yapilmustir.
Istatistik programi olarak SPSS v.22 (IBM, ABD) yazilimi kullanilmistir. p<0,05

degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Serum ve Over Inflamatuar Sitokinlerin Sonuclar

Serum IL-18 diizeyi bakimindan gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmustir
(df=3, F=2,853 p=0,005). Post-hoc testi sonucu anlamliligm PKOS grubundan
kaynaklandig1 saptanmistir. Serum IL-18, PKOS grubunda diger tiim gruplara gore
anlamli olarak yiiksek bulunmustur (sirasiyla PKOS ile K grubu arasinda p=0,006,
PKOS ile ALA grubu arasinda p=0,03, PKOS ile PKOS-ALA grubu arasinda
p=0,012). IL-1p serum dlizeyi agisindan gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmustir
(df=3, F=3,64, p=0,025). Post-hoc test ile farkliligin PKOS grubundan kaynaklandig1
saptanmustir. PKOS grubunda serum IL-1pB diizeyleri agisindan tiim gruplara gore
anlamli yiiksek bulunmustur (sirasiyla PKOS ile K grubu arasinda p=0,043, PKOS ile
ALA grubu arasinda p=0,03, PKOS ile PKOS-ALA grubu arasinda p=0,024)
(Tablo4.1).

Over dokusunda IL-18 diizeyi bakimindan gruplar arasinda anlamli farklilik
saptanmustir (df=3, F=4,304 p=0,01). Yapilan Post-hoc test ile farklihigin PKOS
grubundan kaynaklandigi saptanmistir. 1L-18 over dokusunda ki diizeyi acisindan
PKOS grubunda, diger tiim gruplara gore anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur
(PKOS ile K grubu arasinda p=0,031, PKOS ile ALA p=0,004, PKOS ile PKOS-ALA
grubu arasinda p=0,02). Over dokusunda IL-1pB diizeyi a¢isindan gruplar arasinda
anlamli farklilik bulunmustur (df=3, F=8,875, p<0,001). Post-hoc testi ile bu
farkliligin PKOS grubundan kaynaklandigi bulunmustur. Over dokusunda IL-1(B
dizeyi agisindan PKOS grubunda, tiim gruplara gore istatistiksel olarak anlamli
yiiksek bulunmustur (sirasiyla PKOS ile K grubu arasinda p=0,001, PKOS ile ALA
grubu arasinda p=0,009 PKOS ile PKOS-ALA grubu arasinda p=0,001). Over
dokusunda, K ile ALA grubu arasinda, K ile PKOS-ALA grubu arasinda, ALA ile
PKOS-ALA grubu arasinda IL-18 ve IL-1f diizeyleri karsilagtirildiginda istatistiksel
olarak anlamli farklilik saptanmamustir (sirastyla p>0,05, p>0,05, p>0,05). Serum IL-
18 diizeyleri agisindan K ile ALA grubu arasinda, K ile PKOS-ALA grubu arasinda,
ALA ile PKOS-ALA grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamigtir
(swrasiyla p>0,05, p>0,05, p>0,05). (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. Serum ve over dokusunda IL-1p ve IL-18 sitokinlerinin gruplar arasinda
Kargilagtirilmasi

Serum IL-1p Over IL-1B Serum IL-18 Over IL-18

(ng/ml) (ng/g protein) (pg/ml) (p9/g protein)
K 8,16+5,29" 5,92+3,26" 62,45+11,32°  89,70+39,55"
ALA 7,56+4,14" 7,88+5,70" 61,86+11,91"° 57,10+10,43"
PKOS 10,67+6,03 17,06+11,64 78,13+13,13  137,34+68,45
PKOS- 5,80+2,47" 4,00+1,05 60,38+10,56°  55,98+8,32"

ALA

™, PKOS grubuna gore istatistiksel olarak anlamh farkliligin oldugunu ifade eder (p<0,05). Veriler tek
yonlu varyans analizi, post-hoc LSD testi ile degerlendirilmistir. Veriler ortalamatstandart sapma

olarak verilmistir.

4.2. Over Dokusunda IL-1p ve IL-18 Ekspresyon Bulgular

Over dokusunda IL-18 ekspresyonu incelendiginde gruplar arasinda
anlaml farklilik saptanmistir (df=3, F=34,085, p<0,001). Anlamliligin hangi gruptan
kaynaklandigmi bulmak i¢in Post-hoc LSD testi yapilmistir. Over dokusu IL-18
ekspresyon diizeyi PKOS grubunda diger tiim gruplara gére anlamli yiiksek
bulunmustur (PKOS ile K grubu arasinda p=0,008, PKOS ile ALA grubu arasinda
p=0,002, PKOS ile PKOS-ALA grubu arasinda p=0,02) (Tablo 4.2). PKOS grubunda
IL-18 gen ekspresyon diizeyinin K grubuna gore 2,5 kat arttig1 goriilmiistiir (Grafik
4.1).

Over dokusunda IL-1p ekspresyonu incelendiginde gruplar arasinda anlaml
farklilik saptanmustir (df=3, F=15,947, p<0,001). Yapilan post-hoc testi sonucu IL-1p
ekspresyon dizeyi PKOS grubunda diger tiim gruplara gore anlamli yiiksek
bulunmustur (PKOS ile K grubu arasinda p=0,03, PKOS ile ALA grubu arasinda
p=0,004, PKOS ile PKOS-ALA grubu arasinda p=0,009) (Tablo 4.2). PKOS grubunda
IL-1PB gen ekspresyon duzeyinin K grubuna gore 2,64 kat arttigi saptanmistir (Grafik
4.1). Over dokusu IL-1B ve IL-18 mRNA ekspresyon diizeyleri agisindan
degerlendirildiginde, K ile ALA grubu arasinda, K ile PKOS-ALA grubu arasinda,
ALA ile PKOS-ALA grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir
(swrasiyla p>0,05, p>0,05, p>0,05).
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mm Kontrol
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Grafik 4.1. Over dokusunda IL-1p ve IL-18 relatif mRNA ekspresyon diizeylerinin
Karsilastirilmasi

" PKOS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklihg: ifade etmektedir (p<0,05). Veriler tek
yonlu varyans analizi, post-hoc LSD testi ile degerlendirilmistir.

