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OZET

Polikistik over sendromu (PKOS) dogurganlik ¢agindaki kadinlarda en sik
gbzlenen hormonal bozukluktur. Ozellikle obezite PKOS hastalarmmn biiyiik bir
kismma siklikla eslik eder ve kilo artisinin yumurta kalitesi iizerine etkileri tam
olarak bilinmemektedir. Calismamizda testosteron propionat ve yiiksek yag diyeti ile
olusturulan sigan PKOS modelinde hormonal parametreler ve yumurta gelisiminde
gorevli gen ifadeleri lizerine metformin ve pioglitazonun monoterapilerinin ve
bunlarin kombinasyon tedavilerinin etkilerinin arastirilmasi amaclanmaistir.

Calismada toplam 50 adet 21 giinliik Wistar Albino cinsi disi sigan kullanild.
Sicanlar her biri 10 denek iceren 5 gruba ayrildi. Gruplar kontrol, PKOS
PKOS+Metformin, PKOS+Pioglitazon ve PKOS+Metformin+ Pioglitazon grubu
olarak belirlendi. Sicanlara PKOS olusturulmasi amaciyla 90 giin boyunca
10mg/kg/glin testosteron propionat + %60 yaglh diyeti uygulandi. Tedavi gruplaria
son 1 ay siiresince 300 mg/kg/giin metformin ve 30 mg/kg/giin Pioglitazon oral gavaj
ile verildi. 90 giin sonunda dekapitasyonun ardindan siganlarm over dokular1 alinarak
histolojik ve molekiiler genetik analizler i¢in saklandi. Dekapitasyon sirasinda alinan
serum Orneklerinde ise rutin hormon profili, glukoz, kolesterol, HDL, VLDL ve
trigliserit diizeyleri Olgiildi. SYCP2, CYBB, GADD45A, BAX, FAS, FASL,
BCL2L1, CASP2, BIRC2 BECNI, VEGFA, GAP43, MAPKI1 genleri qRT- PCR
metodu ile analiz edildi.

Kontrol grubuna gore PKOS grubunda progesteronun anlamli olarak azaldigi
ve testosteronun anlamli olarak arttig1 tespit edilmistir. Yine kontrol grubuna gore
PKOS grubunda glukoz diizeylerinin anlamli olarak arttigi gézlenmistir. PKOS
grubu ile tedavi gruplar1 karsilastirildiginda sadece pioglitazon grubunda testosteron
diizeylerinin anlamli olarak azaldig: belirlenmistir. Histolojik olarak PKOS grubunda
kistik follikiil yapilarmin arttigi ila¢ tedavilerinin kistik follikiil sayisini azalttigi
ancak ila¢ tedavilerinin bu agidan birbirlerine istilinliiklerinin olmadig1 belirlendi.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda tiim PKOS gruplarinda OLR1583 ve
Bcl2L1 genlerinin anlamli olarak attigi, SYCP2, CYBB, GADD45A, BAX ve
FasL genlerinin anlamli olarak azaldig: belirlendi.

Calismamiz obez PKOS modelinde metformin ve pioglitazon tedavilerinin

etkilerinin arastirildig: ilk ¢alismadir. Ilaglarm 6zellikle ovarian morfoloji ve hormon
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profilleri tizerinde oldukca dnemli iyilestirici etkilerinin oldugu belirlenmistir. Her ne
kadar histolojik bulgular tedavilerin ovarian morfoloji tizerinde olumlu etkilerinin
oldugunu gosterse de molekiiler genetik analizler bu bulgular1 desteklememistir.
Mayozda gorevli SYCP2, mitokondride solunum reaksiyonlarinda gorevli CYBB,
genomda tamirden sorumlu olan Gadd45A gen ifadelerindeki azalma tedavi
gruplarinda da devam etmistir. Proapopitotik genlerden olan BAX ve FASL gen
ifadelerinin kontrole gére PKOS grubunda anlamli olarak azaldigi belirlenmistir.
Bununla beraber antiapoptotik genlerden BCL2L1 gen ifadesinin ise kontrole gore
anlamli oranda artmasi1 artmis bir apopitozisi desteklememektedir. Tam tersine
PKOS grubunda apopitozisin azaldig1 ancak tedavi gruplarinda bu azalmanin
normallestigi gozlemlenmektedir. Ozellikle bu genlerin overdeki fonksiyonunun
ortaya konacagi daha detayli molekiiler genetik analizlerin yapilmasma ihtiyag
vardir.

Anahtar Kelimeler: polikistik over sendromu, metformin, pioglitazon, yumurta

kalitesi



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF THE EFFECT OF METFORMIN AND
PIOGLITAZON ON THE OVUM QUALITY IN POLYCYSTIC OVARY
SYNDROME RAT MODEL

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is the most common hormonal disorder
among women of reproductive age. Particularly obesity is a serious problem in a
large proportion of PCOS patients and the effects of weight gain on ovum quality are
not fully determined. In our study, we aimed to investigate the effects of
monotherapy and combination therapy of metformin and pioglitazone on hormonal
parameters and gene expressions in ovum development in rat which PCOS model
was produced with testosterone propionate and high fat diet.

In this study, 50 female Wistar Albino rats aged 21 days were used. These
fifty female rats were divided into five experimental groups with ten rats in each
group including control group, PCOS group (im injection of 10 mg/kg/day
testosterone propionat and % 60 fat diet for 90 days), PCOS + metformin treated
(300 mg/kg/day for 30 days), PCOS + pioglitazone treated (30 mg/kg/day, for 30
days), PCOS + metformin + pioglitazone treated. After decapitation at the end of 90
days, the ovarian tissues of the rats were removed and it is retained for histological
and molecular genetic analysis. Routine hormone profile, glucose, cholesterol, HDL,
VLDL and triglyceride levels were measured in serum samples. SYCP2, CYBB,
GADDA45A, BAX, FAS, FASL, BCL2L1, CASP2, BIRC2 BECNI, VEGFA,
GAP43, MAPKI genes were analyzed by qRT-PCR.

Plasma progesterone level significantly decreased and testosterone
significantly increased in the PCOS induced rats when compared with control group.
Glucose levels in the PCOS group were also significantly increased. When the
treatment groups were compared with the PCOS group, testosterone were
significantly decreased only in the pioglitazone group. Histologically, it was
observed that cystic follicular structures were increased in PCOS group. Treatment
of PCOS rats with metformin and pioglitazone resulted in reduction of the number of
cystic follicles when compared to untreated PCOS rats but drug treatments showed

no superiority to each other in this respect. OLR1583 and BcI2L1 genes were
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significantly increased and SYCP2, CYBB, GADD45A, BAX and FasL genes were
significantly decreased in all PCOS groups when compared to the control group.

Our study is the first study to investigating the effects of metformin and
pioglitazone treatment in the obese PCOS model. Drugs have been identified as
having considerable therapeutic effects, particularly on ovarian morphology and
hormone profiles. Molecular genetic analysis did not support these findings, although
histological findings indicate that drug treatment has positive effects on ovarian
morphology. SYCP2 gene is responsible for meiosis, CYBB gene is responsible for
respiratory reaction in mitochondria, GADD45A gen is responsible for repair on
genom and decrease in these gene expressions continued in the treatment group.
BAX and FASL gene expressions from the proapoptotic genes were significantly
decreased in the PCOS group compared to the control group. However, the
expression of the BCL2L1 gene from the antiapoptotic genes which were
significantly higher than the control does not support an increased apoptosis. On the
contrary, apoptosis is decreased in the group of PCOS but this decline is normalized
in the treatment groups.In particular, there is a need for more detailed molecular
genetic analyzes to reveal the function of these genes on ovary.

Key Words: Polycystic ovary syndrome, metformine, pioglitazone, oocyte quality
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1. GIRIS

Polikistik over sendromu, tani kriterleri ve farkli populasyonlardaki sikliklar1
degisiklik gdstermesine ragmen, dogurganlik ¢agindaki kadinlarda en sik gézlenen
hormonal bozukluktur. Sendromun klinikte karsimiza ¢ikan en sik bulgulari
anovulasyon / oligomenore, hirsutizm, akne, obezite ve infertilitedir.

Polikistik over sendromu (PKOS) etyopatogenezinde primer olarak artmis
insiilin direnci ve hiperinsiilineminin dénemli bir yeri bulunmaktadir (1). Insiilin
direnci kisa vadede hiperandrojenizm ve anovulasyon yapmakla birlikte, uzun
vadede diyabetes mellitus (DM) ve kardiyovaskiiler komplikasyonlara neden

olmaktadir.
1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. Polikistik Over Sendromu Tarihcesi
Polikistik over sendromu, hiperandrojenemi, infertilite ve polikistik overler
ile karakterize bir hastaliktir. Bu hastalik ilk defa 1935 yilinda Stein ve Levanthal

tarafindan amenore, obezite ve hirsutizm triadi olarak tanimlanmistir (2).

1.1.2. Prevelansi

Reprodiiktif yastaki kadinlarin yaklasik %4-12’sinde goriilmektedir. PKOS
reprodiiktif donemdeki kadinlarda en sik goriilen endokrinopatidir (3-5). PKOS’ un
tahmini sikligi calisma yapilan popililasyon ve overlerin ultrasonografik
goriintiilenmesinin tani kriterlerine dahil edilip edilmemesine gore degisebilir. Tipik
klinik gOriinlimiin varhiginda sonografik olarak polikistik overlerin gdriilmesi
sendromun tanisii desteklerken, hiperandrojenizm hikayesi olmayan normal

ovulatuar kadmnlarda da polikistik overlerin bulunabilecegi gosterilmistir (6) .

1.1.3. Patofizyolojisi

Polikistik over sendromu semptom ve belirtilerin heterojen bir toplulugudur.
Her semptom ve her belirti tiim hastalarda goriilmez, bazi hastalarda klinik tablo
hafitken bazilarinda reproduktif, endokrin ve metabolik fonksiyonlarda siddetli
bozukluklar mevcuttur. PKOS patofizyolojisi multifaktoryeldir, klinik fenotipi klinik

ve/veya biyokimyasal hiperandorejenemi ile ortaya c¢ikar. Hiperandrojenemi ve



anovulasyonu olusturan mekanizmalar heniiz tam olarak agiklanamadigindan

zamanla hipotezler degigsmektedir.

1.1.3.1. Hipotalamik pituiter ovaryan aks

Onceleri hipofizden artmis LH salgisinin ovaryan hiperandorejeneminin
nedeni oldugu ileri siiriiliirken daha sonralar1 hastalarin yarisindan ¢ogunda serum
LH seviyelerinin normal degerlerde oldugu goriilmiistiir. Gonadotropin sekresyonu
icin pulsatil GnRH stimiilasyonu gereklidir. GnRH pulsatilitesindeki degisiklikler
gonadotropin sekresyon oranini degistirir. GnRH pulsatilitesi hizli olunca LH salgis1
predominant olur. Artmus LH puls frekansi ve amplitiidii nedeniyle bazi PKOS
hastalarinda serum LH konsantrasyonlari 6nemli derecede artmistir. LH ve insiilin
teka hiicrelerinden androjen iiretimini stimiile eder. Gonadotropin biyosentezi ve
sekresyonu hipotalamik, parakrin ve endokrin faktorlerden etkilenmektedir.

Hipotalamus ve hipofiz {izerine nonsteroidal faktorler de etkili olabilir (7).

Sekil 1. Polikistik over sendromu ile iligkili artmig androjen ve Ostrojen iiretimi i¢in
One siiriilen patofizyolojik mekanizma.
FSH=follikiil-stimiilan hormon; GnRH=gonadotropin-releasing hormon; 38-HSD = 3B-hidroksisteroid

dehidrojenaz; LH = liiteinizan hormon; SCC(side-chain cleavage enzyme) = yan-zincir klivaj enzimi;

StAR = steroidojenik akut diizenleyici protein. (Ehrmann’dan, 2005, izin ile.)



Benzer sekilde, Iuteinizan hormon ile follikiil stimulan hormon orani (LH:
FSH) yiikselmistir ve hastalarin %60’inda bu deger 2’nin ilizerine ¢ikmistir (8).
PKOS’lu kadinda LH salgi frekansi ovulatuar kadindaki gibi normal siklik
degiskenligi gostermez ve yaklagik saatte bir salgi frekansi ile nispeten sabit
kalmaktadir. In vitro bioassay sistemde PKOS’lu kadinda yiikselmis serum LH
konsantrasyonunun bioaktivitesinde artma izlenmis, bunun da glikolizasyon farkini
ve daha bazik LH izoformunun baskmhigini yansittigi, bdylece daha biiyiik
bioaktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (9).

Ovulatuar siklus

Progesteron

? FSH
—_—— : XSe
s r E2
1.gin .
menstruasyon 14.giin 28.giin Pl‘og.
follikiiler faz ovulasyon luteal faz menstruasyon

Hormonlarda siklik patern yerine «sabit durumy

Sekil 2. Normal ve polikistik over sendromunda hormon paterni

Luteinizan Hoormon (LH), ovaryan androjen iiretimini uyarirken, goreceli
FSH azlig1 granuloza hiicrelerinde aromataz enziminin uygun uyarilmasima engel
olur ve boylece, androjenin etkin &strojen olan Ostrodiole doniisiimii azalir. Artmus
follikiil i¢i androjen diizeyleri, follikiiler atreziye neden olur. Follikiiler gelisimin
olamamas1 anovulasyona ve sonrasinda oligo-amenoreye neden olur. Dolasimdaki
artmig androjen diizeyleri, hastanin lipid profilinde anormalliklere, hirsutizme ve
akne gelisimine neden olur. Dolagimdaki artmis androjenler, ayrica adrenal bezden
de kaynaklanabilir. Yiiksek serum androjenleri (6ncelikle androstenedion), periferde
Ostrojenlere (6ncelikle 6stron’a) doniistiiriiliir. Bu doniisiim 6ncelikle yag dokusunun

stromal hiicrelerinde goriildiigii icin Ostrojen iiretimi obez PKOS olgularinda daha



fazla olacaktir. Biiyliyen bir follikiil ve hizli degisen Ostrodiol diizeyleri varliginda
gozlenen feedback’teki dalgalanmalarin aksine bu doniisiim, hipotalamus ve hipofiz

bezinin kronik feedback’i ile sonuglanir (10).

1.1.3.2. Androjen Sentezi ve Islevi

Hem insiilin hem de LH, overin teka hiicrelerinde androjen iiretimini uyarir.
Sonug olarak, etkilenmis overler, yiiksek diizeylerde testosteron ve androstenedion
iiretir. Ozellikle, PKOS’lu kadmlarn %70 ila 80’inde yiiksek serbest testosteron
diizeyleri, %25 ila %65’inde ise yiiksek DHEAS diizeyleri gdosterilmistir (11).
Sonrasinda artmis androstenedion diizeyleri, aromataz ile androjenlerin Ostrojenlere
periferal doniislimii  yoluyla Ostron diizeylerindeki artisa katkida bulunur.
Hiperandrojenizm PKOS’un 6nemli 6zelligidir, kaynagi ¢ogunlukla overler olsa da,
daha az bir Ol¢iide adrenaller de buna katkida bulunmaktadir. Androstenedion ve
testosteronun dolasimdaki oranmin %60°1 over kaynaklidir. Androstenedionun geri
kalan1 adrenal kaynaklidir ve testosteronun geri kalan1 da androstenedionun periferal

doniisiimiinden olusur.
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Sekil 3. Hiperandrojenemi ile artan steroidogenez iliskisi

Polikistik over sendromlu kadinlarda overlerden artan androjen tiiretiminin
primer mekanizmasi, diizensiz LH stimulasyonu ve insiilin direncine bagli
hiperinsulinemidir. Obeziteye bagli olarak bu durum daha da kétiilesebilir. Diger
kanitlara gore PKOS’lu kadinlarda artmis over androjen sentezi muhtemelen

genislemis over stromasi, teka hiicre hacim artisi ve LH stimulasyonunun artmis



duyarhilig ile ilgilidir. Bu da muhtemelen, teka ve interstisyel hiicrelerde LH’ 1n fazla
ekspresyonu ile ilgilidir. Ayn1 zamanda bir dereceye kadar, anahtar steroidojenik
enzimlerin 3 [ hidroksisteroid dehidrogenaz ve 17, 20 liyaz gibi igsel bir
diizensizligine bagl genetik bir temele de sahip olabilirler (12).

Adrenal androjen (androstenedion, DHEA, DHEAS) iiretimi de PKOS’lu
kadinlarda artmaktadir; yaridan fazlasinda dolasimda orta diizeyde yiiksek DHEAS
seviyesi tespit edilmistir (13).

