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I. GIRIS

Glinimiizde malign hastaliklarin tedavisinde kullanilan kemoterapi,
radyoterapi ve immiinoterapi gibi yontemleri izleyen siiregte kadinlarda en sik
goriilen olgu, ovaryum ye‘[mezligidir.1 Ayrica kullanilan yonteme bagli olarak

tedavi ile ilgili zorluklar ve toksik etkiler de ortaya ¢ikmaktadir.!

Gelismekte olan follikiillerin sayis1 ovaryumda bulunan primordiyal
follikiillerin sayisiyla iliskilidir. Kanser tedavi yontemlerinden biri olan
kemoterapi, ovaryum follikiill havuzundaki primordiyal follikiillerin sayisini
azaltict etki gostererek ovaryum yaslanmasini hizlandirici bir etken olarak
tanimlanmaktadir.** Kemoterapi sonrasi goriilen kisirlik ¢ok sayida kanser

234 Dogurganhigi koruyabilmek igin

hastasinin etkin kaldigi bir durumdur.
kemoterapi oncesi follikiil toplanmasi, IVF ve embriyo dondurulmas: gibi

¢oziimler getirilmistir >,

Kanser tedavilerinde kemoterapotik olarak siklikla kullanilan ajanlardan
biri olan Siklofosfamid, immiin baskilayici sitostatik ilagtir. Yapilan ¢alismalarda,
kanser tedavisini izleyen siirecte Siklofosfamid’in, gen mutasyonlarina,
kromozomal kirilmalara ve somatik hiicrelerde andploidiye neden oldugu
bilinmektedir.® Siklofosfomid alkali ajan olarak DNA ¢apraz baglarin etkiler ve
hizla ¢ogalan hiicrelerde normal hiicre boliinmesini engeller. Uzun dénem kanser
tedavisi kullanimlarinda iireme organlarina toksik etki ederek dollenmenin
bozulmasina neden olur.” Ayrica, ovaryum follikiillerinin graniiloza hiicrelerinde
apoptozise etki ederek ve ovaryum glutatyon diizeylerini azaltarak follikiilleri
ortadan kaldirir.® Ovaryumdaki follikiillerin kuvvetli derecede yikima ugramasi
ovaryum fonksiyonlarini hemen etkilemekte ve kalict ovaryum yetmezligine
neden olmaktadir.' Bu nedenle kemoterapi sonrasinda normal goriinen geng

bayanlar ilerleyen yillarda prematiire ovaryum yetmezligi riski tagimaktadirlar.



Kemoterapinin ovaryum iglevleri {izerindeki yan etkilerinin azaltilmasi
i¢in yeni yontemler ve alternatif tedaviler gelistirilmeye calisilmaktadir. Ozellikle
tedavi sirasinda Onerilen ve bitkisel gidalarda bulunan {ii¢ grup madde;
antioksidanlar, bioflavonlar ve antikanserojenler kanser riskinin ve kanserden

sonra geligen travmanin azaltilmasinda son derece etkili olan maddelerdir.

Bu antioksidanlardan askorbik asit (C vitamini), kanser olusumunun
basinda, devaminda ve sonrasinda timor olusum hizint ve yayilmasini geciktirici
etkiye sahiptir.? Ozellikle kemoterapotik ilaglarin yan etkilerini azalttig1 ve ilacin
timdr oldiiriicii etkisini artirarak kanser tedavisine destek verdigi bilinmektedir.’
Ovaryum’lar ve diger endokrin dokular yiiksek miktarda askorbik asit biriktirirler.
Ovaryum’larda askorbik asit’in luteal hiicreler, graniiloza ve teka hiicrelerinde
bulundugu ve déllenme ile iliskili oldugu bilinmektedir.'® Ayrica askorbik asit,
ineklerde infertilite tedavisinde kullanilmistir. Askorbik asit eksikligi disilerde
ovaryum atrofisine ve follikiiler atreziyi arttirdig1 igin infertiliteye neden olur.™*
Yapilan hiicre kiiltlirii c¢alismalarinda kiiltiire eklenen askorbik asit ve diger
antioksidanlarin, sican ovaryum follikiillerinde apoptozisi baskiladiklar
g()sterilmistir.ll Ayrica Graaf folikiiliiniin bazal membraninin olusmasinda
askorbik asit’e gereksinim vardir ve askorbik asit yoklugunda follikiil

. 12
membraninda dejenerasyon olusur.

Diger antioksidan a-tokoferol (E vitamini) kemoterapi ilaglarinin 6zellikle
normal dokuyu hasarlayan etkisini azaltmaktadir.™® a-Tokoferol, serbest
radikalleri tutarak doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu onleyen organik bir
bilesendir. Ozellikle hiicre zarlar1 ve lipoproteinlerde 6nemli islevler goriir. Yagda
¢Oziinen vitaminler i¢inde en az toksik olanidir ve lireme sistemine olan olumlu
etkisi nedeniyle antisterilite vitamini de denilmektedir."* a-Tokoferol’in disi
tireme sistemi iizerine olumlu etkisi vardir. a-Tokoferol’iin olmadig: bir beslenme
diyeti uygulanan disi farelerde, iireme bozuklugu gozlenmistir.** a-Tokoferol

ovaryum’da toksinlerin uzaklastirilmasinda ve reaktif oksijen bilesiklerine karsi


http://tr.wikipedia.org/wiki/Lipoprotein
http://tr.wikipedia.org/wiki/Fare

koruma mekanizmalarinda yardimer olmaktadir.® Ayrica toksik ajanlarim etkisiyle

graniiloza hiicrelerinde olusabilecek apoptozisi baskilamaktadir.™®

Antioksidanlardan selenyum’un bilinen &zellikleri arasinda, antioksidan
aktivitesi, terapotik etkisi, antiinflamatuar ve antiviral 6zellikleri bulunmaktadir.*’
Ayrica selenyum’un kanser olugsmasini engelleyici etkisi de vardir. Selenyum ve
dollenme arasindaki iligki arastirilmis ve tireme bozukluklarinin sadece hormonal
bozuklukla ilgili olmayabilecegi, besinsel eksikliklerin de iireme bozukluguna
neden olabilecegi gosterilmistir.’® Selenyum eksikligi olan ineklerde ovaryal
kistlerin ve plasental kayiplarin orami artis gt')stermistir.19 Ayrica koyunlarda
selenyum’un infertiliteyi azalttigi bildirilmistir.*® Nedeni aciklanamayan infertil
kadmlarin follikiiler sivisinda belirgin selenyum azalmasi goriilmiis ve bazi
diigiiklerin ~ selenyum eksikligine bagh oldugu gosterilmistir.”* Yapilan
caligmalarda selenyum’un erken evredeki follikiillerin graniiloza hiicrelerinin
cogalmasmi arttirdifit ve ayni hiicrelerde gonadotropinlerin uyarici etkisini
tetikledigi  gosterilmistir. Ayrica selenyum, follikiillerden E; salinimini

arttirmaktadir.?.

Ovaryumlarin temel islevi saglikli nesillerin siirdiiriilmesi i¢in olgun
oositlerin tretilmesidir. Ayrica ovaryumlar disilerde cinsel olgunluk ve ilireme
yetenegi icin gerekli olan endokrin islevlere sahiptir.”® Ovaryumlar oosit
olgunlagmas1 ve follikiil gelisimi gibi 6nemli islevlerin yiiriitiilmesi i¢in ¢esitli
sinyal molekiillerine sahiptir.23 Follikiil gelisimi boyunca bu sinyal molekiillerinin
gecici ve smirli diizenlenisi, follikiil tipine goére degismektedir. Sinyal
molekiillerindeki herhangi bir hata ya da eksiklik oosit kalitesini, ovulasyonu ve
dollenmeyi dogrudan etkilemektedir. Kemoterapi uygulamasinin ovaryum dokusu
tizerinde yapabilecegi olumsuz etkilerin mekanizmasinit saptayabilmek igin
oncelikle normal ovaryumdan salinan yasam ve Olim sinyal molekiilerinin

isleyisini belirlemek gerekmektedir.



TGF-B; bircok memeli tiirlinde hiicre biliylime, farklilasma ve
metabolizmasinin diizenlenmesinde O6nemli rol oynayan kiiclik peptid protein
ailesinin bir {yesidir. TGF-B;’in saglikli insan ve fare Graaf follikiil’lerinin
graniilloza ve teka hiicrelerinde salindig bilinmektedir.** TGF-B ist grubu
tiyelerinden olan GDF-9 ovaryum’da follikiil gelisimi siiresince graniiloza
hiicrelerinin ¢ogalmasi ve farklilagmasini saglayan molekiildiir. GDF-9’un follikiil
gelisimi siiresince memeli oosit’lerinde salindig bilinmektedir.”® PCNA, hiicre
dongiistiniin isleyisinde 6nemli role sahip ¢ogalan hiicre ¢ekirdek proteinidir.
Calismalarda gelisim sirasinda follikiil genigslemeye basladiginda, PCNA
immiinreaksiyonunda goézlenen artig, saglikli antral follikiil’lerdeki graniiloza ve

teka hiicrelerindeki kuvvetli cogalma oranini gé’)stermektedilr.26

Apoptozisin en Onemli evrelerinden biri olan DNA parcalanmasi,
histokimyasal olarak TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated
dUTP nick end-labelling) yontemi ile gosterilmektedir.”” TUNEL apoptozisin
erken asamasindaki apoptotik hiicrelerin tanimlanmasini saglayan 06zel bir
ytjntemdir.27 TUNEL tepkimesi atretik follikiil’lerde en ¢ok graniiloza ve teka
hiicrelerinde g(izlenmistir.z7 Bu nedenle graniiloza ve teka katmanlarinda TUNEL
pozitif hiicrelerin bol oldugu follikiiller, atretik follikiil olarak simiflandurilir.?’
Apoptoziste etkili rol oynayan Kaspaz ailesi arasinda apoptozisle en baglantili
olan ve hiicreyi 6liime gotiiren etkileyici enzim kaspaz-3’t'ur.28 Ayrica apoptozisde
sonlandirict enzim olan kaspaz-3’iin, ovaryum’un graniiloza hiicrelerinde
apoptozis iglemini tamamladig1 bilinmektedir.?® APAF-1 ise kaspaz’larin etkinligi
ve kuvvetlenmesi igin son derece onemli bir onciil-apoptotik molekiildiir.?
Apoptozisin mitokondriyal yolunda sitokrom-c sitosole salinarak APAF-1’in de
katildig1 apoptozom bilesenini baslatir.*® Ovaryum follikiilleri ile ilgili yapilan
calismalarda APAF-1’in insan ve fare graniiloza hiicrelerinde salindig1 ve

gonadotropin uygulanmasi ile APAF-1 saliniminin baskilandigi gésterilmi§tir.30



Calismamizda, Ozellikle ergenlik evresinde aliman kemoterapi
tedavilerinin, bireylerin iireme fonksiyonlar1 {izerinde olusturabilecegi
komplikasyonlarin =~ 6nlenmesi  diisiincesiyle, uygulanan antioksidanlarin

ovaryumlar {izerine iyilestirici etkilerinin olup olmadiginin incelenmesi amaglandi

Bu ¢alismada geng¢ disi sicanlara, etkili bir ajan olan Siklofosfamid ile
kemoterapi uygulandi. Kemoterapi uygulamasi sirasinda verilen antioksidanlarin,
kemoterapotik ajanlarin kanserli olmayan normal dokulara verdikleri hasari ne
Ol¢iide azaltacagi immiinohistokimyasal ve ince yap1 diizeyinde incelendi.

Bulgular literatiir verileriyle karsilastirmali olarak ortaya konulmaya ¢aligildi.



Il. GENEL BILGILER

1. OVARYUM’UN GELIiSIMi

Cinsiyetin farklanmasi ¢ok sayida genin rol oynadigi karmasik bir
stiregtir. SRY geni (Y kromozomu’nun iizerindeki seks belirleyici bolge) Y
kromozomunun kisa kolunda (Ypl1) bulunur ve cinsiyetin belirleyicisidir. Bu
genin protein {irlinii olan transkripsiyon faktorii, gelismemis durumdaki tireme
organlarinin cinsiyetini belirleyen genleri harekete gecirir. SRY geni Testis
Belirleyici Faktor’diir (TBF). Bu faktoriin var olmasi durumunda fetusun cinsiyeti
erkek, yoklugunda ise kizdir. Embriyonun cinsiyeti, genetik olarak dollenme
sirasinda belirlenmis olmasina kargin, gelisimin 7. haftasina degin gonadlar erkek

ya da disi yapisal 6zelliklerine sahip degillerdir.*

Gonadlar baslangigta kolom epitelinin - ¢ogalmas1 ve altindaki
mezensimin yogunlagsmasiyla olusmus, bir ¢ift genital ya da gonadal kabartilar
seklinde belirirler. Gelisimin 6. haftasina degin bu kabartilar i¢inde tireme

hiicreleri goriilmez. 32

Ilkel (Primordiyal) iireme hiicreleri, gelisimin 2. haftasinda embriyonik
primer ektodermden (epiblast) koken alirlar. Daha sonra epiblasttan ayrilarak
ameboid hareketlerle vitellus kesesinin ekstraembriyonik yapilarina gog ederler.
Once embriyonun kaudalinde yerlesik ekstraembriyonik mezodermde goriiliirler,
sonra vitellus kesesi duvari endoderminde izlenirler. 4. haftada son bagirsagin
mezenterinin dorsali boyunca ilerleyerek 5. haftanin basinda ilkel gonadlara
ulasirlar. 6. haftada ise genital kabartilar1 isgal ederler. Ilkel iireme hiicrelerinin
izledigi bu yola germ cizgisi (hattr) denir. Ilkel iireme hiicreleri acik renk
sitoplazmalar1 ve oval sekilleriyle kolayca ayirt edilirler. Alkalen fosfataz enzim
isaretlemesiyle belirlenebilirler. Bu hiicreler genital kabartilara ulasamadiklarinda
gonadlar gelisemez. Gonadlarin ovaryum ya da testis’e farklanmalarinda ilkel

{ireme hiicrelerinin tetikleyici etkisi vardir.**2



Ilkel iireme hiicrelerinin ilkel gonadlara ulasmasindan hemen &nce ve
ulasmasi sirasinda, genital kabartinin epiteli ¢ogalir ve epitel hiicrelerinin
altindaki mezensimin i¢ine gémiiliirler. Burada ilkel cinsiyet kordonlar1 olarak
adlandirilan diizensiz sekilli kordonlari olustururlar. Erkek ve disi embriyonlarda
bu kordonlar yiizey epiteline baglidir ve bu evrede erkek ya da disi gonadlarinin
birbirinden ayirt edilebilmesi olanaksizdir. Bu nedenle bu evreye faklanmamis

doénem, bu gonad’a ise farklanmamis gonad denir.**

XX kromozomlarma sahip disi embriyonlarda, ilkel cinsiyet kordonlari
diizensiz hiicre kiimelerine ayrilir. Ilkel iireme hiicresi gruplari igeren bu kiimeler,
daha ¢ok ovaryum’un medullar bolgesinde yerlesmislerdir. Bu hiicre kiimeleri bir

siire sonra kaybolarak yerlerini damarl stromaya (ovarian medulla) birakirlar.*"%

Disi gonad’1n yiizey epiteli, erkek gonad’min aksine ¢ogalmayi siirdiiriir.
7. haftada yiizey epitelinden koken alan hiicre kordonlar1 alttaki mezensim igine
gomiiliir. Bunlar yiizeye yakin yerlesirler ve ikincil kordonlar olarak
adlandirilirlar. 4. ayda, bu kordonlar bir ya da daha c¢ok sayida ilkel iireme
hiicresini ¢evreleyen izole hiicre topluluklari haline gelirler. Bu iireme hiicreleri
zamanla oogonyum’a doniisiirken ylizey epitelinden asagiya go¢ eden ve iireme

hiicrelerini ¢evreleyen epitel hiicrelerinden de follikiiler hiicreler olusur.31’?’2

Oogenezis

Dogum Oncesi (Prenatal) Olgunlasma: ilkel iireme hiicreleri, disi

gonad’a ulasir ulasmaz genetik olarak oogonyum’lara farklanirlar. Ardarda
gecirdikleri mitotik boliinmelerle ¢ogalan oogonyum’lar 3. ayin sonunda kiimeler
halinde dizilir, yass1 epitel hiicreleriyle c¢evrelenirler. Bir kiime icindeki
oogonyum’larin tiimii, olasilikla tek bir ilkel tireme hiicresinden gelisir.
Oogonyum’lar1 ¢evreleyen yassi epitel hiicreleri, yiizey epitelinden koken alir ve

follikiil hiicreleri olarak adlandirilirlar,®%%



Oogonyum’larin ¢ogunlugu mitozla boliinmeyi siirdiiriirken, bir kismi
boliinmesini I. mayoz boliinmenin profaz asamasinda durdurarak primer oosit’lere
farklanirlar. 3. aydan baslayarak oogonyum’larin sayisi hizla artar. Gelisimin 5.
aymda ovaryum i¢indeki tireme hiicrelerinin sayisi ortalama 7 milyona ulasir. Bu
evreden sonra hiicre dliimii baslar. Cok sayida oogonyum ve primer oosit atretik
hale gelir. 7. ayda yiizeye yakin yerlesmis birka¢ oogonyum disinda ¢ogu dejenere
olur. Hayatta kalan primer oosit’lerin tiimii, I. Mayoz bélinmenin profaz evresine
girmis ve her biri tek sira yassi follikill hiicre sirasiyla ¢evrelenmistir. Ortada bir
primer 00sit, ¢evresinde birbirine desmozomlarla tutunmus tek sira yassi epitel
hiicreleriyle sarili bu yapiya primordiyal follikiil denir. Primordiyal follikiil gevre

dokudan belirgin bir bazal lamina ile ayrilmistir. 31,32,33,34

Dogum Sonrasi (Postnatal) Olgunlasma: Dogumda tiim primer oosit’ler

I. Mayoz boliinmenin profazi’nin diploten evresindedir. Bu evrede oosit |
cekirdek kromatinin seyrek ve diizensiz bir yapilanma gosterdigi dinlenme
evresine girer. Primer oosit’ler, puberteye degin dinlenme evresinde kalirlar ve
birinci mayoz boliinmelerini tamamlamazlar. Bu siire boyunca, oosit olgunlagsmasi
follikiil hiicrelerince salgilanan oosit olgunlagmasini baskilayan madde (OMI,
oocyte maturation inhibitor) ile baskilanir. Dogumda ovaryum’lardaki primer
oosit sayist 700 bin ila 2 milyon arasinda degisir. Puberteye degin bunlarin biiyiik
cogunlugu atretik hale geldiginden, puberte baslangicindaki bu sayr 400.000’°e
diiser ve 500°den daha az1 bir kadinin lireme dongiisii i¢cinde ovulasyonla atilir.
Digerleri ¢esitli gelisim evrelerinde dejenere olup atretik follikiiller haline gelir.
Geg olgunlasan oosit’lerin bazilar1 40 yil siiresince 1.mayoz boliinmenin profaz

evresinde bekler, 332%%3

Pubertenin baslamasiyla disi gonad primordiyal follikiillerden beslenen
bir follikiil havuzu islevi goriir. Her ovaryal dongiide bu havuzdan segilen 5 ile 15
arasinda degisen sayida primordiyal follikiil, primer (preantral), sekonder (antral)
ve Graaf (tersiyer, preovulatuar) olarak adlandirilan 3 asamadan gegerek

olgunlasmaya baglar. Bunlar arasinda en uzun olani antral follikiil evresidir.



Preovulatuar evre yaklasik 37 saat siirer. . Mayoz boliinmenin diploten evresinde
dinlenme asamasinda olan primer oosit biiyiimeye baslar. Q0sit’i ¢evreleyen yassi
epitel hiicreleri 6nce kiibiklesir. Bu follikiile gelisen (unilaminar) primer follikiil
denir. Daha sonra kiibik bicimli follikiil hiicreleri ¢ogalarak g¢ok sirali epitel
katmanini olustururlar. Buna graniiloza katmani (Stratum granulozum) denir. Bu
bi¢imi alan follikiile multilaminar (preantral) primer follikiil ad1 verilir. Graniiloza
hiicrelerinin ¢ogalmasi primer oosit’lerce salgilanan ‘aktivin’ denilen sinyal
molekiiliince saglanir. Primer follikiil ¢evresinde, stromal hiicre ve bag dokusu
yogunlasarak teka follikiilii denilen bir kilif olustururlar. Bu arada graniiloza
hiicreleri ve oosit glikoprotein yapida bir madde salgilayarak oosit’in ¢evresinde
zona pellusida denilen bir katman olusturur. Follikiil biiyiimeyi siirdiiriirken teka
follikiil hiicreleri, icte salgi yapan hiicrelerden olusan teka interna ve dista
fibroblast benzeri hiicreler igeren bag dokusundan yapili, fibr6z bir kapsiil olan
teka eksterna adli iki belirgin katman seklinde farklanir. Ayn1 zamanda 00sit’in
cevresindeki follikiil hiicreleri eldiven parmagi bi¢imindeki kiigiik sitoplazmik
uzantilarini, zona pellusida’yr gecip oosit’in zarinin mikrovilluslariyla i¢ ice

gecirirler. 31,32,33,34

Gelisme ilerledik¢e graniiloza hiicreleri arasinda i¢i sivi dolu bosluklar
belirir. Bu bosluklarin birbirleriyle birlesmesiyle antrum olusur. Bu follikiile
sekonder (vezikiiler) follikiil denir. Baslangigta kiigiik hilal goriiniimiinde olan
antrum zamanla genisler. Oosit’i cevreleyen graniiloza hiicreleri bozulmadan
kalarak kum yigin1 goriintiisiindeki kiimulus ooforus’u olustururlar. Olgun bir
sekonder follikiil 25 mm ya da daha fazla captadir. igte steroit salgi olusturan
hiicrelerden yapili teka interna ve dista teka eksterna ile sarilidir. Teka eksterna
derece derece ovaryum stromasina karisir. Follikiil ovulasyona yakin daha da

biiyiir ve Graaf (tersiyer, preovulatuar) follikiil olarak adlandirilir. 31323334

Her menstriial dongiide bir grup follikiil gelismeye baslarsa da,

bunlardan ancak bir tanesi tam anlamiyla olgunlasir. Digerleri ¢esitli gelisim



evrelerinde dejenere olarak atretik hale gelirler. Sekonder follikiil olgunlastiktan
sonra liiteinizan hormonun (LH) etkisiyle ovulasyon dncesi (preovulatuar) evreye
girer. Primer oosit . Mayoz boliinmeyi tamamlayarak biiytikliikleri farkli, ancak
her biri 23 ¢ift yapili (2nDNA) kromozom igeren iki yavru hiicre olusturur. Bu
hiicrelerden biri sitoplazmanin biiyiik boliimiinii alan sekonder oosittir, digeri ise
¢ok az sitoplazma igeren 1. kutup cisimidir. Kutup cismi o0osit’in hiicre zariyla
zona pellusida arasindaki perivitellin aralikta yer alir. |. Mayoz boliinme
ovulasyondan hemen 6nce tamamlanir. I. Mayoz boliinmenin tamamlanmasindan
hemen sonra ve sekonder oosit’in ¢ekirdegi dinlenme evresine gegmeden oOnce,
DNA eslesmesi olmaksizin hiicre II. Mayoz boliinmeye girer. Oosit II’de boliinme
mekigi olusur. Kromozomlar ovulasyondan 3 saat Once metafaz plaginda
dizildiklerinde ovulasyon gergeklesir ve oosit disariya atilir. II. Mayoz boéliinme
ancak oosit II, bir spermiyumla déllenirse tamamlanir. Do6llenme olmazsa
ovulasyondan 24 saat sonra oosit Il dejenere olur. Bu sirada birinci kutup cisimi
de ikinci kez boliinebilir. Boylece ovaryum’da oogonyum’lardan oosit |l

olusuncaya degin ger¢eklesen degisimlere oogenezis denir. 31,32.33:34

2. OVARIUM’UN ANATOMISI

Ovarium’lar kiiglik pelvis’in yan duvarinda fossa ovarica’ya yerlesmis
bir ¢ift organdir. Fossa ovarica, a.iliaca externa ile a.iliaca interna arasinda
bulunur. Asagi ve on taraftan lig.latum uteri’nin tabani, yukaridan a.iliaca externa
ve arkadan da ireter ile simirlidir. Peritoneum’un altindan a.-v.obturatoria ile
n.obturatorius geger. Ilk hamilelikte ovarium’lar uterus ile birlikte karmn
bosluguna dogru ¢ekilir ve bir daha ayni yerine donemezler. Dogum yapanlarda

ovariumlar genelde biraz daha asagida bulunurlar. *°

Tuba uterina’nin arka ve asagi kisminda yerlesik ovarium’lar, lig.latum
uteri iginde bulunur ve uzun eksenleri de vertikal yondedir. Pembemsi-gri renkli
olan ovariumlarin yiizii puberteye degin peritoneum’la ortiilii olup diiz ve

parlaktir, puberteden sonra matlasir. Ovulasyon ve dogurmaya bagli olarak da
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tizeri pirtiikli bir gériiniim alir. Her bir ovarium yaklasik 4 cm uzunlugunda, 2
cm eninde ve 0,8 cm kalinhigindadir. Agirligr 3-5 gramdir. Facies lateralis ve
facies medialis olarak iki yiizii, extremias tubaria ve extremias uterina olarak iKi
ucu, margo liber ve margo mesovaricus olarak iki kenari vardir. Extremitas
tubaria komsulugunda fimbria ovarica ile lig.ovarii suspensorium tutunur.
Lig.suspensorium ovarii, iliac damarlarin 6n tarafinda yukari dogru uzanan bir
periton plikast olup, icinde a. ve v. ovarica bulunur. Extremitas uterina, asagi
pelvis dosemesine dogru yonelerek, lig.ovarii proprium araciligi ile uterus’un
cornu uteri’sine tutunur. Bu bag gubernaculum artigmin bir bolimi olup,

lig.latum uteri icinde bulunur ve az olarak diiz kas lifleri igerir. *°

Facies lateralis, fossa ovarica’y1 Orten pariyetal periton’a oturur. Facies
medialis, dis yilize oranla daha konvekstir. Bu yiizii infundibulum tubae uterinae
orter. Serbest olmasi nedeniyle, arka kenarina margo liber denir. On kenara oranla
daha konveks ve kiint olan bu kenar, iireter ile komguluk yapar. On kenarina,
mesovarium tutunmasi nedeniyle, margo mesovaricus denir. Arka kenara gore
daha ince olan 6n kenarda, hilum ovarii bulunur ve a.umbilicalis’in artig1 ile
komsudur. Bu kenara, lig. latum uteri’nin bir boliimii olan mesovarium tutunur.
Mesovarium’un iki yapragi arasinda bulunan damar ve sinirler, hilum ovarii’den
ovarium’a girer ve ¢ikarlar. Tuba uterina, margo mesovaricus tizerinden bir kavis
ile gegip, extremitas tubaria’nin lizerinden kivrilarak, margo liber’e ve buradan da

facies medialis’e gelir.35
Ovarium’un Yapisi

Ovarium’u en distan periton orter. Bu periton da, diger organlart orten
peritonlar gibi yassi epitel yapisinda olup diiz ve parlaktir. Ancak puberteden
sonra ovarium’un periton yapist degisir ve germinal epitelyum (Waldeyer
katmani) olarak adlandirilan kiibik hiicre kati ile sarilir. Bu nedenle de mat gri
renge doner. Eger eriskinlerde de normal periton yapisi korunsa idi, ovulasyon

sirasinda, oosit saglam olan periton’u delerek disart ¢ikamazdi. Bu nedenle
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erigkinlerde, ovariumlart drten normal bir periton bulunmaz. Epitel katmaninin
altinda, tunica albuginea olarak adlandirilan kalin bir katman bulunur. Bu katman,
yas ilerledik¢e kalinlagir. Tunica albuginea’nin i¢inde ovarium’un esas yapisini
olusturan stroma ovarii bulunur. Stroma ovarii de cortex ovarii ve medulla ovarii
denilen farkli iki boliimden olusur. Cortex ovarii, dig tarafta bulunur ve
ovarium’un her tarafini bir kabuk seklinde sarar. Bu boliim i¢indeki bag dokulart
arasinda, cesitli gelisim evrelerinde bulunan follikiiller icerir. Medulla ovarii, i¢
tarafta bulunur ve cortex ovarii’ye oranla daha gevsek bir yapiya sahiptir. Medulla
ovarii’den gelen bag dokusu uzantilari, hilum ovarii’de damarlarin gevresindeki
bag dokusu ile devam eder. Hilum ovarii’den igeri giren damarlarin ¢ogu, cortex
ovarii’de dagilir. Burada gelisen follikiiller ¢evresinde Kapiller aglar

olustururlar.®*®

Ovarium’un arterleri, abdominal aortadan ¢ikan a.ovaricalar’dir.
A.ovarica, lig. suspensorium ovarii iginde pelvis’e iner. Hilum ovarii’den

ovarium’a girer ve follikiiller ¢evresinde kilcal aglar olusturur.*3

Ovarium’un venleri, arterleri izleyerek hilum ovarii’den ¢ikar. Bu venler
plexus pampiniformis denilen ven6z ag1 olustururlar. Bu ag1 olusturan venler,
yukar1 ¢iktikca biribirleriyle birlesirler ve sonunda v.ovarica’y1 olustururlar.
V.ovarica, a.ovarica ile birlikte seyreder. Sol tarafta v.renalis’e, sag tarafta ise

P 35,36
v.cava inferior’a agilir.

Ovarium’un lenf drenaji, kan damarlar1 ile birlikte uzanir ve nodi

lymphatici preaortici ve nodi lymphatici aortici lateralis’lere agilirlar.®>°

Ovarium’un sinirleri, plexus hypogastricus inferior ve a.ovarica’nin
cevresindeki plexus ovaricus’dan gelir. Parasempatikleri n.vagus’tan, sempatikleri
ise n.splanchnicus minor ve bir kismi torakal medulla spinalis segmentlerinden

gelir. Bunlarin ovarium icindeki dagilimi ve gorevleri tam bilinmemektedir.®>%

12



3. OVARYUM HIiSTOLOJISi

Ovaryum en distan tek sirali yassi epitelden kiibige (epithelium
superficiale-germinativum) degisen bir epitel ile sarilmistir. Ovaryum yiizeyindeki
bu epitel katmani, embriyonda birka¢ kez ¢ogalarak primer ve sekonder cinsiyet
kordonlarin1 yapan peritonal mezotelyumdan gelistigi igin germinal epitel
(epitelyum germinale) olarak adlandirilir. Epitelin periton’a bakan yiiziinde
mikrovilluslar ve az sayida kinosilyalar bulunur. Hiicre sitoplazmasi
mitokondriyon ve pinositoz vezikiillerinden zengindir. Germinal epitelin altinda
damardan fakir, siki1 kollajen6z bag dokusundan yapili tunika albuginea bulunur.
Bu katmandaki kollajen lifler ovaryum yiizeyine kosut yerlesmislerdir. Kesitlerde
her bir ovaryum’un i¢te medulla dista korteks olarak iki boliimii ayirt edilir. Bu

katmanlar arasinda kesin bir smir yoktur, 3%343738.39

Medulla, kollajen demetlerden ve elastik lif aglarindan yapilmis oldukca
sik1 bir bag dokusu i¢inde, kan ve lenf damarlari, kalin sinir demetleri ve hilus

yakininda birkag diiz kas hiicresi igerir.

Ovaryum Korteksi

Korteks, stroma ve gesitli gelisim evrelerindeki ovaryum follikiillerinden
olusur. Stroma, kollajen ve elastik lifler, retikiiler lif aglar1 ve ig bicimli bag
dokusu hiicrelerinden (fibroblastlar) yapilmistir. Bu fibroblastlar, hormonal
uyarilara diger organlarin fibroblastlarindan farkli yanit verir. Korteksin bu
interstisyel bag dokusu germinal epitel altinda sikilasarak tunika albuginea’yi

4,37
olusturur. 33,34,37,38,39

Kortekste stroma iginde ¢esitli gelisim evrelerinde follikiiller
yerlesmistir. Ovaryum follikiilleri, ortada iri bir germ hiicresi (oosit) ile bunu

cevreleyen follikiil epitelinden olusan yapilardir. 33,34,37.3839
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Ovaryum Follikiilleri

Bir ovaryum follikiilii, bir ya da daha fazla follikiil ya da graniiloza
hiicre katmaniyla g¢evrili bir oosit igerir. Follikiiler hiicreler mezotelyal epitelden
gelisen germinal epitele benzerler. Menapoz’dan sonra follikiillerin az bir kisimi
kalir. Her 28 giinde bir ovaryum’lardan bir oosit atilir. Bir kadinin iireme siireci

30-40 yila degin siirer. Bu siire igerisinde yaklasik 450 oosit atilir. 33,34.37,38.39

Follikiiler gelisimde 4 evre ayirt edilir.
1- Primordiyal Follikiil

Primordiyal follikiiller, fetal yasam sirasinda olusan tek sirali yassi
follikiil hiicreleriyle ¢evrili primer oosit’leri igerir. Primer oosit’ler 25 um ¢apinda
yuvarlak sekilli hiicrelerdir. Genis ve periferik yerlesimli ¢ekirdekleri tek
cekirdekgik kapsar. Primer oosit’ler organellerden zengindirler. Cok sayida
mitokondriyon, geliskin Golgi kompleksi, graniilli endoplazmik retikulum
tubuluslar1 ve birkag¢ ribozom igerirler. Bu follikiiller, korteksin en iist katmaninda
yer alirlar ve sayilar1 artmaz. Ancak cinsel yasam siiresince biiyiiylip gelisirler ve

< 33,34
cogu dejenere olur.

2- Primer Follikiil

Pubertenin baglamasiyla birlikte, her menstriiel dongiide 5-15 arasi
primordiyal follikiil olgunlasmaya baslar. I. mayoz boliinmenin diploten evresinde
olan oosit I biiylir, oosit’i ¢evreleyen follikiil hiicreleri once kiibiklesir ve sonra
cogalarak cok sirali bir epitel kat1 olustururlar. Bu hale gelen follikiile primer
follikiil denir. Primer oosit’in ¢ap1 yaklagik 100-150 pm’dur ve genislemis bir
cekirdek, ¢ok sayida Golgi kompleksi ve mitokondriyon, geliskin graniilli

endoplazmik retikulum tubuluslar ve serbest ribozomlar igerir. ¥
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Oosit’in  ¢evresindeki follikiil hiicreleri zamanla kiibiklesir ve bu
follikiile tek katmanli (biiyiiyen, unilaminar) primer follikiil denir. Follikiil
hiicreleri ¢evrelerindeki stromal hiicrelerden bir bazal membranla ayrilmiglardir.
Follikiiler hiicreler ¢ogalmaya basladiklarinda ¢ok sirali hale gelirler ve graniiloza
hiicreleri olarak adlandirilirlar. Follikiiliin bu haline ¢ok katmanli (preantral,
multilaminar) primer follikiil denir. Graniiloza hiicrelerinin ¢ogalma yetisi primer
oositce tretilen aktivin ile gerceklestirilir. Bu evre siiresince graniiloza hiicreleri
ve oosit glikoprotein yapisinda bir madde salgilarlar. Bu madde oosit’in
cevresinde zona pellusida olarak adlandirilan bir katman olusturur. Zona pellusida
ZP, ZP, ve ZP3denilen 3 farkli glikoproteinden olusur. Ayrica follikiil hiicre zar
eldiven parmagi bi¢iminde kii¢iik sitoplazmik uzantilar igerir. Bunlar zona
pellusiday1 gegerek, oosit ylizeyindeki mikrovilluslarla sik1 baglanti birimleri (gap
junction) araciligiyla baglanirlar. Bu sitoplazmik uzantilar follikiiler gelisim
siiresince iletisim kurarak besin maddelerinin follikiil hiicrelerinden gegisini

kolaylagtirirlar. 33,34

Follikiiliin disindaki stromal hiicrelerin olusturdugu teka follikiilii de iki
kata ayrilir. Igte salgi yapan hiicrelerden olusan, kan damarlarindan zengin teka
interna, dista fibroblast benzeri hiicreler igeren bag dokusundan yapili teka
eksternadan olusur. Teka internayr olusturan hiicreler hiicre zarlarinda LH
reseptorleri igerirler. Ayrica sitoplazmalarinda ¢ok sayida yag damlalar,
graniilsiiz endoplazmik retikulum tubuluslart ve tubuler Kristali mitokondriyonlar
kapsarlar. Teka interna hiicreleri androstenedion iiretirler ve bu hormon graniiloza
hiicrelerine girerek aromataz enzimiyle Ostradiol’e doniisiir. Graniiloza hiicreleri

ile teka interna hiicreleri arasinda kali bir bazal lamina vardir, >3

3- Sekonder Follikiil

Gelisme ilerledikge ¢ok katmanli primer follikiil 200 um ¢apa ulasir ve
graniiloza hiicrelerinin arasinda i¢i sivi dolu bosluklar belirir. Kisa siirede

bosluklar birbirleriyle birleserek yarim ay seklinde follikiil antrum’unu olusturur.
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Bu hale gelen follikiile sekonder follikiil denir. Sekonder follikiil’iin graniiloza
hiicrelerinin ¢ogalmasi hipofiz 6n lobundaki bazofil hiicrelerinden salinan FSH’a
baghdir. FSH’1n etkisi altinda graniiloza hiicrelerinin sayis1 artar ve hiicrelerarasi
bosluga follikiil s1vis1 birikir. Bu siv1 glikozaminoglikan, proteoglikan ve hormon
baglayic1 proteinleri igeren kan plazmasi benzeridir. Ayrica follikiil sivisi
hormonlardan progesteron, Ostradiol, inhibin, folliostatin ve FSH ile LH’m
salmimin1 diizenleyen aktivin icerir. Zamanla graniiloza hiicreleri yeniden
diizenlenmeye baslar ve primer oosit bir miktar graniiloza hiicresiyle birlikte
antrum boslugu i¢inde bir kenara toplanir. Bu yapiya kumulus ooforus denir. Zona
pellusida ¢evresinde gevsek yerlesmis kiibik ya da algak boylu prizmatik
graniiloza hiicreleri  sitoplazmik uzantilariyla oosit ile  baglantilarin
stirdiirmektedirler. Primer oosit’i ¢evreleyen bu tek sirali graniiloza hiicre
katmanma korona radiata denir. Diger graniiloza hiicreleri poligonal sekillidirler.
Oosit  sitoplazmasinda mitokondriyonlar ¢ekirdek yakininda toplanirlar.