Tablo 4.2. Over dokusunda IL-1p ve IL-18 mRNA ekspresyon diizeyleri

IL-1p mRNA IL-18 mRNA
K 0,99+0,41 1,14+0,54"
ALA 1,08+0,29" 1,00+0,22"
PKOS 2,62+0,56 2,86+0,48
PKOS-ALA 1,19+0,23" 1,26+0,32"

™, PKOS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklihg1 ifade etmektedir (p<0,05). Veriler tek yonlii
varyans analizi, post-hoc LSD testi ile degerlendirilmistir. Veriler ortalama+standart sapma olarak
verilmistir.
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4.3. Serum Oksidatif Stres Parametrelerinin Sonuclar

Serumdaki TAS, TOS ve OSI verilerinin tek yonli varyans analizi ile
degerlendirilmesinde OSI’de istatistiksel anlamlilik saptanmustir (df=3, F=2,513,
p=0,04). Anlamliligin hangi gruptan kaynaklandigmni tespit etmek i¢in post-hoc LSD
testi uygulanmigtir. Serum OSI degeri PKOS-ALA grubunda PKOS grubuna goére
anlamli diisiik saptanmistir (PKOS-ALA ile PKOS grubu arasinda p=0,03). TAS
dizeyi PKOS-ALA grubunda PKOS grubuna gore yiksek olsa da bu yukseklik
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (PKOS-ALA ile PKOS grubu arasinda
p>0,05). Serum TOS diizeyi PKOS-ALA grubunda PKOS grubuna gore diisiik olsa da
istatistiksel olarak anlamli degildir (PKOS-ALA ile PKOS grubu arasinda p>0,05).

Tablo 4.3. Serum oksidatif stres parametrelerinin sonuglar1 ve gruplar arasi
Karsilastirilmasi

Serum TAS Serum TOS OSlI
(mmol Trolox Eqg/L) (nmol H202 (Arbitrary Unit)
Eq/L)
K 1,01+0,03 7,16+1,78 0,76+0,18
ALA 1,05+0,02 7,22+0,84 0,76+0,09
PKOS 0,94+0,04 7,72+1,71 0,81+0,20
PKOS-ALA 1,04+0,21 6,67+1,27 0,64+0,10"

™, PKOS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklihg1 ifade etmektedir (p<0,05). Veriler tek yonlii
varyans analizi, post-hoc LSD testi ile degerlendirilmistir. Veriler ortalama+standart sapma olarak
verilmistir.

4.4. Ortalama Over Agirhklarinin Sonug¢lan

Sag ve sol over agirliklarinin ortalamasi alinarak 100 gram viicut agirligina
gore hesaplanmistir. Ortalama over agirliklar1 gruplar arasinda anlamli farklilik

gostermistir (df=3, F=7,247, p<0,001). Anlamliligin hangi gruplar arasinda oldugunun

50



tespiti igin post-hoc LSD testi yapilmistir. K, ALA ve PKOS-ALA gruplarinda
ortalama over agirliklart PKOS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
diistik bulunmustur (K ile PKOS grubu arasinda p=0,03, ALA ile PKOS grubu
arasinda p=0,02, PKOS-ALA ile PKOS grubu arasinda p<0,001). Ortalama over
agirliklart diizeyi agisindan, K ile ALA grubu arasinda, K ile PKOS-ALA grubu
arasinda ALA ile PKOS-ALA grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmamustir (sirastyla p>0,05, p>0,05, p>0,05).

Tablo 4.4. Ortalama over agirliklarinin diizeyleri ve gruplar arasinda Karsilastirilmasi

Ortalama over agirhgi

(mg/100 g viicut agirhg)

K 22,1+0,6
ALA 20,3+0,5
PKOS 30,2+1,1
PKOS-ALA 22+1,2"

™, PKOS grubuna gore istatistiksel olarak anlaml1 farkliligin oldugunu
ifade eder (p<0,05). Veriler tek yonli varyans analizi, post-hoc LSD
testi ile degerlendirilmistir. Veriler ortalama+standart sapma olarak
verilmistir.

4.5. Sicanlarin Haftalik Viicut Agirhklarimin Duzeyleri

Deneyin basladigi giin 0. giin olarak kabul edilmis olup her haftanin sonunda tiim
sicanlarin  viicut agirliklart Olgiilerek her grubun ortalama ve SD degerleri
hesaplanmistir. Deneyin ilk giinii viicut agirliklar1 gruplar arasinda anlamli farklilik
gostermemistir (p>0,05). Deneyin 21. Glninde PKOS ve PKOS-ALA grubundaki
viicut agirliklary, K ve ALA gruplarma gore anlamli artig gostermistir (PKOS ile K
grubu arasinda p=0,02, PKOS ile ALA grubu arasinda p=0,003) (PKOS-ALA ile K
grubu arasinda p=0,023, PKOS-ALA ile ALA grubu arasinda p=0,02). Deneyin 49.
giniinde PKOS grubunda 6lgiilen viicut agirliklari tiim gruplara gére anlamli diizeyde
yiksek bulunmustur (PKOS ile K grubu arasinda p=0,011, PKOS ile ALA grubu
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arasinda p=0,033, PKOS ile PKOS-ALA grubu arasinda p=0,04). Deneyin 49.
Glinlinde ALA grubunda olgiilen viicut agirliklart K grubuna gore anlamli diisiik

bulunmustur (p=0,001) (Grafik 4.2).
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<
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Grafik 4. 2. Deneyin baslangicinda ve her haftanin sonunda 6lculen ortalama vicut
agrrliklarinin degisimi