Follikiil stimulan hormon seviyesinin azalmasi durumunda dominant follikiil
secilmesini ve bunun tek basina gelismesini saglayan hassas olarak dengelenmis bir
veya daha fazla diizenleyici mekanizmada ortaya ¢ikan bozukluk anovulasyona yol
acabilir. Aktivin, inhibin ve insiilin-benzeri biliylime faktorleri, lokal otokrin ve
parakrin mekanizmalar yoluyla etki ederler. Bunlar oncelikle dominant follikiilde
FSH reseptor konsantrasyonunu arttirarak FSH aktivitesini arttirirlar. Buna ilaveten
bu faktorler LH reseptorlerinin olusumunu artirarak, follikiiler olgunlagsmanin son
evresinin olusumunu ve ovulasyonu saglayan LH artisina, follikiilin cevap
verebilmesini miimkiin kilmaktadirlar. Bu lokal ovaryan mekanizmalarin herhangi
birinde yetersizlik veya normalden sapma oldugu takdirde follikiiliin biiylimesi
durabilmekte ve ovulasyon gerceklesmemektedir. Anormal olarak yiiksek lokal
androjen konsantrasyonlari, hangi nedenden olursa olsun, follikiiler maturasyonu
engeller, atreziyi uyarimr, kronik anovulatuar duruma egilim yaratir (14). Sonug
olarak, yeni follikiil gelisimi devam eder fakat tam matiirasyon elde edilemeden
etrafi hiperplastik teka hiicreleri ile g¢evrili artmis LH stimulasyonu ile liiteinize
olmaya baglamis ¢ok sayida kiiclik follikiiler kistlere (cap1 tipik olarak 2-10 mm
Olgiilen) neden olur. Atretik follikiiller sonunda over stromasinda genislemeye ve
hacminde artiga neden olur. Dahas1 androjen iireten hiicresel kitleyi artirir, ek olarak

kendiliginden ilerleyen bir siklus olan kronik anovulasyona yatkinlik kazandirr.



1.1.3.3. Obezite

Kronik anovulasyon ve polikistik overi olan kadinlarda obezite prevalansi
yiiksektir. %35 ile %60 arasinda degisir. Obezite ii¢ farkli yol ile kronik
anovulasyona egilim yaratir.

e Androjenlerin artmis periferal aromatizasyonu, kronik olarak yliksek
Ostrojen konsantrasyonlarina neden olur.

e Hepatik SHBG iiretiminde azalma, dolasimdaki serbest Ostradiol ve
testosteron konsantrasyonlarinda artisa neden olur.

e Insulin rezistansi, kompansatuar olarak insiilin diizeylerinde artisa neden
olur. Insulin diizeylerindeki bu artis ovaryan stromadaki androjen
iiretimini uyarir ve yiiksek lokal androjen konsantrasyonuna neden olarak
follikiiler gelisime zarar verir.

Polikistik over sendromu gelisme riski obezite ile artmaktadir. Insulin direnci,
hiperinsulinemi ve ovulatuar disfonksiyon yaptigi gibi metabolik sendrom, glukoz
intolerans prevalansi artisi, kardiyovaskuler hastalik ve uyku apne i¢in de risk
faktoriidiir. Obezitenin risk faktorii oldugu insiilin direnci ve kompansatuar
hiperinsulinemi, serbest yag asitlerinin artmasina, lipolize neden olur. Bunu bazi
sitokinleri arttirark yapar. Bunlar; tiimor nekrozan faktor- alfa (TNF-alfa), interlokin-
6, leptin ve resistin’dir. Dokularda serbest yag asitlerinin birikimi lipotoksisite ve
instilin direncine yol acgar, kismen TNF-alfa araciligi ile serin fosforilasyonunu
arttirark insiilinin reseptdr sinyalizasyonunu inhibe ederek yapar. Obeziteye bagh
insiilin direnci leptin direncini arttirir ve bu lipotoksisiteyi daha da arttirir (15).

Polikistik over sendromu olan kadinlar, artmis viicut kitle indeksi ve bel:
kalga oran1 1ile gorildiigii gibi obez olmaya daha yatkindirlar. Bu oran,
kardiyovaskiiler hastalik icin bagimsiz bir risk faktorii olan android veya santral

obezite paternini yansitir.

1.1.3.4. Insiilin Rezistansi

Glukoz intoleransi ile hiperandrojenizm arasindaki iliski ilk defa 1921°de
Archard’m sakalli diyabetik bir kadmi sundugu meshur yaymi ile bildirilmistir.
Insulin direnci, verilen insiilin miktarina karsi azalmis glukoz yanit1 olarak

tanimlanr. Bu azalmis insiilin duyarliligimmin  mekanizmasi, insiilin reseptorii



araciligiyla sinyal iletiminde postbinding bir anormallige bagh goriinmektedir (16).
1980 yilinda yapilan bir ¢aligmada ilk defa insiilin direnci, hiperinsulinemi ve
insiilinin rolii  PKOS patogenezinde agiklanmigtir ve bazal plazma insiilin,
androstenedion ve testosteron seviyeleri ve oral glukoz yilikleme testi yapildiktan
sonra insiilin ve testosteron seviyeleri arasinda anlamli korelasyon gosterilmistir
(17).

Polikistik over sendromlu kadinlarda insiilin duyarlilig1 normal kadinlara gore
ortalama %35-40 azalmaktadir. insulin direnci obez PKOS’lu kadmlarda %50-75
prevalans araligryla daha sik goriilmektedir (18).

Insulin direnci endojen veya eksojen insiilinin yag, kas ve karaciger iizerine
normalden daha az etkisi mevcut oldugu zaman tanimlanir. Yag dokusunda, insiilin
direnci depolanmis trigliserid hidrolizine ve dolasimdaki serbest yag asitlerinin
seviyesinde artmaya neden olur. Azalmis glukoz kullanimi primer olarak kaslarda ve
karacigerde artmis glukoneogenez (normalde insiilin bunu inhibe ediyor) ve kan
glukoz seviyesinde artma ve ona bagli kompansatuar hiperinsulinemi yapar.
PKOS’lu kadinlarda dolasimda artan insiilin seviyesi hiperandrojenemiye iki yolla
neden olur; overlerden androjen tiretimini stimule ederek ve hepatik SHBG iiretimini

inhibe ederek.

Sekil 4. Polikistik over sendromunda insiilin direnci

Birgok in vitro ¢aligmada insiilinin overlerdeki teka hiicrelerinden androjen
tiretimini arttirdig1 gosterilmistir (19).
Insulin ve androjenin kombine etkileri SHBG konsantrasyonlarmi azaltir,

sonucunda da serbest androjen seviyesi artar, bu da altta yatan insiilin direncini



kotiilestirir. Sonugta bu kosullar kendiliginden yayilan ve siddetinde zamanla artma

gosteren pozitif geri bildirim donglisilinii arttirir.

1.1.3.5. Genetik

Hiperandrojenemi, anovulasyon ve polikistik overlerin ailesel olarak bir arada
goriilmesi bu durumun altinda yatan genetik bir faktdriin mevcut oldugunu
diistindiirmektedir. Bu hastalarin en azmndan bir bolimiinde hastaligin X
kromozumuna bagli dominant gegis gosteren birgok farkli fenotipe sahip olsa da
(20), genetik bir ozellik tasidig1 gosterilmistir. Genis aileler lizerindeki caligmalar da
otozomal dominant bir gecis oldugunu ve erkeklerde fenotipik olarak prematiir kellik
goriildiiglinii ortaya ¢ikarmistir (21, 22).

Diger calismalarda PKOS’lu kadinlarin kardesleri ve ebeveynlerinde
hiperinsulinemi ve hipertrigliseridemi prevalans1 yiiksek goézlenmistir. PKOS’lu
kadinlarin kiz kardesinde yaklasik %50’sinde yliksek total veya biyolojik testosteron
seviyesi olup ve annelerin yaklasik %35°1 etkilenir (23, 24). PKOS’lu kadmlarin
birinci derece akrabalar1 da dislipidemi gibi diger metabolik anormallikleri
sergilemektedir, bu da kardiyovaskiiler hastalik i¢in yiliksek risk tasir (25, 26). Bu
gozlemler de bir genetik yatkinligi diistindiirmektedir.

Polikistik over sendromu bir poligenik bozukluk gibi goriinmektedir. Cok
sayida genomik varyantlarin etkilesimi ve ¢evresel faktorlerin etkisini icermektedir

27).

1.1.4. Semptom ve Bulgular

Polikistik over sendromlu kadinlarmn, ¢esitli endokrin etkilerden kaynaklanan
yakinmalar1 vardir ve bunlar menstrual diizensizlikler, infertilite, androjen fazlalig1
bulgular1 veya diger endokrin disfonksiyon bulgular1 olabilir. Semptomlar klasik

olarak, pubertenin ilk birka¢ y1l1 i¢inde belirgin olur.

1.1.4.1. Menstrual Disfonksiyon

Polikistik over sendromu olan kadmlarda menstrual disfonksiyon,
amenoreden oligomenoreye ve anemi ile epizodik menometrorajiye kadar degisebilir.
Ovulasyon sonras1 progesteron tiriinleri ile karsilanmamis kronik 6strojen maruziyeti,

endometriumun mitotik uyarilmasini devam ettirir. Kalmlagsmis endometriumun



instabilitesi, beklenmeyen kanama paternleri ile sonuglanir. Onemli olarak,
androjenler atrofik endometrium olusturarak Ostrojenlere ters etki yapabilirler. Bu
nedenle, yiiksek androjen diizeyleri olan PKOS hastalarinda amenore ve azalmig
endometrial kalinlik goriinmesi nadir degildir.

Karakteristik olarak, PKOS’da oligomenore (yilda 8’den az menstrual
periyod) veya amenore (ardasik 3 veya daha fazla ayda hi¢ menses olmamasi),
menars ile baslar. Ancak, tiim postmenarsal kizlarin yaklasik olarak %50’sinde
hipotalamus-hipofiz-over ekseninin immatiir olmas1 nedeniyle 2 yil kadar diizensiz
periyodlar olabilir. PKOS olan kizlarin aylik ovulatuar menstrual sikluslar1 geng
kizligin ortalarina kadar olusmayabilir ve sonra da siklikla diizensiz sikluslar1 devam

eder.

1.1.4.2. Hiperandrojenizm

Polikistik over sendromu, androjen fazlaliginin ve hirsutizmin en sik
rastlanan nedenidir. Bu hastalar tiim hirsutizmlilerin %65-85 gibi bir cogunlugunu
olustururlar (28, 29). PKOS’lu hastalarda virilizasyon veya maskulinizasyon yoktur
veya minimaldir. Androjen fazlaliginin en yaygin belirtisi hirsutizm olmakla birlikte,
s0z konusu kadinlarda ayrica sebore, akne, alopesi veya hidroadenitis siipiirativa da
goriilebilir. Hirsutizm, kadinlarda killanmanin normalde ¢ok hafif oldugu veya hig
olmadig1 androjene bagimli alanlarda, tipik koyu ve kalmn telli killarin fazlalig1 olarak
tanimlanir. Androjene bagimli alanlar denilince dudak iistii, ¢ene, yanaklar, kulaklar,
karnin alt kism, sirt, gégiis, meme ve ekstremitelerin proksimal kisimlari, kalganin
alt kisimlar1 ve intergluteal bolge ifade edilmektedir.

Yaklasik  olarak  testosteronun  yaris1  androstenedionun  periferik
dontistimiinden Ttretilir. Dolagimdaki testosterona adrenal gland ve overler hemen
hemen esit oranda (%25) katkida bulunurlar, ancak siklus ortasinda overdeki liretim
%10-15 daha artar. Dolasimdaki major androjen testosteron olmakla birlikte
dihidrotestosteron (DHT), kil follikiilleri ve derideki pilosebase birim gibi birgok
duyarli dokuda major androjendir.

Kadinlarda hirsutizmin esas nedeni anovulasyon ve overlerden asir1 androjen
iretimidir (30). Hirsutizmli hastada terminal killarda erkeksi yapiya uygun bir artig

vardir. Hem teshiste hem de tedavide objektif kalabilmek amaciyla bu artisin siddeti



ve dagilimi bir skorlama sistemi kullanilarak kaydedilmektedir. Bu amagla Ferriman-
Gallwey yontemi kullanilabilir (31). Bu yontemde kil biiylimesindeki artisin derecesi
viicudun 9 farkli bolgesinde objektif olarak degerlendirilir. Bu bdlgeler yiiz (6zellikle
biyik ve sakal bdlgesi), gogiis, meme areolasi, linea alba, sirtin {ist kisimlari, sirtin
asag1 kisimlar, kalgalar, uyluk i¢ kisimlar1 ve dis genital bolgelerdir. Her bolge icin
1 ile 4 arasinda puan verilir. Toplam 8’in lizerindeki degerler genellikle hirsutizm

olarak degerlendirilir. Hirsutizm hafif, orta, siddetli olarak 3 gruba ayrilabilir.

1.1.4.3. Hiperinsiilinemi ve Insiilin Direnci

Polikistik over sendromu endokrin ve metabolik bir hastaliktir. Insiilin
direnci; endojen ve eksojen insiiline normal biyolojik cevabin verilememesi olarak
tanimlanir. PKOS’lu vakalarin %43-76’sinda insiilin direnci tespit edilmistir. Bu
vakalarda Tip 2 DM gelisme ihtimalinin normal popiilasyona gore daha fazla oldugu
yapilan bir¢cok ¢alismada bildirilmektedir (32-34).

Polikistik over sendromlu kadinlardaki calismalar, insiilin reseptorlerinin
normal oldugunu gostermistir. Insiilin stimiilasyonuna cevap olarak, adipositlerde
instilin baglanmast da normaldir. Glukoz tasiyici proteinlerin aktivasyonu ve
glukozun hiicre i¢ine alinmasi gibi gelisen olaylarda azalma saptanmasi defektin
postreseptor seviyede oldugunu gostermektedir (35-37). PKOS’lu obez kadinlarin
yaklagik yarisinda insiilin reseptorii otofosforilasyonunda defekt oldugu goriilmiistiir.
Bu kadinlarda stimiile edilmemis insiilin reseptdriinde hali hazirda 6nemli derecede
fosforilasyon mevcuttur. Fakat insiilin reseptoriine baglandiginda ek bir fosforilasyon
olmamaktadir. Bazal stimule edilmemis fosforilasyon serin kalintilarinda olusmakta

ve normal tirozin fosforilasyonu azalmis gibi goziikmektedir (36).
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Sekil 5. Polikistik Over Sendromunda Insiilin ve Hiperandrojenizm (Baptiste CG. J
Steroid Biochem Mol Biol 2009).

Polikistik over sendromlu vakalarda artan over kdkenli androjen artisindan
P450c17alfa sitokrom enzim sistemindeki bozukluk su¢lanmaktadir. Bu enzim
sistemindeki bozuklugun; uygunsuz LH uyaris1 sebebiyle oldugu ileri siiriilmiisse de,
insiilin benzeri bilyiime faktdrlerinin (IGF) etkisiyle teka hiicrelerinden LH artis
olabilecegi de iddia edilmektedir (38, 39).

Obez hiperinsiilinemik ve insiilin direnci bulunan kadmnlarin tiimiinde
hiperandrojenemi  bulunmamas1 sebebiyle insiilinin sitokrom P450cl7alfa
kompleksini kalitsal yolla uyarabildigini diisiindiirmektedir. Son yillarda serin
fosforilasyonun androjen yapiminda anahtar rol oynayan P450cl7alfa enzim
kompleksinin ¢aligmasimi diizenledigi tespit edilmis olup PKOS’lu hastalarda tek bir
bozuklugun hem insiilin direnci hem de hiperandrojenemiye neden olabilecegi
diistiniilse de PKOS’lu vakalarin yarisinda tirozin otofosforilasyonunun normal
olmasi bu kadinlarda insiilin direncinin mekanizmasmin multifaktoriyel olabilecegini
akla getirmektedir (40).

Insiilin Sensitivitesinin Degerlendirilmesi

Insiilin direncinin veya duyarhiliginin gdsterilmesi igin birgok test

gelistirilmistir. Bunlardan bazilari; bazal insiilin diizeyi, hiperglisemik glukoz klemp
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teknigi, 6glisemik hiperinsiilinemik klemp teknigi, intravendz insiilin tolerans testi,
oral glukoz tolerans testi ve homeostasis model assessment (HOMA)’dir. Ancak
pratikte en sik kullanilan, aclik insiilin diizeyi, aglik glukoz/ insiilin oran1 ve oral
glukoz tolerans testi (OGTT) ile HOMA dir.

A-Bazal insiilin diizeyi: insiilin direncinin belirlenmesinde ¢ok daha basit bir
yontem olarak aglik insiilin diizeylerinin de bir kriter olabilecegi gdsterilmistir. Bazal
insiilin diizeyi, her toplum i¢in farkliliklar gosterir. Standardize edilmis bir esik deger
bulunmamaktadir. Ancak bazi ¢aligmalarda 8 IU/ml {izeri, bazi ¢alismalarda ise 15
[U/ml {izeri insiilin direnci olarak kabul edilmistir.

B-Achk glukoz / insiilin orami (FGIR): Pratikte sik kullanilir. Acghk
sirasinda alinan glukoz ve insiilin seviyelerinin oranidir. Her toplum i¢in farklilik arz
eder. Oraninin diisik olmasi, insiilin direnci varligin1 gosterir. Pek ¢ok ¢alismada
4.5’in altindaki degerlerin insiilin direncini gosterdigi bildirilmistir (41).

C-Hiperglisemik glukoz klemp teknigi: Metabolize edilen glukozun
insiiline orani ile insiilin duyarlilig1 hesaplanir (metabolize glukoz / insiilin) (42).