Sitoplazmada protein-lipit yapisinda vitellus olusmaya baslar. 3

Bu evrenin sonuna dogru stromal hiicreler genislemeye baslar ve teka
interna yaygin ag olusturmus kapillerle beslenir. Sekonder follikiil asamasina
gelmis ¢ogu follikiil atreziye ugrar. Ancak atretik follikiillerin bazi graniiloza
hiicreleri dejenere olmaz ve menapoz’a degin diisiik diizeylerde androjen

salgilayan interstisyel bezlere doniisiir. *>%*

4- Graaf Follikiili

Birkac sekonder follikiil olgun follikiil olusturmak {izere gelismeyi
stirdiiriir ve Graaf (tersiyer, preovulatuar) follikiili olusturur. Graaf follikiiliinde
graniiloza hiicreleri ¢ogalir, antrum genisler ve follikiil sivisi ile dolar.
Ovulasyondan hemen 6nce follikiiliin ¢ap1 2,5 cm’ye ulasir. Follikiil duvarindaki
follikiiler hiicreler membrana graniiloza’y1 olustururlar. Graaf follikiiliinde primer
oosit’in ¢evresindeki korona radiata ve kumulus ooforus olusumunu siirdiiriir ve

zamanla tutundugu yerden ayrilir ve follikiil stvisinin iginde serbest kalir.
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Graaf follikiilii en distan saran bazal membran kalin, homojen ve
saydamdir. Buna camsi zar denir. Graaf follikiillii dongiiniin baslangicindan

basalayarak 10-12 giinde olusurlar. 3%

5-Atretik Follikiil

Atretik follikiiller dogum Oncesinden baslayarak menapoz’un birkag yil
sonrasina degin ovaryum’da olusurlar. Genelde menstriial dongii siiresince her
ovulasyonda bir oosit atilir. Disilerin tiim yasami boyunca, ovaryum’da yerlesik
cok sayida cesitli evredeki follikiillerden yalnizca % 0,1°1 olgunlasip ovulasyona
ugrar. Bu nedenle ovaryum follikiillerinin biiylik bolimi, follikiil hiicreleri ve
oosit’in oliimiiyle geriler ve fagositoz yapan hiicrelerce ortadan kaldirilirlar. Bu
islev sirasinda graniiloza hiicrelerinde mitoz durur, graniiloza hiicreleri bazal

membrandan ayrilir ve dejenere olurlar, 333437:3839

Ovulasyon

Menstriial dongiiniin 14. giiniinde gelismekte olan Graaf follikiilii’niin
graniiloza ve teka hiicrelerinden salginan Ostrojen nedeniyle kandaki ostrojen
diizeyi artar. Bu da uterus endometriyum’unun follikiiler ya da proliferatif evreye
girmesi, servikal mukus’un spermiyumlarin igeri girmesine izin verecek kadar
incelmesi ve hipofiz’i LH (luteinize edici hormon) salgilamasi i¢in uyarir. LH’1n
dongiliniin tam ortasinda aniden yiikselmesiyle olgunlagsmayr destekleyen
etkenlerin yogunlugu artar ve 0 zamana degin diploten evresinde kalmis olan
primer oosit’in 1. Mayoz boliinmesini tamamlamasini ve follikiiliin tersiyer evreye
girmesini saglar. Ayn1 zamanda II. Mayoz bdliinme baslar ancak o0osit
ovulasyondan yaklasik 3 saat Oncesine degin metafaz evresinde duraklar. Bu
sirada ovaryum’un yiizeyinde bir kabariklik olusur ve bu kabarikligin tam
tepesinde stigma olarak adlandirilan damarsiz bir nokta belirir. Yiiksek LH diizeyi

kollajenaz yetisini arttirir ve follikiiliin ¢evresindeki kollajen lifler sindirilir. LH

17



diizeyindeki ani artisin diger etkisi prostaglandin miktarmni arttirmasidir.
Prostaglandin ovaryum duvarinda yerel kas kasilmalarina neden olur. Qosit bu
kasilmalarla ¢evresindeki graniiloza hiicreleriyle birlikte, kumulus ooforus
bolgesinden disar1 atilir ve ovaryum’un disinda gezinir. Fimbriya ovarika’larin

hareketi ile oosit tuba uterina’nin i¢ine alinur, 334373839

Ovulasyon puberteden menapoz’a degin 28 giinde bir olaylanir.
Ovulasyon iki kanama arasindaki dongiliniin ortasina rastlar. Ovulasyon,
dongiliniin 14. giiniinde gergeklesir. Ovulasyonda genelde bir oosit atilir. Bazen

ayni anda birkag¢ oosit atilabilir, 3”3

Graaf follikiiliinde ovulasyon sonrasinda bir i¢ basing diismesi
gerceklesir. Teka katmanlarindan kan sizmasi ile kisa bir siire igin follikiil i¢ine

kan toplanir. Bu yapiya korpus rubrum (kirmizi cisim) denir. 37.38,39

Korpus Luteum

Ovulasyondan sonra yirtilan tersiyer follikiiliiniin duvarinda kalan
graniiloza ve teka interna hiicreleri yasamlarin1 ¢evrelerindeki damarlar yoluyla
stirdiirtirler. Liiteinize edici hormon’un etkisiyle bu hiicrelerin sitoplazmalarinda
sarims1 bir pigment birikmeye baslar ve biiyiiyerek graniiloza lutein hiicreleri ve
teka liitein hiicrelerine dontisiirler. Bu hiicrelerin olusturdugu gecici endokrin bez
yapisina ‘korpus luteum’ (sar1 cisim) denir. Korpus luteum progesteron ve
Ostrojen hormonlarini salgilar. Progesteron, dstrojenik hormonlarin da katkisiyla,
uterus mukozasimin embriyonun implante olabilmesine uygun duruma geldigi

sekretuar ya da progestasyonel evreye girmesini saglar. 3334373839

Doéllenme olmadiginda, ovulasyonu izleyen 9. giinde korpus luteum
erisebilecegi list boyuta ulasir ve ovaryum’un ylizeyinde sarimtrak bir ¢ikinti
seklinde izlenebilir. Bu sonra progesteron iiretimi azaldigi i¢in dejenere olur ve

menstriial kanama baslar. Buna ‘menstriiasyon korpus luteumu’ denir.?"%3°
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Oosit’in  dollenmesi  durumunda, Qelismekte olan embriyonun
sinsityotrofoblastlarca salgilanan koryonik gonadotropin (hCG) hormonu ile
korpus luteum’un dejenere olmasi engellenir. Boylece korpus luteum biiylimesini
stirdiiriir ve ‘gebelik korpus luteumu’na (korpus luteum graviditatis) doniisiir. Bu
yapt gebeligin 3. aymin sonunda ovaryum’un 1/3 ile 1/2’si biyiikliigiine ulasir.
Sarimtrak renkteki luteal hiicreler dordiincii aymn sonuna degin progesteron
salgilamay stirdiiriirler. Bu siiregten sonra plasenta’nin trofoblastik bilesenince
salgilanan progesteron’un miktar1 gebeligin siirdiirebilmesine yetecek diizeye
geldigi icin, luteal hiicreler yavas yavas dejenere olurlar. 4. aydan dnce gebelik

korpus luteum’unun ortadan kaldirilmasi genelde diisiikle sonuglanir.>*3*

Menstruasyon ve gebelik korpus luteum’lart islevleri sonlaninca
dejenerasyona ugrarlar. Yerlerini kollajen liflerden zengin bag dokusundan yapili,
beyaz renkli bir yapi olan ‘korpus albikans’a (beyaz cisim) birakirlar. Bu yapi

ovaryum igerisinde zamanla absorbe edilerek ortadan kalkar. 37,38,39

Ovaryum Medullasi

Ovaryum’un merkezi olan medulla gevsekce orgii olusturan kollajen ve
elastik lifler ile fibroblastlar iceren bag dokusundan olusur. Medulla ayrica biiytik
kan, lenf damarlar1 ve sinir lifleri igerir. Follikiiler atrezi sirasinda graniiloza
hiicreleri ile oosit’ler dejenerasyona ugrarken, teka interna hiicreleri etkin steroid
salgi yapmay siirdiiriirler. Medullada yerlesik bu epiteloid hiicrelere ‘interstisyel
hiicreler’ denir. Bu hiicreler, kiimeler olusturmak {izere biraraya gelirler ve
‘interstisyel bezleri’ olustururlar. islevlerini puberteden baslayrp menapoz’a degin

siirdiiriirler ve dstrojen salgilarlar.®*%

Hilus hiicreleri ovaryum medullasindaki diger epiteloid tip hiicrelerdir.
Bu hiicreler testislerdeki Leydig hiicreleriyle esdes organel igerigi ve sitoplazmik

ozellige sahiptirler. Ayrica androjenleri salgilarlar.®*
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4. OVARYUM FiZYOLOJiSi

Kadin genital hormon sistemi, {i¢ ayr1 hormon grubundan olusur.

1. Hipotalamik-serbestlestirici bir hormon olan; Gonadotropin-
Serbestlestirici Hormon (GnRH).

2. Hipofiz 6n lobundaki hormonlarindan Follikiil Uyaran Hormon
(FSH) ve Luteinize edici Hormon (LH). Bu hormonlarin her ikisi de
hipotalamus’ta sentezlenen GnRH-serbestlestirici hormon’a yanit olarak
salgilanirlar.

3. Ovaryum hormonlari, dstrojen ve progesterondur. Bu hormonlar
hipofiz 6n lobundan salgilanan iki hormona (FSH, LH) yanit olarak,

ovaryum’larca salgilanr.*®*

Kadinda menstriiel dongii siirecinde, bu hormonlarin salgi miktarlari
degiskenlik gdsterir. Dongiliniin farkli evrelerinde son derece farkli hizlarda

salgllanlrl'clr.m‘41

Hipofiz On Lobu Hormonlari ve Ovaryum’lar Uzerine Etkileri

Menstriial dongii siirecinde ovaryum’lardaki degisikliklerin tiimii hipofiz
on lobundan salgilanan gonadotropik hormonlar, FSH ve LH’a baghdir.
Gonadotropik hormonlarla uyarilmayan ovaryum’lar inaktif durumdadir.
Ovaryum’lar fetal yasam siiresince plasenta’dan salinan, bir diger gonadotropik
hormon olan koryonik gonadotropinle (hCG) uyarildiklarindan islev goriirler.
Ancak dogumdan sonra, birka¢ hafta i¢inde bu uyar1 kaybolur ve ovaryum’lar
puberte Oncesi evreye degin inaktif durumda kalirlar. FSH ve LH molekiil
agirhiklart yaklasik 30 bin olan kiigiik glikoprotein yapida hormonlardir.
Ovaryum’lardaki hedef hiicreleri hiicre zarlarinda yerlesik son derece 0zgiil
reseptorlere baglanarak uyarirlar. Aktive olan reseptdrler, bu hiicrelerin salgi,

bliyime ve c¢ogalma hizim1 arttirirlar. Bu uyarict etkilerin  tiimii  hiicre
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sitoplazmasindaki ikincil haberci siklik AMP (CAMP) sisteminin aktivasyonu
sonucu gerceklesir. cAMP, protein kinaz olusumunu saglar, daha sonra da ¢esitli
fosforilasyonlarda, anahtar enzim gorevi yaparak pek cok hiicre igi islevi

40,41
hizlandirir.

Ovulasyon 6ncesinde, follikiillerden birisi daha fazla biiyiimeye baslar.
Bu follikiil bol miktarda dstrojen salgilar ve Ostrojen bir follikiil iizerinde pozitif
geribildirim etki yaratir. FSH ve Ostrojen’lerin birlesimi graniiloza hiicrelerinde
FSH ve LH reseptor sayisinin artmasina neden olur. Ayrica teka hiicrelerinde daha
az bir pozitif geribildirim etki yaratir. Bu etkiler birlikte, hizli gelisen follikiiliin
stvi ve hormon salgisinin, patlamalar seklinde hizla yiikselmesine neden olur.
Ayrica follikiilden salgilanan biiyiik miktarlardaki dstrojen, hipofiz 6n lobundan
daha fazla FSH salgilanmasii baskilamak i¢in, hipotalamus’u etkiler. Bu yolla
kendi pozitif geri bildirim uyarisiyla, geride kalan az gelismis follikiillerin, daha

da geligsmesini engelledigi diisiiniilmektedir.***

Ovulasyonda LH’un Onemi ve Yiikselisi

LH follikiil biiyiimesinin son evresinde ve ovulasyon aninda gerekli bir
hormondur. Bu hormon olmadiginda, ¢ok biiyiik miktarlarda FSH olsa bile,
follikiil ovulasyon evresine degin gelisemez. Ovulasyondan yaklasik 2 giin 6nce,
hipofiz 6n lobunun LH salgi hizi, belirgin bir sekilde yiikselir. Bu artis
ovulasyondan yaklasik 16 saat once, 6 ila 10 katidir. FSH da ayni siire¢ i¢inde 2-3
kat artar. Boylece iki hormon ayni anda, birlikte etki ederek ovulasyon 6ncesi son
birkag giin i¢inde, follikiiliin hizla biiylimesini saglar. LH ayrica graniiloza ve teka
hiicreleri tlizerine de etki ederek, bu hiicreleri daha ¢ok progesteron ve daha az
Ostrojen salgilayan hiicrelere doniistiiriir. Bu nedenle, ovulasyondan yaklasik bir
giin Once, Ostrojen salgist azalirken bir miktar progesteron salgilanmaya

baslar.‘m’41
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Oosit’in ovaryum’dan atilmasimni izleyen ilk birkag saat iginde, geride
kalan graniiloza ve teka interna hiicreleri hizla liitein hiicrelerine doniistir. Bu
stirece luteinizasyon, olusan yapiya ise korpus luteum denir. Korpus luteum’da
graniiloza hiicreleri biiyiik miktarlarda progesteron ve Ostrojen salgilarlar. Teka
hiicreleri ise androstenedion ve testosteron gibi belirli androjenleri sentezlerler.
Ancak bunlarin ¢ogu graniiloza hiicrelerinde kadin hormonlarina doniisiir.
Graniiloza ve teka interna hiicrelerinin lutein hiicrelerine doniisiimii, baslica
hipofiz 6n lobundan salgilanan LH’a bagldir. Graniiloza hiicrelerinin
luteinizasyonu, ayni zamanda o0o0sit’in ovaryum’dan atilmasina da baglhdir.
Luteinizasyon olayini, ovulasyonun sonuna degin denetleyen bir diger etken,
follikiil sivisinda bulunan, luteinizasyonu baskilayic1 faktordiir. Bu nedenle

ovulasyon oluncaya degin follikiil i¢inde korpus luteum gelismez.*%**

Ozellikle ovulasyon evresinde salgilanan LH 6ncelikle graniiloza ve teka
hiicrelerinde luteinizasyona neden olur. Olusan lutein hiicreler c¢ogalma,
genisleme, salgi ve dejenerasyon sirasma gore programlanirlar. Onhipofiz
bezinden LH artik salgilanmasa bile, bu siire¢ devam eder. Ancak 4 ila 8 giin
sonra olay sonlanir. Diger yandan, LH 1n etkisiyle korpus luteum’un biiyiimesi
artar ve salgis1 gogalir. Gebelik gergeklestiginde LH’la hemen hemen ayni
Ozelliklere sahip diger bir hormon olan koryonik gonadotropin (hCG)
plasenta’dan salgilanir. Bu hormon korpus luteum’a etki ederek yasamini uzatir

ve genelde gebeligin ilk 2-4 aylik siiresinde devamini saglar.****

Menstriial dongiintin luteal evresinde, korpus luteum’dan salgilanan
ozellikle 6strojen ve daha az oranda progesteron, hipofiz 6n lobu {izerinde 6nemli
geri bildirim etkisi yaratarak, FSH ve LH’nun diisiik dozda salgilanmasini
stirdiiriirler. Ayrica luteal hiicreler kiigiik miktarlarda da olsa inhibin hormonu
salgilarlar. Bu hormon 6zellikle hipofiz 6n lobundan FSH salgilanmasini baskilar.
FSH ve LH’nun kanda diisiik diizeylere inmesi ve bu hormonlarin kaybolmasi
halinde korpus luteum’un tiimii dejenere olur. Bu olaya korpus luteum’un

involusyonu denir. Korpus luteum’dan 0strojen, progesteron ve inhibin
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hormonlar1 salgilanmadigi anda hipofiz 6n lobu tizerinde baskilayici geri bildirim
(feedback) etkisi ortadan kalkar ve bez yine bir miktar FSH ve birkag giin sonra
da daha yavas artislarla LH salgilamaya baslar. FSH ve LH yeni bir menstriial
dongiide yeni follikiillerin biiylimesini baslatir. Ancak, bu follikiiller yeterince
gelisme gosteremezler, ¢iinkii Ostrojen ve progesteron yoklugu uterus’ta

menstruasyonu olaylatlr.‘m‘41

Ovaryum Hormonlar1 Ostradiol ve Progesteron’nun Yapisi ve Islevleri

Ovaryum’un cinsel hormonlarindan olan &strojen’lerin en 6nemlisi
ostradiyol hormonu, progestinlerin en nemlisi de progesteron’dur. Ostrojen’ler
baslica viicutta sekonder kadin seks karakterlerini veren 6zgiil hiicrelerin cogalma
ve biiylimesini saglarlar. Diger yandan progestinlerin timii uterus’un gebelige,

meme bezlerinin de laktasyona son hazirliklarimi yﬁﬁitiirler.40‘41

Ostrojen’lerin Yapisi

Gebe olmayan normal bir kadinda 6strojen, yiiksek miktarlarda
ovaryum’lardan az olarak da adrenal korteks’ten salgilanirlar. Gebelikte ise ¢ok
biiyiikk miktarlarda plasenta’dan salinirlar. Kadin plazmasinda 6nemli oranlarda 3
tip Ostrojen goriilir. Bunlar 17 Ostradiol, Gstron ve Ostriyol’diir. Bunlar A
halkalarinda 10. karbona bagli angiiler bir metil grubu ya da bir A*-3-keto yapis

icermeyen 18 karbonlu steroidlerdir.****

Ovaryum’lardan saliman en Onemli Ostrojen 17f Ostradiol’diir. 178
Ostradiol’lin dstrojenik kuvveti 6stron’a karsin 12 kat, dstriyole gore 80 kat daha
fazladir. Bu nedenle Ostradiol’iin en onemli Ostrojen oldugu, buna karsin
ostron’un ostrojenik etkisinin diisiik diizeyde oldugu sdylenebilir. Dolagimdaki
Ostradiol’tin %2’si serbesttir. Kalani ise, %60’1 albiimin’e, %38’i testosteron’u da

baglayan gonadal steroid baglayici globulin (GBG) olarak proteinlere baglidir.***
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Ostron ise ¢ogunlukla, adrenal korteks ve ovaryum teka hiicrelerinden
salgilanan androjenlerin periferik dokulardaki doniisiimlerinden kaynaklanir.
Ostron dolasimda 17 &stradiol ile denge halindedir. Ostron daha sonra dstriyol’e
doniisiir. Bu doniisimiin  bliyllk bir kisminin karacigerde gerceklestigi

diisiiniilmektedir. 40*

Ostriyol zayif bir dstrojen’dir ve oOzellikle karacigerde, ostradiol ve

o . o e es 40,41
Ostron’un oksidasyon liriinii olarak ortaya cikar. 0

Ostrojen’ler ovaryum’larda teka interna, graniiloza hiicreleri ve korpus
luteum’lardan salgilanirlar. Biyosentetik yolla androjenlerden olusurlar. Yani
dolagimdaki androstenedion’un aromatizasyonu ile sentezlenirler. Aromataz
androstenedion’un  Ostron’a, testosteron’un ise Ostradiol’e  donlisimini
katalizleyen enzimdir. Teka interna hiicrelerinde ¢ok sayida LH reseptorii vardir
ve LH, cAMP iizerinden etki gostererek kolesterol’iin androstenedion’a
dontlistimiini arttirir. Androstenadion’un bir kismi stradiol’e doniisiir ve Ostradiol
dolasima gecer. Teka interna hiicreleri ayn1 zamanda graniiloza hiicrelerine de
androstenedion saglar. Androjen saglaninca, graniiloza hiicreleri 0Ostradiol
sentezler. Graniiloza hiicrelerinde ise ¢ok sayida FSH reseptorii vardir. FSH,
cAMP iizerinden etki gostererek aromataz yetisini arttirip bu hiicrelerin 6stradiol
salgisini giiglendirir. “°*' Olgunlasan graniiloza hiicreleri LH reseptorleri de
kazanir ve LH Ostradiol yapimini uyarir. Ovaryum’un stromal dokusu da androjen
ve Ostrojen sentezleyebilir. Ancak bu sentez menopoz Oncesindeki normal

kadinlarda ve 6nemsiz miktarlarda gerceklesir. 4041

Menstriial dongili sirasinda plazma Ostradiol diizeyinde gozlenen
degisikliklerin tamami ovaryum kokenlidir. Salginin 2 tepe degeri olup biri
ovulasyondan hemen once, digeri luteal evrenin ortasindadir. Ostradiol’iin
salgilanma hiz1 erken follikiiler evrede 36 pg/giin (133 pwmol/giin), ovulasyondan

hemen once 380 pg/giin, luteal evrenin ortasinda 250 pg/glin’diir. Menopozdan
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sonra Ostrojen salgist diisiikk diizeylere iner. Buna karsin, erkeklerdeki Ostradiol

yapim hizi yaklasik 50 pg/giin’diir (180 pmol/giin). 4041

Ostrojen’lerin yikimi karacigerde gerceklesir. Karaciger Ostrojen’leri,
glukuronid ve siilfatlar halinde baglar. Bagl {iriinlerin beste biri safra ile geri
kalanin ¢ogu idrarla atilir. Bunun yaninda, karaciger kuvvetli 6srojenler, dstradiol
ve Ostron’u tlimiiyle etkisiz-Ostrojen olan Ostriyol’e doniistliriir. Bu nedenle,
karaciger islevlerinin zayiflamasiyla, viicutta Ostrojen aktivitesi artarak bazen

hiperdstrinizm’e yol agar. ‘%%

Ostrojen’lerin Islevleri:

Ostrojen’ler ¢ocukluk evresinde ¢ok az miktarlarda salgilanirlar;
pubertede ise salgilanan miktar hipofiz gonadotropik hormonlarin etkisi altinda 20
kat ya da daha yiiksek oranda artis gosterir. Bu sirada kadinin genital organlari
cocuk goriintiisiinden erigkin goriintiisiine doniisiir. Puberte sonrasi, birkag¢ yil
icinde uterus’un boyutlar1 iki ya da ii¢ kat artis gdsterir. Ostrojen’ler endometriyal
stromada belirgin hiicre ¢ogalmasina ve endometriyal bezlerde biiyiimeye Yol
acarak, daha sonraki giinlerde implante olacak blastosist’in beslenmesine
yardimer olurlar. Ayrica, Ostrojen’ler vajina epitelini kiibik sekilden, ¢ok sirali
epitel sekline dontistiirerek, puberte dncesine gore travma ve enfeksiyonlara karsi

daha direncli hale getirir. 4041

Ostrojen’ler uterus endometriyum’una yaptiklart benzer etkiyi, tuba
uterinalardaki mukoza katmanlarina da yaparlar. Salgi olusturan hiicrelerin
cogalmasinda ve daha da Onemlisi, limene uzanan silyali epitel hiicrelerinin

sayisinda ve uterus’ dogru hareket sayisinda artis saglarlar. 4041

Ayrica, memede stromal dokuyu gelistirir, kanal sistemlerinin

gelismesini ve memede yag birikmesini saglarlar. Meme bezlerinde lobul ve

alveollerin gelisimi, tek basina dstrojen etkisi altinda gerceklesmez. Bu yapilarin
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gelisiminin tamamlanmasi ve islevsel 6zelliklerini kazanabilmesi i¢in progesteron

ve prolaktin hormonlarinin destegi gereklidir. 4041

Ostrojen’ler osteoblastik aktivitenin artmasina neden olurlar. Bu
nedenle, pubertede kadinlarin iireme ¢agina girmesiyle birlikte birkag yil, biiyiime
hizi son derece hizhidir. Bunun yaninda, uzun kemiklerin epifizlerinin erken
birlesmesine yol agar. Bu etki erkekte testosteron’un etkisine esdesdir; ancak
kadinda ¢ok daha kuvvetlidir. Sonug¢ olarak, genelde kadinda biiyiime olayi,

erkegin biiyiimesinden daha erken yillar 6ncesinde kesilir. “**

Ostrojen’ler total viicut proteinini hafifce arttirirlar. Ostrojen uygulamasi
sonrasinda, nitrojen dengesinin pozitif tarafa kaymasi da bunun kanitidir.
Testosteron’un protein depolanmasinda etkisi, 6strojen’lere oranla daha yaygin ve

son derece giigliidiir. ***

Ostrojen’ler viicutta metabolik hiz1 zayif olarak arttirirlar. Bu artis, erkek
seks hormonu testosteron’un etkisine gore 1/3 oranda daha disiiktiir. Bunun
yaninda deri alt1 yag dokusunu arttiric1 etkisi de vardir. Ostrojen’ler yagin gogiis,

derialt1 ve kalgalarda birikmesine yol acar. *°*

Ostrojen’ler puberte sonrasmnda pubis ve aksillar bolgede killarn
cogalmasimi saglarlar. Bu olayin baslica yiikiimliisii, puberte sonrasinda kadin
adrenal bezinden fazla miktarda Ostrojen salgilanmasidir. Ayrica bu hormon
derinin yumusak ve genelde diizgiin olmasini saglarlar. Derinin normale gore
daha ¢ok damarlanmasina neden olurlar. Bu durum derinin daha sicak olmasina ve
erkege gore kanlanmanin daha ¢ok olmasina etki eder. Puberte sonrasinda, adrenal
androjenlerin artmasi, aksiller ter bezlerinin daha fazla salgi yapmasina ve akneye

yol acar. 4041
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Ostrojen’lerin, aldosteron ve diger adrenokortikal hormonlar gibi,
bobrek tiibiillerinde sodyum ve suyun geri emilimine neden oldugu

belirtilmektedir. 4%%

Ayrica Ostrojen’ler salgilandiktan sonra, hedef hiicrelere ulasmadan 6nce
ancak birkac dakikalik siire i¢inde dolasimda kalirlar. Hiicrelere girdikten sonra
10-15 saniye i¢inde sitoplazmada bir reseptor proteinle birlesirler ve cekirdege
gecerler. Bu da kromozomal DNA’nin 06zgil bdliimiyle etkileserek,
transkripsiyon islemini baslatir. Boylece birka¢ dakika icinde RNA iiretimi baglar.
Buna ek olarak birka¢ saat sonra yeni DNA olusabilir ve hiicre bdliinmesi
gerceklesir. Sitoplazmaya diffiize olan RNA, protein olusumunu biiyiik olgiide

arttirarak hiicre islevini degistirir. 4°**

Progestinlerin Yapisi

Progestinler i¢inde en 6nemli hormon 21 karbonlu progesteron’dur.
Ancak, disiik  diizeylerde  bulunan  bir  diger  progestin, 17a-
hidroksiprogesteron’dur. Bu hormon progesteron’la birlikte salgilanir ve ayni
etkiye sahiptir. Bu nedenle progesteron tek onemli progestin olarak kabul

edilmektedir. 4>

Gebe olmayan normal bir kadinda, progesteron menstriial dongiiniin
yalniz ikinci yarisinda, korpus luteum’dan salgilanir. Dongiintin ilk yarisinda
plazmada bulunan disiik diizeydeki progesteron ise esit olarak ovaryum’lar ve
adrenal korteks’ten salgilanir. Gebelik sirasinda ise 6zellikle gebeligin 4. ayindan
sonra plasenta’dan yiiksek diizeylerde progesteron salgilanir. Progesteron steroid
hormonlar1 salgilayan tiim dokulardaki steroid biyosentezinin 6nemli bir ara
triindiir. Dislik diizeylerdeki progesteron testis ve adrenal korteks’ten de
dolasima katilir. Ovaryum follikiilinden Ostrojen’ler ile birlikte 17a-
hidroksiprogesteron da salgilanir ve 17B-0stradiol’in  salgisina esdesdir.

Dolasimdaki progesteron’un yaklasik %2’si serbesttir, %80°1 albumin’e, %181 ise
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kortikosteroid-baglayic1 globulin’e baglidir. Yart 6mrii kisa olan progesteron
karacigerde pregnanediol’e doniistiiriildiikten sonra glukuronik asit ile birlestirilip

idrarla atilir. 44

Plazma progesteron diizeyi erkeklerde yaklasik 0,3 ng/ml (1nmol/L),
kadinlarda menstriiel dongiiniin follikiiler evresinde yaklasik 0,9 ng/ml (3 nmol/L)
dir. Farkin nedeni ovaryum follikiil hiicrelerinden diisiik diizeyde progesteron
salgilanmasidir. Teka hiicrelerinin graniiloza hiicrelerine sagladigi pregnelon
burada progesteron’a doniistiiriiliir. Follikiiler evrenin sonuna dogru progesteron
salgis1 artmaya baslar. Luteal evrede korpus luteum’dan yiiksek diizeyde
progesteron salgilanir, ovaryum kokenli salgi ise yaklasik 20 kat artar. Sonugta
plazma progesteron diizeyi yaklasik 18 ng/ml (60 nmol/L) olan tepe degerine
yiikselir. LH’nun korpus luteum’dan progesteron salgilanmasini uyarici etkisi
adenilat siklaz’in islev kazanmasi ile baslar, bundan sonraki asam protein

sentezine baghdir. 4041

Progesteron’un Islevleri

Progesteron’un en o6nemli islevi kadin menstriial dongiistiniin ikinci
yarisinda uterus endometriyumunda salgilama ile ilgili degisimleri baslatarak,
uterus’u blastosist’in implantasyonuna hazirlamaktir. Ayrica uterus kasilmalarinin

siddetini ve frekansini azaltarak implante blastosist’in atilmasini engeller. 4041

Progesteron ayni1 zamanda, tuba uterina mukozasinda salgilama ile ilgili
degisimleri baglatir. Salgi, déllenmeden sonra uterus tiiplerinde ilerleyen zigot’un

implantasyondan énce beslenmesi i¢in gereklidir. ****

Progesteron alveol hiicrelerinin ¢ogalmasiyla memelerdeki lobiil ve
alveollerin gelisimini hizlandirir. Boylece memeler biiyiiyerek salgilayict bir yapi

kazanirlar. 404
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Yiiksek diizeylerdeki progesteron Ostrojen’ler, testosteron ve
adrenokortikal hormonlar gibi bobrek distal tubuluslerinden sodyum, klor ve
suyun geri emilimini arttirabilir. Ayrica progesteron ¢ok sik olarak sodyum ve su
atilimint arttirir. Progesteron ve aldesteron arasinda bir yakinlik vardir. Tiibiil
epitel hiicrelerinden sodyum iyonlarinin taginmasini saglayan bu iki hormon ayn
reseptér  proteinlerine  baglanirlar.  Progesteron protein  molekiilleriyle
baglandiginda aldesteron baglanamaz. Progesteron aldesteron’un etkisine gore
¢ok daha diisiik diizeyde sodyum tasinimina yol agar. Bu nedenle, progesteron
bobrek tiibiillerinden sodyum ve suyun geri emilimini ancak diisiikk diizeyde

40,41

etkileyebilir. Hormonun etkisi daha ¢ok, aldesteron’un etkisini

baskilamaktadir. Bu sekilde viicutta belirgin bir su ve sodyum kaybi olusur. “***

Hipotalamus’tan Salgilanan GnRH

Hipofiz 6n lobu hormonlarmin ¢ogunlugu, hipotalamus’dan salgilanan
serbestlestirici hormonlarca denetlenir. Bu hormonlar hipofiz 6n lobuna,
hipotalamik-hipofizier portal sistem yoluyla tasmirlar. Gonadotropinlerin
uyartlmasinda, serbestlestirici hormon olan GnRH olduk¢a Onemlidir.
Hipotalamus’un GnRH salgilanmasi siirekli degildir. Salgisi her 1-3 saatte bir
gerceklesir ve birkag dakika siireyle devam eder. GnRH siirekli uygulandiginda
hipofiz 6n lobunun FSH ve LH salgis1 kaybolur. Buna bagli olarak, GnRH’un
aralikli salgilanmasi bilinmeyen nedenlerle hormonun islevsel olmasi agisindan
onemlidir. GnRH’ nun aralikli salgilanmasi, ayn1 sekilde aralikli LH salinimina ve

FSH salgilanmasinin azalmasina ya da artmasima neden olur. *%*!

GnRH’1n aralikli salgilanmasi hipotalamus’un orta-alt bolgesinde arkuat
cekirdeklerde sinirsel uyart sonucu gergeklesir. Bu nedenle, arkuat cekirdekler
digilerde cinsel aktivitelerin pek ¢ogunu denetlemektedir. Bunun yaninda on
hipotalamus’un preoptik bolgesinde yerlesik noéronlarin orta diizeyde GnRH

salgiladig1 saptanmustir. 4041
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5. OVARYUM’UN FOLLIKUL GELIiSIMINDE ETKIiLIi MOLEKULLER

Ovaryum’larin islevlerini siirdiirebilmeleri i¢in gerekli en énemli etken
follikiiler yasam ve 6liim mekanizmasi arasindaki dengedir. Bu iki anahtar etken,
gebeligin gergeklesebilmesi igin kaliteli oosit’lerin secilmesini ve ovulasyonla

atilmasini saglarlar.

Follikiiler Yasam Mekanizmasini Yiiriiten Molekiiller;

Follikiiler yasam, endokrin ve parakrin etkenlerce diizenlenir.*?

Endokrin etkenler;
FSH ve LH’dir.

Parakrin etkenler;

Dontistiiriicti Biiylime Faktorii B (TGF-) ailest,

Insiilin Biiyiime Faktorii 1 (IGF-1) ve Reseptorii (IGF-1R),
Epidermal Biiylime Faktorii (EGF),

Temel Fibroblast Biiylime Faktorii (bFGF),

Interlokin 1B (IL-1PB),

Smadlar (smad-2,-4),

Apoptozis Ailesi Inhibitérleri (IAP),

c-KIT reseptorleri,

Prohibitin,

Integrinler (integrin B1, a6),

Endothelinler (ET-1,-2,-3),

Gonadotropinler (GNRH-I ve GNRH-II),

Norotropin (NT), Noronal Apoptozisi Baskilayan Protein (NAIP),
GATA-4, interferonlar (IFNa, IFNP) (Sekil-1).
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Molekiiller | islevleri Islev mekanizmalar

Bcl-2 Onciil-yasam Apaf-1/kaspazlar/Bax etkilesimi

Bax Onciil-apoptotik P53/Bcl-2/Bcl-XL/c-Myec etkilesimi

Bok Onciil-apoptotik Bok/sitokrom c etkilesimi

Bad Onciil-apoptotik Bad/yasam faktorleri etkilesimi

Bcl-x Onciil-yasam Bcl-2/Mcl-1/Bax/c-Myc etkilesimi

Mcl-1 Onciil-yasam Bcl-2/Mcl-1/Bax/c-Myc/Mcl-1/sitokrom c etkilesimi
Bel-XL Onciil-yasam Bcl-2/Mcl-1/Bax/c-Myc etkilesimi

Boo Onciil-yasam Mcl-1/Apaf-1/Kaspaz9 etkilesimi

Bak Onciil-apoptotik Boo-Apaf-1 pargalanmasi

Bik Onciil-apoptotik Boo-Apaf-1 parcalanmasi

TNF-a Onciil-apoptotik TNF/TNFR1/hiicreigi doniistiiriicliler/kaspaz Bcl-2 etkilesimi
TRAIL Onciil-yasam TRAIL/TRAIL reseptorleri etkilesimi

Fas ve FasL Onciil-apoptotik Sistein proteazlar/ICE/kaspazlar/gonadotropin etkilesimleri
TVB Onciil-yasam Oliim reseptorleri ve bolgeleri ile etkilesim
Kaspazlar Onciil-apoptotik Apaf-1/hiicreigi doniistiiriictilerin etkilesimleri

P53 Onciil-apoptotik Bcl2-Bax/cAMP/klustrin etkilesimleri

GATA-4 Onciil-yasam GATA-4/gonadotropinlerin etkilesimleri

GATA-6 Onciil-yagam GATA-4/gonadotropinlerin etkilesimleri

Prohibitin Onciil-apoptotik Mitokondriyal destabilizasyon

C-Kit Onciil-yasam SCF ile etkilesim

SCF Onciil-yasam c-Kit etkilesimleri

c-Myc Onciil-apoptotik c-Myc/Bcl-2 etkilesimleri

IAP Onciil-yasam Kaspazlarla etkilesim

XIAP Onciil-yasam XIAP/FSH/NFkKB etkilesimi

Integrin Onciil-yasam Diger hiicre dist ortam proteinleriyle etkilesim
Integrin-a6 Onciil-yasam Diger hiicre dist ortam proteinleriyle etkilesim
Integrin-p Onciil-yasam Diger hiicre dist ortam proteinleriyle etkilesim
Integrin-f4 Onciil-yasam Diger hiicre dis1 ortam proteinleriyle etkilesim
Interferon Onciil-apoptotik Fas ile etkilesim

APAF-1 Onciil-apoptotik Sitokrom c/kaspaz 9/Boo etkilesimi

NFkB Onciil-yasam Onciilyasam molekiillerin degisimi ve kaspaz baskilayicilari
Survivin Onciil-yasam Kaspazlarin islevlerinin baskilanmasi
Gonadotropinler | Onciil-yasam BAX/Apaf-1/Fas/P53 etkilesimi

Endotelinler Onciil-apoptotik 2 G proteinin ¢iftine baglanan reseptorler

Par-4 Onciil-apoptotik Smad/niikleer co-represorler/transkripsiyon faktorleri
Granzim B Onciil-yasam Apoptotik sinyallerin mitokondriyonlara gegmesini saglar
PGF Onciil-apoptotik Bilinmiyor

NAIPS Onciil-yasam Gonadotropinler ile etkilesim

Inhibin Onciil-yasam Bilinmiyor

Aktivin Onciil-yasam Bilinmiyor

TGF-p1 Onciil-yasam Smad/transkripsiyon faktorleriyle etkilesim
TGF-p2,3 Onciil-yasam Smad/transkripsiyon faktorleriyle etkilesim
TGF-BRII Onciil-yasam Smad/transkripsiyon faktorleriyle etkilesim

GDF-9 Onciil-yasam c-Kit/inhibin-a ile etkilesim

BMP Onciil-yasam Bilinmiyor (Follikiilogenezis)

Smad 2,4 Onciil-yasam Transkripsiyonel diizenleyiciler ile etkilesim

IGF Onciil-yasam IGFB protein ile etkilesim

NTS Onciil-yasam TrkB kinaz reseptor

NOBOX Onciil-yasam GDF-9 ile etkilesim

AHR Onciil-yasam Polisiklik aromatik hidrokarbon ile etkilesim

Sekil-1: Follikiil gelisiminde etkili molekiiller
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Dontistiiriicii Biiylime Faktori B (TGF-B)

TGF-p ailesi islevsel 6zelliklerine gore 35 alt gruba ayrilir. Bunlarin en
bilinenleri; TGF-B1, -B», -Bs, Aktivin, Inhibin, Kemik Morfogenik Proteinleri
(BMP-2,-4,-5,-6,-7), Biiyiime Farklilasma Faktorii 9 (GDF-9), Glial Hiicreden
Uretilen Noérotrofik Faktér (GDNF), Nodal, Anti Miilleryan Hormon
(AMH)’dur.*®

TGF-p ailesi tiyeleri hiicresel ¢ogalmayi, farklilasmayr ve hiicre disi
ortam ile etkilesimi denetleyen ¢ok fonksiyonlu sitokinlerdir. TGF-B onciil-
hormon olarak sentezlenir ve salgi sirasinda aminoasit ve bir karboksi terminal

bolgesine ayrilir. *

TGF-B sinyali 2 basit asamada gergeklesir: Reseptor ve Smad
aktivasyonu. Memeliler 3 tip TGF-f ligandi igerirler (TGF-B1,-B2,-Bs). Bu
ligandlar transmembran reseptorleriyle sitoplazmik serin-threonin  kinaz
bolgelerinin aktivasyonunu saglayarak sinyal akisini baslatir. TGF-p ailesini
olusturan molekiillerin ¢ogu hedef hiicrelerin yiizeylerindeki tip-I, tip-11 ser/thr
kinaz reseptorleriyle etkilesime girerler. Ligand baglayan tip-II reseptor kinaz
uyarilir ve tip-1 reseptorlerini aktive eder. Bu fosforilasyon olaylari tip-1 reseptor
kinaz’in aktive olmasiyla ve sinyal akimini baglatmasiyla sonuglanir. Bu hetero-
teramerik bilesen ligandi, smadlart (smad-3,-4) fosforile eder. Fosforilasyon
gerceklestiginde ligand/reseptor smad molekiilii ¢ekirdege gecer ve 0Ozgiil

proteinlerle etkilesime girer. TGF-B’nin tiim biyolojik etkileri smad baglmlldlr.43

TGF-B1 ovaryum korpus luteum’unda ve oosit’lerde kuvvetli olarak
salmirken, teka hiicrelerinde ve atretik follikiillerde salinimi zayiftir. Kiiglik ve
orta biiytikliikteki follikiillerin graniiloza hiicrelerinde gozlenmez. Buna karsin,
TGF-B2, B3 ve TGF-p tip II reseptorii antral follikiillerin graniiloza hiicrelerinde ve

oosit’lerde salimaktadir.**
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Biiyiime Farklilasma Faktorii 9 (GDF-9)

GDF-9, TGF-p ailesinin bir iiyesidir. Memeli oosit’lerinde follikiiler
gelisim siiresince Kuvvetli diizeylerde salinir ve eksikligi follikiilogenezisi
baskilar. Yapilan calismalarda graniiloza hiicre ¢ogalmasini, tersiyer follikiil
biiylimesini, kumulus hiicre yayilmasimi arttirdigi, FSH tetiklenmis cAMP
iiretimini ve steroidogenezisi baskiladigi gésterilmistir.43 Kiiltiir ortamlaria GDF-
9 eklenerek yiiksek diizeylerde saglikli follikiil elde edilmesi ile bu molekiiliin
follikiillerin ~ yasamasindaki 6nemli roli kamitlanmustir.** GDF-9  eksik
follikiillerde teka hiicre katmaninin sinyal molekiillerinde (17a-hidroksilaz, LH
reseptorii ve c-kit) azalma goriilmiisiir * Yapilan calismalarda kemirgen ve insan
ovaryum dokulart invitro ortamda GDF-9’a etkin kaldiklarinda primer follikiil

gelisiminin hizlandig gosterilmistir.*

GDF-9 follikiiler gelisim evresinde O6zellikle primordiyal follikiilden
primer follikiile gegiste son derece Onemli rol oynamaktadir. Primordiyal
follikiillerde, oosit’lerin ¢evresini saran yassi follikiil hiicreleri Temel Fibroblast
Biiyiime Faktorii (bFGF) ve Kit Ligand (KL)’lar1 salgilarlar. Bu sinyaller hem
dogrudan yasst follikiil hiicrelerinin  kendilerine hem de oosit ve
stromal/intersitisyel hiicrelere biliylimeyi tetikleyici etki yaparlar. Ardindan
stromal/intersitisyel hiicreler ve ¢evrelerindeki teka hiicreleri BMP-4 ve BMP-7’i
salgilarlar. TGF-B ailesinden olan BMP-4 ve BMP-7 follikiil etkinligini ve
yasamini giiclendiren sinyallerdir. Bu sinyal akimimnin etkisiyle primordiyal
follikiil, primer follikiile doniislir. Ardindan primer follikiil’tin oosit’i GDF-9 ve
BMP-15’1 salgilar. Bu iki sinyal molekiilii 00sit’in ¢evresini saran graniiloza
hiicrelerinin etkinligini ve ¢ogalmasini saglar. Gelisen graniiloza hiicreleri ise Anti
Miilleryan Hormon (AMH) salgilayarak diger primordiyal follikiillerin
gelismesini ve primordiyal follikiillerin oosit’lerinden bFGF ile kit ligand

KL’larini salgilanmalarini baslatir.*® (Sekil-2)
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Primordiyal Follikiil ~ ==  Primer Follikiil
Geligen diger follikiiller

| 2=

Onciil-Graniiloza Hiicreleri =

Granilloza Hiicreleri

BMP-4

BMP-7
bFGF (+ve)
(+ve)

& / Teka Hicreleri
@@% Déniigme

Stromal Hiicreler

Sekil-2: Primordiyal follikiilden primer follikiile ge¢is mekanizmasi.