@K ve ALA gruplarma gore istatistiksel olarak anlamh farklilig: ifade etmektedir (p<0,05).
" PKOS grubuna gore istatistiksel olarak anlaml farklilhig: ifade etmektedir (p<0,05).
K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilif1 ifade etmektedir (p<0,05).
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Tablo 4.5. Vicut agirliklarinin ortalamasi

0. Gin 21. GUn 49. Giln

K 168,1+18,5 199,5+19,1 222,5+22,7°
ALA 162,1+10,6 188+13,2  197,5+13,5P¢
PKOS 180,3+11,8 237,5+13,8% 269,7+21,1
PKOS-ALA 187,2+¢10,9 243,5+10,6% 242,7+4,1°

Ortalama viicut agirliklart gram cinsinden verilmistir. Degerler ortalama + SD
olarak ifade edilmektedir. @K ve ALA gruplarma gére istatistiksel anlamlilig
ifade etmektedir (p<0,05). ® PKOS grubuna gore istatistiksel anlamhlig: ifade
etmektedir (p<0,05). © K grubuna gére anlamlihg ifade etmektedir (p<0,05).

4.6. Over Dokusunun Histopatolojik Bulgulan

Kontrol gruplarindan alinan over doku kesitlerinde, farkli gelisim asamasinda
olan folikillere rastlanmistir. Folikiiller, normal graniiloza hiicre tabakasiyla ¢evrili
olarak gozlemlenmistir. K ve ALA gruplarinda nekrotik ve apoptotik hiicrelere
rastlanmamistir (Resim 4.1) (Resim 4.2). PKOS grubunda ince bir graniiloza hicre
tabakasinin ¢evreledigi kistik folikiiller ve apoptotik, nekrotik hicreler

g6zlemlenmistir (Resim 4.3).
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Tablo 4.6. Histopatolojik bulgularin derecelendirilmesi

Apoptotik ve Nekrotik

Hucreler
K -
ALA -
PKOS +++
PKOS-ALA +

Over doku kesitlerinde incelenen yapisal degisiklikler (-/+++)
aras1 skorlanarak degerlendirilmistir. apoptotik ve nekrotik hiicre
varhig1 yok (-), az (+), orta (++), fazla (+++) olacak sekilde
degerlendirilmistir.

Over dokusunda incelenen primer folikil sayis1 PKOS grubunda tiim gruplara
gore anlamli diizeyde artmustir (PKOS ile K grubu arasinda p=0,001, PKOS ile ALA
grubu arasmda p=0,033 PKOS ile PKOS-ALA grubu arasinda p=0,004). K, ALA ve
PKOS-ALA gruplar1 arasinda primer folikiil sayis1 bakimindan anlamli fark
saptanmamustir. (K ile ALA grubu arasinda p>0,05, K ile PKOS-ALA grubu arasinda
p>0,05, ALA ile PKOS-ALA grubu arasinda p>0,05).

PKOS grubunda graaf folikiil sayis1 bakimindan tim gruplara gére anlamli
dizeyde azalma bulunmustur (PKOS ile K grubu arasinda p=0,003, PKOS ile ALA
grubu arasinda p=0,04, PKOS ile PKOS-ALA grubu arasinda p=0,02). K, ALA ve
PKOS-ALA gruplar1t arasinda graaf folikiil sayist1 bakimindan anlamli fark
saptanmamistir (K ile ALA grubu arasinda p>0,05, K ile PKOS-ALA grubu arasinda
p>0,05, ALA ile PKOS-ALA grubu arasinda p>0,05).

PKOS grubunda korpus luteum sayis1 tum gruplara gére anlamh diizeyde
azalmigtir (PKOS ile K grubu arasinda p=0,041, PKOS ile ALA grubu arasinda
p=0,003, PKOS ile PKOS-ALA grubu arasinda p=0,002).

PKOS grubunda kistik folikiil sayis1 tim gruplara gére anlamli diizeyde yiiksek
bulunmustur (PKOS ile K grubu arasinda p<0,001, PKOS ile ALA grubu arasinda
p=0,005, PKOS ile PKOS-ALA grubu arasinda p=0,041). PKOS-ALA grubunda
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kistik folikiil sayis1 bakimindan K ve ALA gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli
yiiksek bulunmustur ( PKOS-ALA ile K grubu arasinda p=0,024, PKOS-ALA ile ALA

grubu arasinda p=0,024).

Tablo 4.7. Gruplar arasindaki histopatolojik bulgularin istatiksel degerlendirilmesi

Primordial Primer Sekonder Graaf Korpus Kistik
Folikul Folikul Folikul Folikul Luteum Folikdl
K 3,87+1,45  4,12+1,24°  8,75+3,28  3,50+2,56° 5,12+2,29° 0?
ALA 4,0042,20  4,37+2,32°  6,37+2,77 4,87+2,41° 8,2+4,03% 0?
PKOS  4,62+2,32 5,62+1,40  6,50+1,60  1,50+0,22 20,4 4,62+1,76
PKOS- 3,50+#1,30  3,25+1,53* 4,25+1,66 4,62+2,77° 83,96  0,37+0,11*°

ALA

Gruplar arasidaki histopatolojik bulgular Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama

+ SD olarak ifade edilmektedir. * ,PKOS grubuna gore istatistiksel anlamlilig1 géstermektedir (p<0,05).