D-Oglisemik hiperinsiilinemik klemp teknigi: insiilin infiizyon sistemine iv
olarak glukoz inflizyonu verilmesinde hastanin Oglisemik sinirlarda tutulmasi
prensibine dayanir. ID’yi belirlemede altin standarttir. Kullanilan diger testlerin
sensitivite ve spesifitesini belirlemek i¢in, yapilan ¢alismalarda bazal yontem olarak
da kullanilan bu yontem zor uygulanmasi, invaziv olmasi, tecriibe ve zaman
gerektirmesi nedeniyle pratikte uygulanabilir olmayip, tercih edilmemektedir (42).

E-intravenéz insiilin tolerans testi: Sonuc ne kadar yiiksekse insiilin direnci
o kadar azdur.

F-Oral glukoz tolerans testi ve Homeostazis Model Assesment: OGTT
karbonhidrat metabolizmasini degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilan testtir.
Test esnasinda Olcililen plazma insiilin ve glukoz seviyeleri, pankreatik beta
hiicrelerinin insiilin sekresyonunu ve dokularin insiiline cevap kabiliyetini
yansitmasindan dolayi, beta hiicre fonksiyonlarini ve insiilin duyarliligini
degerlendirmek i¢in de sik¢a kullanilir. 75 veya 100 gr glukoz oral yoldan verildikten
sonra 2—4 saat i¢inde degisik araliklarda glukoz veya glukozla beraber insiilin degeri
bakilir. Bu testte; 0, 30, 60 ve 90’inc1 dakikadaki glukoz degerleri kriter olarak

alinabildigi gibi, glukoz / insiilin orani1 bakilabilir veya belli bir denkleme dayanarak
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0 ve 120’nci dakikadaki insiilin ve glukoz degerleri kullanarak insiilin sensitivite
indeksi (ISI 0, 120) ¢ikartilabilir (43).

120 dakika sonraki glukoz cevabinin degerlendirilmesi:

Normal < 140 mg/dL

Bozulmus 140-199 mg/dL

Insiiline bagimli olmayan diyabet > 200 mg/dL

HOMA beta hiicre fonksiyonu ve ID hakkinda bilgi veren, diger tekniklere
gore daha basit ve ucuz olmasi nedeniyle yaklasik 30 yildir kullanilan bir yontemdir.
Aclik glukozu ve insiillin konsantrasyonunun aritmetik drneklemesinden
faydalanilarak insiilin duyarliligi belirlenir. (A¢hk insiilin x aghk glukoz)/22.5
formiiliiyle hesaplanir. HOMA indeksinin degeri ID ile dogru orantili olup, indeks
degeri ne kadar fazla ise ID’de o kadar fazladir. HOMA indeksinin hiperglisemik
hastalarda da anlamli ve dogru sonu¢ vermesi, aclik kan sekeri / insiilin degerine
gore 6nemli bir iistiinliiktiir. HOMA skorunun bazi yayinlarda 2, 5 ve bazi yayinlarda
ise 2, 8’in iizerinde olmas1 ID ile iliskilendirilmistir (44). Normal kisilerde bu oran
2’nin altindadir. HOMA ile ID tespit edilen kisilerde OGTT ile normal glukoz
tolerans1 saptansa bile hayatlarinin ilerleyen zamanlarinda Tip 2 DM gelisimi

acisindan risk tasidiklari sdylenebilir (45).

1.1.4.4. Obezite ve Diyabet

Genellikle PKOS’lu kadinlar normal kadinlara gére daha obezdirler. Obezite
ile PKOS’un semptomlarinin daha kotiilestigi klinik bir tecriibedir. Obezite, bati
toplumlarinda prevalansi giderek artan bir patolojidir.

Viicut kitle indeksi (VKI) obezitenin tanimlanmasinda en yaygmn kullanilan
indekstir (kg/m2). Polikistik over sendromu olan kadimlarda VKI normal kabul edilen
sinirin genelde lizerindedir. Obezite, dagilimina gore santral veya periferal olabilir.
Santral yag dagilimli kadmlar daha yiiksek LH, androstenedion, Gstron, insiilin,
trigliserid, distik yogunluklu lipoprotein (LDL), apolipoprotein B seviyelerine
sahiptir, HDL ise diisiiktiir (46).

Yiiksek bel/kalca oraninin daha fazla menstrual anormallik ve daha yiiksek
infertilite sikligiyla birlikte oldugu gosterilmistir. Yaymlarda; VKI ve infertilitenin

artmis insidansi arasinda bir bag oldugu goriilmektedir (47). Kilo fazlalhigi, artmis
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abortus riski ile de birliktedir. Genel olarak PKOS’lu kadinlarm, PKOS olmayanlara
gore daha yiiksek oranda abortus riskine sahip oldugu gosterilmistir. Bu sonug
kismen de olsa, PKOS’daki yiiksek LH konsantrasyonu sonucunda bozulmus oosit
ve embriyo kalitesine baglanmistir (48).

Artmis VKI ile DM arasindaki iliski konusunda ¢ok miktarda yaymn vardr.
PKOS olan olgularda onemli bir glukoz intolerans1 riski vardw. Yapilan bir
calismada VKI’i 30 kg/m2’nin iizerindeki 20-30 yas arasindaki tiim kadmlarin
%18’inde glukoz metabolizmasinda bozukluk saptanmistir. PKOS’u olan kadinlarin
%15’ inde baslangic calismasinda glukoz toleransi normalken, 5-7 yil sonra
bozulmus glukoz toleransina veya asikar diyabete doniis goriilmektedir (41). Bu
degisimin hemen hepsinin artan obezite ile baglantili olabilecegi ve kilo alimmnin
onlenmesinin anormal glukoz toleransinin azaltilmasinda yararli olabilecegi
diistiniilmektedir. Simdiki verilere gore; PKOS’lu kadinlar gebeyken gestasyonel
diyabet olmaya daha egilimlidir ve gebelikte glukoz intoleransi olan pek ¢ok kadin

PKOS 6zelliklerine sahiptir.

1.1.4.5. Dislipidemi, Metabolik Sendrom ve Kardiyovaskiiler Hastahk

Polikistik over sendromunda goriilen klasik aterojenik lipoprotein profili,
yiiksek diisiik dansiteli lipoprotein (LDL), trigliserid diizeyleri, total kolesterol:
yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL) oram1 ve azalmig HDL diizeyleri ile
karakterizedir.

Bu degisiklikler, PKOS’lu kadinlarda total kolesterol diizeyinden bagimsiz
olarak kardiyovaskiiler hastalik riskini arttirabilir. Ayrica PKOS’Iu kadmlarin sol
ventrikiil diyastolik disfonksiyonu i¢in artmis sikliga ve artmis internal ve eksternal
karotid arter sertligine sahip olduklar1 bulunmustur (49).

Metabolik sendrom, insiilin direnci, obezite, aterojenik dislipidemi ve
hipertansiyon ile karakterizedir. Metabolik sendrom prevalansy, PKOS olan
kadinlarda %45, yas olarak eslestirilmis kontrol grubundaki kadinlarda ise %4 olarak
bildirilmistir.
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1.1.4.6. Hirsutizm

Kadinlarda hirsutizm erkek tipinde dagilmis, kalin, siyah, terminal killarin
varlig1 olarak tanimlanir. Polikistik over sendromu, ikinci en sik neden olan
idyopatik hirsutizm ile birlikte, hirsutizm olgularinin %70 ila %80’ini olusturur (50).

Yiiksek androjen diizeyleri killarin tipi ve dagiliminda ¢ok 6nemli bir rol

oynar.
1.1.4.7. Akne
Ozellikle 1srar eden veya gec baslangicli akneler, PKOS’u diisiindiirmelidir
(51).
1.1.4.8. Alopesi

Kadinlarda erkek tipi sa¢ dokiilmesi, PKOS’lu kadinlarda nadir olan bir
bulgudur (52). Patogenezinde, kil foliikiilinde DHT diizeylerinin artisina neden olan

asir1 Sa-rediiktaz aktivitesi vardir (53).

1.1.4.9. Akantozis Nigrikans

Akantozis nigrikans ciltte hiperkeratozis, papillomatozis ve artmis
pigmentasyonla  karakterizedir. PKOS kadmnlarin ~ %5’inde  goriiliir.

Hiperinsiilineminin varligi ve siddeti ile iliskilidir (54).

1.1.4.10. Endometrial Neoplazi

Polikistik over sendromu olan kadinlarda {i¢ kat artmis endometrium kanseri
riski bildirilmistir. endometriumdaki neoplastik degisikliklerin, kronik karsilanmamais

ostrojenden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

1.1.4.11. infertilite

Anovulasyon nedenli infertilite ile bagvuran kadinlarin yaklasik %80-90’1nda
PKOS bulunur ve bu hastalara PKOS tanis1 siklikla infertilite kliniklerinde konulur.
PKOS nedeniyle anovulasyonlu kadmlarm cogu genellikle oligomenore veya

amenore olmak {izere menstrual diizensizlikler de gosterirler.
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1.1.4.12. Gebelik Kaybi ve Gebelikteki Komplikasyonlar

Gebe kalan PKOS’lu kadinlarin, genel popiilasyondaki yaklasik %15 olan
bazal oranla karsilastirildiginda, artmis erken gebelik kayip oranina (%30-50) sahip
olduklar1 bilinmektedir. Bunun nedeni net degildir (55).

1.1.5. PKOS’da Tam

Tablo 1. Androgen Excess and PCOS Society’nin konsensus olusturdugu tanisal

kriterler (56)

(1) Hiperandrojenizm (hirsutizm ve/veya hiperandrojenemi),
(2) Over disfonksiyonu (oligo/anovulasyon ve/veya polikistik overler),

(3) Diger androjen fazlalig: ile ilgili hastaliklarin diglanmasidir

1.1.5.1. Hiperandrojenemi

Hiperandrojenemi biyokimyasal ve/veya klinik acidan degerlendirilebilir.
Hiperandrojenizmin ~ biokimyasal  kanitlar1  dolasimda  artmis  androjen
konsantrasyonlar1 bulgusuna dayanmaktadir. Testosteron (T) overlerden {iiretilen en
onemli androjendir ve hiperandrojenemi tanisinda temel olusturur. Diger androjenler,
androstenedion, DHEA ve DHEAS tir (57).

Testosteron, SHBG ve alblimine bagli olarak sirkiile edilir, sadece bagl
olmayan serbest T hedef dokulara girip etki eder. Aslinda hiperandrojenemi tanisi
icin serbest T seviyesinin Ol¢limii total T Olglimiinden daha hassas goriinmekle
birlikte serbest T Gl¢iimiinde total T ye gore teknik zorluklar daha fazladwr. T ve T
nin So-rediiksiyonu ile olusan dihidrotestosteron (DHT) her ikisi androjen
reseptorlerine baglanir. DHT etki siiresi T den daha uzun oldugu i¢in hedef hiicreler
icin de DHT daha aktiftir, bu nedenle serum T seviyesi hedef organlarda biyolojik
aktivite ile korele degildir. SHBG seviyesinin 6l¢iimii serum T 6l¢limiiniin etkinligini
artrabilir (58). PKOS hastalarmin yaklasik % 70’inde serbest T yiiksek bulunur (56).

Testosteron yiiksekligi, benign veya malign cesitli over neoplazilerinde ve
adrenal tiimorlerde de goriilebilir. Ozellikle, tipik olarak birka¢ ay icinde ani
baslangicli veya aniden koétiilesen virilizasyon semptomlar1 olan kadinlar, hormon
ireten over ya da adrenal tiimor kuskusu uyandirmaldir (59). Virilizasyon

semptomlar1, hirsutizm, akne, erkek tipi sa¢c dokiilmesi, kliteromegali, ses
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kalinlagsmasi, artmis kas kitlesi, azalmis meme biiytlikliigli ve amenoredir (60). Total
testosteron diizeyleri, 200 ng/dl iizerinde ise over veya adrenal kaynakli lezyon
dislanmalidir. Androjen diizeyleri ¢ok yiiksek olan kadinlarda pelvik sonografi,
bilgisayarli tomografi (BT) ya da manyetik rezonans (MR) goriintiileme ayirici tani
icin yapilmalidir.

Serum androstenedion diizeyi PKOS’lu kadmlarin %20’den azinda, DHEAS
diizeyleri PKOS’lu kadinlarin yarisindan fazlasinda yiiksek saptanir. DHEAS
yalnizca adrenal bez tarafindan iiretilir. DHEAS diizeyi, 700 pg/dl tizerinde
saptanirsa adrenal neoplazi tanis1 goriintiileme ile diglanmalidir.

Klinik hiperandrojenizm, hirsutizm, akne ve alopesi sorgulanarak saptanir.
Bu klinik o6zellikler ve hiperandrojenizmin biokimyasal Olciimleri arasindaki
korelasyon nispeten zayiftir. Hirsutizm androjen fazlaligmin en belirgin klinik
gostergesidir ve PKOS’un 6nemli bir 6zelligidir. Modifiye Ferriman Gallwey skoru

hirsutizm derecelendirilmesi i¢in en sik kullanilan yontemdir.

1.1.5.2. Ovulatuvar ve Menstrual Disfonksiyon

Ovulatuvar disfonksiyon siklikla oligo - amenore veya anormal uterin
kanama seklinde kendini gosterir. Ovulatuvar disfonksiyon ayni zamanda subklinik
olarak vaginal kanamalarm diizeninde bozukluk olmadan da goriilebilir.

Genis PKOS serilerinde yaklagik hastalarin %75-80’inde klinik olarak
menstrual disfonksiyon goriilmistiir. NIH 1990 kriterlerine gére PKOS olan 400
hastay1 kapsayan bir ¢alismada hastalarin %60’1inda asikar menstrual disfonksiyon
bulunurken %40’inda anovulasyon olmasina ragmen diizenli menstrual kanama

goriildii (61).

1.1.5.3. Ovaryan Ultrasonografi

Polikistik overler (PKO) ultrasonografi ile taninir. Tipik olarak her iki over
nadiren de sadece bir over makroskopik olarak yuvarlak ve genellikle iridir. Bazen
normal irilikte olabilir. Normal overler morfolojik olarak elipsoid oldugu halde

polikistik overler genellikle yuvarlaktir.
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Sekil 6: Polikistik over. PKO’da genellikle overin santral kisminda stromada artis

vardir, bu da hiperekojenik olarak goriiliir. Follikiiller ¢cevrede dizilmis sekildedir

Sekil 7. Polikistik over. Baz1 hastalarda iri overler i¢inde, artmis stroma i¢inde artmis

follikiiller homojen olarak yayilmislardir

Stromal hipertrofi ve hiperekojenite PKO i¢in spesifiktir ancak ultrasonografi
cthaz1 ve bakana gore degisebildiginden subjektif olabilir.

European Society of Human Reproduction and Embryology/American
Society for Reproductive Medicine ESHRE/ASRM Konsensusuna gére PKO tanimi:
Herbir overde 12 veya daha fazla 2-9 mm ¢apinda follikiil bulunmas1 ve/veya artmis
ovaryan volim (>10 cm?®). 10 mm’den biiyliik dominant follikiil, kist veya korpus
luteum varsa USG sonraki siklus tekrar edilmelidir. Oral kontraseptif alanlarda
polikistik goriinim olsa bile over biiylkligii azalabilir. Diizenli adet goren
kadinlarda erken follikiiler fazda (siklusun 3-5. giinleri), oligo-amenoreik kadinlarda

ise herhangi bir giin veya progesteron ¢ekilme kanamasinin 3-5. giinleri USG ile
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overlere bakilmalidir. Ovaryan volim 0, 5 x uzunluk x en x kalinlik formiiliiyle

hesaplanir (62, 63).

1.1.5.4. Anormal Gonadotropin Salgilanmasi

Anormal gonadotropin salgilanmasi uzun siireli PKOS lu kadinlarm ortak bir
ozelligi olarak kabul edilmistir. Hastaligin patofizyolojisinde anlatildig1 gibi artmus
LH konsantrasyonu, diisiik-normal FSH seviyeleri ve artmis LH: FSH oranlar tipik
olarak ama o0zellikle zayif PKOS’lu kadinlarda obezlere kiyasla daha fazladir.
Amenorenin  degerlendirilmesi  swrasinda  prematiir over yetmezligi ve
hipogonadotropik hipogonadizmi dislamak i¢in tipik olarak FSH ve LH diizeylerine
bakilir (64). FSH ve LH diizeylerinin, PKOS tanisinda ¢ok az ek degeri vardir.
PKOS olan kadimnlarn iicte birinde, dolasimdaki LH diizeyleri normal sinirlardadir
(65). Ayrica serum LH diizeyleri, menstrual siklus zamanindan, oral kontraseptif

kullanimindan ve vicut kitle indeksinden etkilenir.

1.1.5.5. insulin direnci

Polikistik over sendromlu kadinlar normal aglik glukozuna sahip olmakla
birlikte glukoz yiiklemesi sonrasi glukoz intoleransi gosterebilirler. PKOS’lu
kadinlarin yaklasik %401 standart 75 mg oral glukoz yiiklemesi sonrasi bozuk
glukoz tolerans1 veya >140 mg/dl 2 saatlik glukoz seviyesi gosterirler. PKOS’Iu
kadinlar siklikla a¢lik ve glukoz yiiklemesi sonrasi periferal insiilin direncine cevap
olarak hiperinsiilinemi gosterirler (34, 66).