Proliferasyon Hiicre Cekirdek Antijeni (PCNA)

PCNA hiicre dongiisiinii  diizenlemede gerekli 36 kDa’luk bir
molekiildiir. DNA hasarmin onarimi siiresince DNA sentezinde gereklidir ve S
fazinda DNA polimeraz delta i¢in ko-faktor olarak gorev alir. PCNA molekiilii
gecici dagilima sahip oldugu i¢in hiicre c¢ogalmasi caligmalarinda oldukc¢a
kullanighidir. Hiicre dongiisiiniin G1 fazinda birikmeye baslar, S fazi siiresince en
yiiksek diizeye ulagir ve G2/M fazinda diiser.*® Ovaryum follikiillerinin biiyiime
ve gelisimi graniiloza hiicrelerinin ¢ogalmas1 ve farklilagmasiyla tanimlanir.
Follikiiler biiylimenin erken evresinde graniiloza hiicreleri son derece yavas
cogalma gosterir. Gelisen follikiillerin graniiloza hiicreleri gonadotropin uyarisina
kars1 yanit baslatabilir ve yiiksek diizeylerde 6stradiol salgilarlar. Gonadotropinler
ve Ostradiol graniiloza hiicrelerinin ¢ogalma fazini baglatabilir. Fare ve si¢anlar ile
yapilan c¢alismalarda, graniiloza hiicre c¢ogalmasinin hizli evresinin antrum
olusumu sirasinda gerceklestigi gésterilmistir.46 Ostradiol’iin en fazla salindig,
follikiiler biiytimenin son evresinde hiicre ¢ogalmasi belirgin olarak azalir. Bu en

genis follikiil ovulasyon Oncesi asamaya giremez ve DNA sentezi ve graniiloza
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hiicre ¢ogalmasi baskilanarak atreziye ugrar. Ovaryum’da in vivo ve in vitro
yapilan caligmalarda sican, sigir ve domuzlarda PCNA saliniminin baslangic ve

erken follikiillerde olaylandigi gosterilmistir.*®*’

Follikiiler Oliim Mekanizmasim Yiiriiten Molekiiller;

Dogumda ovaryum’larda yerlesik follikiillerin % 99,9’u hig¢bir zaman
ovulasyonla atilamaz. Bu follikiillerin ¢ogu apoptozis olarak adlandirilan
programli hiicre Olim mekanizmasiyla atreziye ugrar. Biiylimekte olan
follikiillerin karmasik bir diizenlenim ile azaltilmasindaki en belirgin asama
graniiloza hiicre Oliimiidiir. Follikiillerin biiyiime ve farklilagsmasi siiresince

olaylanan atrezi, follikiiler gelisimin her asamasinda griiliir.*?

Ovaryum’da hormonlar, biiylime faktorleri ve sitokinler gibi apoptozisi
diizenleyen cok sayida o6zellesmis molekiil bulunmaktadir. Sistem follikiil i¢in
Olim karar1 verdiyse apoptotik oliimiin yiriitiilebilmesi igin ¢ok sayida alt
program devreye girer. Apoptotik islem iki genel mekanizma ile olaylanir; 6lim
molekiillerinin hiicre yiizey reseptorlerine baglanmasiyla yiiriitilen Fas yolu
(6ltim reseptor aracilt yol) ve hiicre i¢cinde gergeklesen sinyallerle yiiriiyiilen Bax

yolu (mitokondriyon aracil yol) (Sekil-3).***®

Fas yolu; Tiimor Nekroz Ailesine (TNF) ait zar proteinleri olan TNFa ve
FasL hiicre zarndaki reseptorlerine baglanarak (TNF-R1 ve FasR) Oliimii
Tetikleyen Sinyal Bileseni (DISC) ve Fas Baglantil1 Oliim Proteini (FAAD) gibi
sitoplazmik proteinlerin baglanmasini saglar. Bu proteinler prokaspazlarin etkin
kaspazlara doniisiimiinii gerceklestirir. Aktive olmus kaspazlar, sitoplazma iginde
birbirine bagli olarak bulunan kaspaz-aktive eden DNAse baskilayicist (ICAD) ile
kaspaz-aktive edilmis DNAse’in (CAD) birbirinden ayrilmasini saglar. Bunun
sonucu olarak DNA parcalara ayrilir. Ayrica kaspazlar DNA onarim enzimleri
olan PARP (poly ADP-ribose polymerase) ve DNA protein kinaz’i yikarak

kromatinde kirilmalara neden olur.**>°
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Bax yolu; sitoplazma iginde Yyine prokaspazlarm etkin kaspazlara
doniisimii, mitokondriyon kanal proteini olan Bcl-2 ailesinden Bax’in
aktivasyonuna etki eder. Aktive olan Bax, sitokrom c’nin mitokondriyondan
sitoplazmaya salinimina neden olur. Bu olay diger apoptotik proteazlari aktive
eder. Sitokrom c, Apoptotik Proteaz Aktive Eden Faktor-1 (APAF-1)’e baglanir.
APAF-1 kaspaz-9’a baglanarak 3’t birlikte apoptozom’u olusturur. Olusan
apoptozom hiicrenin proteolitik yikimina neden olacak kaspazlari aktive eder.
Aktive olan kaspazlar ise yine ayni mekanizmayla DNA’da parcalanmalara ve
kromatinde kirilmalara neden olarak hiicreyi Oliime gotiiriir. Ayrica ilag,
radyasyon gibi dis etkenler nedeniyle de DNA hasar1 ve hiicre 6liimii gergeklesir.
P53 dogrudan sitoplazma iginde apoptotik islemi baslatarak mitokondriyon

iizerinden Bax yolunu kullanarak DNA pargalanmasina neden olur.***°
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\
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' Oliim reseptor
Bola S Olum !(ararl f“\ A ~Ee
o
e ,—// 2\ DISC
Lron )
),
Bel-X, \ Pro-caspase 3 ~ %Y
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Sekil-3: Follikiiler 61iim mekanizmasini yiiriiten molekiiller
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Kaspaz Ailesi

Kaspaz  ailesi apoptozisin ~ baslatilmasi,  yiriitilmesi  ve
sonlandirilmasinda son derece 6nemli rol oynayan hiicre i¢i proteazlardir. Kaspaz
adin1 iki katalitik aktiviteden alir. “’c’’ sistein proteaz aktivitesini, ‘’aspase’ ise
bir aspartik asit olarak pargalama, ayirma Ozelligini temsil eder. Kaspazlar bir
amino-terminal bolge, kii¢iik bir alt birim (10 kDa) ve genis bir alt birim (20 kDa)

olarak 3 bolgeden olusur. Etkin olmayan 6nciil enzim olarak sentezlenir.

Kaspazlar esas olarak iki alt gruba ayrilirlar; uzun Onciil-bolgeli
kaspazlar (kaspaz-1, -2, -4, -5, -8, -9, -10, -11, -12, -13) ve kisa onciil-bolgeli
kaspazlar (kaspaz-3, -6, -7, -14). Uzun oOnciil-bolgeli kaspazlar genelde hiicre
Oliimiiniin baslatilmasinda daha erken gorev alirlar ve Onciil-kaspaslarin etkin
kaspazlara doniisiimiinii saglarlar. Bu nedenle ‘apoptozisi baslatic1 kaspazlar’
olarak isimlendirilirler. Kisa onciil-bolgeli kaspazlar ise apoptozisin
baslamasindan bir siire sonra gorev alirlar. Poli (ADP) riboz polimerazlar (PARP),
kaspaz aktive eden DNAse inhibitorii (ICAD), jelsolin ve lamin gibi 6zel 6liim
yapilarin1 parcalarlar. Bu nedenle bu kaspazlara yardimer ya da etkili kaspazlar
denir. Birgok baglatici kaspaz’in Onciil-bolgesi bir kaspaz iyilestirme bdolgesi
(CARD) igerir. Diger kaspazlarin (kaspaz-8, -10) oOnciil bolgesi ise Olim
tetikleyici bolge (DED) kapsar. Baslatici kaspazlarin = 6nciil-bolgelerinin
birbirleriyle yapismasi kaspaz aktivasyonu i¢in esas etkiyi olusturur. Herhangi bir
ligandin 6liim reseptoriine baglanmasi 6liim bolgesini (DD) igeren molekiillerin,
DED ve CARD bolgelerini igeren uzun onciil-bdlgelerin yapismasina etki eder.
Bu yapisma ‘Oliimii Tetikleyen Sinyal Bileseni’nin (DISC) olusmasina neden
olur. DISC ise kaspaz-3’ii aktive eder. Kaspaz-9 ise APAF-1 ve sitokrom c ile
apoptozom bilesenini olusturarak aktive olur ve prokaspaz-3’ii aktive eder >
(Sekil-3).
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Ovaryum’da kaspaz-3, saglikli korpus luteum’larin luteal ve tekal
hiicrelerinden ve atretik follikiillerin  graniiloza hiicrelerinden salindigi
bilinmektedir. Bu salinim gonadotropinlerce diizenlenmektedir. Ayrica kaspaz-3
saliniminin saglikli follikiillerin graniiloza hiicrelerinde etkin olmayan sekilde

(prokaspaz-3) bulundugu bilinmektedir.>

Proteaz-Apoptozis Aktive Edici Faktor-1 (APAF-1)

APAF-1 sitokrom c¢ ve kaspaz-9’a baglanarak apoptozisi tetikler.
Kaspaz-9 ise etkin olmayan kaspazlar1 aktive ederek hiicreyi 6liime gotiiriir. NH2
terminal CARD baglanma bolgesi ve COOH-terminal WD-40 tekrarlayan birimler
iceren iglevsel yapiya sahiptir. Yapilan calismalarda CARD bolgesi ve WD-40
tekrarlayan birimlerinin  kaspaz-9 ve sitokrom ¢ ile etkilesime girerek
apoptozom’u olusturabilmesi i¢in gerekli oldugu gosterilmistir.2**

Ovaryum’da erken antral follikiillerin graniiloza hiicrelerinde APAF-1
son derece fazla salinmaktadir. APAF-1’in  ovaryum’daki  salinimi
gonadotropinlere baglidir. Gonadotropin uygulamasmin APAF-1’1 baskiladigi,

dolayisiyla graniiloza hiicrelerinde apoptozisi engelledigi bilinmektedir.™

38



6. KEMOTERAPI

1900’lerin baglarinda Paul Ehrlich, bakterilere karsi toksik kimyasal
maddelerin gelistirilebilecegini diisiinerek ‘‘kemoterapi’® terimini kullanmistir.*!
Paul Ehrlich, fareleri enfeksiyon modelleri olarak kullanarak antibyotiklerin
bulunusuna yon vermistir. Ardindan George Clowes, transplante tiimorleri tagiyan
fare tiirleri gelistirmistir.>® Bu fare tiirleri yakin zamana degin, potansiyel kanser
kemoterapotiklerinin test edilmelerini saglayan aracilar olarak kullanilmistir. Bu
tiir hayvan tiimor modelleri kullanilarak, giiniimiize degin yaklasik 40 yararli anti-
kanser ilag gelistirilmistir. Ilk sitotoksik ila¢ olan ‘‘nitrojen mustard’’ 2.Diinya
Savagi yillarinda bulunmustur. Bu tarihten baglayarak bazi alkilleyici ajanlar,
metatreksat ve 6-merkaptopiirin gibi antimetabolitler, vinka alkaloidleri ve ilk

tiimor antibyotigi olan aktinomisin D gelistirilmistir.>

Kanserli hiicrelerin cogalmasi bir hiicre dongiisiine baglidir. Bu dongiide
mitoz bolinmeyi izleyerek G; denilen bir dinlenme evresi ve sonra yine mitoz
boliinmeye hazirlik amaciyla DNA sentezinin yapildig1 S fazi vardir. S fazininin
hemen ardindan hiicrede yine G, denilen ikinci dinlenme fazi ve yeni mitoz
gelisimi olur. Bu siire¢ genelde birkag giinde tamamlanir. Insanlardaki
kanserlerde, hiicrelerin ¢ogunlugu Gy fazi denilen uzamis dinlenme fazindadir.
Cogalma erkini gecici olarak yitirmis olan bu hiicrelerin oran1 %70-90’dir.

Sitotoksik ilaclarin bu hiicreler iizerindeki etkisi cok azdir.>

Insan kanserleri genelde Gompertzian modeli olarak isimlendirilen
tiimor biiyiime kinetigine uygun biiylimektedirler. Baslangicta boliinen hiicre
sayist az oldugundan artis hiz1 diisiiktiir. Zamanla giderek hizlanan bir biiylime
olur ve ist diizey timdr hacminin 1/3’ne ulasildiginda biiylime hizi yine
yavaglar. Kiiciik tiimorlerde oksijen ve besin gereksinimi en iyi sekilde
karsilandig1 i¢in, biiylime fazladir. Sitotoksik ilaglarin etkisi ¢ogalan hiicrelere
yoneliktir. Bu nedenle iyilesme sansi en ¢ok bu erken evrede uygulanan

kemoterapi ile olasidir.”
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Hastaya kanser tanist konulduktan ve hastaligin yayginlig: belirlendikten

sonra (evreleme) hastaliga ve evresine gore uygun tedavi yontemleri secilir.

Kanser tedavisinde baslica 3 yontem vardir:
1. ilag tedavisi (kemoterapi, hormon tedavisi, immiinoterapi, diger yeni tedaviler)
2. Cerrahi (bolgesel)
3. Radyoterapi (RT)

Kanser tedavisinde giiniimiizde vazgegilemeyecek en onemli bilesenin
anti-kanser kemoterapi oldugu kabul edilmistir. Anti-kanser kemoterapinin diger
tedavilerden en onemli farki kanserin biyolojisi ig¢in kullanilacak ilacin klinik

farmakolojik 6zelliklerinin iyi bilinmesi gerekir.>*>*

Cesitli anti-kanser kemoterapi ajanlart,

Altretamin  heksametilamin, amsakrin-AMSA  Akridinil anisidid,
Anastrazol, Arsenik trioksit, Asparaginaz, Azasitidin, Bacillus Calmette-Guerin
(BCG), Beksaroten, Bevasizumab, Bleomisin, Bikalutamid, Buserelin, Busulfan,
Dakarbazin,  Daktinomisin,  Daunorubisin,  Doksorubisin  (Adriamycin),
Dosetaksel, Eksemestasan, Epirubisin, Ekstramustin, Etoposid, Floksiiridin,
Fludarabin, Fluorourasil, Flutamid, Fulvestrant, Gefitinib, Gemsitabin,
Gemtuzumab, Goserelin asetat, Heksametilmelamin, Hidroksiiire, Idarubisin,
[fosfamid, Imatinib mesilat, Interferon-2a, Interlokin-2, Irinotekan-CPT-11,
Kapesitabin, Karboplatin, Kladribin, Klorambusil, Letrozol, Loprolid asetat,
Medroksiprogesteron asetat, Megestrol asetat, Mekloretamin, Melfalan,
Merkaptopiirin, Metotreksat, Mitomisin, Mitotan, Mitoksantron, Oksaliplatin,
Oktreotid, Paklitaksel, Pemetreksed, Plikamisin, Prokarbazin, Raltitreksed,
Rituksimab, Setuksimab, Siklofosfamid, Sisplatin, Sitarabin, Streptozin,
Talidomid, Tamoksifen, Temozolomid, Tioguanin, Tiotepa, Topotekan,

Trastuzumab, Vinblastin, Vindesin, Vinkristin, Vinorelbin.>®
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Antikanser ajanlar1 kanser hiicrelerine etki mekanizmasina gore 3’e
ayrilir.

1. DNA sentezini durduranlar: Bazi ajanlar, DNA sentezinde rol
oynayan folik asit ve niikleotidleri baskilarlar. Bu nedenle hiicreler DNA ve RNA
sentezlerini yapamazlar (Metotreksat, Fluorourasil, Hidroksiiire, Merkaptopiirin).

2. Hiicre g¢ekirdeklerindeki DNA’ya dogrudan hasar verenler: Bazi
ajanlar kimyasal olarak DNA ve RNA’ya hasar verirler. Boylece DNA’nin
kendini kopyalamasi gergeklesemez (Siklofosfamid, Sisplatin, Doksorubicin,
Etoposid).

3. Mitotik iplik¢iklerin sentezini engelleyenler ya da yikimina neden
olanlar: Baz1 ajanlar hiicre boliinmesi sirasinda mitotik iplikgiklere hasar vererek
boliinmeyi durdururlar ve bdylece 2 yeni hiicrenin olusmasmi engellerler

(Vinblastin, Vincristin, Paclitaxel).>®

Siklofosfamid

Siklofosfamid kanser tedavilerinde siklikla kullanilan kemoterapotik ve
immiin baskilayic1 sitostatik ajandir. Tek basimna ya da diger antineoplastik
ilaglarla birlikte 6zellikle, Hodgkin hastaligi, Burkitt lenfoma, akut lenfoblastik
16semi, gogiis kanseri gibi neoplastik hastaliklarda ve organ nakilleri, multiple

skleroz ve bazi oto-immiin hastaliklarda yaygin olarak kullanilir.>*

Kullanim: 500-1500 mg/m? i.v. 3-4 haftada bir, 60-100 mg/m%giin p.o,
1-14 giin.

Kategori ve etki: Alkile edici ajan; DNA alkilasyonu.

Toksisite: Miyelosiipresyon, bulanti, kusma, alopesi, immiinosiipresyon,
sterilite, hemorajik sistit, renal tiibiiler sutensiyonu, akut I6semi, pulmoner
fibrozis, miyokardiyal nekroz.

Metabolizma: ilag karaciger tarafindan etkin metabolitlere déniistiiriiliir.
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Etkili oldugu malignite: Meme kanseri, yumusak doku sarkomlari,
plazma hiicreli miyelom, akciger kanseri, HDL, ¢ocukluk ¢ag1 solid tiimorleri.
Siklofosfamid kombinasyon kemoterapilerinin bir bileseni olarak da kullanilir. Bu
kombinasyonlarin en bilinenleri, meme kanserinde adriablastina ya da fluorourasil
(AC ya da CAF) ile, metotreksat ve fluorourasil (CMF) ile, ovaryum kanserinde

sisplatin ile kullanilmaktadir.>®

Siklofosfamid, biyolojik olarak etkin degildir ve metabolik aktivasyona
gereksinim duyar. Sitokrom P450 enzimlerinin (CYP2AG6, -2B6, -2C8, -2C9, -
3A4) 4-hidroksi-siklofosfamid’e oksidasyonu yoluyla metabolik aktivasyon
gosterir. 4-Hidroksi-siklofosfamid aldofosfamid’e doniisiir, ardindan reaktif
metabolit fosforamid mustard ve acroleine ayrisir. Bu etkin metabolitler
potansiyel sitotoksik ajanlardir ve anti-kanser etkinlik gosterirler.”® Hiicre i¢inde
onemli makro molekiillere kovalent olarak baglanarak ovaryum gibi ¢esitli

organlarda toksik etkiye neden olur.

Kanser tedavisi sirasinda kullanilan Siklosfamid ve diger kemoterapotik
ajanlarin gen mutasyonlarina, kromozomal kirilmalara ve somatik hiicrelerde
andploidiye neden oldugu bilinmektedir.® Siklofosfomid hiicre déngiisiine 6zgii
olmayan alkali ajan olarak DNA capraz baglarmi etkiler ve hizla ¢ogalan
hiicrelerde normal hiicre béliinmesini engeller. Uzun donem kanser tedavisi
kullanimlarinda lireme organlarma toksik etki ederek dollenmenin bozulmasina

neden olur.’

Ayrica Siklofosfomid ovaryum follikiillerin graniiloza hiicrelerinde
apoptozise etki ederek ve ovaryum glutatyon diizeylerini azaltarak ovaryum
follikiillerini ortadan kaldirir.® Tripeptid glutatyon (GSH) hiicre iginde bol
bulunan proteindir. GSH reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) detoksifikasyonunda ¢ok
sayida fizyolojik isleve Sahiptir. Hiicre iginde enzimler i¢in kofaktdr olarak rol
alir, sistein i¢in depo gorevi gorlir ve proteinleri ve DNA sentezini diizenler.

Hiicrelerde GSH azalmasi apoptozisi tetikler.”” Yetiskin sican ovaryum’larinda
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invivo olarak GSH’in sentezinin baskilanmasi tersiyer follikiil atrezisinin
artmasina ve olusan dejenerasyonun apoptotik siirecin baslamasina neden oldugu
gosterilmistir.”” Bu nedenle de Siklofosfamid uygulamasinin ovaryum’da GSH
azalmasma ve oksidatif strese etki ederek graniiloza hiicrelerinde apoptozise

neden oldugu bilinmektedir.

7. ANTiIOKSIDANLAR

Hiicresel yasamin siirekliligi karmasik biyokimyasal tepkimelerin denge
icinde yiirimesine baglidir. Bu dengeyi bozacak yonde olusan i¢ ya da dis
kaynakli etkenler hiicre hasarina yol agarlar. Hiicrede gergeklesen radikal
tepkimeleri, hiicre homeostazinin bir parcasidir. Saglikli hiicreler homeostatik

olarak antioksidanlarin kullanilmasiyla serbest radikalleri ortadan kaldirirlar.”®

Antioksidanlar organik kimya ve biyoloji i¢in son derece onemlidir.
Biitiin yasayan organizmalar hiicre i¢i ortaminda oksidasyon bilesenlerince

kimyasal hasardan korunmak i¢in ¢esitli antioksidanlari ig:erilrler.58

Serbest Radikaller ve Etkileri

Hiicre iginde olusan serbest radikallerin diizeyi, antioksidanlarin
kapasitesini asacak olursa metabolik ve islevsel bircok bozukluk olusur.
Dokularda, tek kalan elektronlarin oksijene siirekli akisi endojen oksidatif stresi
olusturur. Oksijenden tiireyen siiperoksit radikali, peroksit, hidroksil radikali ve
diger serbest radikaller son derece reaktiftir. Bu nedenle de hiicre zarlarinin
biitiinliiglinii  saglayan fosfolipidlerin, proteinlerin, DNA ve RNA gibi
molekiillerin biitinligiinii tehdit ederler. Cesitli biyolojik olaylarda, &rnegin;
antimikrobiyal savunma, iltihaplanma, kanser, radyasyon hasari, fotobiyolojik

etkiler ve yaslanmada reaktif oksijen tiirleri devreye girer. Sonugta DNA baz
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hasarlari, protein oksidasyon iiriinleri, lipid peroksidasyon iiriinleri agiga ¢ikar.”®
Pasif katyon gegirgenligi ve lipid peroksidasyonu gibi etkenler hiicre zar1 hasarina
neden olurlar.® Lipid peroksidasyonu bir zincir tepkimesi olup, daha ileri
tepkimeyi baglatan serbest radikaller igin siirekli bir kaynak saglar. Tepkimeleri
baslatan molekiiler onciil madde, genelde bir hidroperoksit (ROOH) oldugundan,
lipid peroksidasyonu, potansiyel olarak yikici etkiler ile dallanan bir zincir

reaksiyonu olusturur.®

Antioksidan Sistemler

Zincir kiric1 antioksidanlar, peroksid radikalleri ile dogrudan tepkimeye
girerler ve zincir uzunlugunu gereken bicimde kisa tutarak peroksidasyonu
engellerler. Antioksidanlarin islevleri, genelde koruma, durdurma ve onarim

olarak 3 sekilde siniflandirilabilir.”*

Antioksidan 6zelligi bulunan bir¢ok farkli madde vardir. Bu maddelerin
bir kismu besinlerle disaridan alinirken, bir bolimiinii viicut kendisi, serbest
radikallere karsi bir savunma sistemi olarak iiretir. Hiicreler, reaktif oksijen
tiirlerinin zararl etkilerine kars1 antioksidan savunma sistemleri ile korunurlar. Bu

savunma sistemleri enzimatik ve enzimatik olmayan olarak 2 grupta toplanabilir.*®

Enzimatik sistemler; Glukoz 6 fosfat dehidrogenaz (G6PD), siiperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, Kkatalaz,
methemoglobin rediiktaz, glutatyon S transferaz’dir.

Enzimatik olmayan sistemler; Glutatyon, E vitamini, C vitamini, rediikte
nikotinamid adenin diniikleotit-NADH, rediikte nikotinamid adenin diniikleotit

fosfat-NADPH’dur.

Glukoz 6 fosfat dehidrogenaz (G6PD): Pentoz-fosfat yolunun ilk
asamasini katalizler. Eksikliginde yetersiz NADPH ve yetersiz rediikte glutatyon

diizeyine neden olur. (Sekil-4)
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Siiperoksit dismutaz (SOD): Siiperoksit radikalini (O;), hidrojen
peroksit (H,O;) ve Oy’e¢ donistiiriir. Siliperoksit serbest radikali, oksijenin
potansiyel toksik etkisinden sorumludur. Siiperoksit dismutaz sitosol (Cu*? ve

Zn*?) ve mitokondriyonda (Mn*?) bulunur.
20, +2H" 3| H,0,+0;,

Glutatyon peroksidaz ve Glutatyon reduktaz: Glutatyon (GSH)
aerobik kosullarda metabolizma ile olusan toksik peroksitlerin uzaklagtirilmasi

olayinda gorevlidir.

2GSH + H,0, GSHrerdksidz 555G 4+ 2 H,0

GSH rediiktaz
GSSG + NADPH + H* * t' 2GSH + NADP*

GSH peroksidaz etkin bolgesinde 4 adet selenyum igerir. Hiicre zari
lipidlerini ve hemoglobini lipid peroksidasyonunun zararli etkilerinden korur.
GSH rediiktaz ise FAD igerir.

Katalaz: Her bir alt biriminde prostetik grup olarak Fe** bulunan
protoporfirin igeren bir enzimdir. Hiicre i¢inde en bol olarak peroksizomlarda

bulunur. 2 iglevi vardir:

1. Temel islevi, siiperoksit radikallerinin dismutasyonu ile ya da
dogrudan olusan H»O;’nin su ve oksijene par¢alanmasi.
2. Diger islevi, etanol, formik asit ve nitrit oksidasyonunu

katalizlemektir.
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Siiperoksit Dismiitaz
20, +2H" — 2 H,O,

Katalaz
2H0O, ——p 2HO +0,

GSH NADP*
(REDUKTE)
GSH peroksidaz (Se) GSH rediiktaz
G556
(OKSIDE) \]ADP + H'

PENTOZ FOE:I—A'T' YOLU
(GLUKOZ 6- FOSFAT DEHIDROGENAZ)

Sekil-4: Hiicre i¢inde gerceklesen antioksidan mekanizmasi

Antioksidan savunma sistemleri, serbest oksijen radikallerine karsi 3

yolla etkilerini gosterirler: 62

1- Radikal tepkimelerinin sona erdirilmesi: Bu antioksidanlar gesitli
radikalleri ortadan kaldirarak zincir reaksiyonlarinin ilerlemesine engel olurlar.

Bunlar; A, C, E vitaminleri, iirik asit, bilirubin, ubikinon, selenyum vb.

2- Radikal  olusumunun  smiflandirilmasi: Serbest  radikal
onciilerininin aktivasyonunu engelleyerek radikal iiretimini onler. Metal iyonlarini
baglayan hiicre dis1 antioksidanlardir. Bunlar; transferin, albiimin, seruloplazmin,

haptoglobin, hemopeksin vb.

3-  Olusan radikallerin detoksifikasyonu: Memeli hiicrelerinde radikal
detoksifikasyonunda SAD, katalaz, GSH peroksidaz gorev alir. Glutatyon’lu
sistemin tamamlanmasi i¢in GSH rediiktaz ve Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz da

devreye girer.
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GSH Metabolizmasi ve Antioksidan Rolii

Glutatyon (GSH), biyolojik olarak iki 6nemli bilesen olan tiyol grubunu
ve y-glutamin bagini yapisinda bulundurur. Glutatyon, yapisindaki sistein’in tiyol
grubu igermesinden ve artan yogunlugundan dolayr (0.1-10 mM) o6nemli bir
antioksidandir. Hiicre icinde glutatyon’un %99’dan fazlasi indirgenmis sekilde
bulunur.®® Bu formda tutulabilmesi pentoz fosfat metabolik yoluna baglidir. Bu
yolda iretilen NADPH, glutatyon disiilfid rediiktaz (GR)’mn katalize ettigi
tepkimede koenzim olarak gorev alir.®® Onemli bir indirgeyici olan GSH, hiicre igi
proteinlerin, sistein, dihidrolipoat, koenzim A gibi molekiillerin tiyol gruplarinin
ve askorbat, a-tokoferol gibi antioksidan molekiillerinin korunmasinda etkindir.
Ayrica DNA’nin deoksiriboniiklozid Onciillerinin olusmasi i¢in riboniikleotidlerin
indirgenmesinde kullanilir. GSH hiicrelerin oksidatif hasara, toksik bilesiklere,
radyasyona karst korunmasinda, bazi ilaglarin inaktivasyonunda, &strojen,
prostaglandin ve 16kotrienler gibi bazi endojen bilesiklerin metabolik islemlerinde

gorev alir.®

Glutatyon’un (GSH) hiicre, doku ve organ sistemlerinin biitiinligiiniin
yapisal ve islevsel olarak korunmasinda antioksidan bir molekiil olarak 6nemi
biiyliktiir. Asirt oksidatif stres ya da antioksidan potansiyelinin yetersizliginde
gozlenen oksidatif hasar sonucu, GSH diizeyi azalmakta ve serbest radikal
harabiyetine bagli olarak, patolojik durumlar olusmaktadir. GSH, kanser,
yaslanma, ateroskleroz, norodejeneratif hastaliklar gibi bir¢ok hastaligin

patofizyolojisinde yer almasi nedeniyle 6nem tagimaktadir.®*

Antioksidanlarin biyolojik sistem iginde ¢esitli gorevleri vardir. Reaktif
oksijen tiirlerinin neden oldugu oksidatif hasara kars1 savunma ve hiicre i¢i dnemli
sinyal yollarina katilma bu gorevlerden birkagidir. Reaktif oksijen tiirleri yiiksek
tepkime yetisine sahiptir ve lipid peroksidasyonu gibi kimyasal zincir

tepkimelerle hiicrelerin hasarina, apoptozis ile dliimiine ya da DNA’nin yapisini
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bozarak hiicrenin kanser hiicresine doniismesine neden olurlar. Bu nedenle tiim

hiicreler bu hasarlardan korunmak ya da azaltmak i¢in antioksidan icerirler.®®

Giliniimiizde ¢ok sayida antioksidan bilinmektedir. Bunlar kimyasal

ozelliklerine gore ¢esitli gruplar altinda toplanmuslardir.®

1- Vitaminler: A vitamini (retinol), B vitaminleri, C vitamini (askorbik
asit), E vitamini (a-tokoferol)

2- Vitamin kofaktor ve mineraller: Ko enzim Q10, Manganez
3- Hormonlar: Melatonin

4- Karotenoid terpenoidler: Likopen, Lutein, Alfa karoten, Beta karoten,
Zeaksantin, Astaksantin, Kantaksantin

5- Bioflavonoidler: Resveratrol, Pterostilben, Kampferol, Myrisetin,
Luteolin, Apigenin, Tangeritin, Hesperetin, Naringenin, Katesin, Gallokatesin,
Tiflavin, Genistein, Daidzein, Siyanidin, Malvidin, Pelargonidin, Peonidin.

6- Fenolik asitler ve esterleri: Ellacik asit, Gallik asit, Salisilik asit,

Rosmarinik asit, Sinnamik asit, Klorogenik asit, Gallotannin, Ellagitannin.

7- Flavonoid olmayan fenolikler: Kurkumin, Ksantone, Silimarin,

Antoksantin

8-Diger organik antioksidanlar: Sitrik asit, Lignan, Oksalik asit, Fitik

asit, Bilirubin, Urik asit, Alfa-Lipoik asit, N-asetil sistein.
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Askorbik Asit (C vitamini)

Askorbik asit bir monosakkarit tiirevi olup yapica glikoz’a ve diger alt1
karbonlu monosakkaritlere benzeyen bir antioksidandir. Renksiz, beyaz,
dikdortgen bigimli, suda eriyebilen kristallerden olusur. Askorbik asit, insanlar,
yarasalar ve bazi tir domuzlarda sentezlenmedigi icin disaridan alinmak

zorundadhr.

Askorbik asit ile ilgili ilk bilimsel ¢alismalar 1907'de Holst ve Frolich
tarafindan yapilmistir. Deneylerinde, birgok besin maddesinin ve 6zellikle yesil
sebze ve meyvelerin skorbiit hastaligin1 énleyici etkileri oldugunu bulmuslardir.®’
C. Funk 1912'de skorbiit hastaliginin besinlerde bulunan bir faktoriin eksikligi
sonucu olustugunu savunmus ve bu maddeye ‘antiskorbutik vitamin’ adini
vermistir.®® 1918°de  Zilva ve arkadaslari limondan antiskorbutik etkenin
yogunlastirilmasi iizerinde g¢alismiglar ve saf askorbik asit bazi fiziksel ve
kimyasal ozellikleri belirlenerek izole edilmistir.”* Daha sonra Drummond
1920'de antiskorbutik vitamin i¢in ‘Vitamin C* adini kullanmustir.”® Bundan sonra
bircok bagimsiz arastirmaci vitaminin kimligini belirlemek i¢in ¢alismislar ve
glikoz’dan sentezini gerceklestirmiglerdir. 1932 yilinda da ‘Askorbik asit’ ismi

verilmistir.