" K ve ALA gruplarma gore istatistiksel anlamliligi gostermektedir (p<0,05).
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Resim 4.1. Kontrol grubuna ait over doku kesiti. Farkli bliyiime asamasindaki
foliktller ve medulla gézlenmektedir. KL: Korpus luteum, GF: Graaf folikil PF:
Primer folikul, SF: Sekonder folikul (H-E, x40).

Resim 4.2. ALA grubuna ait over doku Kkesiti. Farkli bliylime asamasindaki folikuller
ve medulla gézlenmektedir. PF: Primer folikll, SF: Sekonder folikil, GF: Graaf
folikll, KL: Korpus luteum (H-E, x100).
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Resim 4.3. PKOS grubuna ait over doku kesiti. KF: Kistik folikal. Siyah ok:
Nekrotik hiicreler, mavi ok: Apoptotik hiicre (H-E, x100).

Resim 4.4. PKOS-ALA grubuna ait over doku kesiti. KF: Kistik folikul, KL: Korpus
luteum, PF: Primer folikll, SF: Sekonder folikil. Siyah ok: Nekrotik hiicreler, mavi
ok: Apoptotik hiicre (H-E, x40).
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Resim 4.5. Kontrol grubuna ait over doku kesiti. GF: Graaf folikul, KL: Korpus

luteum (H

x200).

E

Resim 4.6. PKOS-ALA grubuna ait over doku esiti. F Ki-stikA folikal KL Korpus

luteum GF: Graaf folikil (H-E x40).
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5. TARTISMA

Polikistik over sendromu, kronik seyirli, tim sistemleri etkileyebilen bir
hastaliktir. Ureme ¢agindaki kadinlarda infertilitenin en sik sebebidir. Yapilan in-vitro

calismalar hastaligin karmasik patogenezini aydinlatmada yetersiz kalabilmektedir.

Polikistik over sendromu olusturulmus hayvan modelleri, insanlarda goriilen
bu sendromun kisa siirede taklit edilerek calisilmasi ve patofizyolojisinin anlasilmasi
icin kullamighidir. PKOS’ta hayvan modelleri sik¢a kullanilmakta ve c¢ogunlukla
sendromun reprodiiktif etkilerini gozlemlemek igin yararli olmaktadir. Sigan
modelleriyle calismak kisa Gstrus dongiisii ve bilinebilir genetik ge¢mis bakimindan
oldukca avantajlidir. Ancak insanlarla kemirgenler arasinda bazi farkliliklar vardir.
Kadinlar monoovulatuarken kemirgenler poliovulatuardir. Hipotalamus-hipofiz-over
aksi insanlar ve kemirgenler arasinda benzer olmasma karsmn FSH bagimli folikiil

se¢im siireci kadinlarda farklidir (145).

Calismamizda in-vivo PKOS sican modeli olusturarak, subkronik ALA
kullannminin olas1 antiinflamatuar ve histolojik diizeyde etkilerini arastirmayi
amacladik. Androjenlerin, 6strojenlerin, aromataz inhibitrlerinin uygulanmasinin
yani sira genetik degisikliklere ve cevresel stres faktorlerine maruz kalma gibi
yontemlerle siganlarda deneysel PKOS modelleri olusturulmaktadir (146). Biz bu
amacla 21 giin boyunca aromataz enzim inhibitdrii olan letrozol ile siganlarda
deneysel PKOS modeli olusturduk. 21 giin boyunca vajinal smear ornekleri aliarak
giinliik olarak bakilmistir. PKOS, uzamis didstrus fazi ile dogrulanmistir. Ardindan
subkronik ALA uygulamasmin (4 hafta) bu tabloya etkilerini arastirdik. PKOS
grubunda IL-1p ve IL-18 dizeyleri hem serumda hem over dokusunda anlamli
dizeyde yiiksek bulunmus, ayni zamanda over dokusunda IL-1f ve IL-18 gen
ekspresyonunda anlamli bir artis oldugu gozlenmistir. Dort haftalik ALA uygulamasi
sonrasinda bahsi gegen proinflamatuar sitokinlerin diizeyleri anlamli derecede
azalmig, kontrol grubu diizeyine kadar gerilemistir. Ek olarak histolojik degerlendirme
sonucunda PKOS’lu siganlarn  over dokularinda kistik folikiil olusumu artarken
korpus luteum azalmistir. PKOS-ALA grubunun histolojik olarak incelenen over
dokularinda kistik folikiil sayisinda anlamli diizeyde azalma, korpus luteum sayisinda

anlamli derecede artis meydana gelmistir. Bu sonuca gére ALA’nin ovulasyona katkis1
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oldugu soylenebilir. Over dokusundaki IL-1p ve IL-18 gen ekspresyon diizeyleri de
tedavi sonucunda anlamli derecede azalmistir. Literatiirde bu alanda yapilan
caligmalar tarandiginda inflamasyonun PKOS patogenezindeki rolii kargimiza

cikmaktadir.

Liu ve arkadaglarinin, PKOS‘lu hastalarin folikiiler sivisindaki artmis
inflamasyonun infertiliteye neden olabilicegini gosterdikleri ¢aligmalarinda, PKOS’lu
hastalarda folikiiler sividaki IL-18 diizeyleri, kontrol grubuna gore anlamli artis

gostermistir (5).