Polikistik over sendromu olan bircok kadinda insiilin direnci ve
kompansatuar hiperinsulinemi vardir. Rotterdam konsensiis toplantisi, insiilin direnci
testlerinin PKOS tan1 ve tedavisinde gerekli olmadigini belirtse de, bu testler bu
kadinlardaki glukoz metabolizmasinin ve bozulmus insiilin salgilanmasinin
degerlendirilmesinde siklikla kullanilir.

Insulin direncinin degerlendirilmesinde altin standart, hiperinsulinemik
oglisemik klemptir. Ne yazik ki bu test, intravendz glukoz tolerans testi gibi,
intravendz yol ve sik Ornekleme gerektirir, zahmetli ve zaman alicidir ve klinik
uygulama icin pratik degildir. Bu nedenle, insiilin direncinin degerlendirmesinde
daha az duyarl diger belirtecler kullanilir. Bunlar: (1) 2 saatlik glukoz tolerans testi,

(2) aglik serum insiilin diizeyi, (3) insiilin direnci homeostaz model degerlendirmesi
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(HOMA 1IR), (4) kantitatif insiilin duyarlhilik kontrolii (QUICKI) VE (5) serum

glukoz: insiilin oraninin hesaplanmasidir.

1.1.5.6. Dislipidemi Olgiilmesi

Dislipidemi belki de PKOS olan kadinlarda en sik goriilen metabolik
anormalliktir. Ulusal kolesterol egitim programi yonergelerine gore, PKOS olan pek
cok kadinda tamamen normal lipid profilleri olmasina ragmen bu olgularin yaklasik
%70’inde en az bir smirda ya da yiiksek lipid diizeyi saptanir (67). PKOS’lu
kadinlarda azalmis HDL, yiiksek trigliserid diizeyleri, artmig LDL konsantrasyonlar1
saptanabilir. Bu degerler bakilmali ve hasta kardiyovaskiiler hastaliklar agisindan

takip edilmelidir.

1.1.6. PKOS’da Ayiric1 Tam

Tablo 2. PKOS ile ayirici tanis1 yapilmasi gereken klinik durumlar

e Nonklasik konjenital adrenal hiperplazi
e (Cushing sendromu

e Androjen salgilayan tiimorler

e Eksojen androjen alimi

e Hipertekozis

e Hiperprolaktinemi

e Tiroid patolojileri

e Akromegali

e Primer hipotalamik amenore

e Primer ovaryan yetmezlik

1.1.7. PKOS Fenotipleri

Polikistik over sendromu heterojen bir hastalik oldugu i¢in hastalar farkli
fenotiplerle karsimiza gelmektedir. Bu nedenle son yillarda bazi arastiricilar PKOS
hastalarin1 fenotiplerine gore alt gruplara ayrmaktadir. Ozellikle AES grubu bu alt
gruplarla ilgili fenotipler tanimlamistir (68, 69).

Polikistik over sendromu fenotipinde genetik faktorler hiperandrojenemi

ve/veya insiilin direncinin giddetini etkilerken cevresel faktorler viicut agirhigini

20



etkileyerek fenotipte etkili olabilir. Viicut agirhigindaki degisiklikler hastalar1 bir
hiperandrojenik fenotipten digerine gecirebilir (69).

Hiperandrojenizm Oligo/anoviilasyon

PCOS ‘da Rotterdam kriterlerine gére 4 fenotip ortaya ¢ikar

Transvajinal
PCOS Fenotipi Rotterdam Kriterleri Anovulasyon Hiperandrojenemi USG’de Polikistik
over goriiniimii

Ciddi PCOS + + +
Anoviilasyon ve hiperandrojenemi + + _
Ovulatuvar PCOS il i +
Hafif PCOS + +

Sekil 8. Rotterdam kriterlerine gére PKOS fenotipleri (70)

1.1.8. Tedavi
Polikistik over sendromlu kadinlarin yonetiminde hem akut hem de uzun

donem klinik sonuglar1 diizeltmek veya onlemek gereklidir.

1.1.8.1. izlem

Yeterince diizenli siklus aralar1 (yilda 8 1ila 12 menses) ve hafif
hiperandrojenizmi olan PKOS’lu kadmnlar tedaviyi tercih etmeyebilirler. Bu

kadinlarda, dislipidemi ve diyabetes mellitus i¢in periyodik tarama gereklidir.

1.1.8.2. Yasam Tarz Degisiklikleri

Polikistik over sendromu olan obez kadmlar i¢in ilk ve en 1yi tedavi yontemi
kilo vermektir. PKOS olan obez kadinlar i¢in diyet ve egzersize yonelik yasam tarzi
degisikliklerinin, yasamin her doneminde tedavide belirgin 6nemi vardwr. Az

miktarda kilo kayb1 bile (viicut agirhiginin %5°1) bazi kadinlarda normal ovulatuar
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sikluslarin diizene girmesi ile sonuglanabilir. Bu diizelme, insulin ve SHBG

diizeylerindeki artigin aracilik ettigi androjen diizeylerindeki azalmadan kaynaklanir

(71).

1.1.8.3. Menstriial Anormalliklerin Tedavisi ve Endometrium Kanseri
Gelisimi icin Risk Yonetimi

Polikistik over sendromlu hastalar endometrial hiperplazi veya kanser
gelisimi agisindan 3 kat artmus risk ile kars1 karstyadirlar (72). Endometrial kalinlik
artis, menstrual anormallikleri olan ve uzun siiredir anovulasyon kanamalarindan

siiphe edilen kadinlarda endometrial 6rnekleme yapilmasi dnerilmelidir.

1.1.8.4. Kombine Oral Kontraseptifler

Menstrual bozukluklarda ilk basamak tedavi, diizenli menstrual sikluslari
saglayacak kombine oral kontraseptif hap (KOK) kullanimidir. KOK’lar
gonadotropin salmmimini baskilayarak ovaryan androjen iiretiminde azalmaya neden
olur ve androjen diizeyini diistiriirler. KOK’larin i¢cindeki Ostrojen bileseni, SHBG
diizeylerini arttirir. Progestin bileseni, dstrojenin endometrium tizerindeki proliferatif
etkilerini antagonize eder, boylece karsilanmamis Ostrojene bagli endometrial

hiperplazi riski azalir.

1.1.8.5. Siklik Progestinler

Kombine oral kontrasepsiyon kullaniminin kontrendike oldugu hastalarda her
bir ile ii¢c ayda bir progesteron ¢ekilme kanamasi Onerilmektedir. Kullanilan rejim
ornekleri: MPA giinde 5 ila 10 mg oral 12 giin veya mikronize progesteron her
aksam 200 mg oral olarak 12 giin seklindedir. Hastalar, aralikli kullanilan
progestinlerin akne veya hirsutizm semptomlarimi  azaltmayacagi veya

kontrasepsiyon saglamayacagi konusunda bilgilendirilmelidir.

1.1.8.6. Hirsutizm Tedavisi

Gergek virilizasyon nadir goriilmekle birlikte anovulatuar hastalarin
%70’inde kozmetik ac¢idan rahatsiz eden bir hirsutizm mevcuttur.
[laglar maksimum tedavi edici etkiyi gosterdiginde, kalic1 kozmetik tedaviler

de uygulanabilir.
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1.1.8.7. Gonadotropin-Releasing Hormon Agonistleri

Gonadotropin-releasing hormon (GnRH) agonistleri zamanla gonadotropin
diizeylerini ve sonrasinda androjen diizeylerini etkin bicimde azaltir. Hirsutizm
tedavisindeki etkinliklerine ragmen, kemik kaybi yapmalary, pahali olmalar1 ve

menopozal yan etkileri nedeniyle uzun siireli tedavi yontemi olarak tercih edilmez.

1.1.8.8. Androjen Reseptor Antagonistleri

Antiandrojenler, androjen reseptOriine androjen baglanmasinin yarigsmali
inhibitorleridir (73). Antiandrojenik ajanlarmn hig¢biri hiperandrojenizm tedavisinde
FDA tarafindan onaylanmamistir, ancak onaylanmamis olarak kullanilmaktadirlar.
Spironolakton, giinde 2 kez 50 veya 100 mg doz uygulamasi ile giinlimiizde Birlesik
Devletlerde kullanilan baslica antiandrojendir. Bu ilag, antiandrojen etkilerine ek
olarak ayni zamanda 5a rediiktazin dogrudan inhibisyonu ile kil doniisiimiinii inhibe
eder (74).

Avrupa, Kanada ve Meksika’da tercih edilen antiandrojen, siklikla oral
kontraseptiflerin i¢inde pazarlanan siproteron asetattir (12,5-100 mg giinlik veya

progestin igeren oral kontraseptif kombinasyonu ile).

1.1.8.9. Akne ve Akantosis Nigrikans Tedavisi

Akne tedavisinin bir boliimii, hirsutizm ile benzerdir ve androjen diizeylerinin
disiiriilmesini icerir. Tedavi, 1) kombine oral kontraseptifler, 2) spironolakton veya
flutamid gibi androjen reseptoriine baglanmay1 inhibe eden antiandrojenler veya 3)

finasterid gibi Sa-rediiktaz inhibitorlerini icerebilir (75).

1.1.8.10. insulin Duyarhlastiricilar ile Tedavi

Kronik anovulasyonlu kadinlarin genellikle insulin direncgleri vardir ve tip 2
diyabetes mellitus ve kardiyovaskiiler hastalik gelisimi i¢in risk tasirlar. PKOS’lu
kadinlarin %10 unda 40 yasinda diyabet gelisir (76).

1.1.8.10.1. Metformin Kullanimi

Metformin, oral yolla kullanilan biguanid tiirevi insulin duyarhlastirict
ajandir ve tip 2 diyabet tedavisi i¢in diinyada en yaygin kullanilan ilactir. Metformin,

hepatik glukoz tliretimini azaltir, barsaktan glukoz emilimini azaltir, ¢evresel insulin
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duyarliligini arttirr ve lipolizi inhibe eder. Bu da dolasan serbest yag asitlerinin
konsantrasyonlarini azaltir ve ayn1 zamanda karacigerdeki glukoneogenezi azaltmaya
yardime1 olur. Metforminin ¢alisma mekanizmasi tam olarak net degildir, ancak
karaciger ve iskelet kaslarinda adenozin monofosfat ile aktive protein kinaz yolunun

aktivasyonunu icermektedir (77).

1.1.8.10.2. Tiazolidinedionlarin Kullanim

Tiazolidinedionlar, insulin duyarlilik arttirict bagka bir grup ajandir. PKOS’lu
kadinlarda insulin direncini diizeltmek i¢in kullanilirlar. Bunlar rosiglitazon,
pioglitazon ve daha 6nce bulunan karaciger toksisitesi yliziinden piyasadan kaldirilan
troglitazondur. Tiazolidinedionlar peroksizom proliferator aktive reseptor gama
(PPARY) icin sentetik agonistlerdir ve bu reseptdrde protein, karbonhidrat, lipid
metabolizmasinda yer alan genlerin diizenlenmesinde bir niikleer transkripsiyon
faktorii olarak gorev yapar (78). PKOS’lu kadinlar1 iceren ¢alismalarda rosiglitazon
ve pioglitazon insulin duyarliligin1 arttirmis, glukoz toleransmi doza bagli olarak
diizeltmistir. Ancak, bu ilaglarin kardiak komplikasyonlar1 oldugunu bildiren
yayinlar da vardir (79). Metformin, tiazolidinedionlardan daha fazla insulin

duyarhiligini arttirir ve PKOS’lu kadinlarin tedavisinde tercih edilmelidir.

1.1.8.11. infertilite Tedavisi

Kronik anovulasyon infertilitenin en sik goriilen nedenlerinden birisidir.
PKOS’lu kadimlarda, oosit kalite diisiikliigii veya endometrium ve implantasyon
anomalileri gibi faktorler infertiliteye ek katkida bulunabilir. Cocuk istegi olan
infertil anovulatuar kadinlar ovulasyon indiiksiyonu i¢in iyi adaylardir.

Tercih edilen ilk ilag klomifen sitrattir. 50-100 mgx5 giin, siklusun 3.-5.giinii
baslanir. Klomifen tedavisi ile kiimiilatif gebelik orani 3 siklus sonrasi yaklasik
%350°dir ve 6-9 siklus sonrast bu oran %75’e yaklasir (80). Cogul gebelik riski
yaklasik 9%5-8 arasindadir. Hastalarin yaklagik %20’si klomifen tedavisine
direnglidir, bunlarin ¢ogunda siddetli hiperandrojenizm veya obezite bulunmaktadir.

Klomifen tedavisine direngli PKOS’lu kadinlarda insulin duyarhiligini arttiric
ajanlarin tedaviye eklenmesiyle ovulasyon oranlarinda artis oldugunu gosteren
calismalar vardir (81). Metformin bu amagla yaygin olarak kullanilmistir. Ancak,

randomize ¢ok merkezli ¢alismalarda, iki ilaci tek basmma ve kombine olarak

24



karsilagtirdiklarinda, klomifen metformine {istiin bulunmustur ve kombine tedavide
anlaml ek fayda saglanamadigi goriilmiistiir (82).

Ekzojen gonadotropinler ile ovulasyon indiiksiyonu oldukca etkilidir, ama
cogul gebelik ve ovaryan hiperstimiilasyon sendromundan (OHSS) ka¢mmak i¢in

hastanin yakin izlemi gerekir.

1.2. Metformin
Biguanidler diyabet tedavisinde 30 yili askin bir siiredir kullanilmaktadir.
Bunlardan metformin diinyanin pek ¢ok iilkesinde oldugu gibi Tiirkiye’de de

kullanimda bulunan tek biguaniddir (83, 84).

1.2.1 Klinik Farmakoloji

NH NH

N N NH
| H
CH,

2

Sekil 9. Metforminin kimyasal yapisi

Biguanidler birbirine baglanmis iki guanidin molekiiliidiir. Biyoyararlilig1
%50-60 kadar olup hizl1 bir sekilde ince barsaklardan absorbe edilir (83-88). Saglam
bobrek fonksiyonu giivenli tedavi i¢in zorunludur. Potansiyel tehlike i¢in 2 dnemli
hiicresel mekanizma vardir. 1-Biguanidler hiicresel solunumu inhibe ederler, 2-
Anaerobik glikolizi uyararak laktat olusumunu uyarir. Bu durum kalp yetersizligi ve
ileri ateroskleroz gibi 6zellikle hipoksik kosullarin varliginda 6nem kazanir. Lipofilik
membran elemanlarina baglanma ve karacigerde birikme, biguanidlerin toksisitesi

icin 6nemlidir (83).

1.2.2. Etki Mekanizmasi

Metforminin kan sekeri diistiriicii etkisi yalnizca diyabetiklerde ortaya ¢ikar,
bu yiizden bu ilaclar antihiperglisemik ilaglar olarak adlandirilirlar. Bu ilaglarmn etki
mekanizmast bugiin bile tam anlamiyla aci§a kavugsmamis olmakla beraber,
multifaktoryel etki gosterdikleri ve 6zellikle insiilin direnci bulunan vakalarda tercih

edilmeleri gerektigi ileri siiriilmiistiir. Metforminin esas olarak tip 2 diyabette artmis
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olan karaciger glukoz iiretimini baskilayarak etki gosterdigi, periferik dokularda
(6zellikle iskelet kasinda) glukoz tutulumunu ve insiilin etkisini arttirdig1 ¢esitli
calismalar ile ortaya konulmustur. Biguanidler intestinal glukoz emilimini
geciktirirler ve dolayistyla postprandiyal hiperglisemiyi engellerler (85, 89, 90).
Metformin kas ve yag dokusundaki hiicrelerde glukoz tasinmasi iizerine insiilin
etkisini giiglendirir. Dolayisiyla yeterli 6l¢lide insiilinin bulunmasi etki gostermesi
bakimindan énemlidir. Insiilin sinyal transmisyonunun anahtar enzimi olan tirozin
kinaz aktivitesi metformin uygulamasindan sonra normallesmektedir. Metformin
hiicresel diizeyde insiilin reseptor tirozin kinaz aktivitesini diizeltir, GLUT4

tastyicilarinin sayisini ve aktivitesini artirr (83, 84).

Tak1

ke Metformin

Insulin
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PP2C |

AMP
T Adiponectin
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.

4
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TSC 1/2 Lh_________F,(J/\‘ biyosentez
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HK 4 FAS Malonyl CoA
fels) Y
PFK2 epox e
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tGlukoz kullanimi tLipid oksidasyonu

Sekil 10. Metforminin Etki Mekanizmasi (Greenspans Basic Clin Endocrinol 2011:
582)

1.2.3. Glisemi Kontrolii

Etki mekanizmasi goz oniine alindiginda metformin hemen hemen tiim Tip 2
diyabetiklerin 6zellikle erken donemlerinde endikedir. Bu 0Ozellikle obez Tip 2
diyabetikler i¢in daha da Onemlidir. Ortalama aglik kan sekerini 60-70 mg/dl,
ortalama hemoglobin Alc diizeyini ise kotii kontrollii diyabet hastalarinda %1.5-2

diistirmektedir (83).
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1.2.4. Lipid Profili ve Kardiyovaskiiler Sistem

Glisemi kontroliiniin 1iyilestirilmesine ek olarak metforminin serum lipid
seviyelerini dislirdiigii  gosterilmistir. Metformin tedavisi, oOzellikle belirgin
hipertrigliseridemisi ve hiperglisemisi olan hastalarda ve ayrica diyabetik olmayan
kisilerde dolasan trigliserid seviyelerinde orta dereceli bir azalma (%10-20) saglar.
Dolasan toplam kolesterol diizeylerinde kiiciik (%5-10) azalmalar bildirilmistir.
Lipid profilindeki iyilesmeye ek olarak metforminin hemostazla ilgili yararl etkileri
bulunmaktadir. Fibrinoliz artar ve fibrinoliz inhibitorii (PAIl) azalir. Dahasi

trombosit agregasyonu ve dansitesinde azalma oldugu gosterilmistir (84).