Askorbik asit oksidasyonda rol oynayan son derece Onemli
antioksidandir. Hidroksil radikal gibi bircok reaktif oksijen tiirleri eslesmemis
elektron igerirler ve bu nedenle kuvvetli reaktiftirler. Insan, hayvan ve bitkilerin
niikleik asit, protein ve yaglariyla tepkimeye girerek molekiiler diizeyde hasar
verirler. Reaktif oksijen tiirleri askorbik asit’ten bir elektron alarak (oksidize
etmek) monodehidroaskorbat’a ardindan dehidroaskorbat ve suya indirgerler.
Boylece indirgenen askorbat sabit bir sekil alir ve hiicresel hasar1 engellemis

olur.

Besinlerdeki askorbik asit viicuda alindiktan birka¢ saat sonra ince

bagirsaktan emilir ve kana gecer. 100 mg ve daha az vitamin alindiginda
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bunun %80-90'm1n emildigi belirtilmistir. Bu sirada kandaki diizeyi kisa siire i¢in
yiikselir. Kan dolasimi ile dokulara taginir ve fazlasi bobreklerden idrarla disar
atilir. Gereginden fazla alinan askorbik asit’in bir bolimii de monosakkaritlerde

oldugu gibi karbondioksit ve suya okside olur.™

Askorbik asit ¢ok sayida hidroksilasyon tepkimelerinde rol alir ve
viicutta birgok kimyasal tepkimenin normal olarak yiiriitiilmesi i¢in gereklidir.”*

Bunlar;

1- Kollajen sentezinde prolil ve lizil kalintilarinin hidroksilasyonu,

2-  Tirozin yikimi (normal aminoasit metabolizmasi)

3-  Tirozinden epinefrin sentezi (adrenal hormon sentezi)

4-  Safra asidi sentezi

5- Bagirsaklardan demir emilimi. Normal ferritin‘hemosiderin
oranlarinin korunmasini saglayarak, demirin depolanma ve dagilimini diizenler.

6- Antioksidan olarak ¢esitli tepkimelerde (1okosit islevleri, pek ¢ok
ilag metabolizmasi) kullanilir. Molekiiler oksijen, nitrat, sitokrom a ve ¢ i¢in

indirgeyici ajandir.

Askorbik asit’in en 6nemli gorevlerinin basinda kollajen sentezinde yer
almasi gelir. Bu ozelligi ile kan damarlarinin yapisin1 kuvvetlendirmektedir.
Vitamin yetersizliginde kan damarlar1 zayiflamakta ve ufak darbelerle kanamalar
goriilebilmektedir. Askorbik asit’in viicutta normal miktarda bulunmasi gebelik,
zehirlenme, toksinler, enfeksiyonlar, soguk, yaralanma gibi streslere karsi
konulmasi i¢in Snemlidir. "

Askorbik asit steroid hormonlarinin sentezinde de gorev almaktadir.
Askorbik asit yetersizliginde, bobrek {istii bezi %270 oraninda biiyiime

gostermektedir.”""
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Askorbik asit diger bazi besin maddelerinin viicutta kullanilmasi igin de
yardimcidir. Demir, kalsiyum, B vitaminlerinden tiamin, riboflavin, folik asit,
pantotenik asit, A ve E vitaminlerinin viicutta daha elverisli olarak
kullanilabilmeleri igin askorbik asit’in gerekli oldugu kamitlanmistir.”* Ayrica
bagirsak florasinin olumlu yonde degismesini ve dolayisi ile daha ¢ok B vitamini
sentezlenmesini saglar. Bunun yaninda asir1 askorbik asit alimimin bagirsaklarda
asiditeyi arttirarak Bj, vitamininin emilimini azalttigi da bildirilmistir.n’72

Dogada en ¢ok askorbik asit iceren besinler: Kusburnu (450mg/100gr),
maydanoz  (180mg/100gr), asma yapragi (120mg/100gr), yesil Dbiber
(100mg/100gr), karalahana (94mg/100gr), kivi (90mg/100gr), ¢ilek (70mg/100gr),
1spanak (50mg/100gr), portakal (50mg/100gr), limon (50mg/100gr), greyfurt
(43mg/100gr), mandalina (30mg/100gr), seftali (28mg/100gr), domates
(23mg/100gr), bogiirtlen (20mg/100gr), taze fasulyedir (20mg/100gr).

Askorbik asit bazi toksik ajanlarin etkisini azaltmaktadir. Ornegin

viicuda alinan nitritlerin kanser yapici nitrozom’a déniisiimiinii 6nlemektedir. "*

Askorbik asit’in disi iireme sistemi {izerine son derece onemli etkileri
oldugu bilinmektedir. Ovaryum’lar ve diger endokrin dokular yiiksek miktarda
askorbik asit biriktirirler. Ovaryum’larda askorbik asit’in luteal hiicreler,
graniiloza ve teka hiicrelerinde bulundugu ve dollenme ile iliskili oldugu
bilinmektedir.'® Askorbik asit, ineklerde infertilite tedavisinde kullamilmustr.
Kadinlarda ovulasyonun tetiklenmesinde etkili olan klomifen’in etkisini arttirdig:
bilinmektedir.’® Ancak askorbik asit’in yiiksek dozu insanlarda ve siganlarda
spontan diisiiklere yol agmaktadir.’® Askorbik asit eksikligi ise disilerde ovaryum
atrofisine, follikiiler atreziyi arttirdigi icin de infertiliteye neden olur.! Yapilan
hiicre kiltiirii ¢alismalarinda  kiltiire eklenen askorbik asit ve diger
antioksidanlarin, sican ovaryum follikiillerinde apoptozisi baskiladiklar

gosterilmistir. **
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Alfa Tokoferol (E Vitamini)

a-Tokoferol, serbest radikalleri tutarak doymamis yag asitlerinin
oksidasyonunu &nleyen organik bir bilesendir. Ozellikle hiicre zarlari ve
lipoproteinlerde o6nemli islevler goren bir antioksidandir. Yagda ¢dziinen
vitaminler i¢inde en az toksik olandir ve iireme sistemine olan olumlu etkisi
nedeniyle antisterilite vitamini de denir. E vitamini 1922'de, beslenme ile
doéllenme arasindaki iliskiyi arastiran Evans ve Bishop tarafindan bulunmustur.*
1936’da vitamin aktivitesi si¢anlarda {ireme fonksiyonlarini arttirdigl igin
Yunanca ‘Tokoferol’, yani ‘gebelige tasiyan’ olarak adlandirilmigtir. Sonralari, E
vitamini aktivitesi gosteren 4 tokoferol (a, B, v, 6) ve 4 tokotrienol’den (o, B, v, 9)

olusan 8 bilesik bulunmustur.**

a-Tokoferol’iin ¢ok sayida biyolojik etkisi vardir. Sinyal iletiminde
onemli bir izoenzim olan Protein Kinaz C'nin (PKC) baskilanmasinda olduk¢a
etkilidir. Pihtilagma sirasinda trombosit yapismasini artirir, hiicre disi sivilarin
dengesini  denetler ve 3-hidroksi-3-metilglutaril-koenzim A (HMG-CoA)
rediiktaz’in transkripsiyon sonrasi baskilanmasini saglayarak kolesterol sentezinin
azaltilmasinda 6nemli bir rol oynar. Ayrica hiicreleri oksidatif hasardan korur,
bagisiklik sistemini giiclendirir. a-Tokoferol atardamar hastaliklarinin ve kanserin
onlenmesi igin gerekli bir antioksidandir. Sinir sisteminin, kaslarin, hipofiz ve
bobrek istii bezi gibi endokrin bezlerin ve iireme organlarinin islevleri igin
onemlidir. Ayrica niikleik asit metabolizmasi, askorbik asit sentezi, ve kiikiirtli
aminoasit metabolizmasinda rol oynar. Mitokondriyonlardaki lipidin oksidatif
parcalanmasini onler, Keratin fosfat, adenozin trifosfat gibi yiiksek enerjili fosfat

bilesiklerinin de fosforilasyon islevini diizenler.”
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Radikal stresin baslangicinda olusan primer radikal, lipid radikallerin
olusumuna yol agmaktadir. Daha sonra olusan lipid peroksil radikali, a-tokoferol
radikalinin olusumuna neden olmaktadir. Askorbik asit (vitamin C) ve a-tokoferol
(vitamin E) hiicre zarmi oksidatif hasara karsi koruyabilen 6nemli
antioksidanlardir. Askorbik asit, tokoferoksil radikalini indirgeyerek tokoferol’iin
radikal temizleme yetisini diizenlerken, askorbik asit’in yiikseltgenme-indirgenme

durumu hiicre i¢i GSH tarafindan denetlenilmektedir.”®™

Dolayistyla, E vitamini
islevinin siiriidiiriillmesi ve rejenerasyonu igin askorbik asit ve GSH’a gereksinim

duyulmaktadir.”

Dogada en ¢ok a-tokoferol igeren besinler; Bugday (215,4mg/100gr),
aycicek yagt (55,8mg/100gr), findik (26,0mg/100gr), ceviz (20mg/100gr),
zeytinyagi (12,0 mg/100gr), yumurta (10,7mg/100gr), margarin (10,2mg/100gr),
yerfistigi ve fasulye (9,0mg/100gr), misir (2,0mg/100gr), koyun ve sigir eti
(1,7mg/100gr), tavuk eti (1,6mg/100gr), yulaf (1,5mg/100gr), kestane
(1,2mg/100gr), Hindistan cevizi (1,0mg/100gr), domates (0,9mg/100gr) ve
havugtur (0,6mg/100gr).

E vitamini viicutta serbest radikallerin etkisiyle olusan hasarlara karsi
koyarak, kanser gibi kronik hastaliklarin gelisimini engeller. Ayrica immiin
sistemi giiclendirerek de kansere karsi savasir. Glinlimiizde yapilan g¢alismalar
kanser oran1 ve E vitamini arasindaki iliskiyi arastirmaktadir. Baz1 kanitlar fazla
miktarda alinan E vitamini ve selenyum’un prostat ve meme kanserini azalttigini

géistermektedir.76

E vitamini’nin disi lireme sistemi iizerine son derece olumlu etkisi
vardir. E vitamini’nin olmadigi bir beslenme diyeti uygulanan disi farelerde,
iireme bozuklugu gozlenmisti.®* E  vitamini ovaryum’da toksinlerin
uzaklastirilmasinda  ve  reaktif  oksijen  Dbilesiklerine  karst  koruma
mekanizmalarinda yardimer olmaktadir.”® Ayrica toksik ajanlarm etkisiyle

graniiloza hiicrelerinde olusabilecek apoptozisi baskilamaktadir. *®
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Selenyum

Dogada inorganik ve organik olarak iki sekilde bulunur. Daha yaygin
bulunan inorganik sekli genelde sodyum selenit halindedir ve oldukga zararl etki

yapabilir. Diger organik sekli, selenometiyonin halindedir ve daha az zararlidir.*’

Selenyum’un organik sekli Glutatyon peroksidaz enziminin yapisina
girer. Antioksidan olarak, C ve E vitaminleri ile yakin iliskidedir. Selenyum’un
hiicre zarlarin1 ve hiicrelerin bir arada tutulmasini saglayan antioksidan sistemi,
hiicreyi lipid peroksidasyon etkisinin zararlarindan korur.

Selenyum 1817 yilinda Berzelius tarafindan bulunmustur. Yaklasik 200
yil sonra selenyum insan sagligi i¢in 6nemli ve gerekli element haline gelmistir.
Selenyum’un bilinen ozellikleri arasinda, antioksidan aktivitesi, terapotik etkisi,
antiinflamatuar ve antiviral ozellikleri bulunmaktadir.'” Diger metal elementler
ayricali olarak proteinlerle iliski kurarak kofaktdr formu alirlarken, selenyum
polipeptid zincirleriyle birleserek bir aminoasit olan selenosistein’i olusturur.
Selenoproteinler yasamin tiim canli zincirinde bulunurlar. Yaklasik 30
selenoprotein tiirii tanimlanmistir.  Selenyum tiim memeliler i¢in gerekli ve

besleyici degeri yiiksek maddedir.

Selenyum proteinlerle birlestiginde selenosistein  (Se-Cys) ve
selenometiyonin (Se-Met) formunu alir. Bunlar glutatyon peroksidaz, tioredoksin
reduktaz, selenoprotein P gibi selenoproteinlerin sentezinde kullamlir.”’ Selenyum
tedavilerinin ¢esitli kanser tiplerinin gelismesini engelledigi bilinmektedir. Fazla
miktarda alinmasi ise sitotoksik ya da karsinojeniktir. Selenoproteinlerle
birlestiginde, selenyum dokular1 ve hiicre zarlarin1 oksidatif stresten korur ve
hiicre redoks konumunu denetler.”” Ozellikle kan hiicrelerinin kromozomlarinin
zarar gOrmesini Onler. Hiicrelerde ve dokularda yaslanma olarak adlandirilan

slireci yavaslatici etkisi vardir.

Erkeklerde spermiyumlarin gelisiminde ve canliliklarini siirdiirmelerinde

olumlu etkiye sahiptir. Selenyum’un protein sentezi, biiylime, beyin gelisimi ve
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tiroid fonksiyonlar1 (iyodun dolagimdan alindiktan sonra oksidasyonu, T,’iin T3’e

cevrilmesi) tlizerine etkileri vardir.”®"

Ayrica selenyum’un Kanser olugsmasini engelleyici etkisi bulunmaktadir.
Bu etkisini nasil gosterdigi bilimsel olarak kanitlanamamistir. Agir metaller ve
diger zararli maddelerden viicudu korur. Sigara, alkol, okside yaglar, civa,

kadmiyum gibi insanlara zararli maddelerin etkilerini azaltir. 208

Cesitli fizyolojik
olaylarin yiirtitiillmesi i¢in gerekli, eksikliginde de kardiovaskiiler, noral ve immiin

hastaliklar goriilebilen bir elementtir.

Selenyum’un glutatyon-peroksidaz (GSHpx), fosfolipid-hidropreoksid-
glutatyon-peroksidaz  (PH-GSHpx), iodotironin 59-deiodinase (59-DI) ve
selenoprotein-P bilesenleri olarak bir¢ok biyokimyasal iglevleri vardir (14).
GSHpx hiicre i¢i ve hiicre dis1 hidroperoksit yogunlugunu diizenler. PH-GSHpx
yag asidi hidroperoksitlerini fosfolipidlere indirger. Plazmadaki Selenoprotein-P

serbest radikal yok edicilerindendir.®?

Pek cok arastirict selenyum ve doéllenme arasindaki iliskiyi galismis ve
tireme bozukluklarinin sadece hormonal bozuklukla ilgili olmayabilecegi, besinsel
eksiklilerin de iireme bozukluguna neden olabilecegini gé’)stermi§lerdir.18
Selenyum eksikligi olan ineklerde ovaryal kistlerin ve plasental kayiplarin orani
artig g(isterrnistir.19 Ayrica koyunlarda selenyum’un infertiliteyi azalttig
bildirilmistir.”° Nedeni aciklanamayan infertil kadinlarda follikiiler sivida belirgin
selenyum azalmasi goriilmiis ve bazi disiiklerin selenyum eksikligine bagl

oldugu gosterilmistir.”*

Selenyum’un etkili oldugu hedef organ tam olarak bilinmemesine karsin,
selenyum eksikliginin lireme fonksiyonlarinda azalmaya neden oldugu
bilinmektedir. Ayrica yapilan c¢alismalarda selenyum’un erken evredeki
follikiillerin graniiloza hiicrelerinin ¢ogalmasini arttirdigi ve aym hiicrelerde
gonadotropinlerin uyarici etkisini arttirdigi gosterilmistir. Ayrica selenyum,

follikiillerden E2 salinimini arttirmaktadir 2%,
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I1l. GEREC VE YONTEM

1. Deney Hayvanlar: ve Gruplandirma

Bu c¢alismada Hacettepe Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme
ve Deneysel Arastirma Merkezi’nden saglanan Wistar Albino cinsi, 30 adet, 100-

130 gr agirhiginda, geng disi si¢anlar kullanildi.

Denekler Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlari Yetistirme ve
Deneysel Arastirma Merkezi'nde 1s1 21-23°C ve 1sik/zaman ayar1 14/10 saat

olarak bakima alindu.

Calismada kullanilan sicanlar asagida belirtilen 5 gruba ayrildi:

1. Grup (Kontrol grubu) (n:6) : 20 giin siiresince 1.,2.,7.,14. ve 20.
giinlerde tek doz intraperitoneal (I.P) 75 ng/kg fosfat tamponlu salin (PBS)
uygulandi.

2. Grup (Siklofosfamid grubu) (n:6): 20 giin siiresince 1.,2.,7.,14. ve 20.
giinlerde tek doz intraperitoneal (1.P) 75 ng/kg Siklofosfamid uygulandi.

3. Grup (Siklofosfamid + askorbik asit grubu) (n:6): 20 giin siiresince her
giin oral olarak 200 ug/kg askorbik asit ve 1.,2.,7.,14. ve 20. giinlerde tek doz
intraperitoneal (I.P) 75 pg/kg Siklofosfamid uygulandi.

4. Grup (Siklofosfamid + a-tokoferol grubu) (n:6): 20 giin siiresince her
giin oral olarak 150 pg/kg a-tokoferol ve 1.,2.,7.,14. ve 20. giinlerde tek doz
intraperitoneal (I.P) 75 pg/kg Siklofosfamid uygulandi.

5. Grup (Siklofosfamid + selenyum grubu) (n:6): 20 giin siiresince her giin
oral olarak 40 pg/kg selenyum ve 1.2.7.14. ve 20. giinlerde tek doz
intraperitoneal (1.P) 75 ng/kg Siklofosfamid uygulandi.
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20. giiniin sonunda si¢anlar intraperitoneal ketamin (44mg/kg) ve ksilazin
enjeksiyonu ile uyutularak Otenazi gergeklestirildi. Otenazi sonrasi deneklerin
abdominal boélgeleri agilarak ovaryumlar1 ¢ikarildi. Alinan doku ornekleri 1s1k
mikroskobik inceleme i¢in %10’luk notral formalin ve elektron mikroskobik
inceleme icin pH 7.4’de 1/15 M fosfat tamponlu %2,5’lik gluteraldehid tespit
sollisyonu i¢ine konuldular. Isik mikroskobik inceleme icin 1 cm® biiyiikliigiinde
kesilen doku ornekleri %10’luk notral formalinde 72 saat tespit edildiler. Daha

sonra alisilagelmis izleme yontemlerden gecirilerek parafine gomiildiiler.
2. iImmiinohistokimyasal Yontem

Calismada ovaryumlardaki graniiloza hiicrelerinde yasam sinyallerini
belirleyebilmek i¢in Santa Cruz GDF-9-goat poliklonal primer antikor (Cat= sc-
7407, Lot= E2206), ile Normal Esek Serumu (Cat= sc-2044, Lot= C1907) ile
FITC (Cat= sc2024, Lot= J1107) ve Santa Cruz TGF-B-tavsan poliklonal primer
antikor (Cat = sc-146, Lot = A1306), ile Ultra Vision Detection System Zymed
Polivalent sekonder antikor (Cat= 85-9043, Lot=1396691) ile HRP/AEC (Cat=
00-2007, Lot= 319293A) ve Labvision PCNA(PC10)-fare monoklonal primer
antikor (Cat= RB-9263-PO, Lot= 106P602A), ile Ultra Vision Detection System
Anti-Polyvalent HRP (Cat= TP-125-HL, Lot= PBN70509) ile HRP/AEC (Cat=
TA-007-HAC, Lot= 007HAC13565) kullanildu.

Ovaryumlardaki graniiloza hiicrelerinde apoptozisi belirleyebilmek icin
Lab Vision APAF-tavsan poliklonal primer antikor (Cat = RB-9263-P, Lot=
9063P610F) ile Ultra Vision Detection System Anti-Polyvalent HRP (Cat= TP-
125-HL, Lot= PBN70509) ile HRP/AEC (Cat= TA-007-HAC, Lot=
007HAC13565) ve Labvision Kaspaz-3-rabbit primer antikor (Cat = RB-1197-P,
Lot= 1197P708A), ile Ultra Vision Detection System Anti-Polyvalent HRP (Cat=
TP-125-HL, Lot= PBN70509) ile HRP/AEC (Cat= TA-007-HAC, Lot=
007HAC13565) kullanildi. Graniiloza hiicrelerinde DNA parcalanmasini
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belirleyebilmek i¢in Apoptag kit (TUNEL Apoptag Plus Peroxidase In Situ) (Cat=
S7101, Lot= VP135269) kullanilda.

Kesitler 37° C’deki etiivde bir gece tutuldular daha sonra
deparafinizasyonu kolaylastirmak igin etiiv 1s1s1 57° C’ye ¢ikarilarak bu 1sida 1

saat bekletildiler.

Camlar deparafinizasyonu tamamlamak eregiyle 2 kez 15’er dakika
ksilol’e etkin birakildi. Daha sonra 10’ar dakika sirastyla %100, %96 ve % 80’lik

alkol serilerinden gecirildiler.

Dehidrate edilen dokular alkolden arindirilmak eregiyle iki kez 5’er dakika
distile sudan gegirildikten sonra, doku icerisinde formaldehit’in kapattigi reseptor
bolgelerinin agiga cikarilmasini saglamak amaciyla 1M sitrat tamponu pH 6.0
(cat= AP-9003-500, Lab Vision, Fremont, USA) ile mikrodalga firinda retriver
islemi gergeklestirildi. TGF-B; primer antikoru immiin boyamasinda retriver

asamasi gerekmediginden bu asama uygulanmadi.

Daha sonra, 15 dakika %3’liikk hidrojen peroksit (TA-015-HP, Lab Vision,
USA) ile etkin birakilan dokulardan endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi.
Islem sonrasinda PBS (phosphate buffer saline) (Lab Vision) (pH 7.4) ile camlar
yikandi.

Yikanan camlara 5 dakika UltraV block (TA-015-UB Lab Vision,
Fremont, CA, USA, 85-9043 Zymed, USA) uygulanarak 0zgiin olmayan
baglanmalarin engellenmesi saglandi. Bu islemden sonra dokular yikanmadan

primer antikor agsamasina geg¢ildi.
Bu amagla kesitler PCNA primer antikoru (monoklonal anti-mouse), (Lab

Vision, Fremont, USA), TGF-B1 primer antikoru (poliklonal anti-rabit) (Santa
Cruz, USA), APAF-1 primer antikoru (poliklonal anti-rabbit) (Lab Vision,
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Fremont, USA), Kaspaz-3 primer antikoru (poliklonal anti-rabbit) (Lab Vision,
Fremont, USA) ile 60 dakika oda 1s1sinda bekletildi.

Daha sonra PBS ile yikanan camlara 20 dakika biyotinli sekonder antikor
(TR-015-BN, Lab Vision, Fremont, USA), (85-9043, Zymed,USA) uygulanarak
primer antikora baglanmasi saglandi. PBS ile yikanan camlar 20 dakika
streptavidin peroksidaz enzim kompleksine (TS-015-HR, Lab Vision, Fremont,
USA) (85-9043, Zymed, USA) etkin birakildi, boylece dokularda enzimin

biyotin’e baglanmas1 saglandi.

Son olarak ortama kromojen AEC (3-amino-9-ethylcarbazole) (TA-015-
HAS, Lab Vision,USA), (Cat=00-2007, Lot=50481594, Zymed, USA) eklenerek
yaklasik 10 dakika bekletildi ve gozle goriilebilir immiin tepkimenin ortaya
¢ikmasi saglandi.

Zemin boyas1 olarak Mayer’in hematoksilen’s (OB24092, Merck)
kullanildi. Negatif boyama primer antikor asamasinda yapildi. Boyanan camlar

ultramount ile lamelle kapatilip, bilgisayar donanimli foto-is1k mikroskopta

(DCM 4000, Leica, Germany) degerlendirildi.
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3. Immiinofloresan Yontemi

Kesitler immiinohistokimya ydntemiyle esdes olarak 37° C’deki etiivde bir
gece tutuldu ve deparafinizasyonu kolaylastirmak igin etiiv 1sis1 57° C’ye
cikarilarak bu 1sida 1 saat bekletildi. Deparafinizasyonu tamamlamak eregiyle 2
kez 15’er dakika ksilol’e etkin birakildi. Daha sonra 10’ar dakika sirastyla %100,
%096 ve % 80’lik alkol serilerinden gegirildi.

Dokular alkolden arindirilmak eregiyle iki kez 5’er dakika distile sudan
gecirildikten sonra, 15 dakika %3’liik hidrojen peroksit (TA-015-HP, Lab Vision,
USA) ile etkin birakilan dokulardan endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi.
Islem sonrasinda PBS (pH 7.4) ile camlar yikandh.

Yikanan camlara 20 dakika Normal Esek Serumu (sc-2044 Zymed, USA)
uygulandi. Bu islemden sonra dokular PBS ile yikandi ve primer antikor

asamasina gecildi.

Kesitler GDF-9 primer antikoru (poliklonal anti-tavsan), (sc-7407 Zymed,
USA) ile 60 dakika oda 1sisinda bekletildi.

Daha sonra PBS ile yikanan camlara 45 dakika Esek anti-kec¢i IgG-FITC
sekonder antikoru (sc-2024, Zymed, USA) uygulandi. PBS ile yikanan camlar
ultramount ile lamelle kapatilip, bilgisayar donanimli floresan atagmanh

mikroskopta (DCM 4000, Leica, Germany) resimlendirilerek degerlendirildi.
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4. TUNEL Yontemi

DNA pargalanmasi ve apoptotik hiicre liimiiniin belirlenmesi i¢in in situ
apoptozis saptama kiti kullanildi. Kesitler 37° C’deki etiivde bir gece tutuldu daha
sonra deperafinizasyonu kolaylastirmak igin etiiv 1s1s1 57° C’ye ¢ikarilarak bu

1s1da 1 saat bekletildiler.

Camlar deparafinizasyonu tamamlamak eregiyle 2 kez 15°er dakika
ksilol’e etkin birakildi. Daha sonra 10’ar dakika sirastyla %100, %96 ve % 80’lik

alkol serilerinden geg¢irildi.

Kesitler alkolden arindirilmak eregiyle iki kez 5’er dakika distile sudan
gecirildikten sonra 10 dakika 20 pg/ml proteinaz K ile inkiibe edildi. PBS ile
yikama agamasindan sonra 15 dakika %3’liikk hidrojen peroksit (TA-015-HP, Lab
Vision, USA) ile etkin birakilan dokularda endojen peroksidaz aktivitesi bloke
edildi. PBS ile yikanan kesitler 10-15 dakika dengeli tamponda ve 60 dakika 37°
C nemli ortamda TdT enziminde (77 uL Reaksiyon Buffer + 33 uL. TdT Enzim,
lul TdT enzim) inkiibe edildi. Ardindan oda sicakliginda 6nceden 1sitilmis
durdurma/yikama tamponunda 10 dakika bekletildi ve Anti-Digoxigenin’de 45
dakika inkiibe edildi. Her asamada PBS ile dikkatle yikama yapildi. Yikamanin
ardindan TUNEL pozitif hiicreleri belirleyebilmek i¢cin DAB ile boyama yapildi.
Zemin boyamasi i¢in 5 dk siireyle Metil yesili uygulandi.

Boyanan camlar artan alkol serilerinden gegirilerek dehidrate edildikten
sonra 20 dk seffaflastirma amaci ile ksilolde bekletildiler. Ardindan entellan ve
lamelle kapatilip, bilgisayar donanimli foto-1s1k mikroskopta (DCM 4000, Leica,
Germany) degerlendirildi.
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5. Elektron Mikroskobik Yontem

Tespit:

Sorenson’ un fosfat soliisyonu:

Sol. A: Potasyum fosfat monobazik (KH2POy).....covivvininnnnn. 0.098gr
Distile SU. ..o 100ml

Sol. B: Sodyum fosfat dibazik (Na2HPO 4.2H,0).................. 1.188gr
DISHIE SU. .ttt 100ml

18.2ml Sol. A + 81.8ml Sol. B = 100ml (pH: 7.4)

Gluteraldehit tespit soliisyonunun hazirlanmasi:

9.2cc Sorenson fosfat tamponu + 0.8cc Gluteraldehit = 10cc
Dokular, bu soliisyona 30 dakika etkin birakilip sertlesmeleri saglandiktan
sonra, 1mm kiipliik parcalara boliiniip ve 1 saat daha gluteraldehit soliisyonunda

bekletilerek ilk tespitleri saglandi.

Osmiyum Tetroksit tespiti:
Osmiyum tetroksit ( OsO4).......oovvvviviiiiiiiniinannn.. 0.1gr

DiStile SU...ueiei e Sce
1 kisim Sorenson fosfat tamponu + 1 kisim osmiyum tetroksit
Dokular bu sekilde hazirlanmis %1°lik osmiyum tetroksit soliisyonuna 1

saat etkin birakildilar. Boylece tespit ve boyanmalar1 saglanmis oldu.

Dehidrasyon ve blok olusturulmasi:

Dokular osmiyumla tespitten sonra, fazla suyun uzaklastirilmasi i¢in, artan

derecelerdeki etil alkol serilerinden gegirildiler.

%350lik alkol...........coooill 10 dakika

%60’ lik alkol.............ooc 10 dakika

%70’ lik alkol..............ooiii 10 dakika

Uranil asetat...............coevvviiinnann... 30 dakika (Igr wuranil asetat +

50ml %80’lik alkol, karisim hazirlandiktan sonra siiziilerek 10 dakika bekletildi)
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%80’lik alkol.............oooviiiiinnia. 2 kez yikandi ve 10 dakika bekletildi

%90’lik alkol................ol 10 dakika

%96’lik alkol..................l 10 dakika

%100°lik alkol..................coo.e. 15 dakika

Propilen oksit...........cooeiiiiiiiiiiin 30 dakika

Propilen oksit + gdmme materyali........ 30 dakika (gdmme materyalinin

doku i¢ine gecisi saglandi)

Daha sonra dokular;
Araldit CY 212, 10cc
DDSA. ..o, 10cc iginde 1 gece 40°C de

bekletildiler. Bir giin sonra,

GOmme materyali:

Araldit CY 212, o 10cc
DDSA. . 10cc
BDMA . . 0.4cc
Dibiitil fitalat.................oo lcc

Bu karisima alinan dokular 2 saat rotatorda oda 1sisinda, 2 saat 40°C’de
etlivde bekletildiler. Son olarak dokular ayni karisim ile 00 numara jelatin kapsiile
gomiildiiler. Blok icindeki havanin ¢ikmasi i¢in 1 saat oda 1sisinda bekletilen
kapsiiller, polimerizasyon i¢in 24 saat 45 derecede, 48 saat 60 derecede etiivde
bekletildi. Siire sonunda etiiv kapatilarak dokular etiiv i¢cinde soguyuncaya degin

birakildilar.

Hazirlanan bloklarda LKB Leica ultramikrotom ile kalin kesitler alind1 ve
toluidin mavisi ile boyandi. Bilgisayar donanimli fotoigik mikroskobu (DCM
4000,Leica, Germany) ile incelenen kalin kesitler resimlendirildi ve uygun
bolgeler isaretlenerek formvar kapl bakir gridler iizerine 200 A’luk ince kesitleri
alindi. Kontrast saglamak i¢in alinan kesitler, uranil asetat ve kursun sitrat ile
boyanarak Carl Zeiss EM 900 elektron mikroskopta degerlendirilerek

resimlendirildiler.
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6. istatistiksel Yontem

Tim kontrol ve deney gruplarina ait ovaryum kesitlerinde PCNA, TGF-
B1, APAF-1 ve kaspaz-3 primer antikorlari ile yapilan immiinohistokimyasal
boyamalarda her bir camda X400 biyiiltmede rasgele bes alan segilerek
tutulumlarin yogunluguna ve tutulum miktar yiizdesine gore H skoru hesaplandi.
Tutulum yogunlugu semi kantitatif olarak 0 (0, tutulum yok), 1 (+, zayif
immiinreaktivite), 2 (+ + , orta diizeyde immiinreaktivite), 3 (+ + +, kuvvetli
diizeyde immiinreaktivite) olarak skorlandirildi. Tutulum miktar yiizdesi
immiinreaktivitenin bulundugu hiicre/yapilarin toplam hiicre/yapilara oranlanmasi
ile; 1 (%0 — 10 arasi, fokal), 2 (%11 — 50 arasi, bolgesel) ve 3 (%51-100 arasi,
diffiiz) olarak skorlandi. Her bir alan i¢in bulunan yogunluk ve miktar skorlar1 X
Pi.(i+1) (Pi= tutulum miktar yiizdesi, i= tutulum yogunlugu) formiilii ile

hesaplandi. Sonuglar toplanarak o cam i¢in tek bir degere ulasildi.

Immiinofloresan yontemi ile GDF-9 antikoru kullanilarak boyanan
dokularda ise, her kesitten rasgele secilen 5 ayr1 alanda tutulum gozlenen oositler

sayildi. Boyanan oosit say1s1 gruplara gore oranlanarak yiizdesi alindu.

TUNEL boyamalarda her kesitten gelisiglizel secilen 5 ayr1 alanda
yaklasik olarak 100 hiicre sayildi. Kahverengi boyanan apoptotik hiicreler
‘TUNEL Pozitif Hiicre’ olarak tanimlandi ve her 100 hiicreden boyanan hiicreler

oranlanarak yiizdesi alind1.

Her boyama yonteminde ayr1 olarak gruplar arasindaki karsilastirma igin
Kruskall Wallis — testi kullanildi. Ikili grup karsilastirmalarinda ise Mann
Whitney U testi kullanildi. Sicanlarin kemoterapi oncesi ve sonrasi agirlik
dagilimina One Sample Kolmogrov Smirnov testi ile bakildi. Gruplar arasindaki
karsilagtirmalarda ANOVA testi kullanildi. Yine ikili grup karsilagtirmalarinda ise
Mann Whitney U testi kullanildi. Istatistiksel analiz SPSS Version 13.0 istatistik
paket programu ile yapildi. Anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak dikkate alindi.
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IVV. BULGULAR

Immiinohistokimyasal Bulgular

Kontrol grubuna ait TGF-p; immiinohistokimya boyamasinda primordiyal
ve tek sirali primer follikiilden baslayarak ¢ok sirali ve antrum olusmaya baglamis
sekonder follikiillerde tutulum oosit sitoplazmasinda ve c¢ekirdeginde yogun
olarak izlendi. Graniiloza hiicrelerinde ise g¢ekirdeklerinde yogun, sitoplazmada
orta dereceli reaktivite gézlendi (p<0,05) (Tablo 1, Grafik 1). Ovaryum epitelinde
yine olduk¢a yogun boyanma ilgiyi ¢ekiyordu. Teka katmanlarinda tutulum, teka
internada orta dereceliyken teka eksternada izlenmiyordu. Korpus luteumda
tutulum yine ¢ekirdek ve sitoplazma diizeyinde yogun-orta siddette gdzleniyordu.
(p<0,05) (Tablo 1, Grafik 1) (Resim la). Kumulus ooforus’un bi¢imlendigi ve
antrumun genisledigi Graaf follikiillerde graniiloza hiicre sitoplazmasinda tutulum
yogun iken, ¢ekirdeginde tutulum diger follikiillere gore azdi. Yine bu
follikiillerde oosit sitoplazmasi olduk¢a yogun boyanmisti (Resim 1b). Atretik
follikiillerin oosit sitoplazmalarinda ve antrum boslugu i¢ine dokiilen graniiloza
hiicrelerinde tutulum orta derecedeydi. (p<0,05) (Tablo 1, Grafik 1). Stromal

hiicrelerde ve damar endotellerinde de tutulum belirgindi (Resim 1c).

Kemoterapotik ajan Siklofosfamid uygulamasina ait ovaryum orneklerinin
TGF-B;1 immiinohistokimyasal boyamasinda, TGF-; etkinliginin kontrol grubuna
karsin anlamli derecede azaldig1 gozlendi (p<0,05) (Tablo 1, Grafik 1). Ovaryum
dokusunda tek sirali ve c¢ok sirali primer, erken ve ge¢ sekonder ve atretik
follikiillerde graniiloza hiicre tutulumlarmin kontrol grubuna karsin orta-zayif
dereceli oldugu (p<0,05) (Tablo 1, Grafik 1), teka interna tutulumunun ise
bunlardan biraz daha fazla oldugu dikkati cekti. Oosit sitoplazmasinda ise
tutulumun kontrol grubuna karsin daha minimal oldugu ancak ¢ekirdek
boyanmasinin yogun oldugu saptandi. Korpus luteumun bazi hiicrelerinde
boyanma yogun iken, bazilarinda hi¢ boyanma gozlenmedi. Yiizey epitelinde
boyanma kontrollere karst daha az diizeydeydi (Resim 2a,2b,2c). Atretik

follikiillerde ise oosit g¢evresindeki ve antrum bosluguna dokiilen graniiloza
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hiicrelerinde son derece az tutulum dikkati ¢ekti (Resim 2d). Bu tutulumun diger
gruplara karsin az olmasi istatistiksel olarak anlamli idi. (p<0,05) (Tablo 1, Grafik
1).

Siklofosfamid ve askorbik asit wuygulanan gruba ait TGF-f;
immiinohistokimya boyanmasinda, Siklofosfamid grubu ile karsilastirildiginda
boyanma 0Ozelliklerinin kontrol grubuna yakin degistigi dikkati ¢ekti (p<0,05)
(Tablo 1, Grafik 1). Tutulum tiim gelisim asamalarindaki follikiillerin graniiloza
hiicrelerinde, teka interna ve korpus luteum diizeyinde gozlemleniyordu.
Oositlerde ise sitoplazmik boyanmanin kontrollere karsin daha az ve ¢ekirdek zar
diizeyinde oldugu ve cekirdekte boyanmanin yogun oldugu izlendi (Resim
3a,3b,3c). Atretik follikiillerin graniiloza hiicrelerinde TGF-B; tutulumu kontrol
grubu ile aynmi idi. (p=0,05) (Tablo 1, Grafik 1). Liimende bulunan dejenere

hiicrelerde orta derecede boyanma dikkati ¢ekiyordu (Resim 3d).

Siklofosfamid ve  o-tokoferol uygulanan gruba ait TGF-pB;
immiinohistokimya boyanmasinda Siklofosfamid uygulamasinin neden oldugu
dejeneratif degisikliklerin anlamli derecede azaldigi dikkati ¢ekti (p<0,05) (Tablo
1, Grafik 1). Tutulum primordiyal follikiillerden baslayarak, tek sirali ve ¢cok sirali
primer follikiillerin oosit sitoplazmalarinda ve graniiloza hiicrelerinde ortadan
kuvvetliye degismekte idi. Korpus Iluteuma ait hiicrelerin ¢ekirdeklerinde
gozlenen kuvvetli immiinreaksiyon dikkat cekiciydi (Resim 4a). Sekonder
follikiillerin ise oosit sitoplazmalarinda, graniiloza hiicrelerinde ve ozellikle teka
interna tabakalarinda kuvvetli boyanma saptandi (Resim 4b). Bu gruptaki atretik
follikiillerin sayisinin Siklofosfamid ve antioksidan uygulanan diger gruplara gore
az olmasi dikkat ¢ekiciydi (Tablo 7, Grafik 7). Ayrica atretik follikiillerin oosit
sitoplazmasinda, bazi graniiloza hiicrelerinde ve teka interna katmaninda kuvvetli

TGF-p; tutulumu gozleniyordu (p<0,05) (Tablo 1, Grafik 1). (Resim 4c).