Dawood ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 bir calismada, obez ve normal kilolu
PKOS hastalarinda serum IL-18 seviyesi, kontrol grubuna gore anlamli diizeyde
yiiksek bulunmustur (147). Bizim ¢alismamizda da bu calismalara benzer sekilde
PKOS grubunda kontrol grubuna gore serum ve over dokusunda IL-18 seviyeleri

anlamli diizeyde ytliksek bulunmustur.

Wang ve arkadaglarinin yapmis olduklar1 bir caligmada, sicanlara DHEA
uygulamasi ile deneysel PKOS modeli olusturulmustur. Over dokusundan bakilan IL-
18 ve IL-1p seviyeleri, PKOS grubunda, kontrol grubuna goére anlamli yiiksek
bulunmustur. Bu yikseklik flavonoid grubundan olan baicalin ile tedavi sonrasi
anlamli olarak azaldigi saptanmistir. Over dokusunun histolojik incelenmesi
sonucunda PKOS grubunda kontrole gore daha yiiksek sayida primer folikll ve kistik
folikiil gosterilmistir. Tedavi sonras1 hem kistik folikiil hem de primer folikiilin PKOS
grubuna gore anlaml diizeyde azaldigi bulunmustur (148). Bizim ¢alismamizda da

elde ettigimiz sonuglar, bu verileri desteklemektedir.

Di Nicuolo ve arkadaglarinin, tekrarlayan gebelik kaybi olan hastalarda yapmis
olduklar1 ¢alismada, 2 giinde bir 0,8 g ALA tableti 3 ay boyunca kullanan grupta,
tedavi almayan hasta grubuna gore histeroskopik biyopsi ile alinan endometrium
dokusunda NLRP3 inflamazomunun ekspresyonu ve kaspaz-1 aktivitesi anlamli
derecede disiik bulunmustur. Buna bagh olarak endometrium dokusunda IL-1f ve IL-
18 diizeyleri anlamli diizeyde azalmistir (149). Benzer sonuglar bizim yapmis
oldugumuz ¢alismada da gosterilmistir. PKOS-ALA grubunda, PKOS grubuna gore
over dokusundaki IL-18 ve IL-1P seviyesi azalmigtir. ALA antiinflamatuar etkisini

NLRP3 inflamazomunun aktivitesini azaltarak gosteriyor olabilir.
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Wang ve arkadaglarinin, hem PKOS hastalarinda hem de letrozol ile indiiklenen
PKOS fare modelinde yaptiklar1 ¢caligmalarinda, graniiloza hiicrelerinde NLRP3 ve
kaspaz-1 ekspresyonu kontrol gruplarina goére anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Es
zamanlt olarak PKOS fare modelinde yaptiklar1 ¢alismada serumda oOlgililen I1L-18
seviyesi kontrol grubuna gore anlamli yliksek bulunmustur (150). Bizim ¢alismamizda
da PKOS grubunda IL-18 serum duizeyleri kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek

bulunmustur.

Lee ve arkadaslarnin yapmis olduklar1 calismada, astim modeli olusturulan
farelere, 100 mg/kg dozunda 1 hafta boyunca ALA uygulamasinin, akciger dokusunda
IL-18 mRNA ekspresyonunu, tedavi almayan astim modeli olusturulmus fare grubuna

gore anlamli olarak diisiirdiigii bulunmustur (151).

Refaie ve arkadaglarinin yapmis olduklari, letrozol ile indiiklenen PKOS sigan
grubunda diacerinin etkisiyle ilgili yapmis olduklar1 ¢alismada, PKOS grubunda
kontrol grubuna go6re viicut agirliklar1 yiiksek bulunmustur. Over dokusu
histopatolojik olarak incelenmis ve PKOS grubunda kontrol grubuna goére kistik

folikiil sayisinda artig, korpus luteum sayisinda azalma oldugu gosterilmistir (152).

Nanees ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢calismada, letrozol ile indiiklenen
PKOS sigan modelinde, kontrol grubuna gore over dokusunda kistik folikillerin

arttig1, korpus luteum sayisinin ise azaldigi bulunmustur (153).

Gao ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢calismada, DHT ile indiiklenen PKOS
sigan grubunda, kontrol grubuna gore kistik folikiil sayist artmis, korpus luteum sayisi
azalmistir. Ayrica PKOS grubunda, kontrollere goére viicut agirhigi daha yiiksek

bulunmustur. Tedavi ile viicut agirligi anlamlh diizeyde azalmistir (154).

Huerta ve arkadaslarinin obez kadin hastalarda yapmis olduklar1 bir ¢aligmada,
0,3 g/giin dozunda 10 hafta ALA tablet takviyesi alan grupta, tedavi almayan gruba
gore kilo alim1 anlamli diizeyde azalmistir. ALA takviyesi alan grupta plazma leptin
seviyesi takviye almayan hasta grubuna gore anlamli yiksek ¢ikmustir. ALA’nimn kilo
tizerine etkisi leptin diizeyleri ile iliskilendirilmistir (155). Bizim ¢alismamizda da
PKOS-ALA grubunda PKOS grubuna gore viicut agirligi azalmig olarak bulunmustur.
Bu sonuglara baglh olarak, ALA uygulamasmin kilo alimmni disiirerek, PKOS

tedavisinde etkili olacagi soylenebilir.
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Hlail ve arkadaglarinin, PKOS’lu kadinlarda yapmis olduklar1 ¢aligmada,
saglikli kadmlara gore serum IL-1f seviyelerinde anlamli artis oldugu gosterilmistir

(156).