1.2.5. Doz Semasi ve Yan Etkiler

Metforminin baslangi¢ dozu giinde 2 kez 500 mgdir. Yan etkilerini azaltmak
icin 2 ana 6glinde alinmasi yararhidir. Dozaj istenen hedefe ulasana kadar ya da 3000
mg/giin olana kadar her 1-2 haftada bir artirilmalidir. Maksimal glukoz diistiriicii etki
hastalarin %80-85’inde 2000 mg/giin dozunda ortaya ¢ikar. Giinlik maksimum dozu
3000 mgdir. Gastrointestinal yakinmalar (bulanti, kusma, metalik tat ve diyare)
olgularm %?20-30’unda ortaya ¢ikar. Hastalarin %4-5’1 metformini tolere edemez.
Metforminin B12 vitamini emilimini etkiledigi bilinse de klinik 6nemi yoktur. En
onemli yan etkisi laktik asidozdur. Gergekte bu tehlike abartilmistir. Olgu sayis1 her
yil 100.000 kist i¢in 3 olarak bildirilmistir. Deri alerjileri, kan sayimi anormallikleri

nadir olarak goriilmektedir (83).

1.2.6. Kontrendikasyonlarn

Tim hipoksik kosullarda (solunum yetersizligi, koroner arter hastaligi,
aterosklerotik, iskemik vaskiiler hastaliklar, anemiler), yaslilarda ve multimorbid
hastalarda kontrendikedir. Alkolizm, karaciger hastaligi (yagh karaciger hari¢), kalp
yetmezligi, hamilelik, vitamin B12 yetmezligi ve renal fonksiyon bozukluklar1 da
(serum kreatinin degeri erkeklerde >1.5 mg/dlI’den, kadnlarda >1.4 mg/dl’den daha

fazla ise) kontrendikasyon olusturur (83).

1.2.7. PKOS’ta Kullanim
Insiilin rezistanst ve buna baghh kompansatuar hiperinsiilinemi, PKOS
patofizyolojisinde major bir rol oynar. Yaklasik %25-60 olguda hiperinsiilinemi ve

insiilin direnci saptanabilir (1,86). Metformin glukoz transportunu artirarak PKOS’lu
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hiperinsiilinemik hiperandrojenemik olgularda insiilin seviyesini diigiirerek, insiilinin
IGF-1 {izerinden olan etkisini azaltmakta ve sonucta androjen seviyeleri de
diismektedir. Metformin tedavisinin insiilin sensitivitesini artirdigl ve serum insiilin
ve androjen konsantrasyonunu azalttigi, hirsutizmi ve ovulasyonu diizelttigi
gosterilmistir (89).

Aclik glukoz seviyeleri ve OGTT esnasindaki plazma glukoz seviyesi 3 aylik
metformin tedavisi ile azalir. Fakat oOnemli farkliliklar 6 aylik metformin
tedavisinden sonra goriiliir (90). Ug-alt1 aylik metformin tedavisi ile a¢hk insiilin
konsantrasyonu onemli oranda azalir. Alt1 aylik metformin tedavisi ile erken faz
insiilin sekresyonu onemli oranda azalirken aglikta ve OGTT’nin 30. dakikasinda
serum C Peptid konsantrasyonu artar. Alt1 aylik metformin tedavisi ile erken faz C
Peptid sekresyonu yiikselme egilimindedir. Obezlerde metformin tedavisi, insiilin
sensivitesini diizelttigi ve santral obeziteyi azalttigi icin Onerilmektedir. Altr aylik
metformin tedavisi ile bel kalca orani onemli oranda azalir. Diger yandan
metforminin insiilin sensivitesini diizeltmesinin kilo kaybina bagli olup olmadigi
halen tartismalhdir (90). Insiilin duyarhiligmi arttirict ilaglar ile yapilan ¢alismalarda
hem obez hem de obez olmayan PKOS olgularinda insiilin direncinin azaldigi
gosterilmistir. Serum adiponektin, CRP, oksidatif stres, PAI-I ve homosistein gibi
KVH risk belirtegleri lizerine insiilin duyarliligini arttirict bu ilaglari olumlu etkileri
gosterilmistir. Bu verilere ek olarak insiilin duyarliligini arttiricr ilaglarin serum
androjen diizeyini azaltti§i, menstrual bozuklukluklar1 ve anovulatuvar sikluslari
biiyiik oranda diizelttigi ve ovulasyon indiiksiyonunda klomifen sitrata ek katkida
bulundugu da gosterilmistir (91-93).

Anovulasyon veya oligoovulasyon infertilitenin %25’inin nedenidir (89).
Menstrual diizensizlik PKOS’lu hastalarin %80-100’tinde goriiliir ve hastalarin
%40’indan fazlasinda oligoovulasyon olur (94). Tek basina metforminin infertilite
iizerine etkisi bilinmemektedir (89). Metformin teka hiicrelerinden androjen
iretimini inhibe eder, pitiiiter LH sekresyonunu azaltir ve bdylece ovulasyona ve
diizenli menstrual siklusa neden olur (95). Obez ve non-obez PKOS’lu hastalarda
ovulasyon indiiksiyonu, diizenli menstrual siklus ve gebelik i¢in metformin etkilidir.
Aragtirmacilar klomifen sitrat direngli PKOS’lu Asyali kadinlarda ovulasyon

indiiksiyonu ve gebelik iizerine metforminin etkisini gostermislerdir. PKOS’lu
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kadinlarda anovulasyon tedavisinde metforminin etkisi gosterilmesine ragmen,
ovulasyon indiiksiyonunda halen klomifen sitrat secilmektedir. Metforminle beraber
klomifen sitrat kullanimi gebelik basaris1 yoniinden tek basmna klomifen sitrat
kullanimu ile karsilastirildiginda ¢ok daha etkilidir (95).

Gozlemsel c¢alismalarin ¢ogunda giinliikk yaklasik 1500 mg metformin
dozunun hem obezlerde hem de obez olmayanlarda menstrual siklus diizenlenmesini
saglayacagi bildirilmistir. Metforminin menstrual siklus {izerine etkisi ovulatuar
sikluslara baglanmistir. Metformin direkt over lizerine ya da diger mekanizmalarla
ovulasyonu saglayabilir ama mekanizma tam olarak net degildir. Metforminin
ratlarda GnRH inhibisyonu yaptig1 gosterilmistir. Derleme ve meta-analizler PKOS’a
bagli anovulasyon tedavisinde metforminin etkinli§ini gostermislerdir. Metformin
tedavisi ile ovaryan voliim 6nemli oranda degismez, fakat ortalama follikiil sayisi
azalir (88).

Obez ve non-obez PKOS’lu hastalarda metformin kullanimi 1ile
hiperinsiilinemi azaltilarak hiperandrojenemi etkili bir sekilde tedavi edilir (95).
Metformin progesteron TUretimini etkilemeden overlerdeki teka hiicrelerinden
androstenodion iiretimini inhibe eder. Metformin tedavisi ile total testosteron diizeyi
onemli oranda azalir. Metformin sadece ovaryan hiperandorenizmi diizeltmez, ayni
zamanda PKOS’lu kadmnlarda adrenal hiperandrojenizm iizerinde de etkilidir.
Metformin tedavisi ile testosteron, serbest testosteron ve androstenedione diizeyi
azalir (97). PKOS’lu hastalarda insiilin direnci ve yliksek plazma insiilin seviyesi
yiiksek androjen konsantrasyonu ile iliskilidir. Insiilin SHBG nin hepatik {iretimini
azaltir, boylece dolasimdaki serbest androjenlerin diizeyi artar. Metformin
ovulasyonu diizenler. Hirsutizm ve akne gibi hiperandrojenemik semptomlar1 azaltir
(97). Bir ¢ok calismaya gore optimal sonuglar 6 aydan sonra goriilmektedir. Oral
hipoglisemiklerin teratojenik olduklar1 distintildiigii icin gebelikte kontrendike
olarak bilinirler. Metforminin gebelik kategorisi B dir (88). PKOS’lu kadinlarda
abortus riski saglikli kadinlardan 3 kat fazladir. Tekrarlayan abortuslarin %40-
80’inde PKOS vardir (88). PKOS’da diistik riski artisinin mekanizmasi net degildir.
Yiiksek LH seviyesi, hiperinsiilinemi, hiperandrojenizm, hipofibrinolizis, glikodelin

ve IGFBP-1 azalmasi altta yatan neden olabilir. Metformin, kilo kaybi, PAI-1 ve
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insiilin seviyesinde azalma, androjen ve LH azalmasi, IGFBP-1 ve glikodelin artigini

saglar.

1.2.8. Ovulasyon Iindiiksiyonunda Kullanim

Polikistik over sendromlu hastalarin bir¢ogunda insiilin rezistansi oldugu i¢in,
klinik pratikte metforminin bu hastalarin tedavisinde de kullanilabilecegi
diistiniilmiistiir. Metformin PKOS’da ovulasyon indiiksiyonunda kullanilmaktadir
(Glinde 1500-2000 mg boliinmiis dozlar seklinde). Ovulasyon indiiksiyonundaki etki
mekanizmas1 kilo kaybmda gostermis oldugu metabolik etkileri ile benzerdir.
Metforminin ovarian teka hiicrelerindeki androjen iiretimini inhibe ederek ovarian
fonksiyonu iyilestirdigi diistiniilmektedir.

Metformin PKOS’ta en cok calisilan ajandir. Onceki pek ¢ok c¢alisma
metforminin tek basina ya da CC ile kombine olarak kullaniminin OI’da iimit verici
iyl sonuclar olusturdugunu gostermistir. Ancak bu c¢alismalarin ¢ofunda rolatif
olarak az sayida ornekle ¢alisilmistir. Bir meta-analizde, metformin tedavisi alan ve
almayan grup karsilastirildiginda, klinik gebelik oranlarini artirdigi ancak canli
gebelik oranlarma etki etmedigi gosterilmistir (96). Cok merkezli genis bir
randomize kontrollii calismada (Pregnancy in PCOS-I), PKOS’da ovulasyon
indiiksiyonunda, metformin ve klomifen sitratin tek basmna kullanimi ile kombine
kullanimlar1 degerlendirilmis ve metformin kullanimmin, klomifen sitrata oranla
daha diisiik gebelik oranlar1 sagladig1 bulunmustur. Ancak VKI > 35 kg/ m2 olan
hastalarda klomifen sitrat ile metforminin kombine edilmesinin bir avantaj sagladigi
da bildirilmistir (98). Yapilan bir ¢calismada, yalnizca klomifen kullaninmma goére
kombine metformin ve klomifen kullanan hastalarda, diizenli siklus, ovulatuar cevap

ve gebelik oranlar1 daha yiiksek bulunmustur (99).
1.3. Glitazonlar (Tiazolidinedionlar)

1.3.1. Giris

Glitazonlarm prototipi olan ciglitazon ilk olarak 1982 de tanimlandi; fakat
etkisinin azlig1 ve yan etkilerinin fazlalig1 nedeniyle klinik kullanima giremedi. i1k
kullanima giren troglitazon ise hepatotoksisite ve Oliimlere yol acmasi nedeniyle
2000 yilinda kullanimdan ¢ekilmistir (100). Rosiglitazon ve pioglitazon olmak iizere

iki preparat kullanimda mevcuttur. Glitazonlar, primer etkilerini peroksizom
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proliferator—aktive reseptor gamma (PPAR -y) olarak adlandirilan 6zgiin reseptorleri
aktiflestirerek gosterirler. Insiilin etkisini ve lipid metabolizmasmi modiile eden
genlerin ekspresyonunu degistirirler. Sonugta; kas, karaciger ve yag dokusundaki
insiilin duyarliligin1 arttirarak insiilin direncini azaltirlar. Bu nedenle bu grup ilaca

“insiilin sensitizer” denir (100, 101).

1.3.2. PPAR Reseptorleri

PPAR YAPISI

DNA BAGLANMA ‘—' ; LIGAND BAGLANMA

BOLGESI . BOLGESI
EKLEM BOLGESI

PPAR yapisi 5 bolgeden olugmaktadir;

1. Ozellesmis PPAR agonistlerinin baglandigi ligant baglayan bélge

2. Mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz (MAPK) ile fosforilasyon yoluyla liganttan bagimsiz olarak etkinlesen N ucunda
bulunan AF1 bolgesi

3. PPAR ile etkinlestirilen hedef genlerin promotdr bolgesinde bulunan PPAR yanit elementi (PPRE) ile etkilesen bolge
4. Ligant baglanmasina karsilik olarak transkripsiyonel etkinlesme icin gerekli olan yapisal degisiklige ugrayan C ucunda
bulunan AF2 bélgesi

5. islevi tam olarak anlagiimamis olmasina karsin, deoksiriboniikleik asit (DNA) ile baglanma igin 6nemli oldugu
dusunulen esnek eklem bolgesi

Sekil 11. PPAR Yapisi

Insiilin duyarliligi ve hiicre i¢i lipid metabolizmas: ile iliskili besin
molekiilleri, metabolitler, hormonlar, biiyime faktorleri, inflamatuar sinyaller ve
ilaclar tarafindan indiiklenen hiicresel bilginin transkripsiyon faktorleri tarafindan
biitiinlestirilmesine en 1iyi Ornek peroksizom proliferator aktivator (PPAR)
reseptorleridir (102).

Peroksizom proliferator aktive edici reseptor hormonla aktiflesen niikleer
reseptor ailesindendir. Reseptorlere ligan baglanmasindan sonra PPAR’larda 6zgiin
konformasyonel degisiklikler olur. Bu da bir¢ok koaktivatdr proteinin fonksiyon
gormesine neden olur. Ligandlar koaktivatorlere hareket etme yeteneklerine gore
farklilik gosteririler ki gozlenen ¢esitli biolojik yanitlar1 agiklayabilir (103).
PPAR’lar ligand baglanmasima yanit olarak, retinoid x reseptorle (RXR) etkileserek

gen ekspresyonunu diizenlerler.
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Degisik izoformlar1 vardir: PPAR alfa-PPAR beta/delta-PPAR gama gibi.
Alfa temel olarak karaciger tarafindan eksprese edilir. Yag asidi metabolizmasinda
merkezi rol oynar ve fibrat igeren ilaglar i¢in bir hedef teskil eder. PPAR beta/delta
pek ¢ok farkli dokuda eksprese edilir ve bu ekspresyonun bazi yag asitleri tarafindan
diizenleniyor olmas1 kuvvetle muhtemeldir.

Peroksizom proliferator aktive edici reseptor gama: Baslica adipoz doku
olmak iizere pankreatik beta hiicreleri, vaskiiler endotel ve makrofajlarda eksprese
edilir. Karaciger, kalp ve iskelet kas1 gibi PPAR alfanin daha fazla eksprese edildigi
dokularda gama ekspresyonu diisiiktiir. Iskelet kasinda PPAR gama eksik farelerde
glikoz intolerans, hiperinsiilinemi ve ciddi insiilin direnci oldugu ve bunun da diisiik

ekspresyona ragmen hayati role sahip bir unsur oldugu ortaya ¢ikarilmistir (104).
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L Antidivabetik Ilaclar
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Sekil 13. PPAR gama (Y) yolagi

Iki tipten olusur Gama 1 ve 2.Gama 1 monosit, makrofaj dizisinde, dalagin
lenfoid hiicrelerinde ve kemik iliginde yiiksek oranda eksprese edilir ve
immunoregiilasyon i¢in 6nem tasir. PPAR gama 2 adipoz dokuda smirhidir. Adiposit
farklilasma ve olgunlasmasinda, lipid ve glukoz metabolizmasinda hayati role

sahiptir.

1.3.3. Etki Mekanizmasi

Glitazonlarin bircok siireci modiile ederek insiiline duyarliligi arttirdigini
diistiniilmektedir. Bunlar arasinda insiilin reseptor kinaz etkinligi, insiilin reseptor
fosforilasyonu, insiilin reseptorlerinin sayist ve hepatik glikoz metabolizmasina
etkileri sayilabilir. Glitazonlar PPAR gama ya baglanarak ve reseptorii aktiflestirerek
insiilin aracilikli glukoz alimini, adiposit farklilagsmasini saglar (105). Leptinin ve
tiimOr nekrozis faktor alfanin (TNF-a) serbestlesmesini azaltirken, lipoprotein lipaz,
adiposit lipid baglayic1 protein ve GLUT-4’iin salmmmini arttirirlar (106). Insiilin
sekresyonu Tlzerine etkileri yoktur. Ayni zamanda pankreas beta hiicre
fonksiyonunda 1yilesme saglarlar (107).