Siklofosfamid  ve  selenyum uygulanan gruba ait TGF-f;

immiinohistokimya boyanma bulgular1 kontrol grubuna esdes gozlendi. (p=0,05)
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(Tablo 1, Grafik 1). Primordiyal ve tek sirali primer follikiilden baslayarak ¢ok
sirali ve antrum olusmaya baslamis sekonder follikiillerde tutulum oosit
sitoplazmasinda ve ¢ekirdeklerinde olduk¢a yogun olarak saptandi. Benzer sekilde
graniiloza ve teka hiicrelerinde de kuvvetli immiinreaksiyon dikkati ¢ekti. Korpus
luteumda tutulum yine ¢ekirdek ve sitoplazma diizeyinde yogun-orta siddette
gozleniyordu (p<0,05) (Tablo 1, Grafik 1). Stromal hiicrelerde ve damar
endotellerinde de tutulum belirgindi (Resim 5a, 5b). Antrumun genisledigi Graaf
follikiillerde graniiloza hiicrelerindeki tutulum kontrol grubu ile benzer sekilde
kuvvetliydi (p<0,05) (Tablo 1, Grafik 1). Teka katmanlarinda tutulum, teka
internada orta dereceli iken teka eksternada izlenmiyordu. Ovaryum epitelinde
olduk¢a yogun boyanma belirlendi. (Resim 5c). Atretik follikiillerde ise oosit
sitoplazmasinda ve graniiloza hiicrelerinde kuvvetliden ortaya degisen tutulum

dikkati ¢ekti (Resim 5d).

Kontrol grubuna ait GDF-9 antikoru ile yapilan immiinofloresan
boyamada tiim follikiillerin oosit sitoplazmasinda tutulumun kuvvetli oldugu
gozlendi. Primordiyal, tek sirali primer ve ¢ok sirali primer follikiillerde GDF-9
tutulumunun 6zellikle oosit ¢ekirdek zarinda yogunlastigr dikkati ¢ekti (Resim 6a,
6b). Sekonder ve Graaf follikiillerin oositlerinde tutulum c¢ekirdek zarinda ve
sitoplazmada gozlendi (Resim 6¢,6d). Atretik follikiillerin dejenere oositlerinde
GDF-9 saliniminin anlamli derecede daha az oldugu saptand: (p<0,05) (Tablo 2,
Grafik 2). (Resim 6d).

Siklofosfamid uygulanan ovaryum o&rneklerinin GDF-9 immiinofloresan
boyamasinda tiim gelisim asamasindaki follikiillerin oositlerinde tutulumun
kontrol grubuna karsin anlamli derece az oldugu gozlemlendi (p<0,05) (Tablo 2,
Grafik 2). Immiinreaksiyonun ¢ogunlukla antrum olusmus ge¢ sekonder follikiil
oositlerinde izlenmesi ilgiyi c¢ekti (Resim 7a,7b,7c). Atretik follikiillerde

immiinreaksiyonun yok denecek kadar az olmasi dikkat ¢ekiciydi (Resim 7d).
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Siklofosfamid ve askorbik asit uygulanan gruba ait GDF-9
immiinofloresan boyanmasinda tiim gelisim asamasindaki follikiillerde oosit
sitoplazmasinin kontrol grubuyla esdes denebilecek salinimi gergeklestirdigi
gozlemlendi (p<0,05) (Tablo 2, Grafik 2), (Resim 8a,8b,8¢c,8d). Kuvvetli
immiinreaksiyon tiim follikiillerde ayn1 iken korpus luteumda ise higbir tutulum
gozlenmiyordu (Resim 8b). Ayrica atretik follikiillerin dejenere oosit

sitoplazmasinda son derece az tutulum dikkati ¢ekti (Resim 8e).

Siklofosfamid ve a-tokoferol uygulanan gruba ait GDF-9 immiinofloresan
boyanmasinda E vitamini’nin tiim gelisim asamasindaki follikiillerin oosit
sitoplazmasinda GDF-9 salinimini arttirdigi belirlendi (Resim 9a,9b,9¢,9d). Bazi
Graaf follikiillerde ise oosit zarinda kuvvetli tutulum izlendi. GDF-9 saliniminin
baz1 Atretik follikiillerde oosit sitoplazmasinin yani sira graniiloza ve teka

hiicrelerine de yayildig: dikkati ¢ekti (Resim 9e) (p<0,05) (Tablo 2, Grafik 2).

Siklofosfamid ve selenyum uygulanan grupta selenyum’un tiim gelisim
asamalarindaki  follikiillerin ~ oosit  sitoplazmasinda GDF-9  salinimini
Siklofosfamid grubuna karsin anlamli derecede arttirdigr belirlendi (p<0,05)
(Tablo 2, Grafik 2) (Resim 10a,10b,10c,10d). Ancak graniiloza hiicre diizeyinde
ve teka internada tutulumun az oldugu gozlendi (Resim 10d). Atreziye giden
follikiillerde tutulumun sitoplazmada azalarak oosit zarinda yogunlastigi dikkati

cekti (Resim 10e).

Kontrol grubuna ait PCNA antikoru ile yapilan immiinohistokimya
boyamasinda kiigiik biiyililtmelerde tiim gelisim asamalarindaki follikiillerin
graniiloza hiicrelerinde yogun PCNA tutulumu oldugu, atreziye giden
follikiillerde azaldigi ayirt edildi (Resim 11a). Biiylik biiyiiltmelerde tek sirali
primer follikiillerin graniiloza hiicrelerinde PCNA tutulumu az iken, ¢ok sirali
primer ve sekonder follikiillerde graniiloza hiicrelerinin son derece yogun
immiinreaksiyonu dikkati ¢ekti (p<0,05) (Tablo 3, Grafik 3) (Resim11b,11c,11d).
Oosit-1 ise primordiyal follikiilden baslayarak tiim follikiillerde olduk¢a yogun
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boyanmigti. Bu boyanma sitoplazmada zayiftan ortaya degisir iken ¢ekirdekte ise
yogun pozitifti (Resim 11b,11¢,11d,11e). Ozellikle gelisimin ileri asamalarindaki
baz1 follikiillerin oosit sitoplazmalarinda orta siddette tutulum dikkati ¢ekti. Bu
durum, follikiillerin atreziye gidebileceginin gostergesi olarak belirlendi (Resim
11d,11e). Teka interna hiicrelerinin de kuvvetli tutulum gosterdigi dikkati ¢ekti

(Resim 11d).

Siklofosfamid uygulanan ovaryum orneklerinin PCNA
immiinohistokimya boyamasinda kiiciik biiyliltmelerde PCNA tutulumu gosteren
follikiillerin sayisinin kontrol grubuna karsin azaldigi, korpus luteum ve atreziye
giden follikiillerin sayisinin ise oldukca arttigi dikkati ¢ekti (p<0,05) (Tablo 7,
Grafik 7) (Resim 12a). Saglikli follikiillerin 00sit sitoplazmasinda kontrole kargin
artmis tutulum gozlenirken, graniiloza ve Ozellikle teka interna katmanlarinda
PCNA tutulumu gosteren hiicreler belirlendi. (Resim 12b,12c). Ancak atretik
follikiillere ait dejenere oositlerin sitoplazmasinda immiinreaksiyon oldukga
kuvvetliydi. Bu follikiillere ait teka interna katmanlarinda tutulum ortadan

kuvvetliye degismekteydi (Resim 12d).

Siklofosfamid ve askorbik asit uygulanan gruba ait PCNA
immiinohistokimya boyanmasinda saglikli follikiil sayisinin Siklofosfamid
grubuna gore anlamli derecede arttig1 dikkati ¢ekti. Atretik follikiil sayisinin yine
Siklofosfamid grubuyla karsilastirildiginda daha az oldugu belirlendi (p<0,05)
(Tablo 7, Grafik 7) (Resim 13a). Primordiyal follikiillerden baslayarak gelisimin
tim asamalarindaki saglikli follikiillerin oosit ¢ekirdeklerinde ve graniiloza
hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde immiinreaksiyon anlamli derecede kuvvetli idi
(p<0,05) (Tablo 3, Grafik 3) (Resim 13b,13c,13d). Ozellikle tek siral1 ve ¢ok sirali
primer follikiillerin oosit ¢ekirdeklerinde, bazi graniiloza ve teka hiicrelerinin
¢ekirdeklerinde son derece yogun tutulum dikkati ¢ekiyordu (Resim 13b,13e).
Bazi1 Graaf follikiillerinin ise dis graniiloza katmaninda PCNA tutulumu yogun
olarak izlendi (Resim 13d). Atreziye giden follikiillerin graniiloza hiicre

¢ekirdeklerinde immiinreaksiyon daha azdi (Resim 13e).
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Siklofosfamid  ve  a-tokoferol uygulanan gruba ait PCNA
immiinohistokimya boyanmasinda, kontrol ve askorbik asit uygulanan gruba
esdes olarak saglikli follikiillerin graniiloza hiicrelerinde atretik follikiillere karsin
daha fazla tutulum belirlendi (p=0,05) (Tablo 7, Grafik 7) (Resim 14a).
Primordiyal follikiillerden baslayarak tiim saglikli  follikiillerin  oosit
¢ekirdeklerinde ve teka interna katmanindaki bazi hiicrelerde kuvvetli tutulum
dikkati c¢ekti (Resim 14b,14c,14d). Kiiglik follikiillerin graniiloza katmaninda
PCNA tutulumu gosteren hiicrelerin sayist1 az iken sekonder follikiilden
baslayarak biiyiik follikiillerin graniiloza hiicrelerinde tutulumun anlamli derecede
fazla oldugu belirlendi (p<0,05) (Tablo 3, Grafik 3) (Resim14b,14c,14d). Ayrica
Atretik follikiillerin oosit sitoplazmasinin saglikli follikiillerden farkli olarak daha
kuvvetli boyanmasi ve korpus luteumda g¢ekirdek tutulumunun orta diizeyde
olmasi dikkat cekiciydi (Resim 14e,14b).

Siklofosfamid  ve  selenyum  uygulanan grupta da PCNA
immiinohistokimya boyanmasi kontrol ve antioksidan uygulanan diger gruplarla
esdesdi. (p=0,05) (Tablo 3, Grafik 3). Siklofosfamid uygulanan gruba goére
saglikli follikiillerin sayisinin arttig1, atretik follikiillerin sayisinin anlamh
derecede azaldig1 belirlendi (p<0,05) (Tablo 7, Grafik 7) (Resim 15a). Kiiciik
follikiillerin graniiloza katmaninda PCNA tutulumu gosteren hiicrelerin sayisi az
iken, antrum olugmaya baglamis follikiillerde ve biiyiik follikiillerin graniiloza
katmanlarinda tutulum gosteren hiicrelerin sayisinin son derece fazla oldugu
belirlendi (Resim 15b,15¢,15d). Ayrica bu grupta da atreziye giden follikiillerin
oosit sitoplazmalarinda tutulumun oldukca arttigi ve ileri atrezi asamasinda

tamamen azaldig1 dikkati ¢ekti (Resim 15e).
Kontrol grubuna ait ovaryum dokularinin TUNEL boyamasinda, tim

gelisim agamasindaki saglikli follikiillerde TUNEL tutulumu hemen hemen hig

gozlenmezken bazi atreziye giden Graaf follikiillerin graniiloza katmaninda az
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sayida TUNEL pozitif hiicre dikkati ¢ekti (p<0,05) (Tablo 4, Grafik 4) (Resim
16a,16b,16c,16d).

Siklofosfamid uygulanan ovaryum Orneklerinin TUNEL boyamasinda
atreziye giden Graaf follikiillerin sayisinda artig izlenirken, bu atretik follikiillerin
graniiloza katmaninda ¢ok sayida TUNEL pozitif hiicre belirlendi (Resim 17a).
Ayrica ¢ok katli primer, sekonder ve Graaf follikiillerde ¢ok sayida TUNEL
pozitif hiicre varligmin gézlemlenmesi istatistiksel olarak anlamli idi (p<0,05)
(Tablo 4, Grafik 4) (Resim 17a,17b). Baz1 atretik follikiillerin oositlerinde ve

graniiloza hiicrelerinde gdzlenen kuvvetli tutulum dikkat ¢ekiciydi (Resim 17¢).

Siklofosfamid ve askorbik asit uygulanan grubun ovaryum dokularinin
kemoterapotik ajanin dejeneratif etkisinden nispeten korunmus oldugu izlendi.
Doku genelinde saglikli follikiillerin fazla, atretik follikiillerin azalmis oldugu
gozlendi (Resim 18a). Tek katli primer follikiillerde TUNEL pozitif hiicreler
gozlenmezken, cok katli primer follikiillerde orta dereceli oldugu belirlendi
(Resim 18b). Atreziye gidecek Graaf follikiillerinde ise TUNEL pozitif hiicrelerin
sayisinin anlamli derecede arttigi dikkati c¢ekti (p<0,05) (Tablo 4, Grafik 4)
(Resim 18c).

Siklofosfamid ve a-tokoferol uygulanan grubun ovaryum dokularinin
askorbik asit uygulanan gruba esdes olarak iyi korundugu ve atretik follikiillerin
sayisinin azaldigi belirlendi (p<0,05) (Tablo 4, Grafik 4) (Resim 19a). TUNEL
pozitif hiicreler 6zellikle atreziye giden follikiillerde izlenirken, ¢esitli gelisim

asamalarindaki diger follikiillerde gdzlenmedi (Resim 19b,19¢).

Siklofosfamid ve selenyum uygulanan grupta da diger antioksidan
uygulanan gruplarla esdes olarak ovaryumun doku genelinde atretik follikiillerin
yok denecek kadar az oldugu dikkati ¢ekti (Resim 20a). TUNEL pozitif hiicreler

primordiyal ve tek sirali primer follikiillerde gozlenmezken, ¢ok sirali primer
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follikiillerden baglayarak atreziye giden follikiillerin graniiloza hiicrelerinde

belirlendi (p<0,05) (Tablo 6, Grafik 6) (Resim 20b,20c).

Tiim gruplarm primordiyal ve primer follikiillerinde yok denecek kadar az
gozlenen TUNEL pozitif hiicre sayilarinin arasinda anlamli bir farklilik

bulunamadi (p>0,05) (Tablo 4, Grafik 4)

Kontrol grubuna ait kaspaz-3 antikoru ile yapilan immiinohistokimya
boyamasinda, gelisim asamasinda olan tiim follikiillerde graniiloza hiicre
katmaninda az diizeyde (p<0,05) (Tablo 5, Grafik 5), teka interna katmanindaki
hiicrelerde orta diizeyde tutulum gézlendi (Resim 21a,21b,21¢). Atreziye giden
follkiillerde ise graniiloza hiicre katmaninda ve antrum sivisina dokiilen bazi
hiicrelerde yogun immiinreaktivite izlenirken, oosit sitoplazmasinda da bir miktar

tutulum dikkati ¢ekti (21d).

Siklofosfamid uygulanan gruba ait ovaryum orneklerinde tiim gelisim
asamalarindaki follikiillerin graniiloza hiicrelerinde anlamli derecede yogun
kaspaz-3 tutulumu belirlendi (p<0,05) (Tablo 5, Grafik 5) (Resim 22a,22b).
Ayrica atretik follikiillerin graniiloza hiicrelerinde ve oosit sitoplazmasinda
kuvvetli, korpus luteumda ise artmis immiinreaksiyon istatistiksel olarak anlamli
idi (p<0,05) (Tablo 5, Grafik 5) (Resim 22c) Ayrica tiim follikiillerin teka interna
katmanlarinda gozlenen kuvvetli kaspaz-3 tutulumu oldukca dikkat cekiciydi
(Resim 22a,22b,22c).

Siklofosfamid ve askorbik asit uygulanan gruba ait kaspaz-3 antikoru ile
yapilan immiinohistokimya boyamasinda, Siklofosfamid’in neden oldugu yapisal
diizeyde olumsuz etkiyi askorbik asit’in kismen diizelttigi gozlemlendi. Bazi
follikiillerin oosit sitoplazmalarinda tutulum hi¢ gézlenmezken, graniiloza ve teka
hiicrelerinde ise orta dereceli olarak tutulum izlendi (p<0,05) (Tablo 5, Grafik 5)
(Resim 23a,23b,23c). Atretik follikiillerde ise hem graniiloza hem teka
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katmanindaki hiicrelerde, hem de oosit sitoplazmasinda kaspaz-3 tutulumunun

arttig1 dikkati ¢cekti (Resim 23d).

Siklofosfamid ve a-tokoferol uygulanan gruba ait kaspaz-3 tutulumunun
askorbik asit uygulanan gruba esdes oldugu dikkati ¢ekti (p=0,05) (Tablo 5,
Grafik 5). Bazi follikiillerin graniiloza ve teka hiicrelerinde orta dereceli tutulum
izlenirken, oosit sitoplazmalarinda hi¢ gozlenmedi (Resim 24a,24b). Atretik
follikiillerde ise graniiloza ve teka katmanindaki hiicreler ile oosit sitoplazmasinda
kaspaz-3 tutulumunun askorbik asit uygulanan gruba karsin anlamli derecede az
oldugu dikkati ¢ekti (p<0,05) (Tablo 5, Grafik 5) (Resim 24c).

Siklofosfamid ve selenyum uygulanan gruba ait kaspaz-3 antikoru ile
yapilan immiinohistokimya boyamasinda, diger vitamin uygulanan gruplarla esdes
olarak kaspaz-3 tutulumunun tiim gelisim asamasindaki follikiillerin oosit
sitoplazmasinda, graniiloza ve teka hiicre katmanlarinda oldukga az oldugu dikkati
cekti (p=0,05) (Tablo 5, Grafik 5) (Resim 25a,25b,25¢). Benzer sekilde atretik
follikiillerin graniiloza hiicrelerinde ve oosit sitoplazmasinda da minimal diizeyde

tutulum gozlendi (Resim 25d).

Ayrica tiim gruplarin ¢ok sirali primer follikiillerinde kaspaz-3 tutulumu
karsilastirildiginda, aralarinda anlamli bir farklilik bulunamadi (p>0,05) (Tablo 5,
Grafik 5).

Kontrol grubuna ait APAF-1 antikoru ile yapilan immiinohistokimya
boyamasinda follikiillerin tiim gelisim asamalarinda APAF-1’in graniiloza hiicre
tutulumu orta dereceliyken, oosit sitoplazmalarinda hi¢ tutulum izlenmedi
(p<0,05) (Tablo 6, Grafik 6) (Resim 26a). Atreziye giden follikiillerin graniiloza
hiicrelerinde artmis APAF-1 tutulumu gozlenirken, oositin zayiftan ortaya giden

tutulumu belirgindi (Resim 26b).
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Siklofosfamid uygulanan gruba ait APAF-1 antikoru ile yapilan
immiinohistokimya boyamasinda, tiim gelisim asamasindaki follikiillerin
graniiloza hiicrelerinde tutulumun anlamli derecede artmis oldugu goézlendi
(p<0,05) (Tablo 6, Grafik 6). Korpus luteumda ise yer yer bazi hiicrelerde orta
dereceli tutulum dikkati ¢ekti (Resim 27a). Ozellikle Graaf follikiillerin graniiloza
hiicrelerinde ve atretik follikiillerin oosit sitoplazmasinda immiinreaksiyonun

anlaml1 derecede artt1g1 belirlendi (p<0,05) (Tablo 6, Grafik 6) (Resim 27b,27c).

Siklofosfamid ve askorbik asit uygulanan gruba ait APAF-1 antikoru ile
yapilan immiinohistokimya boyamasinda, tutulumun kontrole esdes oldugu
dikkati ¢ekti. Atretik follikiillerde dahil olmak iizere tiim gelisim asamasindaki
follikiillerin graniiloza hiicrelerindeki APAF-1 tutulumu orta dereceliydi (p<0,05)
(Tablo 6, Grafik 6) (Resim 28a,28b). Saglikl follikiillerin oosit sitoplazmalarinda
tutulum gozlenmezken, atreziye giden follikiillerde tutulum bir miktar artmisti
(Resim 28c). Korpus luteum hiicrelerinin orta derecede immiinreaksiyon

gosterdigi dikkati ¢ekti (Resim 28a).

Siklofosfamid ve a-tokoferol uygulanan gruba ait APAF-1 antikoru ile
yapilan immiinohistokimya boyamasinda, gelisen follikiil asamalarinda tutulum
minimum diizeyde iken, atreziye giden biitiin follikiillerin graniiloza hiicrelerinde
tutulum goézlendi (p<0,05) (Tablo 6, Grafik 6) (Resim 29a,29b,29c). Korpus
luteum hiicrelerinde ise orta derecede APAF-1 immiinreaksiyonu belirlendi
(Resim 29a).

Siklofosfamid ve selenyum uygulanan gruba ait APAF-1 antikoru ile
yapilan immiinohistokimya boyamasinda tutulum follikiillerin tim gelisim
asamalarindaki graniiloza hiicrelerinde orta dereceliyken oosit sitoplazmalarinda
zayift1. (p<0,05) (Tablo 6, Grafik 6) (Resim 30a,30b). Atreziye giden follikiillerin
oosit ve graniiloza hiicre sitoplazmalarinda immiinreaksiyonun arttig1 dikkati ¢ekti

(Resim 30c).

74



Elektron Mikroskopik Bulgular

Kontrol grubuna ait elektron mikroskobik incelemelerde oosit sitoplazma
ve cekirdegi ile zona pellusida ve graniiloza hiicre katmanlar1 belirgin olarak
gozlendi. OQOosit sitoplazmasinin  organelden fakirligi dikkat c¢ekiciydi.
Sitoplazmada tek tiik mitokondriyonlar, graniilli endoplazmik retikulum
tubuluslarn izlenirken, c¢ekirdek okromatik olarak ayirt edildi. Zona pellusidanin
elektron yogun boyandigi dikkati ¢ekerken, graniiloza hiicrelerinin koyu ve agik
sitoplazmal1 oldugu belirlendi. Zona pellusidaya yakin graniiloza hiicrelerinin
prizmatik sekilli, orta katmanda bulunan hiicrelerin poligonal sekilli oldugu
gozlendi (Resim 31). Ac¢ik sitoplazmali graniiloza hiicrelerinde mitokondriyonlar
ve yer yer vakuoller dikkati c¢ekerken, koyu sitoplazmali hiicrelerde graniillii
endoplazmik retikulum tubuluslarinin yer yer genisledigi gozlendi. Hiicreler arasi

baglanti birimleri ise normal yapidayd: (Resim 32).

Siklofosfamid uygulanan grupta oosit yapisint korumus iken zona
pellusida yogunlugunun kontrol grubuna karsin azaldigi ve graniiloza hiicre
katmaninin oldukca dejeneratif goriiniim sergiledigi belirlendi (Resim 33). Koyu
graniiloza hiicrelerinde apoptozise giden hiicre gorlinimii izlenirken, agik
hiicrelerin sitoplazmasinda vakuolizasyonun, genis ve bos alanlarin arttig1 dikkati

cekti (Resim 34).

Siklofosfamid ve askorbik asit uygulanan grupta oosit ve zona pellusida
yapisinin ~ korundugu gozlendi (Resim 35). Graniiloza hiicrelerindeki
dejenerasyonun kismen engellendigi dikkati c¢ekerken, apoptotik yogun
sitoplazmali hiicrelerin varligi ayirt edildi. Bazi agik renk sitoplazmali hiicrelerde

vakuolizasyon saptandi (Resim 36).
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Siklofosfamid ve a-tokoferol uygulanan grupta ise kemoterapotik ajanin
olumsuz etkisine karsin oosit ve zona pellusida ince yapisinin olduk¢a korundugu
ayird edildi (Resim 37). Koyu renk sitoplazmali hiicrelerin son derece azaldig,
acitk renk sitoplazmali hiicrelerde ise vakuolizasyonun nispeten az oldugu

gozlendi (Resim 38).

Siklofosfamid ve selenyum uygulanan grubun oosit ve zona
pellusidasindaki ince yapr degisiklikleri, E vitamini uygulanan grup ile ayniydi
(Resim 39). Koyu sitoplazmali graniiloza hiicrelerinin azaldigi belirlendi (Resim
40). Teka interna incelemelerinde ise tiim gruplarda belirgin bir degisim

gbzlenmedi.

Istatistiksel Bulgular

Calismamizda istatistiksel olarak deney gruplar: arasinda follikiiler gelisim
stirecine gore TGF-B;, PCNA, kaspaz-3 ve APAF-1 tutulumlarinin H skorlar1 ve
GDF-9 ve TUNEL tutulum yiizdeleri karsilastirilarak boyanma siddetine gore bir

fark gosterip gostermedigi degerlendirildi.

Yapilan Sl¢imler ve degerlendirmeler sonucunda; H skor degerlerinin
immiinohistokimyasal bulgulari destekledigi saptandi. (p<0,05) (Tablo 1,2,3,4,5,6
Grafik 1,2,3,4,5,6)

Calismamizda sicanlarin ovaryum follikiil sayilar1 karsilastirildiginda, tiim
gruplar arasinda primordiyal follikiil ve diger follikiil degerleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05). Korpus Luteum ve
Atretik Follikiil degerleri yoniinden ise tiim deney gruplari arasindaki fark
istatistiksel diizeyde anlamliydi (p<0.05). En yiiksek korpus luteum ve Atretik

follikiil sayist Siklofosfamid uygulanan grupta saptanirken en diisiik korpus
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luteum sayis1 Siklofosfamid ve selenyum uygulanan grupta, en disiik atretik
follikiil sayis1 Siklofosfamid ve askorbik asit uygulanan grupta gozlendi (p<0.05).
(Tablo 7, Grafik 7)

Calismamizda sigcanlarin  deney Oncesi ve sonrast agirliklarinin
ortalamalar1 Tablo 8’de karsilastirildi. Kemoterapi oncesi gruplar kendi aralarinda
karsilastirildiklarinda sigan agirliklart yoniinden anlamli bir fark goézlenmedi
(p>0,05). Kemoterapi sonrasi gruplar incelendiginde ise kontrol grubuna karsin
diger deney gruplarinda sigan agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmustur (p<0,05) (Tablo 8, Grafik 8). Siklofosfamid, Siklofosfamid+a-
tokoferol ve selenyum gruplarinda kemoterapi sonrasi anlamli derecede agirlik
artig1 gozlendi. (p<0.05). Siklofosfamid+askorbik asit grubundaki agirlik artis ise
istatistiksel olarak anlamli diizeyde degildi (p>0.05) (Tablo 8, Grafik 8). Yapilan
ikili grup karsilagtirmalarina gore kontrol grubuna goére en disiik agirlik
Siklofosfamid+askorbik asit uygulanan gruptaydi. Diger diisiik agirliga sahip grup
ise Siklofosfamid+selenyum uygulan grup olarak belirlendi (p<0.05) (Tablo 8,
Grafik 8).

Deney sonrast ovaryum agirhiklarinin  ortalamalari1  Tablo 9°da
karsilastirildi. Tiim gruplar arasinda yapilan analizde istatistiksel diizeyde anlaml

bir fark bulunamadi (p>0.05) (Tablo 9, Grafik 9).

Calismamizda deney sonrasi sicanlarin GSH degerleri Tablo 10°da
karsilastirildi. Gruplar arasinda yapilan analizde istatistiksel diizeyde anlamli bir
fark saptandi (p<0.05) (Tablo 10, Grafik 10). Gruplar arasinda en yiiksek GSH
degeri kontrol grubunda gozlenirken, en diisik GSH degeri Siklofosfamid
grubundaydi. Antioksidan uygulanan gruplar arasinda kontrol grubuna en yakin
Siklofosfamid+askorbik asit ve a-tokoferol uygulanan gruplar iken, selenyum
uygulanan grupta GSH degeri kontrol grubuna karsin daha disiiktii (p<0.05)
(Tablo 10, Grafik 10).
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Tablo 1.

Gruplar arasindaki TGF-B; antikoru immiinreaktivitesi skorlari

CPF SF GF AF KL
GRUPLAR Ort£SS p* Ort£SS p* Ort£SS p Ort£SS p Ort+SS p
Kontrol TGF- 168.00+ | 0.000| 181.16+ | 0.001 | 227.50+ 0.000 183.50+ | 0.003 | 243.50+ | 0.003
By 4.24 9.28 441 441 4.41
Siklofosfamid | 79.66+ 101.00+ 104.33+ 44.00+ 120.50+
TGF-B; 2.94 3.74 2.94 3.57 5.16
Siklofosfamid | 157.50+ 180.50=+ 212.50+ 182.50+ 244.50+
+Ask TGF-B, 5.61 441 441 441 5.61
Siklofosfamid 148.50+ 174.50+ 213.00+ 180.00+ 239.50+
+oTkf TGF-B, 3.14 441 4.24 4.24 4.41
Siklofosfamid 159.00+ 183.00+ 215.00+ 178.50+ 244.00+
+selen TGF-B,; 4.24 4.24 4.89 5.61 5.58
Tablo 2. Gruplar arasindaki GDF-9 antikoru immiinreaktivitesi skorlari
PDF TPFE CPF SF GF AF
GRUPLAR Ort£S | p* | Ort£SS| p* |Ort+SS | Ort+ p* P |Ort£SS| p |[Ort£SS| p*
S SS
Kontrol 52.33+ | 0,001 | 66.50+ | 0,000 | 75.33+ | 0.000 | 83.33+ | 0.002 | 86.33+ | 0.005 | 36.33+ | 0.001
GDF-9 1.63 1.87 1.86 2.16 2.16 1.96
Siklofosfamid | 19.50+ 23.50+ 27.16+ 36.66+ 36.66+ 15.83+
GDF-9 1.87 1.87 1.94 2.16 2.16 2.63
Siklofosfamid | 50.50+ 57.50+ 68.50+ 81.66+ 86.50+ 35.50+
+A.A GDF-9 1.37 1.87 1.87 1.63 1.87 1.87
Siklofosfamid | 49.16+ 59.16+ 71.50+ 81.50+ 87.50+ 36.00+
+a-Tk GDF-9 1.47 147 1.87 1.87 1.87 141
Siklofosfamid | 48.33+ 64.83+ 69.50+ 80.83+ 87.33+ 38.00+
+Slny GDF-9 4.32 147 1.87 147 1.63 141
Tablo 3. Gruplar arasindaki PCNA antikoru immiinreaktivitesi skorlari
CPF SF GF AF KL
GRUPLAR Ort+SS p* | Ort+SS p* Ort+SS p Ort+SS p Ort+SS p
Kontrol 161.33+ | 0.000 | 350.00+ | 0.000 | 329.33+ 0.001 166.66+ | 0.001 183.33+ | 0.000
PCNA 7.86 7.48 8.64 8.64 5.88
Siklofosfamid 62.66+ 134.00+ 170.66+ 61.50+ 99.00+
PCNA 6.53 7.48 7.00 5.61 4.24
Siklofosfamid 132.00+ 336.66+ 320.66+ 158.00+ 162.00+
+Ask PCNA 7.15 9.26 5.88 7.48 7.48
Siklofosfamid 126.66+ 324.00+ 314.66+ 159.33+ 150.00+
+aTkf PCNA 6.53 5.65 1121 5.88 7.48
Siklofosfamid 157.50+ 348.66+ 32533+ 168.00+ 176.00+
+selen PCNA 6.74 5.88 4.84 5.65 5.65

78




Tablo 4. Gruplar arasindaki TUNEL pozitif hiicre skorlari

PDF TPF CPF SF GF AF
GRUPLAR Ort£S | p* | Ort£SS| p* |Ort+SS | Ort+ p* P |OrtsSS| p |[Ort£SS| p*
S SS
Kontrol 2.16+1. | 0,749 | 3.16+1. | 0,817 | 5.16=+1. | 0.000 | 9.16+1. | 0.000 | 18.33+ | 0.000 | 57.50+ | 0.001
TUNEL 69 16 47 47 2.16 1.87
Siklofosfamid | 3.00+1. 3.83+1. 28.16+ 48.00+ 60.00+ 88.33+
TUNEL 41 16 2.78 2.60 1.41 2.58
Siklofosfamid | 2.33+1. 3.33+1. 19.00+ 21.50+ 32.50+ 60.50+
+A.A TUNEL 21 21 1.41 1.87 1.87 1.87
Siklofosfamid | 2.50+1. 3.50+1. 21.50+ 20.00+ 31.50+ 59.16+
+a-TKTUNEL 04 04 1.87 141 1.87 1.47
Siklofosfamid | 2.83+1. 3.16+1. 23.16+ 19.50+ 32.50+ 59.66+
+SIny TUNEL 16 16 1.47 1.87 1.87 1.63
* Kruskall Wallis testi p degeri
Tablo 5. Gruplar arasindaki kaspaz-3 antikoru immiinreaktivitesi skorlar1
CPF SF GF AF KL
GRUPLAR ortzSS | p* | OrtzSS p* | Ort+SS p Ort£SS p ort=SS | p
Kontrol 119.00+ | 0,005 | 121.00+ 0,002 |136.66+ 0.001 |166.50+ | 0.000 |123.66+ 0.001
Kaspaz-3 3.74 3.74 4.32 5.61 3.88
Siklofosfamid | 217.50+ 178.50+ 227.50+ 268.33+ 157.50+
Kaspaz-3 5.61 5.61 441 6.83 5.61
Siklofosfamid | 121.00+ 123.66+ 139.00+ 165.50+ 129.00+
+A.A Kaspaz3 | 3.74 3.66 4.85 7.91 3.74
Siklofosfamid | 127.00+ 121.66+ 139.66+ 119.00+ 130.66+
+a-TkKaspaz3 | 18.79 2.94 4.63 6.48 4.32
Siklofosfamid | 121.00+ 126.00+ 133.00+ 108.50+ 125.66+
+SlnyKaspaz3 | 3.74 4.56 3.74 12.78 3.44
* Kruskall Wallis testi p degeri
Tablo 6. Gruplar arasindaki APAF-1 antikoru immiinreaktivitesi skorlari
CPF SF GF AF KL
GRUPLAR ortzSS | p* | OrtzSS p* Ort+SS p Ort+SS p ort=SS | p
Kontrol Apaf- | 125.00+ | 0,000 | 122.00+ 0,000 |127.33+ 0.000 |168.50+ | 0.000 |127.00+ | 0.001
1 3.74 2.82 242 441 3.74
Siklofosfamid | 219.83+ 119.50+ 226.50+ 277.00+ 155.00+
Apaf-1 5.74 5.61 5.61 6.48 4.89
Siklofosfamid | 127.00+ 124.33+ 129.00+ 175.50+ 132.66+
+A.A Apaf-1 | 4.14 2.94 3.74 5.61 4.32
Siklofosfamid | 127.00+ 123.33+ 132.33+ 179.00+ 131.66+
+o-Tk Apaf-1 | 3.74 3.26 4.96 4.89 2.94
Siklofosfamid | 135.00+ 129.33+3. 139.00+4. 185.00+ 131.66+
+Slny Apaf-1 | 3.74 50 74 7.97 2.94
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Tablo 7. Gruplar arasindaki follikiil sayilar1 skorlari

GRUPLAR Korpus Luteum Diger Follikiil Atretik Follikiil Primordiyal follikiil
Ort£SS p* Ort£SS p* Ort£SS p* Ort+SS p*

Kontrol 14.33+1.63 0.015 | 22.33+10.17 | 0.751 | 2.00+1.26 | 0.001 13.16+£2.92 0.266
Siklofosfamid 21.67+5.79 19.33+8.09 7.50+£2.42 9.16+£3.76
Siklofosfamid 14.00+3.41 15.83+3.31 1.66+0.81 9.66+3.07

+A.A

Siklofosfamid 13.67+3.39 21.00+6.72 4.00£1.41 10.00+2.09

+a-Tk

Siklofosfamid 12.33+1.63 20.83+2.75 2.16£1.94 11.50+1.87

+Siny

* Kruskall Wallis testi p degeri

Tablo 8. Deney Oncesi ve sonrasi si¢an agirliklarinin karsilagtirilmasi

GRUPLAR Kemoterapi Oncesi p* Kemoterapi Sonrasi p**
Ort+SS Ort+SS

Kontrol 120.70+13.68 0.0737 180.01+10.17 0,034

Siklofosfamid 119.10£13.70 164.08+10.06

Siklofosfamid + askorbik asit 116.25+10.49 133.81+60.32
Siklofosfamid+ a-tokoferol 113.16+9.45 167.35+14.83
Siklofosfamid + selenyum 120.80+8.31 155.38+17.54

*ANOVA testi p degeri
**Kruskall Wallis testi p degeri

Tablo 9. Gruplar arasinda deney sonrasi ovaryum agirliklarinin karsilagtirilmasi

GRUPLAR Ovaryum Agirhg: p*
Ort+SS
Kontrol 0,083850000E-02+1,2957893E-02 0.124

Siklofosfamid

0,089950000E-02+2,2327987E-02

Siklofosfamid + askorbik asit

0,104783330E-02+2,0669341E-02

Siklofosfamid+ a-tokoferol

0,106033330E-02+2,3640530E-02

Siklofosfamid + selenyum

0,079900000E-02+2,6449802E-02

Tablo 10. Gruplar arasinda GSH degerlerinin karsilastiriimasi

GRUPLAR GSH Degeri p*
Ort+SS
Kontrol 506.63+46.05 0.000

Siklofosfamid

265.12+55.72

Siklofosfamid + askorbik asit

435.354+43.33

Siklofosfamid+ a-tokoferol

419.49+39.67

Siklofosfamid + selenyum

319.47+82.03

* Kruskall Wallis testi p degeri (Tablo 9,10)
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TGFP1 Degerleri Kargilagtirmasi (n=6)
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Grafik 1: Gruplar arasindaki TGF-f; antikoru immiinreaktivitesi karsilastirmasi