Gumiiskaya ve arkadaslarinin, letrozol ile indiiklenen PKOS si¢can modelinde
10 gunlik tannik asit uygulamasmin terapdtik etkisiyle ilgili yapmis olduklari
calismada, PKOS grubunda kilo alimi, kontrol grubuna gore artmistir. Over
histopatolojik degerlendirilmesinde PKOS grubunda, kontrollere gore kistik folikiil
sayist artmis, graaf folikil sayis1 ise azalmistir (157). Yapmis oldugumuz ¢aligmada

ki bulgularimiz, bu sonuglar1 desteklemektedir.

Tu ve arkadaglarinin PKOS hastalarinda yapmis olduklar1 ¢aligmada, diane-35
ve kombine antioksidan tedavisi alan hastalarda serum TAS degeri PKOS grubuna

gore artmug, TOS degeri ve OSI azalmistir (158).

Mohammed ve arkadaglarinin, valproik asite bagl karaciger hasarinda alfa
lipoik asitin antioksidan etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda, 14 giin 100 mg/kg
ALA ile tedavi edilen grupta, karaciger hasar1 olusmus gruba gore glutatyon
peroksidaz ve siliperoksit dismutaz enzimleri anlamli olarak artarken malondialdehit
seviyeleri anlamli diizeyde azalmistir. ALA, Nrf-2 aktivitesini arttirarak bu
antioksidan etkiye neden olmustur (159). Bizim ¢alismamizda da PKOS-ALA
grubunda, PKOS grubuna gore serum TAS degeri artmis, TOS degeri azalmis bulunsa
da istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. OSI diizeyi, istatistiksel olarak anlamli

diisiik gelmistir.

Joksimovic ve arkadaslarinin yapmis olduklari ¢alismada, 35 giin boyunca 100
mg/kg testosteron enanthate ile indiklenen PKOS grubunda, kontrollere gore over
dokusunda kistik folikiil olusumu meydana gelmis, korpus luteum olusumu ise
engellenmistir. Kalp dokusunda 6lgllen stiperoksit dismutaz ve glutatyon seviyeleri
anlamli olarak diisitk bulunmustur (160). Bizim ¢alismamizda PKOS grubunda kontrol
grubuna gore serum TOS dulzeyleri ylksek bulunsa da istatistiksel olarak anlamli

bulunmamuigtir. 21 giinliik 1 mg/kg letrozol dozu, bu etki i¢in diisiik kalmig olabilir.

Lv ve arkadaglarmin DHEA ile indiikledikleri PKOS sicanlarinda, corilagin
tedavisinin etkisi ile ilgili yapmis olduklar1 calismada, PKOS grubunda ortalama over

agirliklari, kontrollere gore anlamli yiliksek bulunmustur. Tedavi edilen PKOS
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grubunda, PKOS grubuna gore anlamli azalmistir (161). Bizim g¢alismamizda da
PKOS grubunda, over agirliklar1 kontrollere gore artmistir. PKOS-ALA grubunda,
PKOS’a gore anlamli azalmigtir. Bu sonu¢ PKOS’ta artan kistik folikiillere bagl
olarak artmis over hacmi nedeniyle olabilir. ALA etkisiyle kistik folikiil sayis1

azalarak, over agirlig1 azalmis olabilir.

Qi ve arkadaslarinin, sigan miyokardinda iskemi-reperflizyon hasarma karsi
alfa lipoik asitin koruyucu etkisiyle ilgili yapmis olduklar1 ¢alismada, iskemi-
reperflizyon hasarindan 12 saat ve yarim saat once, hasar olustuktan yarim saat sonra
30 mg/kg dozunda ALA intraperitoneal yol ile uygulanmistir. ALA ile tedavi edilen
grupta, iskemi-reperfiizyon olusmus gruba gore miyokardiyal apoptoz ve hiicre hasar1
azalmistir. ALA, HMGBI1/TLR4/NF-xB yolunu inhibe ederek iskemi-reperfiizyon
hasarmi engellemistir. Ayrica miyokardiyal apoptotik Bax proteinin ekspresyonunu
azaltmus, anti-apoptotik etkili Bcl-2 ekspresyonunu arttirmustir. Bizim ¢alismamizda
da PKOS-ALA grubunda over dokusunda apoptotik ve nekrotik hiicreler, PKOS

grubuna gore azalmistir (162).

Cakir ve arkadaglarinin yapmis olduklar1 bir calismada, sicanlara tek doz
metotreksat uygulamasi ile bobrek hasari olusturulmustur. Alfa lipoik asit 60 mmol/kg
dozunda intraperitoneal olarak 5 giin uygulanmistir. Gruplar metotreksat, kontrol ve
metotreksat-alfa lipoik asit olarak ayrilmistir. Serumda Olculen IL-1 seviyeleri,
metotreksat-alfa lipoik asit grubunda metotreksat grubuna gore anlaml diizeyde
azalmistir (163).

De Freitas ve arkadaslarinin pilokarpin kaynakli nobetlere alfa lipoik asit
uygulamasinin sican hipokampiisiinde noroprotektif etkisiyle ilgili yapmis olduklar1
calismada, alfa lipoik asit 10 mg/kg ve 20 mg/kg dozlarinda 2 ayr1 gruba
intraperitoneal olarak uygulanmistir. 30 dakika sonra pilokarpin uygulamasi
yapilmustir. Alfa lipoik asit 10 mg/kg dozunda uygulanan pilokarpin grubunda ve alfa
lipoik asit 20 mg/kg dozunda uygulanan pilokarpin grubunda, tek basina pilokarpin
verilen gruba gore hipokampus dokusunda IL-1 mRNA ekspresyon diizeyleri anlaml

olarak diisiik bulunmustur (164).