Glitazonlarin adiposit farklilagmasini arttiric1 etkisi ve serbest yag asitlerinin
uptake’i ile depolanmalarmi arttirict etkileri goz 6niine alindiginda yag dokusunda

artis olabilecegi Ongoriilebilir. Diger yandan da insiilin direncindeki azalmayi
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karaciger ve kas gibi dokularda yag miktarmmin azalmasiyla agiklanmaktadir. Yani
glitazonlarin yag dokusu artisindan ziyade asil etkileri yag dagilimu ile ilgilidir (100).

Tip 2 diyabetes mellitusun patogenezi ve glitazonlarin etki mekanizmalari
g6z Oniine alindiginda, glitazonlarin net etkileri; periferik dokularda glukoz
uptake’inde artma ve karacigerde azalan insiilin direnci sonucu karaciger glukoz

iiretiminde azalma seklinde 6zetlenebilir.

1.3.4. Farmakokinetigi
Glitazonlar hizlica ve neredeyse tamamen emilirler. Gidalarla alindiklarinda

emilimleri hafif gecikir. Plazma proteinlerine yiiksek oranda baglanirlar (>%99).

1.3.5. Metabolik Etkileri
Tablo 3. Tiazolidinedionlarmm Cok Yonlii Etkileri

-Glisemi kontrolii

-Hemoglobin A1C de azalma

-Serbest yag asitlerinde azalma

-Lipid profilinde iyilesme (pioglitazon i¢in daha belirgin)
-Beta hiicre kitlesinde ve fonksiyonunun korunmasi
-Insiilin ve C peptid diizeyinde azalma
-Adiponektin ve leptinde artma

-Kan basincinda azalma

-Inflamatuar belirteclerde (CRP, IL-6) azalma
-Endotelyal fonksiyonlarda diizelme

-Fibrinolitik sistemde olumlu etkiler

-Intima-media kalinliginda azalma
-Visseral/subkutan yag oraninda azalma

-Polikistik over sendromu ve hepatosteatozun tedavisinde olumlu etkiler

1.3.6. Yan Etkileri

Hipoglisemi: Tiazolidinedionlar insiilin sekresyonunu etkilemediginden
sekretagog veya insiilinle kombine edilmediklerinde hipoglisemiye yol a¢mazlar
(100).

Hepatotoksisite: Bir tiazolidinedion iiyesi olan troglitazonun ciddi

idiosenkratik hepatotoksisiteye yol agmasina ragmen klinik kullanimda bu ilaglarla
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iligkili ciddi hepatotoksisite gosterilmemistir. Yine de bazi hastalarda karaciger
enzimlerinde ciddi artisa neden olabilecekleri unutulmamalidir (108).

Kilo alim: Doza ve zamana bagl kilo artisina neden olmaktadir ve
diyabetik hastalarda 6zellikle insiilin veya siilfoniliireler ile kombine edildiklerinde
bu artis ortalama 3-4 kiloyu bulmaktadir.

Sivi  retansiyonu ve oOdem: Hastalarm %]15’inde sebebi heniiz
aciklanamayan periferal 6dem olmaktadir. Glitazonlarm neden oldugu 6dem
diiiretiklere direnglidir. Glitazon kullanan hastalarda 6demle karsilastirildiginda
konjestif kalp yetmezligi ayirict tanist mutlaka yapilmalidir. Ciinkii glitazonlar
asemptomatik kalp yetmezligini asikar hale getirebilirler. Yine bu hastalarin es
zamanlt insiilin kullantyor olmalar1 sivi retansiyon riskini daha da arttrir. Kilo alma
ve ddem acgisindan hastalar dikkatle takip edilmelidir (100, 109).

Anemi: Sivi retansiyonunun bir sonucu olarak anemi ve hematokritte azalma
meydana gelebilir (100).

Kemik fraktiir riskinde artis: Bazi hayvan calismalarindan hareketle
yapilan bazi insan c¢aligmalarinda glitazonlarin kadinlarda kemik fraktiir riskini
arttirdigin1 gésteren ¢aligmalar mevcuttur (87).

1.3.7. Pioglitazon
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Sekil 14. Pioglitazonun kimyasal yapis1 (110)

Pioglitazon PPAR gama icin oldukg¢a selektif bir agonisttir. Lipofilik oldugu
icin reseptore baglanma affinitesi yiiksektir. Pioglitazon ile GLUT aktivasyonu,
glukoz uptake ve utilizasyonunun artisi, lipoprotein lipaz aktivasyonu, lipogenez,
adiposit diferansiyasyonu, yag asidi membran tasiyicilarinda artis meydana gelir. Bu
etkileri ile kas ve yag hiicrelerinin glukoz alimi, yag hiicrelerinin yag asidi alimi, yag

dokusunda lipogenez artarken; karaciger hiicrelerinde glukoneogenez azalir.
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Pioglitazon metabolitleri ¢ok daha aktiftir ve esas olarak safra ile atilirlar.
Renal yetmezlikte verilebilir, doz ayarlamasi yapma geregi yoktur. A¢likta alinmayla
30 dakika icinde serumda Olgtilebilir hale gelebilir ve 2.saatte pik konsantrasyona
ulagir. Basta albumin olmak iizere serum proteinlerine %99’un {izerinde baglanur.
Yemekle alinim pik konsantrasyona ulagma siiresini uzatir ama emilimini azaltmaz.
Yarilanma omrii 3-7 saattir. Pioglitazonun aktif metabolitlerinin yarilanma dmriiniin
26-28 saat olmasi pioglitazonun giinde tek doz olarak kullanilmasini saglar.
Pioglitazon CYP3A4 ile metabolize edilir. Oral kontraseptiflerle benzer enzim
iizerinden metabolize edildiklerinden etkilesim olabilir (105).

Pioglitazon hiicrelerin insiilin duyarliligini arttirarak insiilin bagiml glukoz
kullanmini arttirir. Boylece yiikselmis olan plazma glukoz konsantrasyonlari, plazma
insiilin seviyeleri ve HbA1C degerlerinde azalma goriliir. Trigliserid ve serum
VLDL diizeylerini azaltirken HDL seviyesini arttirir. Serum LDL diizeylerinde ise

bir miktar azalma goriiliir veya degisiklik olmaz.

1.3.8. Glitazonlarin Ovulasyon Indiiksiyonunda Kullamlmasi

Metformin ve klomifen sitrat direnci olan ve pioglitazon kullanan 9 hasta
degerlendirilmis ve 7 hastadan 4’iiniin ilk siklus sonras1 gebe kaldigi, 2 hastada ikinci
siklus sonras1 gebelik elde edildigi gosterilmis ve bu bulgular 15181nda pioglitazonun
diren¢li PKOS hastalarinda etkili olabilecegi sonucuna varilmistir (111).

Klomifene direncli 60 hasta lizerinde yapilan randomize kontrollii bir
calismada pioglitazonun ovaryan stromal kan akiminda, ovulasyon indiiksiyonunda
ve IVF sonucu lizerindeki etkileri arastirilmig pioglitazon tedavisinin, ovulasyon
indiiksiyonunda ve IVF sonucglarina verilen yanitin iyilestirilmesinde faydal
olabilecegi sonucuna varilmistir (112).

Pioglitazonun kontrollii over stimiilasyonu (COS), IVF sonuglar1 ve follikiiler
swvidaki tlimor nekroz faktorii-a (TNF-a) ve interlokin-6 (IL-6) konsantrasyonlari
iizerine olan etkilerinin arastirildigi bir baska ¢alismada oosit toplanmas1 sirasinda
follikiil sivisindaki TNF-o ve IL-6 konsantrasyonlarmin pioglitazon grubunda
anlamli olarak diisiik oldugu, klinik gebelik oranlarinin yiiksek ve siddetli over
hiperstimiilasyon sendromunun ise daha diisiik oldugu bulunmustur. Ancak

istatistiksel farklar anlaml degildi (113).
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Insiilin duyarlilastirict ajanlardan pioglitazon kullanilarak yapilan bir
calismada ekstravilloz trofoblast hiicrelerin plasentaya gociinde ve invazyonunda
onemli rol oynayan insiilin benzeri biiyiime faktorii-I (IGF-I) reseptorleri stimule
edilmis ve ¢aligma sonucunda insiilin duyarliliginin kaybedilmesi ile olusan gebelik
anormalliklerinin insiilin duyarliligini iyilestirerek tedavi edilebilecegi sonucuna

varilmistir (114).

Caliymanmin amaci; ¢calismamizda testosteron propionat ve yliksek yag diyeti
ile olusturulan sican PKOS modelinde hormonal parametreler ve yumurta
gelisiminde gorevli gen ifadeleri tizerine metformin ve pioglitazonun monoterapi ve

kombinasyon tedavilerinin etkilerinin arastirilmasi amaglanmaistir.
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2. GEREC ve YONTEM

Calismamizda kullamlacak siganlar 22-25°C oda 1sisinda 12 saat 151k (7:00—
19:00) ve 12 saat karanlikta (19:00-7:00) tutularak 6zel olarak yaptirilan ve her giin
altlar1 temizlenen kafeslerde beslendi. Yemler; ¢elik kaplarda, su; cam biberonlarda
(normal ¢esme suyu) verildi. Tiim gruba ayni standart sigan yemi verilerek add-
libitum su, yiyecek alimlar1 saglandi ve hayvanlarin giinliik olarak altlar:
temizlenerek bakimlar1 yapildi. Hayvanlarda PKOS olusturulmast i¢in asagidaki

yontem kullanilda.

2.1. PKOS Olusturulmasi

PKOS olusturulmasi1 amaciyla yiiksek yag diyeti ve testosteron es zamanli
olarak kullanildu.

1. Yiiksek yag diyeti ile besleme: Kontrol gruplari igerigi yaklasik %5 yag,
%53 karbonhidrat, %23 protein=25KJ/Kg olan standart laboratuvar yemiyle
beslendi. Yiiksek yag diyeti ile beslemede ise %22 yag, %48 karbonhidrat, %20
protein=44.3KJ/Kg’lik bir diet uyguland1 (115). Bu diyetin uygulandig1 gruplar
1.giinden itibaren deney sonuna kadar yiiksek yag diyeti ile beslendi.

2. Testosteron uygulamasi: Sicanlara ilk uygulama ratlar 21 giinliik olunca
basland1 ve bu uygulama deney sonuna kadar 3 gilinde bir araliklarla tekrarlandi.

21 giinliik 50 adet Wistar Albino cinsi disi si¢can her grupta 10 hayvan olacak
sekilde 5 esit gruba ayrildi. Deney toplam 12 hafta siirdii. PKOS olusturulacak tiim
gruplarda yukarida aciklanan yontem kullanild1.

Grup 1 (Kontrol grubu) : Deney siiresi olan 12 hafta boyunca herhangi bir
islem yapilmadi.

Grup 2 (PKOS grubu) : PKOS yukarida ac¢iklandigi sekilde olusturuldu.

Grup 3 (PKOS+Metformin grubu) : PKOS yukarida aciklandig1 sekilde
olusturuldu. Metformin deneyin son 4 haftas1 300 mg/kg/giin olmak iizere oral gavaj
ile verildi (116).

Grup 4 (PKOS+Pioglitazon grubu) : PKOS yukarida agiklandig1 sekilde
olusturuldu. Pioglitazon deneyin son 4 haftas1 25-30 mg/kg/glin olmak {izere oral

gavaj ile verildi (117).
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Grup 5 (PKOS+Metformin+Pioglitazon grubu) : PKOS yukarida
aciklandig1 sekilde olusturuldu. Deneyin son 4 haftas1 metformin 300 mg/kg/giin
dozda ve pioglitazon 25-30 mg/kg/gilin dozunda oral gavaj ile verildi.

G2, 3, 4 ve G5 gruplarda PKOS olusturulmas1 ayn1 sekilde gergeklestirildi.

2.2. PKOS’un Tespiti icin Uygulanacak Analizler

Hayvanlarda PKOS olusumunun test edilmesi i¢in asagidaki kriterler
kullanilda.

a. Hayvanlarin viicut agirhklan ol¢iilmesi: Viicut agirliklar1 haftalik olarak
kaydedildi.

b. Vajinal smearler: Siklusun safhalarini tanimlamak i¢in 21. giinden deney
sonuna kadar her sabah 9:00’da vajinal smearler alinmak suretiyle, dstrus fazlari
takip edildi. Ostrus siklusu takibi yaparken, yalanci gebelik ve andstrus (diizensiz)
sikluslar1 engellemek amaciyla, si¢anlar ikiserli olarak kafeslendi. Deney siiresince
her giin, faz degerlendirmelerinde asagidaki hiicre 6zellikleri temel alindu.

Prodstrus fazi kiimeler olusturmus niikleuslu epitel hiicreleri,

Proostrus fazinin ilerleyen doneminde kornifiye hiicrelerle birlikte salgi
yapma 0zelligine sahip, apikal yerlesimli niikleus igeren musindz hiicreler ve

Ostrus faz hiicre populasyonunun %90’1n1 niikleussuz kornifiye hiicreler.

Deney siiresi sonunda tiim gruplardaki si¢anlar ketamin (75mg/kg) + xylazine

(10mg/kg) intraperitoneal (i.p) uygulanarak anestezi altinda dekapite edildi.

2.3. Molekiiler Genetik Analizler
Kullanilan Aletler
e -20°C derin dondurucu: Arcelik, Tiirkiye
e -80°C derin dondurucu: Nuaire, Meksika
e Etiiv: Gallenkamp, Economy Incubator Size, Ukrayna
e Falkon Tiip: Corning® 430766, 15 mL Centri flige Tube, Meksika
e Homojenizator: Next Advance, Averill Park NY, Bullet Blender Storm,
ABD
e Homojenizatér Boncugu: Next Advance, GBO05-RNA 0.5mm Dia,
RNase-Free Glass Beads, ABD
e Mini Plate Spin: Labnet C1000, ABD
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e Otomatik Pipetler: Socorex, Acura 825, Switzerland, Isvicre

e PZR ve Qubit tiipleri (0.6ml): Neptune, Katalog: 3737.S.X, Biotix
Laboratory Media, Ingiltere

e Plate Yapistirict: AB Applied Biosystems, MicroAmp, Optical Advesive
Film, ABD

e Plate: AB Applied Biosystems, MicroAmp, Fast Optical 96-Well
Reaction Plate With Barcode (0.1 mL), Singapur

e Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR): Biometra, Almanya

e Real Time- PCR: AB Applied Biosystems, ABI Prism 7500 Fast Real
Time PCR Instrument, Foster City, CA

e Santrifiij: Sigma, Almanya

e Spin: Labnet international, Katalog No:C1031B-230V, Kore

e Vorteks: Elektro-Mag, Tiirkiye

Total RNA izolasyonu

Bu islem i¢cin 30-40 mg over dokusu alindi, ependorf tiiplere konularak
iizerlerine 500ul Tri Reagent (Bioshop) eklendi. Homojenizasyon boncuklarindan
doku miktar1 kadar eklendi. Homojenizatoriin 8. Hizinda 5 dk homojenizasyon
yapildi. Tipler icindeki homojenizator boncuklar: ile birlikte 12.000 xg’de 2 dk
santrifiij edildi. Stipernatant kisimlar yeni tiiplere aktarildi tizerine 100 pl kloroform
eklenip yaklasik 15 sn vortekslendi. Tiipler oda sicakliginda 2-3 dk bekletildi. 12.000
xg’de 2-4°C’de 15 dk santriflij edildi. Santrifiij isleminden sonra 3 faza ayrilan
stvinin en iist faz1 bagka tiipe alindi. 250 pl izopropil alkol eklendi ve 10 dk oda
sicakliginda bekletildi. 12.000 xg’de 2-4°C ’de 10 dk santrifiij edildikten sonra
siipernatant kisimlar dokiildii. Pellet iizerine 500 pl % 75°lik etanol eklendi,
vortekslendi ve 7500 xg’de 2-4°C’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant atildi ve
etanol islemi tekrarlandi. Siipernatant atildiktan sonra tiipler bir miiddet oda
sicakliginda bekletilerek etanoliin ugmasi saglandi. Kuruyan tiiplerin {izerine su

eklendi ve pipetaj yapild1. izole edilen RNA’lar -80°C’de saklandi.
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Spektrofotometrik RNA Ol¢iimii:

Riboniikleik asit Ol¢timii i¢in Qubit® RNA Assay Kit For Use With The
Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen/Molecular Probez) kullanildi. RNA miktar:
pug/ml olarak oOlgiildii. cDNA sentezi icin RNA miktarlarinin esitlenmesi amaciyla

okunan en diisiik RNA degeri standart alindi.

Komplementer DNA Sentezi

High Capacity ¢cDNA sentez kiti (Catalog number: 4368814, Applied
biosystem, Waltham, MA USA) ile cDNA olusturuldu. cDNA sentezi toplam 20ul
hacimde gergeklestirildi. Sentez i¢in 10ul RNA 6rnegi, 2 ul 10XRT random primer,
2 pl TOXRT buffer, 0.8 pl 25XdNTP mix, 4.2 pl niikkleaz icermeyen su ve en son
olarak 1pl MultiScribe™Reverse Transcriptase enzimi kullamldi. Ornekler termal
dongii cihazina (Applied biosystem, Waltham, MA USA) yerlestirildi. 25°C’de 10
dk, 37°C’de 120 dk, 85°C’de 5 dk ve 4°C’de o olacak sekilde cihazda bekletildi.
Olusan cDNA 6rnekleri -20°C’de saklandi.