GDF-9 Degerleri Karsilastirmasi (n=6)
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Grafik 2: Gruplar arasindaki GDF-9 antikoru immiinreaktivitesi karsilagtirmasi
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Grafik 3: Gruplar arasindaki PCNA antikoru immiinreaktivitesi karsilastirmasi
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Grafik 4: Gruplar arasindaki TUNEL pozitif hiicre karsilagtirmasi
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Kaspaz-3 Degerleri Karsilastirmasi (n=6)
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Grafik 5: Gruplar arasindaki kaspaz-3 antikoru immiinreaktivitesi karsilagtirmasi
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Grafik 6: Gruplar arasindaki APAF-1 antikoru immiinreaktivitesi karsilagtirmasi
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Follikil Sayilar: Karsilastirmasi (n=6)
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Grafik 7. Gruplar arasindaki follikiil sayilar1 karsilastirmasi
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Grafik 8 . Deney oncesi ve sonrasi sigan agirliklarinin karsilastirilmasi
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Grafik 9. Gruplar arasinda deney sonrasi ovaryum agirliklarinin karsilastiriimasi
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Grafik 10. Gruplar arasinda GSH degerlerinin karsilastirilmasi
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Resim 1: TGF-B; boyamasi yapilan kontrol grubuna ait ovaryum’da a) Primordiyal follikiil
(PDF), Tek sirali Primer follikiil (TPF), Sekonder Follikiil (SF), Oosit sitoplazmasi (=), Oosit
cekirdegi (P), Graniiloza hiicresi (=), Epitel (%), Teka interna (TI), Teka Eksterna (TE),
Korpus luteum (KL), KL Cekirdek (I>), KL Sitoplazma (=), b) Graaf follikiil (GF), Antrum
(A), Kumulus ooforus (KO), Graniiloza hiicresi (=), Oosit sitoplazmas1 (#), c¢) Atretik follikiil
(AF), Oosit sitoplazmasi (®), Graniiloza hiicresi (), Stromal hiicre (S), Damar endoteli (E)
(Iimmiinperoksidaz-Hematoksilen a,b,c X400)
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Resim 2: TGF-B; boyamasi yapilan Siklofosfamid uygulanan gruba ait ovaryum’da a) Tek sirali
Primer follikiil (TPF), Cok sirali primer follikiil (CPF), Sekonder Follikiil (SF), Oosit Cekirdegi
(™), Oosit sitoplazmasi (®), Graniiloza hiicresi (=), b) Cok sirali Primer follikiil (CPF), Korpus
luteum (KL), Yiizey epiteli (%), c) Gec sekonder follikiil (GSF), Teka interna (TI), Graniiloza
hiicresi (=), d) Atretik follikiil (AF), Graniiloza hiicresi (). (Immiinperoksidaz-Hematoksilen
a,b,c,d X400)
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Resim 3: TGF-B; boyamasi yapilan Siklofosfamid ve askorbik asit uygulanan gruba ait ovaryum’da
a) Primordiyal follikiil (PDF), Tek sirali primer follikiil (TPF), Cok sirali primer follikiil (CPF),
Korpus Luteum (KL), Oosit Cekirdegi (P), Oosit sitoplazmasi (®), Graniiloza hiicresi (=), b)
Sekonder follikiil (SF), Teka interna (T1), Oosit Cekirdegi (P), Oosit sitoplazmasi (#), Graniiloza
hiicresi (=), ¢) Geg sekonder follikiil (GSF), d) Atretik follikiil (AF). (Immiinperoksidaz-
Hematoksilen a,b,c,d X400)
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Resim 4: TGF-B; boyamasi yapilan Siklofosfamid ve a-tokoferol uygulanan gruba ait ovaryum’da
a) Primordiyal follikiil (PDF), Tek sirali primer follikiil (TPF), Cok sirali primer follikiil (CPF),
Oosit sitoplazmasi (%), Graniiloza hiicresi (=), Korpus Luteum (KL), KL hiicre ¢ekirdegi (=), b)
Sekonder follikiil (SF), Oosit Cekirdegi (P), Oosit sitoplazmasi1 (#), Teka interna (T1), c) Atretik
follikiil (AF), Oosit sitoplazmast (%), Graniiloza hiicresi (=), Teka interna (TI).
(immiinperoksidaz-Hematoksilen a,b,c X400)
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Resim 5: TGF-B; boyamasi1 yapilan Siklofosfamid ve selenyum uygulanan gruba ait ovaryum’da

a) Primordiyal follikiil (PDF), Tek sirali primer follikiil (TPF), Cok sirali primer follikiil (CPF),
Oosit sitoplazmasi (®), Oosit Cekirdegi (P), Graniiloza hiicresi (=), Korpus Luteum (KL),
Stromal hiicre (S), Damar endoteli (E), b) Sekonder follikiil (SF), Cok sirali primer follikiil (CPF),
Teka interna (TI), Oosit Cekirdegi (P), Oosit sitoplazmasi (®), c) Graaf folikiilii (GF), Teka
interna (T1), Teka eksterna (TE), Ovaryum epiteli (%), d) Atretik follikiil (AF), Oosit sitoplazmasi
(™), Graniiloza hiicresi (=). (Immiinperoksidaz-Hematoksilen a,b,c,d X400)
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Resim 6: GDF-9 boyamasi yapilan kontrol grubuna ait ovaryumda a) Primordiyal follikiil (PDF),
Oosit zar1 (P), b) Tek sirali primer follikiil (TPF), Cok sirali primer follikiil (CPF), Qosit zar1 (D),
Oosit sitoplazmast (®), c¢) Graaf follikiilii (GF), Oosit zar1 (P), Oosit sitoplazmasi (®), d)
Sekonder follikiil (SF), Atretik follikiill (AF), Oosit zart (P), Oosit sitoplazmasi (=),
(Immiinofloresan-FITC a,b,c,d X400)

91



Resim 7: GDF-9 boyamasi yapilan Siklofosfamid grubuna ait ovaryum’da a) Cok sirali primer
follikiil (CPF), Oosit sitoplazmas: (®), b) Sekonder follikiil (SF), ¢) Ge¢ sekonder follikiil (GSF),
Oosit sitoplazmas1 (#), d) Atretik follikiil (AF), Oosit sitoplazmasi (#) (Immiinofloresan-FITC
a,b,c,d X400)
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Resim 8: GDF-9 boyamasi yapilan Siklofosfamid ve askorbik asit uygulanan gruba ait ovaryum’da
a) Primordiyal follikiil (PDF), b) Tek sirali primer follikiil (TPF), Korpus luteum (KL) ¢) Cok sirali
primer follikiil (CPF), Oosit sitoplazmas: (®), Sekonder follikiil (SF), d) Geg sekonder follikiil
(GSF), Oosit sitoplazmasi (®), €) Atretik follikiil (AF), Oosit sitoplazmas1 (), (immiinofloresan-
FITC a,b,c,d X400)
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Resim 9: GDF-9 boyamasi yapilan Siklofosfamid ve a-tokoferol uygulanan gruba ait ovaryum’da
a) Primordiyal follikiil (PDF), b) Cok sirali primer follikiil (CPF), c¢) Sekonder follikiil (SF), d)
Graaf follikiil (GF), Oosit zar1 (D), €) Atretik follikiil (AF), Oosit sitoplazmasi (®), Graniiloza
hiicresi (=), Teka interna (TT) (immiinofloresan-FITC a,b,c,d X400)
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Resim 10: GDF-9 boyamasi yapilan Siklofosfamid ve selenyum uygulanan gruba ait ovaryum’da a)
Primordiyal follikiil (PDF), Tek sirali primer follikiil (CPF), Cok sirali primer follikiil (CPF), b)
Sekonder follikiil (SF), ¢) Graaf follikiil (GF), Graniiloza hiicresi (=), Teka interena (TI), d)
Atreziye giden follikiil (AF), Oosit sitoplazmas1 (), Oosit zar1 (») (Immiinofloresan-FITC a,b,c,d
X400)
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Resim 11: PCNA boyamasi yapilan kontrol grubuna ait ovaryum’da a) Gelismekte olan follikiiller
(F), Atreziye giden follikiiller (AF), Graniiloza hiicresi (=), Korpus Luteum (KL), b) Primordiyal
follikiil (PDF), Tek sirali primer follikiil (TPF), Graniiloza hiicresi (=), ¢) Cok sirali primer follikiil
(CPF), Oosit gekirdegi (W), Graniiloza hiicresi (=) Teka Interna (TI). (Immiinperoksidaz-
Hematoksilen aX40, b,cX400).
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Resim 11: PCNA boyamasi yapilan kontrol grubuna ait ovaryum’da d) Sekonder follikil (SF),
Oosit sitoplazmas1 (®), Graniiloza hiicresi (=), Teka interna (TT), €) Graaf folikiilii (GF), Oosit
cekirdegi (P>), Oosit sitoplazmasi (®), Graniiloza hiicresi (=). (Immiinperoksidaz-Hematoksilen
d,e X400)
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Resim 12: PCNA boyamasi yapilan Siklofosfamid grubuna ait ovaryum’da a) Gelismekte olan
follikiiller (F), Atreziye giden follikiiller (AF), Korpus luteum (KL), b) Cok sirali primer follikiil
(CPF), Sekonder follikiil (SF), Oosit sitoplazmas1 (®), Graniiloza hiicresi (=), Teka interna (TT)
(Immiinperoksidaz-Hematoksilen aX40, bX400).

98



Resim 12: PCNA boyamasi yapilan Siklofosfamid grubuna ait ovaryum’da c¢) Geg¢ sekonder
follikiil (GSF). Teka interna (TI), Oosit sitoplazmasi (®), Graniiloza hiicresi (=), d) Atretik
follikiil (AF), Oosit sitoplazmas: (®), Teka interna (TI). (Immiinperoksidaz-Hematoksilen c,d
X400)
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Resim 13: PCNA boyamasi yapilan Siklofosfamid ve askorbik asit uygulanan gruba ait
ovaryum’da a) Gelismekte olan follikiiller (F), Atreziye giden follikiiller (AF), b) Primordiyal
follikiil (PDF), Tek sirali primer follikiil (TPF), Cok sirali primer follikiil (CPF), Oosit ¢ekirdegi
(™), Graniiloza hiicresi (=), Teka interna (TI) c) Sekonder follikiil (SF), Graniiloza hiicresi (=),
Teka interna (TT) (Immiinperoksidaz-Hematoksilen aX40, b,cX400).
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Resim 13: PCNA boyamasi yapilan Siklofosfamid ve C vitamini uygulanan gruba ait ovaryum’da
d) Graaf follikiil (GF), Graniiloza hiicresi (=), €) Atretik follikiil (AF), Graniiloza hiicresi (=), Tek
sirali primer follikiil (TPF), Oosit cekirdegi (») (Immiinperoksidaz-Hematoksilen d,e X400)
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Resim 14: PCNA boyamas: yapilan Siklofosfamid ve a-tokoferol uygulanan gruba ait ovaryum’da
a) Gelismekte olan follikiiller (F), Atreziye giden follikiiller (AF), b) Primordiyal follikiil (PDF),
Tek sirali primer follikiil (TPF), Cok sirali primer follikiil (CPF), Oosit ¢ekirdegi (W), Teka interna
(TI), Graniiloza hiicresi (=), Korpus luteum (KL) c) Graaf follikiil (GF), Graniiloza hiicresi (=),
Teka interna (TT) (Immiinperoksidaz-Hematoksilen aX40, b,cX400).
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Resim 14: PCNA boyamasi yapilan Siklofosfamid ve a-tokoferol uygulanan gruba ait ovaryum’da
d) Sekonder follikiil (SF), Graniiloza hiicresi (=), Teka interna (TI), Primordiyal follikiil (PDF),
oosit c¢ekirdegi (W) e) Atretik follikiil (AF), Oosit sitoplazmasi (®) (Immiinperoksidaz-
Hematoksilen d,e X400)
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Resim 15: PCNA boyamasi yapilan Siklofosfamid ve selenyum uygulanan gruba ait ovaryum’da a)
Geligmekte olan follikiiller (F), Atreziye giden follikiiller (AF), b) Primordiyal follikiil (PDF), Tek
sirali primer follikiil (TPF), Oosit ¢ekirdegi (W), Graniiloza hiicresi (=), ¢) Cok sirali primer
follikiil (CPF), Oosit cekirdegi (), Graniiloza hiicresi (=) (Immiinperoksidaz-Hematoksilen
ax40, b,cX400).
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Resim 15: PCNA boyamasi yapilan Siklofosfamid ve selenyum uygulanan gruba ait ovaryum’da d)
Sekonder follikiil (SF), Oosit ¢ekirdegi (P), Graniiloza hiicresi (=), Cok sirali primer follikiil
(CPF), Graniiloza hiicresi (=) e) Atretik follikiil (AF), Oosit sitoplazmasi, (#) Ileri atretik follikiil
(IAF), Oosit sitoplazmas: (%) (Immiinperoksidaz-Hematoksilen d,e X400)
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Resim 16: TUNEL boyamasi yapilan kontrol grubuna ait ovaryum’da a) Gelismekte olan follikiiller
(F), Graaf follikiil (GF), b) Tek sirali primer follikiil (TPF), ¢) Sekonder follikiil (SF), ¢) Graaf
follikiil (GF), TUNEL pozitif hiicre (=) (TUNEL-Metil yesili aX40, b,c,dX400).

106



Resim 17: TUNEL boyamasi yapilan Siklofosfamid grubuna ait ovaryum’da a) Gelismekte olan
follikiiller (F), Atretik follikiil (AF), b) Sekonder follikiil (SF), TUNEL pozitif hiicre (=), c)
Atretik follikiil (AF), TUNEL pozitif hiicre (), Oosit sitoplazmasi (=) (TUNEL-Metil yesili
ax40, b,cX400).
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Resim 18: TUNEL boyamasi yapilan Siklofosfamid ve askorbik asit uygulanan gruba ait
ovaryum’da a) Gelismekte olan follikiiller (F), Atretik follikiil (AF), b) Tek sirali primer follikiil
(TPF), Cok sirali primer follikiil (CPF), TUNEL pozitif hiicre (=), ¢) Graaf follikiil (GF), TUNEL
pozitif hiicre (=) (TUNEL-Metil yesili aX40, b,cX400).
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Resim 19: TUNEL boyamasi yapilan Siklofosfamid ve a-tokoferol uygulanan gruba ait
ovaryum’da a) Gelismekte olan follikiiller (F), Atretik follikiil (AF), b) Atreziye giden ¢ok sirali
primer follikiil (CPF), TUNEL pozitif hiicre (=), ¢) Graaf follikiil (GF), (TUNEL-Metil yesili
aX40, b,cX400).
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Resim 20: TUNEL boyamasi yapilan Siklofosfamid ve selenyum uygulanan gruba ait ovaryum’da
a) Gelismekte olan follikiiller (F), b) Tek sirali primer follikiil (TPF), Cok sirali primer follikiil
(CPF), TUNEL pozitif hiicre (=), ¢) Sekonder follikiil (SF), TUNEL pozitif hiicre (=) (TUNEL-
Metil yesili aX40, b,cX400).
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Resim 21: Kaspaz-3 boyamasi yapilan kontrol grubuna ait ovaryum’da a) Tek sirali primer follikiil
(TPF), Cok sirali primer follikiil (CPF), SF (Sekonder follikiil), Graniiloza hiicresi (=), Teka
interna (TI), b) Primordiyal follikiil (PDF), Teka interna (TI), ¢) Graaf follikiil (GF), Graniiloza
hiicresi (=), d) Atretik follikiil (AF), Graniiloza hiicresi (=), Oosit sitoplazmasi (=)
(Immiinperoksidaz-Hematoksilen a,b,c,d X400)
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Resim 22: Kaspaz-3 boyamasi yapilan Siklofosfamid grubuna ait ovaryum’da a) Tek sirali primer
follikiil (TPF), Cok sirali primer follikiil (CPF), Graniiloza hiicresi (=), Teka interna (TI), b) SF
(Sekonder follikiil), Graniiloza hiicresi (=), Korpus luteum (KL) Teka interna (TT), c) Atretik
follikiil (AF), Oosit sitoplazmasi (%), Graniilloza hiicresi (=), Teka interna (TI)
(Iimmiinperoksidaz-Hematoksilen a,b,c X400)
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Resim 23: Kaspaz-3 boyamasi yapilan Siklofosfamid ve askorbik asit uygulanan gruba ait
ovaryum’da a) Primordiyal follikiil (PDF), Tek sirali primer follikiil (TPF), Cok sirali primer
follikiil (CPF), Graniiloza hiicresi (=), Oosit sitoplazmasi (®), b) SF (Sekonder follikiil), Cok
sirali primer follikiil (CPF), Oosit sitoplazmas1 (®), Graniiloza hiicresi (=), Teka interna (TT) c)
Graaf follikiilii (GF), Oosit sitoplazmasi (®), Graniiloza hiicresi (-*), d) Atretik follikiil (AF),
Graniiloza hiicresi (=), Teka interna (TI), Oosit sitoplazmasi (®). (Immiinperoksidaz-
Hematoksilen a,b,c,d X400)
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Resim 24: Kaspaz-3 boyamasi yapilan Siklofosfamid ve o-tokoferol uygulanan gruba ait
ovaryum’da a) Tek swrali primer follikiil (TPF), SF (Sekonder follikiil), Graniiloza hiicresi
(=),Teka interna (TI), Oosit sitoplazmasi (®), b) Cok sirali primer follikiil (CPF), Graniiloza
hiicresi (=), Teka interna (TT), Oosit sitoplazmasi (®), c) Atretik follikiil (AF), Graniiloza hiicresi
(=), Teka interna (TI), Oosit sitoplazmasi (#) (immiinperoksidaz-Hematoksilen a,b,c X400)
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Resim 25: Kaspaz-3 boyamasi1 yapilan Siklofosfamid ve selenyum uygulanan gruba ait ovaryum’da
a) Tek sirali primer follikiil (TPF), Cok sirali primer follikiil (CPF), Oosit sitoplazmasi (%),
Graniiloza hiicresi (=), Teka interna (TT), b) Sekonder follikiil (SF), Oosit sitoplazmasi (#), Teka
interna (TT), Graniiloza hiicresi (=), ¢) Graaf follikiil (GF), Oosit sitoplazmas1 (®), Graniiloza
hiicresi (=), d) Atretik follikiil (AF), Oosit sitoplazmasi (=), Primordiyal follikiil (PDF)
(Immiinperoksidaz-Hematoksilen a,b,c,d X400)
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Resim 26: APAF-1 boyamasi yapilan kontrol grubuna ait ovaryum’da a) Primordiyal follikiil
(PDF), Tek sirali Primer follikiil (TPF), Cok sirali primer follikiil (CPF), Sekonder Follikiil (SF),
Graniiloza hiicresi (=), Oosit sitoplazmasi (®), b) Atretik follikiil (AF), Oosit Sitoplazmas1 (=),
Graniiloza hiicresi (=) (Immiinperoksidaz-Hematoksilen a,b X400)
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Resim 27: APAF-1 boyamasi yapilan Siklofosfamid uygulanan gruba ait ovaryum’da a)
Primordiyal follikiil (PDF), Cok sirali primer follikiil (CPF), Graniiloza hiicresi (=), Korpus
luteum (KL), b) Graaf folikiilii (GF), Graniiloza hiicresi (=), c) Atretik follikiil (AF), Oosit
sitoplazmasi (®), Graniiloza hiicresi (=). (Immiinperoksidaz-Hematoksilen a,b,c X400)
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Resim 28: APAF-1 boyamas: yapilan Siklofosfamid ve askorbik asit uygulanan gruba ait
ovaryum’da a) Primordiyal follikiil (PDF), Tek sirali primer follikiil (TPF), Cok siralt primer
follikiil (CPF), Graniiloza hiicresi (-*), Oosit sitoplazmas1 (=), Korpus luteum (KL), b) Graaf
folikiilii (GF), Graniiloza hiicresi (=), Oosit sitoplazmasi (®), c) Atretik follikiil (AF), Oosit
sitoplazmas1 (®), Graniiloza hiicresi (=). (Immiinperoksidaz-Hematoksilen a,b,c X400)
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Resim 29: APAF-1 boyamasi yapilan Siklofosfamid ve a-tokoferol uygulanan gruba ait
ovaryum’da a) Tek siral1 primer follikiil (TPF), Cok siral1 primer follikiil (CPF), Graniiloza hiicresi
(=), Korpus luteum (KL), b) Atreziye giden Cok sirali primer follikiil (CPF), Graniiloza hiicresi
(=), ¢) Atreziye giden Graaf folikiili (GF), Graniiloza hiicresi (=) (Immiinperoksidaz-
Hematoksilen a,b,c X400)
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Resim 30: APAF-1 boyamasi yapilan Siklofosfamid ve selenyum uygulanan gruba ait ovaryum’da
a) Primordiyal follikiil (PDF), Tek sirali primer follikiil (TPF), SF (Sekonder follikiil), Graniiloza
hiicresi (-*), Oosit sitoplazmast (%), b) Cok sirali primer follikiil (CPF), Graniiloza hiicresi (-*),
Oosit sitoplazmasi (®), ¢) Atretik follikiil (AF), Graniiloza hiicresi (=), Oosit sitoplazmasi (%)
(Iimmiinperoksidaz-Hematoksilen a,b,c X400)
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Resim 31: Kontrol grubunun ovaryum’unda; Oosit sitoplazmasi (S), Oosit ¢ekirdegi (C), Zona
pellusida (ZP), Graniiloza hiicre katmani («*), Mitokondriyon (=), Graniillii endoplazmik retikulum
tubuluslar1 (W), Koyu sitoplazmali graniiloza hiicresi (KG), Agik sitoplazmali graniiloza hiicresi
(AG), Prizmatik graniiloza hiicresi (%), Poligonal sekilli graniiloza hiicresi (%) Uranil asetat-
Kursun sitrat.

Resim 32: Kontrol grubuna ait ovaryum’un graniiloza katmaninda; Ag¢ik sitoplazmali graniiloza
hiicresi (AG), Mitokondriyon (=), Vakuoller (V), Koyu sitoplazmali graniiloza hiicresi (KG),
Graniillii endoplazmik retikulum tubiiliisleri (®), Hiicreler arasi baglant1 birimleri (P) Uranil
asetat-Kursun sitrat.
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Resim 33: Siklofosfamid grubunun ovaryum’unda; Oosit (O), Zona pellusida (ZP), Graniiloza
hiicre katmani (¢*), Dejeneratif graniiloza hiicresi (DG) Uranil asetat-Kursun sitrat.

Resim 34: Siklofosfamid grubuna ait ovaryum’un graniiloza katmaninda; Koyu sitoplazmali
graniiloza hiicresi (KG), Agik sitoplazmali graniiloza hiicresi (AG), Vakuoller (V), Uranil asetat-
Kursun sitrat.
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Resim 35: Siklofosfamid ve askorbik asit uygulanan grubun ovaryum’unda; Oosit (O), Zona
pellusida (ZP), Uranil asetat-Kursun sitrat.

Resim 36: Siklofosfamid ve askorbik asit uygulanan gruba ait ovaryum’un graniiloza katmaninda;
Koyu sitoplazmali graniiloza hiicresi (KG), Agik sitoplazmali graniiloza hiicresi (AG), Vakuoller
(V), Uranil asetat-Kursun sitrat.
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Resim 37: Siklofosfamid ve a-tokoferol uygulanan grubun ovaryum’unda; Oosit (O), Zona
pellusida (ZP), Uranil asetat-Kursun sitrat.

Resim 38: Siklofosfamid ve a-tokoferol uygulanan gruba ait ovaryum’un graniiloza katmaninda;
Koyu sitoplazmali graniiloza hiicresi (KG), Agik sitoplazmali graniiloza hiicresi (AG), Vakuoller
(V). Uranil asetat-Kursun sitrat.
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Resim 39: Siklofosfamid ve selenyum uygulanan grubun ovaryum’unda; Oosit (O), Zona pellusida
(ZP), Uranil asetat-Kursun sitrat.

Resim 40: Siklofosfamid ve selenyum uygulanan gruba ait ovaryum’un graniiloza katmaninda;
Koyu sitoplazmali graniiloza hiicresi (KG), Teka Interna (TI). Uranil asetat-Kursun sitrat.
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V-TARTISMA

Kanser, ¢cagimizin en 6nemli saglik sorunlarindan biridir. 20. yiizyilin
baslarinda 6liime neden olan hastaliklar arasinda yedinci ve sekizinci siralarda yer
alirken, bugiin diinyanin birgok iilkesinde ve Tiirkiye’de kalp hastaliklarindan
sonra ikinci siradadir.®® Giiniimiizde kanserin dogas1 anlasilmig ve tedavide son
derece énemli ilerlemeler kaydedilmistir.** Kanserin tedavi yontemleri genelde
kemoterapi, radyoterapi, cerrahi ve immiinoterapidir. Kanser tanisi konulan
hastalarin bireysel 6zellik ve hastalik durumuna gére bu yontemlerden bir ya da
birkag1 tedavide kullanilmaktadir. Bu yontemler ile hastalarin yasam siiresinin
uzamasi ve daha nitelikli yasamasi1 amaglanmaktadir. Kullanilan yonteme bagh
olarak tedavi ile ilgili zorluklar ve toksik etkiler de ortaya c¢ikmaktadir.
Kemoterapi o6zellikle kemik iligi, deri, bagirsaklar ve tireme organlari gibi hizl

¢ogalan normal hiicrelere son derece zarar vermektedir.*®

Kemoterapi’nin olumsuz etkiledigi organlarin basinda hizli bir hiicresel
dongiiye sahip olan ovaryum’lar gelmektedir. Uzun siiren kemoterapi tedavileri,
dogurganlik doneminde olan ¢ogu kadini etkiledigi gibi ergenlik 6ncesi evredeki
geng nesli de etkilemektedir.? Bu geng kadmlarin ovaryum’larindaki primordiyal
follikiil’lerden beslenen follikiil havuzu kemoterapiden dogrudan etkilendigi i¢in,
ilerleyen yaslarda ciddi ovaryum yetmezligi ve iireme bozukluklariyla

karsllasllmaktadlr.3

Ovaryum’larin temel islevi, saglikli nesillerin siirdiiriilebilmesi igin
follikiiler biiyiime ve olgun oosit’lerin iiretilmesidir. Follikiiler biiyiime, gelisim
asamalarina ve gonadotropin bagimliligia gére 3 evreye ayrilir ®°; 1) primordiyal,
primer ve sekonder asamalar siiresince follikiiler biiyiime (gonadotropin-bagimsiz
evre), 2) onciil-antral evreden erken antral agsamaya gecis (gonadotrapinlere yanit
veren evre). Bu follikiillerin biiylimesi oncelikli olarak ovaryum i¢i mekanizmayla
denetlenir ve FSH ile tetiklenir.®*® 3) Erken antral asamadan sonraki siirekli

biiyiime asamasi (gonadotropin bagimli evre). Bu evre ayrica follikiil se¢imini ve

126



ovulasyonu igerir.®> Memelilerde ovaryum déngiisii siiresince bir ya da az sayida
cins hiicreleri ovulasyona ugrarken, ¢ogu follikiil, hiicre apoptozisi ile atreziye
ugrar.&_”86 Bu se¢imde sadece saglikli ve yasam sansi en yiiksek olan oosit’ler
atilir.®” Biiyiimesi icin secilen follikiillerin yasamu gonadotropinlerden salinan
dogru sinyaller ve bolgesel olarak iiretilen biiylime faktorlerince siirdiiriiliir, ancak
biiylime destegindeki yetersizligin sonucu olarak da follikiiler atrezi gergeklesir.50
Follikiiler gelisimin tiim asamalarinda apoptozis ger¢eklesmesine karsin, erken
antral follikiil’ler (siganlarda 200-400 pm, insanlarda 2-5 mm) atretogenik
sinyallerden son derece fazla etkilenirler.®® Buna karsin en az atrezi ya da
graniiloza hiicre apoptozisi Onciil-antral ve en kiigiik antral follikiil’lerde
gerceklesir (siganlarda(200um, insanlarda(2mm)(7,12). Follikiilogenezisde oosit-
somatik hiicre etkilesiminin, dinlenmekte olan follikiillerin aktivasyonunda ve son
farklilasmasinda kritik rol oynadigi bilinmektedir. Ancak onciil-antraldan erken
antrala gegme evresinde yani follikiiliin kaderinin belirlenmesinde oosit’in hiicre
apoptozisini diizenleyip diizenlemedigi ile ilgili ise net bir bilgi yoktur.®® Ayrica
gelisim siiresince oosit’ten tiireyen etkenlerin, graniiloza hiicre katmaninin
biitiinliigiinii parakrin faaliyetlerle etkileyip etkileyemeyecegi heniiz kesin

bilinmemektedir.®

Kemoterapi uygulamasinin ovaryum dokusu iizerinde olusturabilecegi
olumsuz etkilerin mekanizmasin1 saptayabilmek i¢in Oncelikle normal
ovaryumdan salinan yasam ve 6liim sinyal molekiilerininin isleyisini belirlemek

gerekmektedir.

Ovaryum’da follikiil gelisimi iizerine en etkili sinyal molekiillerinden biri,
biiyiime faktorii ailesinden olan Ddniistiiriicii Bliylime Faktorii feta (TGF-)’dur.
TGF-B proteinleri birgok memeli tiirlinde hiicre biiylime, farklilasma ve
metabolizmasimin diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan kiiciik peptid (25-kd)
protein ailesidir.2® TGF-p proteinlerinin hiicre dongiisii, hiicre disi ortam ve diger

peptid bilyiime faktorleri ile reseptorleri iizerine ¢ok cesitli etkileri vardir.”
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Ayrica bazi doku ve hiicre tiirleri (6zellikle epitel hiicresi) lizerine de baskilayict

etki yaparlar.®® %

TGF-p alt birimleri ¢esitli canli tiirlerine ait ovaryum’larin 6zel hiicre
tiplerinde ayricalikli olarak salinirlar. Yapilan g¢alismalarda TGF-f’nin insan
ovaryum follikiil sivisinda Olgiilebildigi ve graniiloza ile teka hiicrelerince
iiretildigi gosterilmistir.”* Ayrica TGF-B;’in insan ve fare Graaf follikiil’lerinin

graniiloza ve teka hiicrelerinde salindig1 gosterilmistir.?*

In situ hibridizasyon c¢alismalarinda en onemli TGF-B; mMRNA
sinyallerinin, fare Graaf follikiillerinin graniiloza hiicre katmaninin dis katinda
bulundugu belirlenmistir.*> Domuzlarda in situ hibridizasyon yontemi ile TGF-B1
mRNA salinimi graniiloza ve teka hiicrelerinde gosterilmis ancak TGF-B;

proteininin sadece teka hiicrelerince salindig belirlenmistir.*®

Immiinohistokimyasal ¢alismalarda sigan, domuz ve Hamster gibi cesitli
memeli tiirlerinde de Ostrus dongiisii siiresince TGF-B1’in salindigi gosterilmis,
ozellikle graniiloza ve teka hiicrelerinde daha baskin bigimde bulundugu

93,94,95

belirtilmistir. Bazi calismalara gore siganlarda TGF-B; ozellikle Graaf

follikiil’lerinin teka ve interstisyel hiicrelerinde daha kuvvetli salinmaktadur. * 1%°
Ghiglieri ve arkadaslarina gore farelerde TGF-B; tutulumu ise kiigik ve orta
biiyiikliikteki follikiillerin teka ve graniiloza hiicrelerinde gozlenmez iken, biiytlik

follikiillerin ayn1 hiicrelerinde saptanmlstlr.%’ ¥

Bizim calismamizda, kontrol gruplarin ovaryumlarinda 6nceki c¢alisma
bulgulariyla uyumlu olarak kumulus ooforus’un bigimlendigi ve antrumun
genigledigi Graaf follikdil’lerinin graniiloza hiicre sitoplazmasinda kuvvetli TGF-
B1 tutulumu gozlendi. Bu bulgularin yani sira primordiyal, tek ve ¢ok sirali primer
follikiil ve antrum olusmaya baglamis sekonder follikiillerde de graniiloza hiicre
cekirdeklerinde yogun, sitoplazmada orta dereceli TGF-B; tutulumu dikkat

cekiciydi. Teka katmanlarinda tutulum, teka internada orta dereceli iken teka
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eksternada izlenmiyordu. Literatirde oosit ve TGF-B; tutulumu ile ilgili
caligmalar sinirlidir. Biz ¢alismamizda primordiyal follikiilden baglayarak tiim
gelisim asamasindaki saglikli follikiillerin oosit sitoplazmasinda ve ¢ekirdeginde
yogun immiinreaktivite belirledik. Atretik follikiillerin oosit sitoplazmalarinda ve
antrum boslugu igine dokiilen graniiloza hiicrelerinde tutulumun azalmasi dikkat

cekiciydi.

Ovaryum’da follikiil gelisimi siiresince graniiloza hiicrelerinin ¢ogalmasi
ve farklilasmasini saglayan bir diger 6nemli sinyal TGF-f iist grubu iiyelerinden
biri olan Biiyiime Farklilagma Faktorii 9 (GDF-9)’dur. GDF-9’un ovaryum’da LH
reseptorliniin  arttirilmasi, teka hiicrelerinde androjen sentezi, sican graniiloza
hiicrelerinde inhibin tiretimi ve farelerde kumulus genislemesi gibi birgok islevi

vardir.%®

GDF-9’un follikiil gelisimi siiresince memeli oosit’lerinde salindigi
bilinmektedir.”> GDF-9 graniiloza hiicre c¢ogalmasimi, onciil antral follikiil
gelisimini ve kumulus hiicre genislemesini arttirmasi gibi 6zelliklerinin yaninda,

FSH baglantili cAMP ve steroid {iretimini baskilar.*®

GDF-9 apoptozis karsiti etkendir ve graniiloza hiicre apoptozisini
PI3K/Akt yoluyla baskilamaktadir.*® Gelisen follikiillerde, 6nciil antral
follikiil’den erken antral follikiil asamasina gecis GDF-9 gibi ovaryum igi
diizenleyicilerce denetlenir, ancak bu FSH’in etkisi altindadir ve erken antral
asamadan sonraki biliylimenin siirdiiriilmesi gonadotropin baglmhdlr.loo Bu
varsayimi dogrulamak i¢cin Wang ve arkadaslar1 yaptiklar1 caligmada, antral
follikiil’lert FSH igermeyen kiiltiir ortamina almislar ve apoptozisin artarak
follikiiler biiylimenin durdugunu géistermislerdir.101 Calismanin devaminda FSH
olmayan ancak GDF-9 eklenen kiiltiir ortaminda onciil-antral follikiil’lerin
biiyiimeyi siirdiirdiigli ve oldukga az apoptozis izlendigi kaydedilmistir. Buradan
yola c¢ikarak GDF-9’un hiicre yasaminin siirdiiriilmesinde ve erken gelisim

asamasindaki follikiillerin biiyiimesinde son derece onemli isleve sahip oldugu
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sonucuna varmuslardir. Bunlara ek olarak GDF-9’un in vitro ortamda insan

ovaryum follikiillerinin yagsamini ve gelisimini arttirdigi zc:{t')sterilmistir.lo2

Yapilan ¢alismalarda GDF-9 kedi, koyun, domuz ve kemirgenlerin, primer
ile Graaf follikiil’lerinin oosit’lerinde gdsterilmistir."**'%*?* Fare ve koyunlarda
GDF-9 geni yok edilerek yapilan ¢alismalarda, erken follikiil gelisiminin durmasi
nedeniyle, bu molekiiliin {ireme i¢in olduk¢a Onemli bir etken oldugu
belirlenmistir.’® insan ve kedi gibi tek ovulasyon gegiren memeli tiirlerinde GDF-
9’un graniiloza hiicreleri lizerine islevi hakkinda oldukga az bilgi vardir. Ancak
sicanlarda GDF-9’un graniiloza hiicre ¢ogalmas iizerine dogrudan etkisi oldugu
gosterilmistir.”® Ayrica siganlarda olgun follikiillerin graniiloza hiicrelerinin,
olgunlasmamis olanlarina karsin GDF-9’a daha duyarli oldugu saptanmustir.”
Bunun da biyiik follikiillerin graniiloza hiicrelerinin, kiigiiklere gére GDF-9’dan

daha fazla etkilenmeleri nedeniyle oldugu éne siiriilmiistiir.*

Nilsson ve Skinner fare GDF-9’unun in vitro olarak neonatal si¢an
ovaryum’larinda primer follikiil’lerin gelisimini arttirdigini, ancak primordiyal
follikiil’lerin gelisimi iizerine etkisinin olmadigin g(istermislerdir.105 Ayrica son
calismalarda GDF-9’un in vitro olarak si¢anlarda oOnciil-antral follikiil’lerin
gelisimini ve tekal hiicre farklilagsmasini arttirdigi belirlenmis‘[ir.102 Bu calismalar
sonucunda arastirmacilar GDF-9’un primer follikiil asamasindan sonraki gelisimi
etkiledigi sonucuna varmislardir. Bu goriisten ayricali olarak yapilan diger bir
calismada, kiiltiir ortamindaki fotal hamster ovaryum’una rekombinant sigan
GDF-9’u uygulamasi sonucu primordiyal follikiil’lerin gelisimini arttirdig
bulunmustur.’® Ayrica, in vitro ortamda fStal hamster ovaryum’larina FSH

uygulanmasinin GDF-9 salinimini arttirdigi g('jsterilmistir.106

Dong ve arkadaglarinin yaptiklar: immiinohistokimyasal ¢aligmalar fare ve
sicanlarin oosit’lerinden GDF-9 protein salinimmin ilk olarak primer follikiil
evresinde gergeklestigini ortaya koymustur.100 Yine Elvin ve arkadaslarinin

yaptiklart bir diger caligmaya gore fare ovaryum’unda GDF-9 mRNA’st ve
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proteini primordiyal follikiil’lerde salinmamaktadir, ancak erken primer
follikiil’den baslayarak kuvvetli salinmaya baglar.’®” Aksine hamster oosit’lerinde
ise GDF-9 protein salinimi, dogum sonrasi ilk 4.giinde yani primordiyal follikiil

asamasinda iken gdzlenmistir.'*

Bizim c¢alismamizda kontrol grubuna ait GDF-9 antikoru ile yapilan
immiinofloresan  boyamasinin  sonucuna gore tiim follikiillerin  oosit
sitoplazmasinda tutulumun kuvvetli oldugu goézlenmistir. Dong ve Evlin’in
farelerde yaptiklar1 ¢alismadan ayricali olarak si¢an ovaryumlarmin primordiyal
follikiillerinde GDF-9 tutulumunun gergeklestigi ve oOzellikle oosit ¢ekirdek
zarimda yogunlastigi dikkatimizi ¢ekmistir. Ayrica tek sirali primer follikiillerin
ozellikle oosit ¢ekirdek zarmda ve c¢ok sirali primer follikiillerden baslayarak
sekonder ve Graaf follikiillerinin oositlerinin sitoplazmasinda ve ¢ekirdek zarinda
kuvvetli tutulum gozlenmistir. Atretik follikiillerin dejenere oositlerinde GDF-9
salimiminin daha az diizeyde oldugu saptanmistir. Bu bulgular, GDF-9’un hiicre
apoptozisini baskilayan molekiil olarak islevini artik yitirdigini ve atretik follikiil

asamasinda apoptozisi baskilayamadigini gostermektedir.