Sun Q ve arkadaslarinin yapmis olduklar streptozosin ile indiiklenen diyabetik

sican modelinde alfa lipoik asit uygulamasmin periferik noropatiyi engelledigini
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gosterdikleri ¢aligmalarinda, alfa lipoik asit diyabetik siganlara 100 mg/kg/gln
dozunda 12 hafta boyunca oral yol ile verilmistir. Alfa lipoik asitle tedavi edilen
diyabetik sican grubunda, tedavi almayan diyabetik sican grubuna gore siyatik
sinirdeki NLRP3, IL-1p ve IL-18 ekspresyon diizeyleri anlamli diizeyde azalmistir.

Serumdan o6lgiilen IL-1p ve IL-18 seviyeleri de anlamli olarak diisiikk bulunmustur.

Pmar ve arkadaslarmin yapmis olduklar1 endometriozis sigan modelinde, alfa
lipoik asit uygulamasimin etkisiyle ilgili yapmis olduklar1 bir ¢alismada, endometriozis
olusmus siganlarm bir kismma ALA 100 mgkg dozunda 14 giin boyunca
intraperitoneal yol ile uygulanmistir. ALA ile tedavi edilen grupta, hasta grubuna gore

serum OSI degerleri anlamli olarak diisiik bulunmustur (165).

Koh ve arkadaslarinin obez hasta grubunda yaptiklar1 bir calismada, hastalar 3
ayr1 gruba ayrilmistir. 20 hafta 1200 mg/giin ALA tablet takviyesi alan grup, 20 hafta
1800 mg/giin ALA tablet takviyesi alan grup ve plasebo grubu olarak ayrilan gruplarda
tedavi sonrasi viicut agirliklar karsilastirilmistir. Hem 1200 mg/gun hem de 1800
mg/giin ALA takviyesi alan gruplarda ortalama viicut agirliklari, plasebo grubuna gére

anlamli olarak diisiik bulunmustur (166).

Kang ve arkadaslarinin yapmis oldugu, sisplatin kaynakli akut bobrek hasari
olusturulmus farelerde alfa lipoik asitin koruyucu etkisiyle ilgili yapmis olduklar1 bir
calismada, ALA 100 mg/kg dozunda 3 giin boyunca giinde bir kez intraperitoneal yol
ile uygulanmistir. Ardindan sisplatin uygulamasi yapilmistir. ALA ile tedavi edilen
grupta, tedavi almayan gruba goére bobrek dokusunda nekrotik hiicrelerin azaldigi
bulunmustur. ALA ayni zamanda bobrek dokusunda NF-xB aktivasyonunu da

azaltmustir (167).

Jesudason ve arkadaglarinin yapmis oldugu, sistemik inflamasyon olusturulan
farelerde alfa lipoik asitin koruyucu etkisiyle yapmis olduklar1 ¢calismada, farelere
giimiis nitrat enjeksiyonu yapilarak sistemik inflamasyon olusturulmustur. ALA 100
mg/kg dozunda 4 giin boyunca intraperitoneal yol ile uygulanmistir. Farelerin
incelenen beyin korteks dokusunda ALA ile tedavi edilen grupta, tedavi almayan gruba

gore nekrotik hiicreler azalmistir (168).

Bu sonuglar, yapmis oldugumuz c¢alismamizdaki sonuglar1 destekler

niteliktedir. PKOS’a bagli inflamasyon sonucu over dokusunda folikiil gelisimi
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baskilanmis, nekrotik ve apoptotik hiicre sayisi artig gostermistir. ALA ile tedavi bu
bulgular1 tersine gevirerek over dokusunda nekroz ve apoptozu azaltarak folikil

gelisimini saglamistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Polikistik over sendromu, kadmlarda sik gorillen ve birgok sistemi
etkileyebilen bir sendromdur. Kadin infertilitesinin en sik sebebidir. Ancak
etyopatogenezi karmasik ve kesin olarak bilinememektedir. Tedavi yontemleri hala
arastrma asamasindadir. Bu sebeple, PKOS hayvan modelleri olusturularak,
inflamasyon ile iligkisi ve buna yonelik tedavi yontemlerinin arastirilmasi onem
tasimaktadir.

Sicanlarda PKOS modeli olusturmak i¢in letrozol 21 giin boyunca oral gavaj
yolu ile uygulanmstir. Tiim siganlardan glnlik olarak vajinal smear alimmistir. K ve
ALA gruplarinda 6strus dongiisii diizenli bir sekilde birbirini takip etmekteydi. PKOS
ve PKOS-ALA gruplarinda letrozol uygulamasinin son 14 giinii uzamis didstrus fazi
meydana gelmistir. Degerlendirilen vajinal smear sonuglarina gére bu gruplarm PKOS
olduklar1 dogrulanmaistir.

PKOS grubunda proinflamatuar etkili sitokinlerden IL-1beta ve IL-18’in hem
over dokusunda hem serumda artisi, hastaligin etiyolojisinde inflamasyonun da etkili
oldugunu gostermektedir. Ayni zamanda over dokusunda bu proinflamatuar
sitokinlerin ekspresyonlarindaki artis da bu etkiyi desteklemektedir.

Alfa lipoik asit uygulamasinin PKOS iizerindeki etkisini degerlendirdigimizde
hem dokuda hem serumda proinflamatuar etkili sitokinleri anlamli diizeyde azalttig1
bulunmustur. Over dokusundaki ekspresyonlarini da anlamli diizeyde azaltarak, PKOS
tedavisine katki saglayabilir. PKOS tedavisinin ilk basamagi yasam tarzi degisikligi
ve kilo kontroliidiir. ALA, viicut agirlig1 tizerinde ki azaltic1 etkisiyle tedaviye katk1
saglayabilir.