Tablo 4. cDNA karisim miktari

Bilesik Hacim (pl) Katalog No
10X RT Tamponu 2.0 4319981
25X dNTP karigimi (100mM) 0.8 4367381
MultiScribe™Revers Transkriptaz 1.0 4319983
10XRT Random Primer 2.0 4319979
Niikleaz icermeyen H,O 4.2

Reaksiyon toplami 10.0

Tablo 5. cDNA sentezi i¢cin uygulanan PZR programi

PZR 1.Adim 2. Adim 3. Adim 4. Adim
Sicaklik 25°C 37°C 85°C 4oC
Zaman 10 dk 120 dk 5 dk 0

Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile cDNA Amplifikasyonu:
Revers transkripsiyon ile elde edilen cDNA’lar sekans spesifik primerlerin

varliinda Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ile amplifiye edildi.
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Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) kontrol gen olarak kullanildi ve

asagidaki tabloda verilen genlerin ifadeleri over dokusunda degerlendirildi.

Tablo 6. RT-PCR’ da kullanilan primerler

Gen Kisa Ad1 Gen Uzun Ad1

Gapdh; Kontrol geni

NEKROTIK GENLER

OLR1583 Olfaktori reseptor 1583

SYCP2 Sinaptomel kompleks protein 2

CYBB Sitokrom b245 beta zinciri

PROAPOPTOTIK GENLER

GADD4SA Biiylimeyi durdurucu ve DNA hasar
indiikleyici, alfa

BAX Bcl2 iliskili X, Apoptozis diizenleyicisi

FAS Hiicre yiizey 6liim reseptorii

FASL Fas ligandi

ANTIAPOPTOTIK GENLER

BCL2L1 BIr2 benzeri 1

BIRC2 Bakulaviral IAP tekrar igeren 2

CASP2 Kaspaz 2

SINYAL YOLAK GENLERI

VEGFA Vaskiiler endotelial biiyiime faktorii A

GAP43 Biiyiime ile iliskili protein 43

MAPK1 Mitojenle aktive olan protein kinaz A

Real Time PCR 3 tekrarli olarak gergeklestirildi. RT-PCR Plate hazirlanirken
cDNA orneklerinde her bir kuyucuga 2 pl kondu. Buz iizerinde her bir 6rnek igin 5
ul TagMan Master Mix, 2.5 pl niikleaz icermeyen su ve 0.5 pl primer hibridizasyon
probu olacak sekilde 6rnek sayisina gore hesaplanan bilesen miktarlar1 ependorflara
kondu ve vortekslendi. Plate’deki cDNA oOrneklerinin ilizerine 8 pl hazirlanan
karisimdan birakilarak plate’in iizeri optik yapistirict filmle kapatildi. Plate
orneklerin tamamen dibe ¢okmesi ve olusan kabarciklarin yok edilmesi amaciyla

mini plate spin cthazinda 1 dakika santrifiij edildi.
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Tablo 7. RT-PCR i¢in her bir kuyucuga konan bilesikler

Bilesikler Hacim (pI)X Ornek Sayisi
cDNA 2.0
Primer 0.5
TagMan Mix 5.0
Niikleaz icermeyen H,O 2.5
Toplam 10.0

Gen ekspresyon seviyeleri, Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR sistemi
(Applied Biosystem, Waltham, MA USA) ile 6l¢iildii. Calismada GAPDH kontrol
gen (housekeeping) olarak kullanildi. Is1 kosullar1 50°C’de 2 dakika, 95°C’de 10
dakika X 40 sikliis, 95°C’de 15 saniye ve 60°C’de 1 dakika olacak sekilde ayarlandi.

Tablo 8. Uygulanan RT-PCR programi

RT-PCR X 40 dongii

1. Adim 2.Adim 3.Adim 4.Adim
Sicaklik 50°C 95°C 95°C 60°C
Zaman 2dk 10dk 15sn 1dk

Elde edilen gen ifade diizeyleri belirttigi sekilde 2T yontemi ile
degerlendirildi.

2.4. Histolojik Analizler

Ovarian morfolojinin histolojik olarak incelenmesi

Over dokular1 alindiktan sonra %10’luk formaldehitte fiske edildi. Sonra,
parafine gomiildii. Lamlar {izerine alman 4 mikronluk kesitler Hematoksilen-Eozin
ile boyandi. Follikiiller primordial, preantral, erken antral ve preovulotuar olarak
isaretlendi. Oositlerin goriilmedigi durumlarda, duplikasyondan kaginmak i¢in sayim
yapilmadi. Tiim kesitler tek bir kisi tarafindan degerlendirildi. Sayimlarin ortalamas,
her overde incelenen kesitlerin sayisina, sayilan total follikiillerin sayisinin
boliinmesiyle hesaplandi. Sadece yiiksek kalitedeki kesitler degerlendirildi. Ovaryum
dokularmin 151k mikroskopik bulgular1 tiim gruplara ait ovaryum kesitlerinin 151k

mikroskopik olarak incelenmesinde follikiil siniflamasi yapild.
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2.5. Biyokimyasal Analizler

Serum Analizleri (Dekapitasyon Sonrasi):

Tim sicanlardan elde edilen kan ornekleri 10 dk i¢in 2500g’de santrifiij
edilerek plazmalar ayrildi ve elde edilen plazmalar kullanilincaya kadar -80 C’de
saklandi. Aclik kan glukoz diizeyleri, insiilin, dstrojen, progesteron, LH, testosteron,
HDL-kolesterol, toplam kolesterol, serbest yag asidi, SHBG ve GnRH diizeyleri
degerlendirildi. Deney grubu icin referans degerler kontrol grubunun degerleri olarak
kabul edildi.

Dislipidemininin Degerlendirilmesi: Dislipidemini siiflandirilmasinda hem
hipertriglisemi hem de artan toplam kolesterol/HDL-Kolesterol orani her ikisini
tastyanlar dislipidemik kabul edildi.

Hipergliseminin Degerlendirilmesi: Deney grubunda hiperglisemi
tespitinde, referans kan glukoz seviyelerinden yiiksek olmasi esas alind1.

Hiperinsiilineminin Degerlendirilmesi: Deney grubuna hiperinsiilinemik

denek se¢ciminde referans plazma insulin seviyelerinden yiiksek olma esas alind.

2.6. Istatistiksel Degerlendirme

Bu tez calismasmnda istatistiksel degerlendirme; Firat Universitesi Lisansli
(193.255.124.131) IBM SPSS 22.0 paket program kullamilarak yapildi. Gruplar
arasindaki ekpresyon diizeyleri arasindaki farkliliklarin belirlenmesinde Student’s t
testi kullanildi. Immiin boyamalarm gruplar arasinda degerlendirilmesi icin
Independent Samples T Test uygulandi. Istatiksel degerlendirmede p<0.05 degeri

anlamli olarak kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Kilo alim bulgulan

Tablo 9. Kilo alim1 bulgular1

Gruplar  Kontrol PKOS PKOS Met PKOS Pio PKOS Pio Met
Ik 33,55+4,69 31,65+3,01 34,20+2,63 33,05£3,28 31,6543,93
Son 272,30+20,98 324,87426,98"  323,30+33,06°  342,50+27,13% 324,70+45,00"

“Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda
p<0,05 anlamli olarak kabul edildi.

Kontrol grubu ile PKOS ve tedavi gruplar1 karsilastirildiginda gruplardaki
siganlarin ilk kilolar1 arasinda anlamli farklilik olmadigi bulundu. Kontrole goére
PKOS ve tedavi gruplar1 son kilolar1 acisindan karsilastirildiginda tiim PKOS
gruplarmin kilolarinin kontrole gore anlamli olarak arttigi bulundu. Ancak PKOS
grubu ile tedavi gruplar1 ve tedavi gruplari kendi aralarinda karsilastirildiginda

sicanlarin son kilolar1 agisindan anlamli bir fark olmadig: belirlendi.
3.2. Biyokimyasal ve Hormonal Bulgular

Tablo 10. Biyokimyasal ve Hormonal Bulgular

Gruplar Kontrol PKOS PKOS Met PKOS Pio PKOS Pio
Met

Progesteron 18,7445,74 7,07+3,12% 21,91£12,72 10,31+6,38° 6,46:+0,89*
E2 22,54+10,69 17,99+11,42 19,07+7,69 13,65+4,96° 16,27+5,32
Testosteron 18,50+0,53 36,52+8,74° 39,24+7,61° 21,29+5,16™ 25,12+5,53
Glukoz 123,57+10,01  138,87+12,82" 149,00+16,63*  135,30+13,50° 142,50+17,10*
Kolesterol 44,00+5,47 49,87+9,67 55,00+13,63 46,60+7,47 52,12+11,17
HDL 15,14£2,53 15,03+4,96 16,31+4,66 14,29+2,80 16,67£3,15
VLDL 14,5143,94 20,25+7,61 17,50+10,48 17,86+8,44 15,42+6,40
Trigliserit 72,57+19,70 101,25+38,06 87,50+£24,15 89,30+£22,24 77,12+£20,37

? Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,

® PKOS grubuna gore karsilastirildiginda,

¢ PKOS+Met grubuna gore karsilagtirildiginda,
4 PKOS+Pio grubuna gore karsilastirildiginda.
p<0,05 anlamli olarak kabul edildi.

Kontrol grubuna gore PKOS grubunda progesteronun anlamli olarak azaldigi
ve testosteronun anlamli olarak arttig1 tespit edilmistir. Yine kontrol grubuna gore

PKOS grubunda glukoz diizeylerinin anlamli olarak arttig1 tespit edilmistir. Kontrol
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grubuyla metformin grubu karsilastirildiginda testosteron ve glukoz diizeylerinin
anlamli olarak arttig1 belirlenmistir. Kontrolle pioglitazon grubu karsilastirildiginda
progesteron ve e2 diizeylerinin anlamli olarak azaldigi tespit edilmistir. Yine kontrol
grubuna goére PKOS met pio grubunda progestron diizeylerinin azaldig1r glukoz
diizeylerinin anlamli olarak arttig1 izlenmistir. PKOS grubuna gore tedavi gruplari
karsilastirildiginda sadece pioglitazon grubunda testosteron diizeylerinin anlamli
olarak azaldig1 belirlenmistir. Met ve pio grubu karsilastirildiginda ise testosteron ve
glukoz diizeylerinin metformin grubuna gore pio grubunda anlamli olarak azaldigi
gozlenmistir. Metformin ve pio gruplari ile kombine tedavinin yapildigi met+pio
grubu karsilastirildiginda degerlendirilen parametreler agisindan anlamli bir farklilik

gbozlenmemistir.

3.3. Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu Bulgulari

Calismada PKOS olusumunda over dokusunda etkili olabilecegi
distiniilen nekrotik, apoptotik, antiapoptotik ve sinyal yolagi genleri ¢alisildi.
Kontrolle karsilastirlldiginda  Ozellikle OLR1583, SYCP2, CYBB,
GADDA45A, BAX, FasL ve Bcl2L1 genlerinin gruplar arasinda anlamli
diizeyde degisim gosterdigi belirlendi. Tablo’da ¢alisilan her genin kar artisi

diizeyleri ve anlaml1 farkliliklar1 gosterildi. Buna gore

Tablo 11. Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu Bulgulari

HUCRESEL GEN ADI mRNA KAT ARTISI DEGERLERI
SURECLER PKOS PKOS+Met PKOS+Pio PKOS+
Met+Pio
OLR1583 330.57° 6287 822.62° 17.47%
Nekrotik genler SYCP2 0.18° 0.37° 0.13a 0.21:
CYBB 0.06° 0.02° 0.9 0.59*
GADD45A 0.28° 0.08% 0.12% 0.15°
BAX 0.22° 0.6 0.52 0.46
Proapoptotik genler FAS 0.64 0.58 1.07 0.54
FASL 0.32° 0.61 0.5 1.56°¢
BCL2L1 8.4° 3.84 2.93 2.65
Antiapoptotik genler BIRC2 0.76 1.37 1.6 1.84
CASP2 0.89 0.83 0.78 0.97
VEGFA 0.64 1.12 0.94 1
Sinyal yolak genleri GAP43 0.7 1.17 1.54 1.77
MAPK1 0.6 0.73 1.24 1.36

p<0, 05 anlamli olarak kabul edildi.

? Kontrol grubuna gére karsilastirildiginda,

® PKOS grubuna gore karsilastirildiginda,

¢ PKOS+Met grubuna gore karsilagtirildiginda,
4 PKOS+Pio grubuna gore karsilastirildiginda.
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Nekrozda gorevli genlerin degerlendirilmesi;

Kontrole gére OLR1583 geninin tiim gruplarda anlamli diizeyde
arttigi ve SYCP2 geninin kontrole gore tiim gruplarda anlamli diizeyde
azaldig1 belirlendi. CYBB geninin ise Kontrole gore PKOS ve PKOS+Met
Gruplarinda anlamli diizeyde azaldig1 ancak PKOS+Pio ve PKOS+Met+Pio
gruplarinda ise anlamli olarak degismedigi 6zellikle pioglitazonun CYBB
diizeylerinin kontrole yaklastig1 gozlendi.

Apoptozisde Gorevli genlerin degerlendirilmesi;

Apoptotik genlerden olan GADD45’in hem PKOS hemde tedavi
gruplarinda kontrole gore anlamli diizeyde azaldigi belirlendi. BAX’1n
kontrole gore PKOS grubunda azaldigi tedavi gruplarinda ise normal
diizeylere ulastigi gozlendi. FASL’ninde BAX’a benzer sekilde PKOS
grubunda azaldig1 ve tedavi gruplarinda ise kontrole yaklastigi kontrolle
tedavi gruplar arasinda anlamli bir farkliligin olmadig: saptandi.

Antiapoptotik genlerden olan Bcl2L1 geninin PKOS grubunda
kontrole gore anlamli diizeyde arttig1 belirlenirken bu artisin tedavi
gruplarinda kontrole yaklastig1 belirlenmesinin ragmen kontrole gére anlamli
bir farklilik tespit edilmedi.

Gen FAS, BIRC2, CASP2, VEGF, GAP43 ve MAPKI, mRNA

ifadelerinin gruplar arasinda anlamli diizeyde degismedigi gosterildi.

3.4. Histolojik Bulgular

Over dokusunun hematoksilen&eozin ile boyanip 151k mikroskopi altinda
incelenmesi sonucu; kontrol grubunda (Sekil 15) over dokusu normal
goriinimdeydi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda PKOS olusturulan grupta
(Sekil 16) belirgin olarak follikiiler kistik yapilar izlendi. Bununla birlikte over
rezervi agisindan degerlendirildiginde; kontrol grubu ile karsilastirildiginda
PKOS grubunda over rezervi istatistiksel olarak anlamh sekilde azalmis izlendi
(p<0.05). PKOS grubu ile karsilastirildiginda ise PKOS+Met, PKOS+Pio ve
PKOS+Met+Pio gruplarinda over rezervi istatistiksel olarak anlamli olarak

artmis gozlendi (p<0.05) (Tablo 12).
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Tablo 12. Tiim gruplarda over rezervinin toplam degerleri.

Primordiyal Primer Sekonder Tersiyer Toplam
Kontrol 15,10+0,40 20,80+0,80 7,80+0,24 3,10+0,27 46,90+1,12
PKOS 4,50+0,37 7,40+0,45" 3,10+0,17* 1,20£0,13*  16,20+2,04°
PKOS+Met 14,50£0,30°  20,50+0,88"  7,00+0,21° 2,80+0,29"  45,00+2,90°
PKOS+Pio 14,80+0,78°  19,20+0,48"  7.20+0,32° 2,80+0,35"  44,70+3,49°

PKOS+Met+Pio 14,00+0,51° 19,80+0,46° 7,1040,40° 2,70+0,39° 43,7042,05°

Degerler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. p<0.05 degerleri anlamli olarak kabul
edilmistir.

? Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda.

® PKOS grubuna gore karsilastirildiginda.
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4. TARTISMA

Polikistik over sendromu hiperandrojenizm (klinik ve/veya biyokimyasal) ve
ovaryan disfonksiyonla (oligoanovulasyon ve/veya polikistik over goriiniimii)
karakterize bir hastaliktir (118). PKOS etyopatogenezinde primer olarak artmuis
insiilin direnci ve hiperinsiilineminin énemli bir yeri bulunmaktadir (1). Insiilin
direnci kisa vadede hiperandrojenizm ve anovulasyon yapmakla birlikte, uzun
vadede diyabetes mellitus (DM) ve kardiyovaskiiler komplikasyonlara neden
olmaktadir. PKOS’lu hastalarda ayrica infertilite obezite, endometrium kanser ve
dislipidemi riski de artmigtir.

Insiilin direnci, verilen belirli bir insiilin miktarina kars1 alinan normal glukoz
cevabinin azalmasi seklinde tanimlanmaktadir (119). Insiilin direnci ve beraberinde
kompansatuvar hiperinsiilinemi, hem zayif hem de obez PKOS hastalarinda sik
goriilen bir bulgudur (120).