Ovaryum follikiillerinin biiylimesi ve gelisimi graniiloza hiicre ¢ogalmasi
ve farklilagsmasi ile tanimlanir. Follikiiler gelisimin erken evresinde graniiloza
hiicre ¢ogalmasi oldukca yavastlr.26 Gelisen follikiillerin graniiloza hiicreleri
gonadotropin uyarilarina yanit vermeye baslar ve artan miktarlarda ostradiol
salgilarlar.® Gonadotropinler ve ostradiol’e etkin kalan graniiloza hiicreleri
hizlica ¢ogalma evresini baslatlrlar.108 Follikiiler gelisimin son evresinde ise
Ostradiol’iin iiretimi en iist dlizeyde gerceklesir ve buna kosut olarak hiicre

cogalmasi durdurulur.*®

Cogalan hiicre ¢ekirdek antijeni (PCNA), hiicre dongiisiiniin isleyiginde
onemli role sahip, 36 kDa’luk, ¢ekirdek proteinidir. PCNA DNA hasari
onariminda, DNA sentezi siiresince ve S-evresinde DNA polimeraz i¢in ko-faktor

109

olarak gorev alir.”™ PCNA saliniminin gegici bir yayilimi olmasi, hiicre cogalma

131



calismalarinda kullanilmasini saglamaktadir. Eger G1 evresi siiresince uygun
tetikleme gergeklesirse PCNA birikmeye baslar, S evresi siiresince en yiiksek
diizeye ulasir ve diger énemli diizenleyici olan D siklinler ile eslesir.*’® Bunu
izleyerek G2 evresinde sabit kalirken M evresi siiresince azalir.™* Bu 6zelligi
nedeniyle PCNA ¢ogalan hiicreler i¢in iyi bir isaretleyicidir. D2 siklin normal
ovaryum islevleri i¢in oldukga gereklidir. FSH’a bagli ¢ogalma bozuklugu olan
disi infertil farelerde D2 siklin geninde bozukluk saptanmustir.*** PCNA D siklin
ile bilesen sekli alarak (siklin bagimli kinaz’lar ve siklin bagiml kinaz inhibitor

p21) hiicre dongiisiiniin G1 ve S evresini etkileyebilir.**?

Wandji ve arkadaglarina gore gelisen oosit’lerde PCNA salinimindaki
artisin nedeni bilinmemektedir ve bu artis hiicre cogalmasiyla baglantili
degildir.**® Fotis dogdugunda insanlarda tim oosit’ler ve kemirgenlerde
oosit’lerin %96’s1 ilk mayoz bdliinmenin diploten (G2) asamasindadir. Mayoz
boliinmesi durmus memeli oosit’leri aslinda duragan degildir. Niikleer RNA
sentezlemeye baslarlar ve primordiyal follikiil’ii gelisim evresine tagirlar. '
PCNA hiicre dongiisiinde icerilmesinin yani sira, DNA sentezi ve onariminda
DNA polimeraz delta’ya yardime protein olarak gorev alir.**® Gelisen oosit’lerde
yeni DNA sentezi ger¢eklesmemesine karsin, gelisimi i¢in segilen oOosit’lerde
genetik materyalin olasi hasarinin onarilmasinda DNA polimeraz delta aktive
edilebilir. Insan ovaryum’larinda mitokondriyal DNA delesyonlarinin yasla
birlikte arttigi gosterilmistir. Bu delesyonlar graniiloza hiicreleri ve oosit’lerde

olusabilmektedir.*

Oosit’ler gibi uzun yasayan hiicreler hizli ¢ogalan graniiloza
hiicreleriyle kiyaslandiklarinda, DNA hasarlanip kendini onarirken, DNA
delesyonlarina daha egilimlidirler. Oosit ¢ekirdeklerinde artmis PCNA salinimi
durgun hiicrelerden salinan gesitli biiyiime faktorlerinin etkisiyle daha da

artmaktadir.'t’

Tomanek ve arkadaslari, domuz primordiyal follikiil’lerinin oosit’lerinde

8

PCNA salmimmi saptamamuslardir.’® Bunu da primordiyal follikiil’lerin

oosit’lerinin hareketsiz olmasia ve heniiz herhangi bir genomik DNA eslesmesi
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ve metabolik yeti gostermemelerine baglamislardir. Ayni arastiricilar domuz
oosit’lerinin ¢ekirdeklerinde PCNA salimimini primer, sekonder ve erken antral
evrelerde belirlemislerdir.™®® Ozellikle onciil-antral follikiil evresinde oldukea

fazla sayidaki graniiloza hiicrelerinde PCNA tutulumu izlenmektedir.

Fare ve sigan calismalarinda graniiloza hiicre ¢ogalmasinin en hizh
gerceklestigi zaman aralifi antrum evresi olarak belirlenmistir."'®  Ancak
Hirshfield’a gore graniiloza hiicrelerindeki hizli ¢ogalma antrum evresinden

onceki onciil-antral follikiil evresinde gerceklesmektedir.”®

Gelisim sirasinda
follikiil genislemeye basladiginda, PCNA immiinreaktivitesinde gézlenen artig
saglikli antral follikiil’lerin graniiloza ve teka hiicrelerindeki kuvvetli ¢ogalma
oranini gostermektedir. Ayrica, gonadotropin tetiklemesine yanit olarak graniiloza
ve teka hiicreleri steroidogenik islevlerini gelistirir ve artan miktarlarda steroid
hormon iiretirler. Genis follikiillerde steroid TUretimindeki artis hiicre
cogalmasindaki azalmayr ve atreziyi gostermektedir. Feranil ve arkadaslart
PCNA’ni bir isaretleyici olarak kullanarak, Buffalo ve kedi ovaryum’larinda
saglikli follikiillerin PCNA tutulumunun erken ve geg¢ atretik follikiil’lerin
tutulumundan daha fazla oldugunu bulmuslardir.**® Ayrica atrezi siiresince teka

hiicrelerinde PCNA tutulumunun oldukg¢a azaldigin1 gostermislerdir.

PCNA’nin invivo olarak sigcanlarda, in vitro c¢alismalarla da inek ve

120" immiinohistokimyasal

Babun’larin ovaryum’larinda salindigi belirlenmistir.
olarak PCNA’nin si¢an ve fare ovaryum’larinin graniiloza hiicrelerinde salinimi
gosterilmistir.*”  Ayrica PCNA salimmmi primordiyal follikiil ~biiyiimesinin
baslangicinda in vitro olarak kedi ve Babunlarda tanimlanmistir.’® Oktay ve
arkadaglarinin  yaptiklart ¢alismada Siganlarda, PCNA immiinreaktivitesi
primordiyal follikiil’lerde gozlenmemis ancak bir graniiloza hiicresi bile
gelismeye basladiginda  immiinreaktivite belirlenmistir.*’ Daha  sonraki
toksikolojik ¢aligmalarda PCNA salimimi, fare ovaryum’larinin  follikiil
gelisiminde hiicreler arasi iletisime ve bozulmaya odaklanarak follikiil sayimi1 ve

bioassay i¢in incelenmistir.'?!
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Bizim galismamizda kontrol grubunun ovaryumunda PCNA tutulumunun
onceki caligmalarin bulgulariyla uyumlu oldugu goézlenmistir. Tek sirali primer
follikiillerin graniiloza hiicrelerinde PCNA tutulumu az iken, ¢ok sirali primer ve
sekonder follikiillerin graniiloza hiicrelerinde son derece yogun immiinreaksiyon
izlenmistir. Ancak primordiyal follikiillerin oositlerinde hicbir tutulum
saptamayan Oktay ve arkadaslarindan ayricali olarak ¢alismamizda tiim
primordiyal follikiillerin oositlerinde yogun PCNA tutulumu ayirt edilmistir.
Bunun yaninda gelisim asamasindaki tiim follikiillerin oositleri de oldukga yogun
boyanmisti. Bu boyanma sitoplazmada zayiftan ortaya degisir iken ¢ekirdekte ise
yogun pozitif olarak belirlenmistir. Gelismekte olan follikiillerin oosit
cekirdegindeki bu kuvvetli boyanma ve sitoplazmadaki zayif boyanma, saglikli
gelisimin ve DNA sentezinin gostergesi olarak kabul edilmektedir. Ozellikle
gelisimin ileri asamalarindaki bazi follikiillerin oosit sitoplazmalarinda gdzlenen
orta siddette tutulum dikkat c¢ekiciydi. Bu durum, follikiillerin atreziye
gidebileceginin gostergesi olarak kabul edilmistir. Cok sirali primer follikiilden
baglayarak teka interna hiicrelerinin de kuvvetli tutulum gostermesi ilgimizi

cekmistir.

Bir follikiiliin gelecegi hiicre ¢ogalmasini, farklilasmasini ve apoptozisini
diizenleyen etkenlerin salinimindaki hassas dengeye baghdlr.103 Ovaryum’lar
tireme doneminde hormonal olarak aktif organlardir. Bu donemde graniiloza ve
teka hiicrelerinde apoptozis olduk¢a yogundur. Apoptozis ovaryum follikiillerinin
sayisini ve gelisimini sinirlayarak ovulasyondan once atreziye ugramalarina neden

107

olur.™" Bu dogal ve fizyolojik olgu organ dengesini saglar ve hiicreleri hatali

. 103,107
islevlerden korur. 03.10

Apoptozisin en Onemli oOzelliklerinden olan DNA parcalanmasi,
endoniikleazlarca interniikleozomal birimlerin ayrilmasi sonucu gerceklesir. DNA
parcalanmasi histokimyasal olarak TUNEL (Terminal deoxyniikleotidyl

transferase-mediated dUTP nick end- labelling) yontemi ile gosterilmektedir.?’
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TUNEL apoptozisin erken agamasindaki apoptotik hiicrelerin tanimlanmasini

saglayan 0zel bir yt')ntemdir.122

TUNEL yontemi c¢esitli canlilarda follikiiler atrezi siiresince DNA

48,123

parcalanmasini gostermek ic¢in de kullanilmaktadir. Isobe ve arkadaglarina

gore TUNEL tepkimesi atretik follikiil’lerde en fazla graniiloza ve teka

24 Bu nedenle graniiloza ve teka katmanlarinda

hiicrelerinde gdzlenmistir.
TUNEL pozitif hiicrelerin bol oldugu follikiiller, atretik follikiil olarak

124
smiflandirilir.

Yapilan ¢alismalarda atretik follikiil’lerde TUNEL pozitif ve aktif kaspaz-
3 tutlumu gosteren hiicrelerin biiylik ¢ogunlugunu graniiloza hiicrelerinin
olusturdugu bulunmustur.'® Saglikli follikiillerle karsilastinldiginda atretik
follikiil’lerde Fas ligand (6zellikle teka hiicreleri, bir miktar graniiloza hiicreleri),
Bax (sadece teka hiicreleri), TUNEL (6zellikle graniiloza hiicreleri) ve kaspaz-
3%iin kuvvetli salimmi gosterilmistir."?® Bunlara ek olarak Jiang ve arkadaslarina
gore follikiiler atrezi siiresince tekal hiicrelerin ¢evresindeki damarlanmada kayip
gergeklesir. Teka katmanindaki mikro-damarsal gevre graniiloza hiicre katmanina
besin ve gazlarin saglanmasinda 6nemli rol oynayarak yasam ya da Olimii

denetler.*?’

Bu nedenle de atrezinin baglamasi ile kan damarlarinda gergeklesen
degisiklik, apoptotik silirecin Once graniiloza hiicrelerinde baslamasina neden

olmaktadir.*?®

Boone ve arkadaslarina gore ovaryum follikiillerindeki hiicre olimi
TUNEL yontemi ile incelendiginde apoptozis ve nekrozis arasinda fark
gézlenmemektedir.125 Domuz ovaryum’larinda yapilan biyokimyasal ¢alismaya
gore antral follikiil atrezisinde en fazla graniiloza hiicrelerinde apoptozise
rastlanmistir. TUNEL yontemi kullanildiginda ise DNA pargalanmasi teka
hiicrelerinde belirlenmistir. Buradan yola ¢ikarak graniiloza hiicre katmani ve teka
katmaninda fizyolojik olarak farkli apoptotik yollarin yiriitildiigii sonucuna

123
varmislardir.
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Yetigkin insan ovaryum’lariyla yapilan galismalarda Graaf ve sekonder
follikiil’lerin  graniiloza hiicrelerinde TUNEL tutulumu belirlenmistir.*?**%
Makrigiannakis ve arkadaglarina gore insan primordiyal ve primer follikiil’lerinde
TUNEL pozitif hiicreler saptanirken, onciil-antral follikiil’lerinde herhangi bir

TUNEL tutulumu izlememislerdir.**

Vaskivuo ve arkadaslari da yetiskin
ovaryum’larinda 22 sekonder follikiil’iin 2 tanesinde TUNEL pozitif hiicrelere
rastlamuslardir.®® Glamoclija ve arkadaslari insan ovaryum’larinda TUNEL
yontemi ve kaspaz-3 immiin boyamasi ile yaptiklari bir ¢alismada erken follikiil
asamasinda oldukca seyrek atretik follikiil’e rastlamisglardir.*® Bunun nedeni
olarak da erken asama follikiillerde kaspaz-3 ve TUNEL yo6ntemiyle apoptozisin

. . o . c e .. . 132
gosterilemeyecegini ileri stirmiislerdir. 3

Wu ve arkadaglarma gore ise insan olgun oosit’lerinde DNA
parcalanmasinin yasla baglantili oldugu belirtilmektedir.**® Follikiiler atrezi
follikiil gelisiminin tiim asamalarinda gerceklesebilir ancak dinlenme evresinde
olan follikiiller, atreziden en fazla etkilenenlerdir. Mortia ve arkadaslarina gore de
primordiyal ve primer follikil’ler gonadotropin bagimsizdir. Bu nedenle
apoptozis gibi fizyolojik olaylar, ovaryum’un hormonal g¢evresinden ve hiicre

genomundan bagimsizdir.***

Depalo ve arkadaslar1 apoptotik DNA  parcalanmasini  insan
ovaryum’larinda primordiyal ve primer follikiil’lerin oosit’lerinde saptamiglardir.
Buradan yola c¢ikarak ‘dinlenme evresindeki follikiillerde apoptozis Once
oosit’lerde baglar ardindan graniiloza hiicrelerinde ilerler’ varsayimini
kurmuslardir.*®* Buna karsin diger ¢alismalarda olgunlasmakta olan ya da tam
olgunlagsmis follikiillerin atrezisi sirasinda graniiloza hiicre apoptozisinin 00sit
dejenerasyonundan once gergeklestigi saptanmlstlr.“'&126 Aragtirmacilara gore
olgunlasmamis follikiiller oosit i¢i sinyallerden ve lokal etkenlerden o6zellikle

daha g¢abuk etkilenip hasar gormektedirler. Gelisim asamasinda olan follikiillerin
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ise stromal hiicrelerden gelen sinyallere daha duyarli olduklar

diisiiniilmektedir.*®

Domuzlarda yapilan ikili immiinohistokimyasal ¢aligmada ise TUNEL,
saglikli follikiillerin graniiloza ve teka katmanlarinda goériilmezken, bazi antral
follikiil’lerde ve erken atretik follikiil’lerde kaspaz-3 tutulumu oldukga kuvvetli
izlenmistir.*** Bu nedenle bu bulgular follikiiler atrezinin denetimi ya da hayatta

kalmanin her follikiiler agama i¢in ayn1 olmadigini ortaya koymaktadir.

Dhaeseller ve arkadaglarina gore ineklerin farkli dongii evrelerinde
apoptotik hiicreler primordiyal, primer ve sekonder follikiil’lerde seyrek, tersiyer
follikiil’lerde ise olduk¢a boldur. Bu bulgularina gore atrezi gelismekte olan
follikiillerin herhangi bir asamasinda gergeklesebilir ancak, tersiyer follikiil

asamasinda daha fazla olusarak yiizlerce follikiil ovulasyonla atilamamaktadir.*®

Durlinger ve arkadaslari ovulasyon oncesi sigan ovaryum follikiillerinde
yapisal ve apoptotik degisiklikleri incelemisler ve graniiloza katmaninda atretik
hiicreler olusurken kumulus hiicrelerinin en son piknotik olmaya basladigini
bildirmislerdir.*’ Diger bir ¢alismada ise sigan ovaryum’larinda gelismekte olan
erken follikillerin graniiloza hiicrelerinde apoptozisin progesteron tarafindan

engellendigi savunulmustur.*®

Bizim ¢alismamizda kontrol grubuna ait ovaryum dokularmin TUNEL
boyamasinda, literatire kosut olarak tiim gelisim asamasindaki saglikli
follikiillerde TUNEL tutulumu hemen hemen hi¢ gozlenmemistir. Isobe ve
arkadaglariin bulgularina benzer sekilde bazi atreziye giden Graaf follikiil’lerinin

graniiloza katmaninda az sayida TUNEL pozitif hiicre ayirt edilmistir.
DNA parcalanmasi apoptotik yolun son asamasidir. Bu asama Caf'leg+2

bagimli endojen endoniikleazlar olan kaspazlar tarafindan tetiklenir.'*® Bu

enzimler Onciil-apoptotik sinyallere yanit baglatarak, proteinlerde yariklanmaya
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neden olur ve sonugta hiicreyi pargalara ayirarak apoptozisin asamalarina
katilirlar. Bu sitoplazmik proteazlar baslatici (kaspaz-8, -9 ve -10) ve etkileyici
(kaspaz-3,-6,-7) olarak siniflandirilir. Uygun uyaricinin etkisiyle, baslatici
kaspazlar endojendz endoniikleazlari aktive eden ve DNA’nin pargalanmasini
saglayan etkileyici kaspazlar aktive ederler.*® Bu kaspazlar arasinda apoptozisle
en baglantili olan ve hiicreyi Oliime gotiiren etkileyici enzim kaspaz-3’tiir.**°

Ayrica apoptozisin sonlandirici enzimi olan kaspaz-3’iin, ovaryum’un graniiloza

hiicrelerinde apoptozis islemini tamamladig: bilinmektedir.?®

Follikiiler gelisimin ilk evresinde follikiil, gonadotropinlerden etkilenmez.
Zamanla gonadotropin etkisiyle antrum ve teka katmanlari uyarilir ve steroidler
iiretilmeye baslar.*> Gonadotropinlerin antral follikiil’lerin graniiloza hiicrelerinde
apoptozisi  baskiladigi  bilinmektedir.**  Atretik  follikiil’lerin  graniiloza
hiicrelerindeki kaspaz-3’lin graniiloza hiicrelerince diizenlendigi

diisﬁnﬁlmektedir.131

Kaspaz-3, ¢ogu hiicrede aktif olmayan zimojen etkili kaspazdir. Aktif
kaspaz-3 insan ve farelerin atretik antral follikiil’lerinde  salinim

11 Berardinelli ve arkadaslari tarafindan domuzlarin atretik

gostermektedir.
follikiil’lerinin ~ graniiloza  hiicrelerinde  kuvvetli  kaspaz-3  tutulumu
gésterilmistir.lZ?’ Ayrica yapilan g¢aligmalarda saglikli follikiillerin graniiloza
hiicreleri kaspaz-3’iin aktif olmayan sekli onciil-kaspaz-3 igerirken, sadece atretik
antral follikiil’lerin kaspaz-3’iin aktif formunu igerdigi gosterilmistir.*"**> Bu
bulgulara gore atretik olmayan follikiillerin aktif kaspaz-3 ve TUNEL tutulumu

gostermedigi sonucu ¢ikarilmastir.

Kaspaz-3 geni yokedilmis farelerde yapilan caligmalarda, bu enzimin
graniiloza hiicre apoptozisi i¢in oncelikli dneme sahip oldugu ancak cins hiicre

Y1 Aktif kaspaz-3 salmimu farelerde

gelisimi i¢in 6nemli olmadigl saptanmistir.
atretik follikiil’lerin oosit ve graniiloza hiicrelerinde go6zlenirken, primordiyal

follikiil’lerde izlenmemistir."*® Benzer sekilde Glamoclija ve arkadaslar1 insan
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primordiyal ve primer follikiil’lerinde kaspaz-3 aktivasyonu saptamamislardir.
Buradan yola ¢ikarak, kaspaz-3 salimminin en erken kiiciik antral asamada
graniiloza hiicrelerinde ger¢eklesmesinden dolayi, apoptozisin antrumun
olusmasiyla basladigi savini ileri siirmiislerdir.*® Ayrica Glamoc'lija ve
arkadaglar1 genis antral follikiil’lerde olduk¢a az TUNEL pozitif hiicreler
gozlerken, kaspaz-3 immiinreaktivitesini ¢ogu apoptotik graniiloza hiicresinde
yaygin olarak belirlemislerdir. Kaspaz-3’iin oncelikli olarak sitoplazmada
bulundugunu daha sonra da ¢ekirdege gecerek niikleer elementlere katildigini

132

diistinmektedirler.”>* Ayrica apoptotik graniiloza hiicrelerinde kaspaz-3’iin DNA

par¢alanmasindan daha uzun bir evreye sahip oldugu fikri ileri siiriilmektedir.**2

Bizim ¢alismamizda da gelisim asamasinda olan kiigiik follikiillerde
kaspaz-3 tutulumu, graniiloza hiicre katmaninda az diizeyde, teka interna
katmanindaki hiicrelerde orta diizeyde gozlenmistir. Atreziye giden follkiillerde
ise graniiloza hiicre katmaninda ve antrum sivisina dokiilen bazi hiicrelerde yogun
immiinreaktivite izlenirken, oosit sitoplazmasinda da bir miktar tutulum dikkati

cekmistir.

APAF-1 kaspaz’larin etkinligi ve kuvvetlenmesi i¢in son derece 6nemli bir
onciil-apoptotik molekiildiir.”® Apoptozisin mitokondriyal yolunda sitokrom-c
sitosole salinarak APAF-1’in apoptozom bilesenini baslatir. Apoptozom kaspaz-
9’un ve sirastyla sonlandirici kaspaz-3 ve kaspaz-8’in etkinligini diizenleyerek
hiicreyi proteolisiz ile 6ldiiriir."* Ovaryum’larda apoptozis karsiti proteinlerin,
onciil-apoptotik Bcl-2 proteinleri (Bad, Bod, Bax) ile heterodimerize olarak bu
proteinlerle eslesip sitokrom-c’nin saliniminin olaylanmasini ve ovaryum’daki
APAF-1 ile baglanarak kaspaz etkinliginin diizenlenmesini sagladiklari

bilinmektedir. *°
Diger yapilan biyokimyasal calismalarda, APAF-1’in aktivasyonu ig¢in
sitokrom ¢’nin mitokondriyondan salimmasi gerektigi vurgulanmustir.® Sitokrom

c¢’nin varhiginda APAF-1 onciil-kaspaz-9 ile etkilesime girebilmek ig¢in uygun
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degisikliklere ugrar. Bu etkilesim kaspaz-9’un aktivasyonunu ve yiiriitiilmesini
saglar.®® Sonug olarak APAF-1 mitokondriyal sitokrom c’nin salinmastyla aktive
edilir. Kaspaz asamalarinin sirayla aktive olmasiyla da graniiloza hiicrelerinin

Slimiinii gergeklestirir.®

Son c¢aligmalarda APAF-1 etkinliginin bazi ovaryum kanserlerinde
apoptozisin diizenlenmesinde 6nemli oldugu gdsterilmistir. Kanser hiicrelerinin
kaspaz aktivitesini azaltabildigi ve sitokrom-c salinimini digiirerek apoptozis
mekanizmasina direng gosterdigi bulunmustur. Sitokrom-c’nin azalmasi da
APAF-1’in etkinligini ortadan kaldirir. Bu nedenle sitokrom-c ve APAF-1

proteinleri tiimdr baskilayicilari olarak rol oynamakt'cldlrlar.140

Evans ve arkadaglar1 ise ¢aligsmalarinda follikiil i¢i 6stradiol yogunlugunun
diismesine kosut olarak Ostradiol hedef genlerinin saliniminin azaldigini ve
ostradiol tarafindan baskilanan apoptozis-hiicre 6liim genlerinin (COX-1, TNF-a,

CAD, APAF-1, P58 vb) saliniminin arttigini saptamlslardlr.145

Ovaryum follikiilleri ile ilgili yapilan ¢aligmalarda APAF-1’in insan ve
fare graniiloza hiicrelerinde salindi1 ve gonadotropin uygulanmasi ile APAF-1
salinimimin baskilandig gésterilmistir.?’o Esdes olarak diger bir c¢aligmada,
kemirgenlerin  puberte  Oncesi ovaryum’larinda  invivo  gonadotropin
uygulamasinin graniiloza hiicre apoptozisi ve follikiiler atrezi iizerine baskilayici
etkisi oldugu gtisterilrnistir.146 Robles ve arkadaslar1 ergenlik oncesi farelerden
topladiklar1 ge¢ ve erken antral follikiil’lerin gonadotropin destegi olmadiginda
atreziye ugradiklarimi saptamlslardlr.30 APAF-1 ile yaptiklar
immiinohistokimyasal boyamada geg, erken antral ve atretik follikiil’lerin bazi

graniiloza hiicrelerinde kuvvetli tutulum belirlemislerdir.®
Bizim g¢alismamizda tiim gelisim asamalarindaki follikiillerin graniiloza

hiicrelerinde orta dereceli APAF-1 tutulumu belirlenmistir. Robles ve

arkadaslariyla esdes olarak atreziye giden follikiillerin oositlerinde zayiftan ortaya
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degisen tutulum gozlenirken, graniiloza hiicrelerinde artmis APAF-1 tutulumu
dikkatimizi ¢ekmistir. Bu durum bize APAF-1 ve kaspaz-3’iin olgunlasmis
follikiillerin graniiloza hiicrelerinde 6lmeden Once biriktigini, ¢linkii bu birikimin
atreziye gotliren apoptozisin yiirlitilmesi i¢in hiicre i¢i mekanizmay1

destekledigini diisiindiirmiistiir.

Cesitli  kemoterapotik ajanlarin iiremeyi ileri derecelerde etkiledigi
bilinmektedir, bunlarin arasindan alkilasyon ajanlari en hasar verenleridir.'*’
Alkilasyon ajanlart alkil gruplarinin 6nemli hiicresel bilesenlere gegisinde rol
oynar, 6zellikle DNA’nin guanin bilesenlerinin alkilasyonuna neden olarak DNA

kodlamasinin bozulmasina ve baglarinin ayrilmasina neden olmaktadir.

Alkilasyon ajanlari arasinda en sik kullanilan Siklofosfamid kuvvetli
toksik etkili immiin-baskilayici ilagtir. Sitokrom P450 enzimleri olan 4-
hydroxycyclophosphamide (CYP2AG6, -2B6, -2C8,-2C9 ve -3A4) ile oksidasyon
yoluyla metabolik aktivasyona gereksinim duyar. 4-Hydroxycyclophosphamide
zinciri agilir ve 2 reaktif metabolit; fosforamid mustrad ve akrolein’e ayrisir. Bu
iki metabolit de sitotoksik ajandir, dnemli hiicresel biiyiik mollekiillere baglanarak
biyolojik etki gosterirler. Fosforamid mustard ve akrolein birlikte kendiliginden
ya da glutatyon S-transferaz aracili bilesik GSH tarafindan detoksifiye edilir.
Fosforamid mustard DNA-alkilasyon yetisine sahiptir ve genelde
Siklofosfamid’in terapotik  olarak  belirgin - sitotoksik  metabolitlerindendir.
Fosforamid mustard’in fare ovaryum’unda follikiil hasarina neden olan bir
metabolit oldugu gosterilmistir. Siklofosfamid uygulamasinin ayrica doz bagiml
olarak karaciger, akciger kemik iligi ve ovaryum’da GSH diizeyinin azalmasina

neden oldugu bilinmektedir.*****°

Siklofosfamid uygulamasi tiimor hiicrelerinde apoptozise neden oldugu
gibi, ovaryum, testis, kil follikiilii, kemik iligi ve timus gibi diger normal dokulari
da olumsuz etkilemektedir.®***!** Gelisim agamasinda olan embriyonlara

Siklofosfamid uygulanarak bu ajanin dokulara mitokondriyal apoptotik yolla
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hasar verdigi, mitokondriyondan sitoplazmaya sitokrom ¢ ge¢mesi ve kaspaz-9 ile
kaspaz-3’iin aktive olmasiyla kanitlanmustir.”® Birgok calismada Siklofosfamid
ve diger kemoterapotik ajanlarin gen mutasyonlarina, kromozomal kirilmalara ve
somatik hiicrelerde andploidi’ye neden oldugu gdsterilmistir.*>* Siklofosfamid
tedavisi lireme organlarinda follikiil hasari, gonadal bozukluk, follikiiler
olgunlagmanin hizlanmasi, follikiiler azalma ve tiikenmeye neden olurken, yiiksek
doz uygulanmasi, erken menapoz ve kisirlik ile sonuglanabilmektedir.® Ayrica
Siklofosfamid’in iireme hiicrelerinde olusturdugu hasar, aktarilabilir genetik
hasara neden olur ve bu durum ciddi sonuglanan diisiiklere, dogum defektlerine,

genetik ve neoplastik hastaliklara yol agar.’

Literatiirde Siklofosfamid uygulamasinin ovaryumlar iizerine yaptigi
olumsuz etkiler ve kanser olmayan dokulari Siklofosfamid’in dejeneratif
etkilerinden koruyabilecek antioksidanlar ile ilgili immiinohistokimyasal ve
yapisal arastirmalar olduk¢a smirlidir. Bu nedenle calismamizin bir grubunda
Siklofosfamid uygulanmis siganlardan elde edilen ovaryumlarda anti-TGF-f4,
anti-PCNA, anti-GDF-9, anti-TUNEL, anti-Kaspaz-3 ve anti-APAF-1 antikorlari
immiinohistokimyasal olarak degerlendirilirken aym1 zamanda bu ovaryum

ornekleri ultrastriiktiirel olarak da incelenmistir.

Siklofosfamid uygulamasindan sonra ovaryum’larda dejenere follikiillerin
histolojik goriintlisii  follikiillerin dogal dejenerasyon siireci olan atreziye
benzemektedir. Graniiloza hiicre ¢ekirdeklerinde piknozis ve kumulus
hiicrelerinin  oosit’ten ayrildigi izlenir.'”®> Ovaryum apoptozisinin diger
belirleyicisi  olan  oligoniikleozomal =~ DNA  bélinmesi  Siklofosfamid
uygulamasindan sonra ¢ok fazla arastinlmamistir. Ancak tedaviden sonra hayatta
kalan graniiloza hiicrelerinin ¢ogu, hiicre dongiistiniin S evresinden 6nce DNA

biriktirdikleri i¢in, ¢ekirdeklerinin daha biiyiik oldugu bilinmektedir. ™
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Siklofosfamid’in follikiiler gelisim {izerindeki etkisi ya dogrudan olmakta
ya da hepatik oksidasyondan sonra aldehit tiirevleri follikiiliin graniiloza hiicreleri
ya da bazal membran lizerine etkili olmaktadir. Raz ve arkadaslarimin yaptiklar
calisma bu varsayimi desteklemektedir. Arastirmacilar insan ovaryum korteks
dokusunu Siklofosfamid ile kiiltiire ettiklerinde, toksik etkinin follikiillerin

graniiloza hiicrelerine ve bazal membranina hasar verdigini gt')stennislerdir.157

Kemoterapinin insan ovaryum’u iizerine etkilerini arastiran histolojik
caligmalarda ovaryum atrofisinin arttigi ve primordiyal follikiil’lerin azaldig:
bildirilmektedir.**® Benzer olarak Braw ve arkadaslar1 Siklofosfamid ile tedavi
edilen hastalardan alinan ovaryum biyopsilerinde follikiillerin azaldigini
gostermislerdir.’® Ataya ve arkadaslar1 Siklofosfamid enjeksiyonundan 16 ve 24
saat sonra her ovaryum i¢in graniiloza hiicre sayisinda ve follikiilerin ortalama
caplarinda istatistiksel olarak belirgin bir azalma saptalmlslardlr.156 Ayrica
Siklofosfamid’in insan graniiloza hiicrelerindeki steroid iiretimini azalttigim
gostermislerdir. Bu nedenle de graniiloza hiicrelerinin ovaryum toksisitesinde

onemli hedef yapilar olarak kabul edildiklerini savunmuslardir.

Bunun yaninda bazi klinik caligmalara gore iireme bozuklugu olmayan
hastalarin kemoterapi sonrasi normal iireme gosterdikleri vurgulanmaktadir.'®
Onceki ¢alismalarda kemoterapinin yiiksek dozda olsa bile kadinlarda ovaryum
islevlerine olumsuz etkisinin, daha ¢ok yasla baglantili oldugu belirtilmektedir.'®*
Kemoterapi uygulamasinin yash kadinlarda gencglere karsin daha ¢ok ovaryum
bozukluklarina ve kalic1 kisirliga neden oldugu ¢aligmalarda kesinlestirilmistir.162
Dogumda insan ovaryum’larinda yaklagik 2X10° follikiil bulunmaktadir ancak
siirekli gergeklesen atrezi ile zamanla bu follikiil havuzunda belirgin bir azalma
olur. Bu nedenle ileri yaslarda uygulanan kemoterapi, zaten az olan follikiiler
kaynagi daha da azaltarak ovaryum bozukluklarina ve erken menapoz’a neden

olmaktadir.**’
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Kemirgenlerle yapilan ¢alismalarda Siklofosfamid’in insanlarda oldugu
gibi doz ve zaman bagimli olarak ovaryum follikiillerini azaltip ovaryum

®  Siklofosfamid  kemirgenlerde

islevlerine engel oldugu gdsterilmistir.”
primordiyal ve primer follikiillerde oldugu kadar, oOnciil-antral ve antral
follikiillerinin de kayibina neden olur.*® Primordiyal ve kiicik primer
follikiil’lerde apoptotik yikim igin oosit hedef alsa da, biiyiik follikiillerde hedef

graniiloza hiicre apoptozisidir ve ardindan 00sit 6limii gergeklesir.163

Bizim de c¢alismamizin elektron mikroskobik incelemelerinde
Siklofosfamid ~ uygulanmig  ovaryum  dokularinda  kontrol  grubuyla
karsilastirildiginda 6zellikle ¢ok sirali primer follikiillerde yogun dejeneratif
degisiklikler saptanmistir. Kontrol grubunda zona pellusidanin elektron yogun
boyandig1 dikkati c¢ekerken, graniiloza hiicrelerinin koyu ve acgik sitoplazmali
oldugu gozlenmistir. Siklofosfamid uygulanan grupta oosit yapisin1 korumus iken
zona pellusida yogunlugunun kontrol grubuna karsin azaldig: ve graniiloza hiicre
katmanmin oldukca dejeneratif goriinlim sergiledigi belirlenmistir. Koyu
graniiloza hiicrelerinde apoptozise giden hiicre goriiniimii izlenirken, agik
hiicrelerin sitoplazmasinda vakuolizasyonun, genis ve bos alanlarin arttig1 dikkati

cekmistir.

Meirow ve arkadaslarinin yaptiklart bir calismada ayni yastaki geng
farelere 50 ve 75 mg/kg dozlarda uyguladiklari Siklofosfamid’in ardindan,
ovaryum’larinda belirgin hasar ve primordiyal follikiil’lerde %50 oranda azalma
saptamislardir. Ancak ovulasyonun c¢iftlesme ve gebelik oranlarini etkilemeyerek
tireme performansini degistirmedigini gozlemlemislerdir. Bunun nedenini de,
gen¢ yaslarda primordiyal follikiil toplulugunun bol olmasi ve ovaryum’larin
kemoterapinin  zararli  etkilerine karst  toleransinin  yiiksek  olmasina
baglamislardir.'*” Kemoterapi uygulamasiyla dogrudan primordiyal follikiil
toplulugunun azalmasinin mekanizmas1 heniiz ¢oziilebilmis degildir. In vitro
insan ve kemirgen c¢alismalarindan elde edilen verilere gore primordiyal

follikiil’lerin hasarlanmasi ya da azalmasindaki dogrudan mekanizma apoptozis
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sinyal yollariyla baglantilidir. Primordiyal follikiil’lerin hasarlanmasindaki ilk
asama olan kaspaz etkinligi ve DNA parcalanmas1 Onciil-graniiloza hiicrelerinde

ve oosit’lerde g('jriilmektedir.164

Siklofosfamid uygulamasmin farkli evredeki follikiilleri hedef almasi
tirlere gore degismektedir. Cesitli ¢alismalarda Siklofosfamid farelerde
primordiyal follikiil’leri hedef alirken, si¢anlarda antral follikiil’lerin primordiyal
follikiil’lerden daha duyarhi oldugu bulunmustur.'®**® Jarrel ve arkadaslar
Siklofosfamid uygulamasindan 14 giin sonra sican ovaryum’larinda yaygin bir
follikiiler atrezi saptamiglardir. Bu ajanin ovaryum follikiillerinin toplam
sayisinda oOzelikle de antral follikiil’lerinkinde belirgin bir azalmaya neden
oldugunu bildirmislerdir.'® Davis ve Heindel proostrus evresindeki siganlara tek
doz Siklofosfamid uygulamislar ve 24 saat sonra 150-390 um ¢apindaki onciil-
antral ve Kkiigiik antral olarak smiflandirilan tiim follikiillerde dejenerasyon

belirlemislerdir.155

Lopez ve arkadasglar1 diger c¢alismalarla esdes olarak
Siklofosfamid uygulamasindan 24 saat sonra dnciil-antral ve antral follikiil’lerde
artmis TUNEL pozitif follikiiller izlerken primer ya da primordiyal follikiil’lerde

bunu belirleyememislerdir.”®

Bizim ¢alismamizda Jarrel ve Davis’in bulgulariyla uyumlu olarak
Siklofosfamid uygulanmis ovaryum dokusunda primordiyal ve tek sirali primer
follikiillerde TUNEL pozitif hiicre gézlenmez iken, ¢ok sirali primer, sekonder ve
Graaf follikiillerinde ¢ok sayida TUNEL pozitif hiicrenin varlig1 gézlemlenmistir.
Ayrica bu bulgularimiz 6zellikle ¢ok sirali primer follikiillerde dejenerasyonu
ortaya koyan elektron mikroskop bulgularimizi da desteklemektedir. Literatiirde
Siklofosfamid uygulanmis ovaryumlarda apoptotik sinyal molekiilleri kaspaz-3
ve APAF-1 salinnmimi inceleyen bir c¢alisma bulunmamaktadir. Bizim
calismamizda Siklofosfamid uygulanan gruba ait ovaryum Orneklerinde tiim
gelisim asamalarindaki follikiillerin graniiloza hiicre sitoplazmalarinda yogun
kaspaz-3 ve APAF-1 tutulumu belirlenmistir. Ayrica atretik ve Graaf follikiillerin

graniiloza hiicrelerinde ve oosit sitoplazmasinda kuvvetli, korpus luteumda ise
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artan immiinreaksiyon dikkatimizi ¢ekmistir. Bu bulgular kaspaz-3 ve APAF-1’in
oncelikli olarak sitoplazmada bulundugunu daha sonra da c¢ekirdege gectigini
diisiindiirmektedir. Ayrica apoptotik graniiloza hiicrelerinde kaspaz-3’iin DNA
parcalanmasindan daha uzun bir evreye yayildigini bu nedenle de kaspaz-3’i
TUNEL isaretlemesine karsin daha cok follikiilde immiinreaksiyon verdigini

ortaya koymaktadir.