PKOS grubunda over dokusundaki artmis kistik folikiil sayis1 ve azalmig
korpus luteum sayis1 bu grupta ovulasyonun baskilandigini gostermistir. ALA ile
tedavi kistik folikiil sayisinda anlamli bir diisiise, korpus luteum sayisinda anlamli bir
artiga sebep olmustur. Boylelikle ALA uygulamasinin ovulasyona katkis1 olabilecegini
soyleyebiliriz.

Histopatolojik degerlendirme sonucunda PKOS ‘ta artan nekrotik ve apoptotik
hiicreler, inflamasyonun bir sonucu olarak meydana gelmis olabilir. ALA ile tedavi bu

etkiyi tersine ¢evirmistir.
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Verilerimize bagl olarak ALA’nin PKOS’ta inflamasyona bagli hasarlarin
azaltilmasinda etkili bir tedavi olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Ancak hangi
doz ve surede inflamasyon uzerinde olumlu etkisinin olacagina dair veriler igin daha

cok calismaya ihtiyag vardir.
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OZET

Polikistik Over Sendrom Modelinde Alfa Lipoik Asit Uygulamasinin, Ovaryan
Histopatoloji, 1L-18, IL-1Beta Diizeyleri ve mRNA Ekspresyonlar1 Uzerine
Etkisi

Polikistik over sendromu, kadinlarda infertilitenin en sik sebebidir. Patogenezi
net olmasada inflamasyonun hastaligin gelisiminde rol oynadigi gosterilmistir.
Calismamizda, deneysel PKOS olusturulmus siganlara ALA uygulamasinin, IL-1beta,

IL-18 diizeylerine ve over dokusundaki histolojik degisikliklere etkisi amaglanmistir.

Calismamizda Wistar Albino turd 32 adet disi sigan kullanilmistir. Gruplar K,
ALA, PKOS, PKOS-ALA olarak esit sayida ayrilmistir. PKOS ve PKOS-ALA
gruplarina, deneyin basladig giin letrozol 1mg/kg dozunda %1’lik KMS ¢6zeltisinde
2 ml/kg hacminde 21 giin boyunca oral gavaj yolu ile uygulanmistir. K ve ALA
gruplarina es zamanli olarak %1 KMS esit hacimde verilmistir. Ardindan 4 hafta
boyunca ALA ve PKOS-ALA gruplarma ALA 100 mg/kg dozunda i.p. olarak
uygulanmistir. K ve PKOS gruplarina es zamanli olarak serum fizyolojik i.p.
uygulanmistir. Over dokusunda sitokinlerin seviyesi ve ekspresyonlarina bakilmustir.
Serumda IL-1beta, IL-18, TAS, TOS diizeylerine bakilmistir.

PKOS grubunda tim gruplara gore over dokusunda IL-1beta, IL-18 mRNA
ekspresyonlari, serum ve dokuda ki diizeyleri anlamli yiiksek bulunmustur. PKOS’ta
tUm gruplara gore kistik folikiil sayis1 artmis, korpus luteum sayisi ise azalmistir.

Serum OSI diizeyleri ALA tedavisiyle azalmistir.

Caliymamizda PKOS’ta goriilen inflamasyonun azaltilmasinda ALA
tedavisinin etkili olabilecegini dngdrmekteyiz. Ancak en iyi sonucu alabilmek i¢in

doz, siklik, kullanim siiresi ile ilgili daha ¢ok calismaya ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: ALA, IL-1beta, IL-18, Inflamasyon, PKOS
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ABSTRACT

Effects of Alpha Lipoic Acid Administration on Ovarian Histopathology, IL-18, IL-
1Beta Levels and mRNA Expressions in Polycystic Ovary Syndrome Model.

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is the most common cause of infertility in
women. Although its pathogenesis is not fully understood, inflammation has been
shown to play a role in the development of the disease. Our study aimed to investigate
the effect of ALA administration on IL-1beta, IL-18 levels, and histological changes

in ovarian tissue in rats with experimentally induced PCOS

We used 32 female Wistar Albino rats divided into four groups: K, ALA,
PCOS, and PCOS-ALA, with equal numbers in each group. Rats in the PCOS and
PCOS-ALA groups were orally administered letrozole at a dose of 1mg/kg in a 1%
CMC solution at a volume of 2 ml/kg via oral gavage for 21 days, starting from the
day the experiment began. Simultaneously, rats in the K and ALA groups were given
an equal volume of 1% CMC via oral gavage. Subsequently, rats in the ALA and
PCOS-ALA groups were intraperitoneally administered ALA at a dose of 100 mg/kg
for 4 weeks, while rats in the K and PCOS groups were intraperitoneally administered
physiological saline for the same duration. Cytokine levels and expressions in ovarian

tissue were evaluated. IL-1beta, IL-18, TAS, and TOS levels were measured in serum.

In the PCOS group, IL-1beta and IL-18 mRNA expressions in ovarian tissue,
as well as their levels in serum and tissue, were significantly higher compared to all
other groups. Additionally, the number of cystic follicles increased, while the number
of corpus luteum decreased compared to all groups. Serum OSI levels decreased with
ALA treatment.

We anticipate that ALA treatment may be effective in reducing inflammation
observed in PCOS. However, further studies are needed to optimize dosage, frequency,

and duration of treatment to achieve the best results.

Keywords: ALA, IL-1beta, IL-18, Inflammation, PCOS
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