Bilindigi gibi fazla kilolu kadinlarda insiilin direnci olugmaktadir. Artmis
instilin seviyeler1 de over stromasinda androjen {iiretimini arttirmaktadir. Ayrica
obezite; androjenlerin periferik yag dokusunda Ostrojenlere aromatizasyonuna ve
seks hormon baglayici globulin (SHBG) diizeylerinde azalmaya yol agarak 6stradiol
ve serbest testosteron diizeylerinde artisa neden olmaktadiwr. Bu durum
hiperinsiilinemiyi daha da kétiilestirip ovaryan ortami kisir bir dongiliye sokmaktadir.
Sonugta artan androjen/dstradiol oran1 ve LH hipersekresyonu ovaryan mikrogevreye
etki ederek follikiilogenesisi bozup follikiillerin atreziye ugramasina neden
olmaktadir (121).

Follikiilogenezis oldukc¢a karmasik bir siiregtir. Endokrin sistem ile overler
arasindaki iletisim follikiil i¢i mikrocevreyi olusturur ve oosit gelisimi i¢in uygun
ortam hazirlar. Mikrogevre, graniiloza hiicreleri ve oosit arasindaki iletisimi direk
olarak etkiler, mayozun tamamlanmasi, fertilizasyonun gerceklesmesi ve embriyo
gelisimi i¢in gerekli olan birgok molekiil bu sayede asamali olarak sentezlenir (122).
Follikiil gelisimindeki bu diizenleyici mekanizmanin bir kismi oosit tarafindan
kontrol edilir. PKOS’lu hastalarda bu mekanizma kolaylikla etkilenmektedir (123).

Sander ve ark. (124) yaptiklar1 ¢alismada, bazi ovaryan faktorler nedeni ile
PKOS’lu hastalarda fazla sayida olusan follikiillerin gelisiminin erken evrelerinde

duraksadigini ve olgunlasmadigini gostermislerdir
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Genellikle PKOS’lu kadinlar normal kadinlara gére daha obezdirler. Obezite
ile PKOS’un semptomlarinin daha kétiilestigi klinik bir tecriibedir.

Obezitenin dogurganlik tizerindeki etkileri ile ilgili yapilan caligmalar acik¢a
gosteriyor ki, obezite kisinin dogurganlik fizyolojisini ¢esitli diizeylerde
etkileyebilmektedir. Obezitede reprodiiktif hedefler; hipotalamus, over ve follikiil,
oosit, embriyo ve uterin endometriumu icermektedir (125, 126). Tortoriello ve
ark.’lar1 2004 yilinda murine’ler iizerinde yaptiklari ¢alismada obeziteye bagl oligo-
amenore ve subfertilitenin hipogonadotropik kdkenli oldugunu gostermislerdir (125).

Hiperinsiilinemi PKOS patofizyolojisinde ©6nemli bir role sahip olup,
ovulasyonu engelledigi teorisinden yola ¢ikilarak, bu bozuklugun diizeltilmesi hem
ovulasyonu hem de gebelik oranlarmi arttirmaktadir goriisii yaygin olarak kabul
gormiis ve arastrmalar bu yonde yogunluk kazanmistir (127). Pioglitazon ve
metformin, PCOS hastalarinin insiilin direncini diizeltmek i¢in su anda klinik
uygulamada en ¢ok kullanilan insiilin hassaslastirict ajanlardir ve heniiz anlagilmayan
farkli mekanizmalar yoluyla bunu gerceklestirmektedirler (128, 129).

Bu calismada obez PKOS si¢an modeli es zamanli olarak yiiksek yag diyeti
ve testosteron enjeksiyonlariyla olusturuldu. Modelimizde elde ettigimiz
hiperandrojenemi, hiperinsiilinemi, anovulasyon, follikiiler atrezi ile beraber biiyiik
overler ve multipl kistler insan PKOS modeliyle tutarli bir endokrin ve iireme
karakteristigine  sahiptir. PKOS gruplarinda viicut agirligmin  kontrolle
karsilastirildiginda artmis oldugu bulunmustur. Bu bulgumuz obezitenin eslik ettigi
insan PKOS modelinin yansimasidir. Wu ve arkadaslarinin 2014 yilinda yapmis
olduklar1 obez PKOS sigan modeli baz alinarak olusturdugumuz sigan modelimiz
yapilan bu ilk ¢alismayla benzer bulgular gostermistir (118). Bu da modelimizin
dogru olarak olusturuldugunun en onemli gostergesidir. Diamanti ve arkadaslari
yiiksek yag diyeti ile beslenen siganlarmn testosteron diizeylerinin arttigini
gostermislerdir (130). Biz de c¢alismamizda PKOS gruplarinda testosteron
diizeylerinin arttiim1 gosterdik. Androjen artisinin PKOS un patofizyolojisinde
onemli bir rolii oldugu bilinmektedir ve PKOS lu disilerin %80 den fazlasinda
hiperandrojenizm oldugu goézlenmistir. Calismamizda testosteronun sicanlara
uygulanmasmin en 6nemli biyokimyasal verilerimizden olan artmis testosteron

diizeylerinin ana nedeni olabilecegini diistinmekteyiz. Yine bazi ¢alismalarda steroid
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hormonlarin postpubertal hayvanlara uygulanmasmin anovulasyona neden oldugu
ortaya konmustur (131). Mevcut calismada ise tespit edilen PKOS gruplarindaki
artmis kistik follikiiler yapilarin testosteron propionat uygulamalarmin sonucu olmasi
muhtemeldir. Ayrica testosteron uygulamalari insiilin direncini ve sonug¢ olarak
glukoz transportunda azalmaya neden olmaktadir. Calismamizda da bu bulguyu
destekleyecek sekilde tiim PKOS gruplarinda artmis glukoz diizeyleri tespit
edilmistir.

Jahan ve ark.(132) 21 giin letrozole uygulamasiyla olusturduklar1 PKOS
modelinde metformin ile Ostrus faz smearlarinin oranmin arttigini kistik follikiil
sayisinin azaldigin1 serum testosteron Ostrodiol diizeylerinin anlamli diizeyde
diizeldigini gostermislerdir.

Sun ve ark. (133) dehidroepiandrostenon ile olusturduklar1 sigan modelinde
metforminin testosteron diizeylerinin anlamli olarak azalttig1 ovaryan morfolojiyi
diizelttigi gorilmiistiir.

Liu ve ark. (134) da dehidroepiandrostenon uygulamasi ile olusturduklari
PKOS modelinde metforminin hormon profillerini ve ovaryan morfolojiyi
diizelttigini gostermistir.

Biz de calismamizda benzer sekilde metformin uygulamasiyla ovaryan
morfolojinin diizeldigini ve hormon profilinin normal diizeylere yaklastigini tespit
ettik.

Misugi ve ark. (135) dehidroepiandrostenon ile olusturduklari sican
modelinde metformin ve pioglitazonun PKOS lu sicanlarda follikiil sayisini
arttirdigini ancak multikistik goriintiisiinii degistirmedigini tespit etmislerdir. Serum
testosteron konsantrasyonlarinin ise metformin ve pioglitazon tedavisiyle anlamli
olarak azaldigini gostermislerdir.

Gen SYCP2 memelilerde mayozda olusan sinoptamal kompleksin yapisal bir
protein bilesenidir (136). Genin defektli oldugu farelerde sinoptamal kompleks
olusumunun diizgiin gergeklesmedigi belirlenmistir. Calismamizda SYCP2 mRNA
ifadesinin kontrol grubuna gore karsilastirildiginda tiim PKOS gruplarinda anlaml
diizeyde azaldig1 belirlenmistir. Ancak PKOS ve tedavi gruplar1 arasinda anlamli bir
farklilik  gbézlemlenmemistir.  Overlerde  gergeklesen mayoz  boliinmenin

bozuldugunun en 6nemli gostergelerinden olan SYCP2 mRNA ifadesinin azalmasi
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histolojik bulgularimiz1 desteklemektedir. Asil ilging olan ise tedavi uygulamalarinin
histolojik bulgular1 diizeltmesine ragmen SYCP2 gen ifedesini etkilememesidir. Bu
da PKOS tedavi gruplarinda ilaglarin tam olarak mayoz bdliinmeyi diizenleyemedigi
yumurta kalitesi lizerine tam anlamiyla olumlu etkiler saglayamadigmnin en onemli
gostergeleridir.

Gen CYBB, NADPH oksidaz proteinin bir alt linitesi olan NOX2 proteinini
kodlamaktadir. Gendeki mutasyonlarin kronik granulamatoz hastalia neden oldugu
belirlenmistir. Daha 6nce yapilan caligmalarda bu gen ifadesi arastirilmamistir. Wang
ve arkadaslar1 dehidrotestosteron uygulamasi ile olusturduklar1 PKOS sigan
modelinde pankreatik beta hiicrelerinde mitokondrial fonksiyonun bozuldugunu
gostermiglerdir. Mitokondrial biyogenezde gorevli NRF1 ve TFAM gibi gen
ifadelerinin anlaml diizeyde azaldigmi belirlemislerdir. Ancak ovaryan dokularin
analizlerini yapmamiglardir (137). Calismamizda CYBB gen ifadesinin PKOS ve
PKOS metformin gruplarinda anlamli olarak azaldigi pioglitazon ve pioglitazon +
metformin gruplarinda diizeylerin PKOS ve PKOS metformin grubuna gore anlamli
diizeyde arttigi ve kontrole benzer diizeylerde oldugu bulunmustur. Skov ve
arkadaslar1 PKOS lu hastalarda yaptiklar1 bir ¢alismada kas dokusunda pioglitazon
tedavisinin OXPHOS genlerinin ifadelerinde artisa neden oldugunu belirlemislerdir
(138). Bu veri ¢alismamizla oldukca tutarhdir. Biz de ¢alismamizda CYBB geninin
pioglitazon tedavisiyle over dokusunda arttigini1 gosterdik. Bu da pioglitazonun bu
transkripsiyonel etkisinin olumlu sonuglar dogurarak bu hastalarda Tip 2 diyabeti
engelleyebilecegi verisine 151k tutmaktadir.

Gen GADD45A DNA tamiri, hiicre siklus kontrol noktalar1 ve genom
stabilitesini igeren pek cok hiicresel siirecte gorevlidir. GADD45A ifadesi ultraviyole
gama radyasyon gibi cevresel stres ajanlar1 ve DNA hasar ajanlar1 tarafindan
arttirilmaktadir. Ayrica bu protein stres uyarilar1 ve hiicre tipine bagli olaral hiicre
Olimii ve yasami arasindaki dengeyi saglamaktadir (139). Schmidt ve arkadaslar1
PKOS’lu hastalarin ovarian stroma ve granulosa hiicrelerinde GADD45A nin artmis
ifadesini gostermislerdir (140). Ancak biz yaptigimiz hayvan ¢aligmasinda kontrol
grubuna gore tiim PKOS gruplarinda GADD45A nin anlamli olarak azaldigini tespit
ettik. Bu azalmanin uygulanan yliksek yag diyeti ve testosteron kaynakli

olabilecegini diisiinmekteyiz. Genel olarak disardan cesitli farmakolojik ajanlarla
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indiiklenen hayvan modellerinde insanla ayni ya da benzer gen ifadeleri
gozlenmeyebilir. Insanlarda yapilan bir calismada Akdeniz tarz1 diyetin periferal kan
mononuklear hiicrelerinde GADD45A ifadesini azalttig1 belirlenmistir (141). Bu da
diyetle GADD45A ifadelerinin degisebilecegini  gostermektedir. Biz de
calismamizda tam tersi bir diyet uygulamasi yapmamiza ragmen over dokularinda
GADDA45A gen ifadesinin azaldigini belirledik. Bu da bu gen ifadesinin 6zellikle
farkli diyetlerle degisebilecegini gostermektedir.

Gen OLRI1583, G protein iligkili reseptorlerin Oonemli bir liyesidir. Bu
reseptdr 7 transmembran alanma sahiptir. Xu ve arkadaslar1 yaglanma ve diyabet
sigan modelinde karaciger dokusunda OLR1583 gen ifadesinin yash ve diyabetli
sicanlarda kontrole gore anlamli olarak azaldigini gostermislerdir (142). Ancak
ORL1583 geninin over dokusunda tam olarak nasil bir fonksiyon gordigi
bilinmemektedir. Calismamizda tiim PKOS gruplarinda OLR1583 gen ifadesinin
anlamli diizeyde arttig1 hatta PKOS Metformin ve PKOS Pioglitazon gruplarinda
PKOS a gore bu artisin daha yiiksek diizeylerde oldugu belirlenmistir. Su anki
bilgilerimizle ORL1583 iin PKOS sican modelinde over dokusunda ¢ok 6nemli roller
oynadig1 soylenebilir. Ancak bu gen ifadesindeki artisin ne ifade ettigini agiklamak
bu yetersiz literatiir bilgileri 15131nda oldukca zordur. Ozellikle bu genin overdeki
fonksiyonunun ortaya konacagi daha detayli molekiiler genetik analizlerin
yapilmasima ihtiya¢ vardir.

Proapopitotik genlerden olan BAX ve FASL gen ifadelerinin kontrole gére
PKOS grubunda anlamli olarak azaldigi belirlenmistir. Bas ve arkadaslarinin
dihidroepiandrostenon ile olusturduklar1 sigan PKOS modelinde BAX diizeylerinin
degismedigini ancak BCL2 protein diizeylerinin ise azaldigini géstermislerdir. BAX
/BCL2 oraninin kontrole gore PKOS grubunda artmis olmasmin PKOS da ovaryan
apopitozisin arttiginin bir gostergesi oldugunu ifade etmislerdir (143). Honnma ve
ark dehidroepiandrosteron ile indiikledikleri PKOS sican modelinde FASL
diizeylerinin anlamli olarak arttigini géstermislerdir (144). Biz ¢caligmamizda yiiksek
yag diyeti ve testosteron propiyonat uygulamasiyla olusturdugumuz sigan
modelimizde proapopitotik genlerden olan FASL ve BAX m anlamhi olarak
azaldigin1 tedavi gruplarinda ise kontrole goére anlamli bir degisim olmadigini

gozlemledik. Bu da tedavinin oOzellikle apopitotik siirecleri anlamli olarak
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diizelttigini ortaya koymaktadir. Yine antiapopitotik genlerden olan BRC2 ve CASP2
genlerinin ifadelerinin anlamli olarak degismedigi bulundu. Bununla beraber
antiapoptotik genlerden BCL2L1 gen ifadesinin PKOS grubunda kontrole gore
anlamli oranda arttig1, PKOS ile tiim tedavi gruplar1 karsilastirildiginda ise BCL2L1
diizeylerinin anlamli olarak azaldigi ancak kontrol grubuyla karsilastirildiginda
anlamlhi olarak yiliksek diizeylerde oldugu izlenmistir. Bu acidan bulgularimiz
PKOS’ta artmis bir apopitozisi desteklememektedir. Tam tersine PKOS grubunda
apopitozisin azaldigi ancak tedavi gruplarinda bu azalmanin normallestigi
gozlemlenmektedir.

Vaskiiler endotelyal growth faktéor A ovaryan damarlanmanin en kritik
belirtecidir. Asir1 {liretimi ovaryan hipersitumulasyona neden olmaktadir. Sican
ovaryan hiperstimulasyon modelinde VEGF A nin arttig1 belirlenmistir (145). Bizim
calismamizda sinyal yolak genlerinden olan VEGF A ve MAPKI1 in gruplarda
anlaml olarak degismedigi gézlemlenmistir. Bu da vaskiiler angiogenesisin sican
PKOS modelinde etkilenmedigini gostermektedir.

Sonug olarak; PKOS hala etyopatogenezinde pek cok bilinmezin oldugu
kompleks bir metabolik hastaliktir. Hastalarin biiyiik bir kismindaki en onemli
bulgulardan bir tanesi obezitedir. Calismamizda olusturdugumuz obez PKOS sican
modeli olduk¢a az kullanilan bir model olup yapilan ¢alisma sayisi da oldukca
sinirhidir. Calismamizda diger sigan PKOS modellerine benzer sekilde insiilin
duyarlilastirict ilaglarin gerek hormon profilleri gerekse overin histolojik 6zellikleri
iizerine olumlu ve iyilestirici etkilerinin oldugu belirlenmistir. Bu verilerden yola
cikarak ozellikle PKOS’un sigan modelleri olusturulurken obez PKOS sican modeli
insandaki genel fizyolojik ve diger bulgulari daha iyi yansittigindan kullanilmasimin
daha uygun olacagi kanaatindeyiz. Calismamizda molekiiler genetik anlamda over
dokularinda yumurta olusum siire¢lerinde gorev alan pek cok genin ifadesi
degerlendirilmistir. Pek cok genin ifadesinin etkilenmedigi belirlenmesine ragmen
ozellikle mayoz boliinmede gorev alan SYCP2’nin, mitokondri NAPDH oksidaz alt
iinitesi CYBB’nin tiim PKOS gruplarinda azaldigi, bir G protein olan OLR1583’iin
ise tim PKOS gruplarda arttiginin gosterilmesi 6zellikle mayozla, mitokondri ve
sinyal iletim yolaklarindaki genlerin PKOS’ta olumsuz olarak etkilendigi ve

etyopatognezde rol oynayabilecegini gostermektedir. Ozellikle over dokusunda
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yapilacak yeni c¢alismalarin mutlaka daha fazla gen icermesi ve 6zellikle mayoz
boliinme, mitokondri ve G protein sinyal yolak genlerini icermesi bu konudaki bilgi

eksikliklerinin giderilmesini saglayacaktir.
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