Siklofosfamid’in siganlarda 6zellikle yiiksek mitotik yetiye sahip hiicreler
olan graniiloza hiicrelerine zarar verdigi c¢ahismalarla gosterilmistir."®
Siklofosfamid’in graniiloza hiicre apoptozisine neden olmasi, bir alkali ajan olarak
DNA’ya hasar vermesiyle iliskilidir.'*® Ayrica Siklofosfamid uygulamasimnin

oksidatif strese neden oldugu da ¢alismalarla gosterilmistir.'*®

Ataya ve arkadaslar yaptiklari ¢alismada Siklofosfamid enjeksiyonundan
24 saat sonra serum Ostradiol’tinde azalma belirlemisler ve buna kosut olarak bu
ajanin graniiloza hiicre islevlerini engelleyebilecegini diistinmiislerdir. Grantiloza
hiicreleri serum Ostradiol’tiniin ana kaynagidir. Serum o6stradiol’ii genis follikiil

¢ap1 ve graniiloza hiicre sayisiyla baglantili olarak artar.'*®

Ataya ve arkadaslaria
gore Siklofosfamid’in yineleyen sekilde (giinliik) verilmesi graniiloza hiicrelerinin
uzun siire alkilasyona etkin kalmasina neden olmustur. Endojenéz
gonadotropinler negatif geri bildirim mekanizmayla Gstrojen’lerle baglantilidir.
Yani, azalan Sstrojen diizeylerine yanit olarak gonadotropinler artar.’® Artmug
FSH salgist Siklosfomid’e duyarli follikiil havuzundaki follikiiler gelisimi
hizlandirabilir. Graniiloza hiicrelerinin  boélinme asamalarmin S ve diger
evrelerinin FSH tarafindan kisaltildig bilinmektedir. Siklofosfamid hizla béliinen
graniiloza hiicrelerine saldirarak gelisen follikiilleri ortadan kaldirir ve steroid
salgilari1 azaltir. Azalan steroid salgist hipofiz’den gonadotropin salinimini
arttirir. Bu durum bozulmadan geride kalmis follikiil havuzundaki hassas olgun
follikiilleri 1iyilestirir ve bu mekanizma bozuk olan dongiiyli siirdiiriir. Sonugta
Siklofosfamid’in, kiigiik follikiilleri bir sonraki evre olan gelisim ve biliyiime

asamasinda olan follikiil havuzuna ge¢mek i¢in zorlayabilecegi diisiiniilmektedir.
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Ostrojen ve FSH’m negatif geri bildirim mekanizmas1 insanlar icin de

ge<;erlidir.156

Bizim c¢aligmamizda Siklofosfamid uygulanan ovaryum dokularinda
PCNA tutulumu gosteren follikiillerin kontrol grubuna gore azaldigi, korpus
luteum ve atreziye giden follikiillerin sayisinin ise oldukg¢a arttigi dikkatimizi
cekmigtir. Saglikli follikiillerde oosit tutulumu son derece az gozlenirken,
graniiloza ve Ozellikle teka interna katmanlarinda PCNA tutulumu gosteren
hiicreler belirlendi. Siklofosfamid grubunda PCNA tutulumu gosteren saglikli
follikiillerin az sayida olup korpus luteumun fazla sayida olmasi, Siklofosfamid’in
follikiilleri hizlica ¢gogalmaya ve ovulasyona zorlayarak, bir sonraki basamak olan
korpus luteum olusumuna neden oldugunun bir gostergesi kabul edilebilir. Yine
baz1 follikiillerin graniiloza ve 6zellikle teka hiicrelerinde gozlenen PCNA pozitif
hiicrelerin varligi kemoterapotik ajanin teka hiicreleri iizerinden follikiiliin
gelisimini olumsuz yonde tetiklemesinin bir kanit1 olarak diisiiniilebilir. En dikkat
cekici bulgularimizdan biri ise, atretik follikiillere ait dejenere oositlerin
sitoplazmasinda immiinreaksiyon olduk¢a kuvvetli gozlendi. Literatiirde toksik
ajanlara etkin kalmigs ovaryumlarin atretik follkiillerinin oositlerinde PCNA
tutulum  mekanizmasimi inceleyen arastirma  bulunmamaktadir.  Bizim
caligmamizda saglikli follikiillerin o0osit sitoplazmasinda olduk¢a zayif PCNA
tutulumu gozlenirken, atretik follikiillerin 0osit sitoplazmasindaki bu artigin 2
nedeni olabilecegini diisiinmekteyiz; ¢cogalmakta olan hiicre antijeni PCNA hiicre
dongiisiiniin isleyisinde onemli role sahip ¢ekirdek proteini olarak, DNA hasar1
onariminda, DNA sentezi siiresince ve S-evresinde DNA polimeraz i¢in ko-faktor
olarak gorev aldig bilinmektedir. Siklofosfamid uygulamasiyla oosite G1 evresi
siiresince uygun tetiklenme gerceklesmedigi igcin PCNA birikmeye baglar, ve
hiicre dongiisiiniin M evresinde azalmasi gerekir iken aksine birikim sitoplazmaya
yayillmaya baslamis olabilir. Diger varsayimimiz ise yine Siklofosfamid’in toksik
ajan olmas1 nedeniyle yogun DNA hasarina neden oldugu i¢cin PCNA birikimi
DNA sentezi i¢in degil DNA onarimi i¢in artmaktadir kanisindayiz.
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PCNA bulgularimiz1 desteklemek amaciyla kullandigimiz GDF-9 ve TGF-
1 imminohistokimya sonuglarina gore Siklofosfamid uygulanan ovaryum
orneklerinin GDF-9 immiinofloresan boyamasinda tiim gelisim agamasindaki
follikiillerin oositlerinde tutulumun kontrol grubuna karsin son derece az oldugu
gozlemlenmistir. Atretik follikiillerde ise immiinreaksiyonun hi¢ olmamasi
dikkatimizi ¢ekmistir. Bu da Siklofosfamid uygulamasindan sonra o6zellikle
gelisimin son asamasindaki follikiiller ile atretik follikiillerde oositin yasam sinyal
molekiillerini  sentezleyemediginin ve bu nedenle follikiilogenezisin
baskilandiginin gostergesi olabilir kanisindayiz. Aynmi sekilde, tek sirali ve ¢ok
sirali primer, erken ve geg sekonder ve atretik follikiillerde graniiloza hiicre TGF-
B1 tutulumlarinin kontrol grubuna karsin orta-zayif dereceli oldugu, teka interna
tutulumunun ise biraz daha fazla oldugu dikkati ¢ekmistir. Oosit sitoplazmasinda
ise tutulumun kontrol grubuna karsin daha az oldugu ancak ¢ekirdek
boyanmasmin yogun oldugu saptanmustir. Atretik follikiillerde ise oosit
cevresindeki ve antrum bosluguna dokiilen graniiloza hiicrelerinde son derce az

tutulum gozlenmistir.

Burkl and Schicchi yaptiklar1 calismada kisa siireli Siklofosfamid
uygulanan siganlarin histolojik kesitlerinde sekonder ve antral follikiil’lerin yok

oldugunu géstermis,lerdir.167

Follikiiler epitelde DNA inkliizyonlar1 igeren
dejenere hiicreler saptamislar ayrica gelisim asamasinda olan follikiillerin

graniiloza hiicre katmanlarinin sayisinda artma olmadigini ortaya koymuslardlr.167

Ataya ve arkadaslart Siklofosfamid’in pubertedeki siganlarin Gstradiol
diizeylerini  azaltabilecegini  gostermislerdir.”®  Ayrica  Siklofosfamid
uygulamasindan 24 saat sonra graniiloza hiicrelerinin DNA’larinin ¢apraz baglar
ve diger biiyilk molekiiller (enzimler, proteinler) iizerine olumsuz etkisini
saptamiglardir. Lopez ve arkadaslari caligmalarinda siganlara 300 mg/kg
Siklofosfamid uygulayarak ovaryumdaki GSH’1 %24 baskilamiglar ve onciil-
ovulatuar follikiil’lerde apoptozisin belirgin olarak arttigini1 ve ovulasyon sonrasi

tuba uterinalarda oosit-kumulus bilesenine rastlamadiklarini bildirmislerdir.
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Bunun yaninda 50mg/kg Siklofosfamid uygulamasinin ovaryumdaki GSH
diizeyini baskilamadigini1 ancak istatistiksel olarak follikiiler apoptozisi arttirdigini
saptamiglardir. Bu nedenle Siklofosfamid uygulamasindan sonra ovaryum GSH
azalmasmin, follikiiler apoptozis ile atreziyi arttirdigt ve kemoterapi sonrasi
follikiil azalmasina neden olan mekanizmalardan birini agiklayabilecegi

e . . 56
varsayimini ileri siirmiislerdir.

Biz de galismamizda 75 mg/kg Siklofosfamid uygulamasinin ardindan
siganlarin GSH degerlerini 6lgerek, Siklofosfamid’in kontrol grubuna karsin GSH
diizeyini azalttigin1 saptadik. Bu da Siklofosfamid uygulanan grupta follikiiler

apoptozis ve atrezinin artmastyla uyumlu bulunmustur.

Diger bir ¢alismada siganlara yiiksek doz Siklofosfamid uygulamasindan
24 saat sonra Ostrus sabahi progesteron diizeylerinin belirgin olarak azaldigt
bulunmustur. Bu ¢alismada  Siklofosfamid uygulamasinin  progesteron
diizeylerinin artisin1 engelledigi sonucuna varilmistir. Bu da ovulasyon oncesi
evrede LH’mn aniden yiikselmesini etkilemektedir.® Bu nedenle Siklofosfamid
uygulamasiyla 6nciil-ovulatuar denge bozuldugu i¢in ovulasyonun engellendigi

sonucuna varilmistir. 168

Kemoterapi uygulamasinin ovaryum’da GSH azalmasina ve oksidatif
strese etki ederek graniiloza hiicrelerinde apoptozise neden oldugu bilinmektedir.
Bu kimyasal siirecle olusan hidrojen peroksit (H,O,), siiperoksit anyon (O;) ve
hidroksil radikal gibi serbest radikaller (-OH) reaktif oksijen tiirlerinden
birkagidir. Yiiksek derecede reaktif olan bu serbest radikaller farkli molekiiller ile

kolayca tepkimeye girebilir ve boylece hiicrelere zarar verebilirler.*®

Normal kosullarda ovulasyon ve luteolizis gibi islemler i¢in de saglikli
ovaryum’larca reaktif oksijen tiirleri ve lipid peroksidazlar iiretilmektedir.*
Ovaryum’da hidrojen peroksid’in iiretimi prostaglandin F2a tarafindan arttirilir.

Artan hidrojen peroksit, gonadotropin ve steroid tiretimini baskilayan etkinlikleri
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harekete gecirir’”*  Bu nedenle hidrojen peroksit ovaryum’un siklik
yapilanmasinda onemli bir diizenleyicidir. Ovaryum’larda olusan bu reaktif
oksijen tiirlerine karst korunma, enzim indirgenmesi (katalaz, siiperoksit
dismutaz, glutatyon peroksidaz) ve molekiiler onarim antioksidanlarca
gerceklestirilir. Antioksidanlar serbest radikallerle kimyasal tepkimeye girerek
hiicrelerin zarar gormesini engelleyen kimyasallardir. Bu 6zellikleriyle hiicrelerin
anormallesme ve tiimoér olusturma risklerini azalttiklart gibi, hiicre yikimini da

azaltirlar.t™

Onemli antioksidanlardan biri olan askorbik asit, suda ¢oziinen ve serbest
radikalleri indirgeyici bir ajandir.*"? Askorbik asit’in hiicre metabolizmasinda rolii
olan bir¢ok etken ile iligkisi olmasina karsin bu etkilesimlerden birgogunun gergek

mekanizmasi heniiz yeterince aciklanamamstir.'”®

Ovaryum’lar ve diger endokrin organlarin yiiksek miktarlarda askorbik asit
biriktirdikleri bilinmektedir. Askorbik asit ovaryumlarda oosit sitoplazmasi,
graniiloza hiicreleri, tekal ve luteal hiicrelerde birikmektedir.*™* Graniiloza
hiicrelerinin askorbik asit biriktirmelerinin nedeni follikiiler atreziyi 6nlemektir.'"
Hiicre kiiltiirli  ¢alismalariyla askorbik asit’in  follikiillerdeki graniiloza
hiicrelerinde apoptozisi baskiladigi gosterilmistir.'”> Koyun ovaryum’lart ile
yapilan bir ¢alismada, iskemik dokulara 24 saat askorbik asit uygulandiktan sonra
apoptozisin azaldigt ancak 48 saat uygulandiginda azalma izlenmedigi
belirtilmistir.'"® Kim ve arkadaglarmm bu bulgularina gore uzun siireli iskemilerde
gerceklesebilecek fazla miktardaki serbest radikallere karsi askorbik asit
yogunlugunun etkili olmadigim1i savunmuslardir. Kullandiklar1 askorbik asit
dozunun (50mg/ml) follikiil kiiltiiriinde etkili oldugu ancak bu dozun doku
kiiltiirtinde  apoptozisi  engelleyici en uygun doz olmayabilecegini
kaydetmislerdir.'’® Yaptiklar1 ¢alismada askorbik asit’in transplantasyon sonrasi

ovaryum dokusunu olusabilecek iskemiden koruyabilecegini belirtmislerdir.
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Bizim ¢alismamizda Siklofosfamid ve askorbik asit birlikte uygulanan
grubun ovaryum dokularinda saglikli follikiillerin, atretik follikiillere karsin daha
fazla sayida oldugu gozlendi. Tek katli primer follikiillerde TUNEL pozitif
hiicreler gozlenmezken, ¢ok katli primer follikiillerde orta dereceli oldugu
belirlendi. Atreziye gidecek Graaf follikiillerde ise TUNEL pozitif hiicrelerin
sayisinin arttigi dikkati ¢ekti. Bu da ¢ vitaminin, kemoterapotik ajanin neden
oldugu apoptotik etkiyi azalttigin1 gostermektedir. TUNEL bulgularina kosut
olarak kaspaz-3 ve APAF-1 tutulumlarmin Siklofosfamid ve askorbik asit

uygulanan grupta kontrole yakin oldugu gozlendi.

Askorbik asit’in eksikligi ise ovaryum atrofisine, yaygin follikiiler atreziye
ve mayoz bdlinmenin durmasma neden olmaktadir.'”” Kramer ve arkadaglar
tarafindan askorbik asit eksikliginin skorbiitik Guinea pig’lerde follikiiler atrezi,
implantasyon hatalar1i, artmus disiiklere neden olarak tireme bozuklugu

olusturdugu gosterilmistir."”’

Askorbik asit’in uzun siireli yoklugu ise korpus luteum’un yapisal
gerilemesine ve dejenerasyon enzimlerinin aktivasyonuna neden olmaktadir.'”
Bununla birlikte luteal gerileme sirasinda reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun
LH’1in hareketini baskiladig1 ve steroid iretimini blokladig: bilinmektedir.*”
Baskilanmis LH, askorbik asit’in daha da azalmasina ve follikiilerin hiicresel
bilesen islevlerinin etkilenmesine neden olur. Azalmis olan askorbik asit
nedeniyle olusan siiperoksit gibi radikaller mayoz bodliinmenin kaldig1 yerden

siirdiiriilmesini tetikler.!"

Ovaryum’lardaki askorbik asit igerigi menstrual dongl siiresince
degismektedir. Ovulasyon Oncesi LH’in aniden yiikselmesine yanit olarak,
ovaryum’larda artan diizeylerde progesteron firetilir. Bunun sonucu olarak
ovaryum’lardaki askorbik asit’in attirtlmasi durdurulur ve dokudaki igerigi
azaltilir.”® Luteinize graniiloza hiicreleri ile yapilan ¢alismalar askorbik asit’in

progesteron iiretimini tetikledigini ve artmis progesteron yogunlugunun askorbik
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asit’in arttilmasin engelledigini gdstermektedir.'®!

Bu nedenle arastirmacilar
tarafindan, ovaryum dongiisii stiresince LH’1n hareketinin dolayli olarak askorbik
asit dalgalanmasini denetleyebildigi distiniilmektedir. Ayrica, askorbik asit
ovaryum’lardan salgilanan oksitosin’nin diizenlenmesi gibi baz1 proteinlerin ko-
faktorii olarak da rol oynamaktadir.'®! Ostradiol ile askorbik asit arasindaki iliski
ise arastirmacilar tarafindan olduk¢a karmasik olarak tanimlanmaktadir.
Dolasimdaki askorbik asit yogunluklarinin dogum kontrol hapi kullanan
kadinlarda olduk¢a diisiik diizeyde oldugu belirlenmistir, bunun nedeni de
Ostradiol’in sindirim sisteminden askorbik asit emilimini baskilamas: olarak
ortaya konulmustur.’® Murray ve arkadagslari ise askorbik asit’in &stradiol’iin
iiretimine etkisinin olmadigini belirtmislerdir.® Ancak bulgulari, in vitro ortama

askorbik asit uygulanmasinin aromataz yetisini ters etkileyerek PH’1 degistirdigini

savunan diger ¢alismalarla uyusmamaktadir.*®

Askorbik asit taginiminin arttirilmasi tirozine-6zgii protein kinaz bagimli
yoldan FSH, IGF-1 ve GNRH tarafindan saglanir. Graniiloza hiicreleri gelisimin
gec Onclil-antral agsamasinda, gonadotropinlere karsi yanit yetenegi edinirler ve
hizla gelisirler, bu nedenle de askorbik asit biriktirme erki kazanirlar. Ozellikle
FSH ve IGF-1 graniiloza hiicrelerinde askorbik asit’in biriktirilmesini saglar, bu
da graniiloza hiicrelerinin farklilasmasinda birbirine kosut etki g('jsterir.184
Follikiiler sivist yiiksek yogunlukta ostradiol igeren Graaf follikiil’lerinde

askorbik asit biriktigi de gosterilmistir.'®

Askorbik asit ¢ok onceleri tireme bozuklugu olan ineklerde tedavi amacl

6

kullamImugtir.*® Ayrica kadinlarda ovulasyon indiiksiyonunda kullanilan

klomifen sitrat’mn etkisini arttirdigi bilinmektedir.*®’

Ancak yiiksek dozlarda
askorbik asit uygulanmasi insanlarda ve siganlarda kendiliginden diisiiklere neden
olmaktadir.®® Ayrica askorbik asit’in yiiksek yogunlugunun kolesterol yan
zincirinin yariklanmasini engelledigi ve androjen iiretimini etkileyerek aromataz

yetisini dogrudan diistirdigii gt')sterilmistir.189
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Guinea pig’lerde askorbik asit eksikligi ovaryum atrofisi, follikiiler atrezi
ve mayoz boliinmenin kaldigi yerden siirdiiriilmesi gibi lireme bozukluklarina
neden olmaktadir, insanlar da guinea pigler gibi askorbik asit’i disaridan almak

zorundadirlar.'”®

Askorbik asit’in iglevlerinden biri de hem gen diizeyinde hem de salgida

190 pollikiiler bazal membranin ana

ko-faktor olarak kollajen sentezini arttirmaktir.
bilesenlerinden olan kollajen IV, graniloza ve teka hiicrelerince
sentezlenmektedir.*®* Ovaryum’lar doku yenilenmesinin en yogun oldugu organlar
oldugu igin, follikiiler gelisim, ovulasyon ve korpus luteum olusumu siiresince,
bazal membran ile hiicre dis1 ortam siirekli bir yenilenmeye ugrarlar ve yiiksek
miktarlarda kollajen sentezine gereksinimleri vardir."® Bu nedenle askorbik asit’in

gelisim asamasinda olan follikiiler bazal membranlarin  bitiinligiinin

siirdiiriilmesinde 6nemli bir yeri vardar.'

Onceki  calismalarda  Graaf follikiili'niin  bazal ~membraninin
diizenlenmesinde askorbik asit’in rolii arastirilmis, azalmasi follikiil membraninda
dejenerasyona, yiiksek dozu ise olgun follikiillerde kollajenolitik yetinin
baskilanmasina neden oldugu gosterilmistir."”" Ayrica C vitamini eksikliginin
plasental membranda yirtilma ile baglantili olabilecegi bildirilmistir.** Askorbik
asit bazal membran yenilenmesini ve diizenlenmesini saglayan MMP-2 ile TIMP-
L’in iiretimini de arttirmaktadir.' Ayrica yapilan diger bir ¢alismada koyun
follikiilerinin serum igeren ortamina askorbik asit eklenmesinin bazal membran

biitiinliiglinlin ylizdesini arttirdig1 gésterilmistir.10
Askorbik asit birikimi insanlarin Graaf follikiil’lerinde bulundugu kadar,

Buffalo’larin kiiciik follikiillerinde, farelerin gelisimin tiim asamalarindaki

follikiillerinde ve 6zellikle onciil-antral follikiil’lerinde saptanmlstlr.189
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Murray ve arkadaglar1 farelerde yaptiklart calismada kiiltir ortaminda
askorbik asit bulunmadiginda 24 saatlik kiiltiir siiresince Onciil-antral
follikiil’lerde  apoptozisin tetiklendigini, askorbik asit igeren ortamdaki
follikiillerde ise apoptozisin azaldigini belirlemislerdir. Murray ve arkadaslar
yaptiklar1 ¢aligmada askorbik asit’in fare ovaryum’unun follikiiler gelisimi
lizerine ¢ok yonlii islevsel etkisinin oldugunu vurgulamiglardir. Askorbik asit’in
follikiilin biiylime oranina ya da yapisina son derece biiyiik etkisini
saptamamalarina karsin follikiilin bazal membran biitiinliigliniin korunmasinda
olduk¢a onemli rolii oldugunu izlemislerdir. Kiiltiir ortaminda 6 giin sonunda
askorbik asit olmadan sadece %33 follikiil’in membran biitliinligini
koruyabildigi, 280 umol askorbik asit i¢eren kiiltiir ortaminda ise %88 follikiiliin

saglam membrana sahip oldugunu géstermislerdir.lo

Takami ve arkadaglar1 sigan o0osit kumulus kompleksinin eldesinden
yaptiklar1 hiicre kiiltliri ¢alismalarinda, 00sit olgunlagsmasimin baslamasinin
hemen ardindan askorbik asit’in aniden azaldigimni izlemislerdir. Mayoz
boliinmenin yeniden baglamasindan Once ise oOnciil-ovulatuar follikiil’lerde
gonadotropinlerin askorbik asit’i azalttigini saptamuslardir.** Benzer bir calismada
hiicre dis1 askorbik asit’in germinal vezikiil yikimini baskilamadigi, oosit igi
enjeksiyonu ile oosit olgunlasmasini engelledigi gozlenmistir."”® Ayrica hiicre dis1
askorbik asit’in oosit’in igine enjekte edilmedigi siirece 00sit olgunlagmasina

. - 17
etkisi olmadig1 sonucuna varilmistir. 3

Aten ve arkadaglar1 sican ovaryum’larinda yaptiklar1 c¢alismada,
ovaryum’un farkli evrelerinde luteotropik ve luteolitik ajanlara yanit olarak
antioksidan vitaminlerin diizeylerinde belirgin degisiklikler bulmuslardir.®® Bu
bulgularina dayanarak ovaryum’larda antioksidan vitaminlerin birikiminin
endokrin dilizenlemenin denetimi altinda gerceklesti§i varsayimini ortaya
koymuslardlr.169 Ovaryum’larda antioksidan birikiminin reaktif oksijen tiirlerine

kars1 korunmak i¢in duragan olmayan, hareketli ve diizenleyici bir islem oldugunu
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savunmuglardir.’® Behrman ve arkadaslarma goére de sigan graniiloza

hiicrelerinde askorbik asit’in arttirilmast hormonal yolla diizenlenmektedir.'*®

Yapilan oosit kiiltiir calismalarinda askorbik asit ve diger antioksidanlarin
siganlarda  follikiiler ~apoptozisi baskiladigi  bilinmektedir.'™  Tilly ve
arkadaslarinin siganlarda yaptiklart ovaryum kiiltiir calismalarinda FSH’in
graniiloza hiicre apoptozisini baskilayarak follikiiler atreziyi Onledigi
gosterilmistir.™ Askorbik asit ve diger oksidatif stres baskilayicilarinin da
graniiloza  hiicrelerinde  apoptozisi  baskilayan =~ FSH’1  taklit  ettigini
saptamislardir.’™ Diger ¢alismalarda da benzer olarak askorbik asit’in, sigan
graniiloza hiicrelerinde apoptozisin diizenlenmesinde, baskin follikiiliin
secilmesinde ve atrezi ya da apoptozisten korunmasinda dogal bir rol oynadigi

gés‘[erilmistir.208

Bizim g¢alismamizda saglikli follikiillerden salinan TGF-B;, GDF-9 ve
PCNA’nin Siklofosfamid ve askorbik asit uygulanan grupta kontrole esdes olmasi
bu antioksidanin toksik ajana etkin kalan follikiiller iizerine olumlu etkisini
gostermektedir. Askorbik asit uygulanan grupta biyokimyasal olarak GSH
degerlerinin Siklofosfamid uygulanan gruptan yiiksek ve kontrol grubuna yakin
cikmast askorbik asit’in oksidatif stresi baskilayarak graniiloza hiicrelerinde ve

oositte apoptozisi onledigini diistindliirmektedir.

Diger bir oOnemli antioksidan olan o-tokoferol serbest radikalleri
temizleyerek ve lipid peroksidasyonunu sonlandirarak hiicrelerin korunmasini
saglar. Hiicrelerin yag iceren ve akiskan kisimlarinda (6rnegin membran) bulunur.
Ayrica askorbik asit’in yoklugunu hizlica doldurur. Bu antioksidan, a-tokoferol (E
vitamini) eksikligi olan siganlarda {ireme hiicrelerinin iglevlerini siirdiirebilmek

igin bulunmustur.194
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Korpus luteum’da yiiksek miktarlarda o-tokoferol bulundugu ve serbest
radikalleri temizleyip, oksidasyonu baskiladigi bilinmektedir.!*®> a-Tokoferol’iin
birikimindeki mekanizma LH ile tetiklenmis lipoprotein araciligiyla korpus

® o-Tokoferol silomikronlar ve

luteum tarafindan arttirilarak gerg:eklesir.19
lipoproteinler aracihiiyla kana geger.'® Yapilan ¢alismalara gore disaridan
besinlerle alinan a-tokoferol ince bagirsaklardan emilir, silomikronlarla birlesir ve
karacigere tasinir. Lipoprotein reseptorleri ve lipoprotein lipazlar a-tokoferol’in
korpus luteum tarafindan biriktirilmesine yardime1 olurlar. Ozellikle lipoprotein
lipazlar ve hepatik lipazlar damar endotelinin yilizeyinde baghdirlar ve g¢evre

dokulara o-tokoferol ile kolesterol’iin gegisini saglarlar.'**’

Antioksidan enzim diizeylerinin yenilenmesi o-tokoferol tarafindan
denetlenmektedir. Halliwel ve arkadaslar1 a-tokoferol’iin invivo ortamda
peroksidasyona karst koruyucu islev gordiigiinii saptamislardir. a-Tokoferol’iin
hidrofobik olarak membranda biriktigini, reaktif oksijen tiirlerini ve lipid peroksil

radikallerinin peroksidasyon zincir tepkimelerini sonlandirdigini belirtmislerdir.*%®

a-Tokoferol ovaryum epitelini  ovulasyon nedenli oksidatif DNA
hasarindan korur ve ovulasyon sonrasi asamada yiizey epitelinin onarimi sirasinda
uygunsuz ¢ogalmasini engelleyerek ovaryum kanseri riskini azaltici yarar saglar.
Ayrica a-tokoferol ovaryum dokularinda iskemi-reperfiizyon nedeniyle olusacak
hasarlar1 azaltmaktadir.’® a-Tokoferol’iin oksidan yok edici ozelligi yamnda
cesitli mekanizmalara da katildigi bilinmektedir (protein kinaz ¢’nin baskilanmasi,
fosfataz 2A’nin aktivasyonu, diasilgliserol kinaz yolu gibi). Ayrica endotelyal
hiicrelerden nitrik oksit {iretimi ve lokositlerden siiperoksit salinimi a-tokoferol

tarafindan baskilanmaktadir.’®
Vierk ve arkadaslar1 koyunlara dstrus dongiilerinin 10. giiniinde luteolitik

dozlarda PGF2a uygulamiglardir. Daha sonra koyunlara sistemik dozlarda a-

tokoferol vermisler ve luteal dokularda apoptozisin ve DNA pargalanmasinin
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azaldigini gostermislerdir. Bu aragtirmacilara gére E vitamini normal ovaryum

fizyolojisinin dogal bilesenidir.?*

Literatiirde Siklofosfamid uygulamasinin ovaryum {izerine yaptig
olumsuz etkilerin a-tokoferol ile birlikte verilerek azaltilmasi tizerine histolojik
bir calisma bulunmamaktadir. Bizim c¢alismamizda Siklofosfamid ve a-
tokoferol’tin birlikte uygulandigi gruba ait TUNEL boyamasinda, atretik
follikiillerin sayisinin azaldigi belirlenmistir. TUNEL pozitif hiicreler 6zellikle
atreziye giden follikiillerde izlenirken, cesitli gelisim asamalarindaki diger
follikiillerde gbzlenmemistir. Bu da a-tokoferol’iin apoptozis ve DNA
parg¢alanmasini azalttiginin bir kanit1 olarak kabul edilebilir. TUNEL bulgularina
kosut olarak kaspaz-3 ve APAF-1 antikoru ile yapilan immiinohistokimya
boyamalar1 sonucunda, gelisen follikiil asamalarinda tutulum minimum diizeyde
iken, atreziye giden biitiin follikiillerin graniiloza hiicrelerinde tutulum
gozlenmistir. Buradan o-tokoferol’iin Siklofosfamid’in ovaryum follikiilleri

tizerine zararl etkilerini azaltti§1 sonucuna varilmistir.

1940 yilindan beri a-tokoferol eksikliginin lireme bozukluguna neden
oldugu ozellikle de implantasyonun gergeklesmesini etkiledigi bilinmektedir.
Ancak bunun nedenleri tam olarak agzlklanamamls‘[lr.14’202 Arastirmacilara gore
ostrojen ve a-tokoferol arasinda etkin biyolojik bir iliski vardir?® q-
Tokoferol’den yoksun beslenen farelerin uterus agirliklarinda belirgin azalma ve

serum diizeylerinde de belirgin diisiis saptanmistr. %

Martin ve Moore’a gore uzun siireli a-tokoferol yoklugunda siganlarin

° Das ve

ostrus dongiileri bozularak gebe kalmalart engellenmektedir.?
Chowdhury yaptiklar ¢alismada disi siganlar1 a-tokoferol eksik diyet ile 70 giin
beslemisler ve ovaryum’da hasarl follikiiler saptamlslardlr.zo4 Bu aragtirmacilar
uterus ve ovaryum gelisiminin en hassas evresi oldugu i¢in ergenlik oncesi (30
giinliik) evredeki siganlari incelemisler ve o-tokoferol eksikliginin iireme

organlarinin gelisimini son derece olumsuz etkiledigini saptamuslardir.”®* Benzer
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calisma erkek sicanlarda da yapilmis ve a-tokoferol eksikliginin spermatogenezisi
etkilerken hormonal dengeyi degistirmedigi belirlenmistir.® Arastirmacilar o-
tokoferol islevinin gonadotropinler tizerindeki etkisinin disi ve erkek siganlarda
farkli olmasimnin nedeninin agiklanamadigini  belirtmislerdir. Ancak disi
sicanlardaki pozitif ve negatif geri-bildirim sistemlerinin ince bir ayara bagh
olmasi nedeniyle dongiiniin kolayca bozulabilecegini vurgulamiglardir. Cooper ve
arkadaglarma gore de erkek ve disi siganlarin {ireme hiicreleri a-tokoferol
eksikliginden olumsuz etkilenmektedir. a-Tokoferol eksikliginden erkek

siganlarin 6zellikle sekonder spermatositleri ve spermatidleri etkilenmektedir.2%

Ovaryum’larda luteal gerileme sirasinda olusan oksidatif stres nedeniyle
serbest oksijen radikallerinin artmasi, glutatyon ve a-tokoferol diizeylerini
diisiirmektedir.?®” Glutatyon peroksidaz ¢esitli organik hidroperoksidazlarin
indirgenmesini katalizler, glutatyon reduktaz ise oksidize glutatyon’un glutatyon’a

indirgenmesini  katalizlemektedir.!*®

Aten ve arkadaglar1 yalanci gebelik
olusturulan si¢anlarda korpus luteum gerilemesi siiresince ovaryum’daki o-
tokoferol ve glutatyon diizeylerini 6lgmiislerdir. Gerileyen luteal hiicrelerde o-
tokoferol diizeylerinin arttigini, ancak glutatyon diizeylerinin sadece gegici olarak
arttigini saptamlslalrdlr.169 Aten ve arkadaslar1 sonraki calismalarinda islevsel
gerileme siiresince ovaryumlardaki o-tokoferol diizeyini dlgmiisler ve belirgin
olarak arttigint ancak plazma o-tokoferol diizeylerinin  degismedigini

belirlemislerdir.

a-Tokoferol  diizeylerindeki  artig  ovaryum’lardaki  yaslanmayi
engellemekte ve luteolizis siiresince reaktif oksijen tiirlerinden korumaktadir. Yeh
ve arkadaglarina gore si¢anlarda iireme organlarinin yaslanmasiyla, oksijen
radikallerine kars1 ovaryum’larda a-tokoferol diizeyleri arttirilmakta, bunun kaniti
olarak da diisiik glutatyon reduktaz diizeyleri gésterilmektedir.208 Aten ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada yiiksek miktarda luteinizasyon gdsteren

siganlarin ovaryum’larinda a-tokoferol birikiminin arttigi  gbézlenmistir. Bu

158



sicanlarin ovaryum agirliginda ya da korpus luteum boyutunda bir degisiklik

izlenmedigi vurgulanmustir.’®

Bizim ¢alismamizda Siklofosfamid ile 150mg/kg a-tokoferol uygulanan
sicanlarda biyokimyasal olarak GSH diizeyleri askorbik asit uygulanan gruba
esdes ve kontrol grubuna yakin olarak gozlenmistir. Bu da Siklofosfamid
nedeniyle artmig olan oksidatif stresi indirgeyebilmek amaciyla antioksidan

gruplarinda GSH’1n arttigin1 diigiindiirmektedir.

Selenyum dogada genis yayilimi olan ancak elde edilmesi sinirli bir
elementtir. Ayrica ¢esitli fizyolojik islemlerin yiiriitilmesi i¢in gereklidir.
Yoklugunda kanser, kardiyovaskiiler, nérolojik ve immiin hastaliklar ile romatoid
artirit goriliir.?® Birgok arastirmaci selenyum ile dogurganlik arasindaki
baglantiyr aragtirmiglar ve tireme ile ilgi hastaliklarin sadece hipofiz ya da cinsiyet
hormonlarinin normal olmayan salgisindan degil, eser elementleri igeren

0

beslenme ile ilgili eksikliklerden kaynaklandigimi saptamuslardir.’’® Bazi

aragtirmacilara gore testis selenyum igin ana hedef organdir ve bu element erkek

tireme sisteminde 6nemli rol oynamaktadlr.211

Selenyum’un iireme sistemi islevi lizerinde olumlu etkisinin yani sira
ureme ile ilgili hastaliklar1 nasil onledigi ve biyokimyasal mekanizmasi tam
olarak bilinmemektedir.?***** Selenyum’un glutatyon peroksidaz (GSHpx),
fosfolipid-hidroperoksit-glutatyon peroksidaz (PH-GSHpx), iyodotironin 59-
deiodinize (59-DI) ve selonoprotein-P’nin bileseni olarak bir¢ok biyokimyasal
islevi tanimlanmustir.”*® Glutatyon peroksidaz’in hiicre i¢i ve dist hidroperoksit

3

yogunlugunu diizenledigi bilinmektedir.**®  Fosfolipid-hidroperoksit-glutatyon

peroksidaz yag asidi hidroperoksit esterlerini fosfolipide indirger. Selenoprotein-P

plazma serbest radikal temizleyicisi oldugu diisiiniilmektedir.**
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Selenyum eksikligi olan ineklerin ilireme sisteminde ovaryum Kisti ve
ayrilmayan plasenta goriilme sikliginin oldukga yiiksek oldugu ve selenyum’un
koyunlarda iireme bozuklugunu azalttig1 bilinmektedir.**% Ayrica Paszkowsky ve
arkadaslar1 agiklanamayan infertilitesi olan kadimnlarin follikiiler sivilarinda
belirgin olarak selenyum azalmasi saptamislardir.?! Barrington ve arkadaslari ise
nedeni bilinmeyen disiiklerin sebebinin  selenyum  eksikligi oldugunu

Vurzcg,ulamlslardlr.212

Yapilan ¢aligmalarda selenyum eksik ¢iftlik hayvanlarmin bulundugu
farkli ilkelerde ¢esitli problemlerle karsilasilmasiyla birlikte, yiyeceklere

selenyum eklenerek uygun ¢oziime ulagilmustir.*®

Disilerde iireme yeteneginin olusmasi ve yiiriitiilmesinin biiyiik bir oranda
Ostrodiol’iin etkisiyle gergeklestigi bilinmektedir.?® Selenyum’un graniiloza
hiicrelerinden E2’nin {retilmesini arttirdigi, ayrica FSH’in kiigiik follikiil
graniiloza hiicreleri lizerine uyarici etkisinin Selenyum’un varliginda gergeklestigi
bildirilmektedir.”* Behne ve arkadaslarma gore erkek sicanlarda selenyum
eksikligi testosteron salinimini baskilamaktadir. Ayrica selenyum eksikliginde LH
reseptOrlerinin  salinimimin baskilandigi bilinmektedir.?’ Bu nedenle FSH
reseptorlerinin salinimi ve E2 biyosentez yolu selenyum tarafindan bazi yollardan
etkilenebilir. Selenyum’un etkisi incelendiginde, ilk inkiibasyon siiresince
etkisizdir, ¢ilinkii olasilikla bu evre selenyum’un biyolojik islevinden sorumlu

selenoproteinlerin biyosentezi i¢in gereklidir.218

Baslama evresinden sonra,
selenyum etkisi belirgin olmaya baslar, E2 iiretiminin artisin1 tetiklerken NO
(nitrik oksit) tiretimini baskilar. Ayrica selenyum, kiiciik follikiillerden alinan
hiicrelerde FSH tetikli NO {iretimini baskilarken E2 iiretimini arttirir.
Selenyum’un NO iiretimi {izerine baskilayici etkisi birgok arastirmaci tarafindan
gé’)sterilmisitir.219 Kang ve arkadaslar1 sigan ve tavsanlarda selenyum’un NO

sentezini baskilayarak NOS sentezini ve yetisini azalttigini gdstermislerdir.?*
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Kamada and Ikumo in vitro ortamda selenyum’un koyun luteal
hiicrelerinde hidrojen peroksid’lerin zararli etkisini azaltarak hiicre gogalmasini

arttirdigini ~ bildirmislerdir.??

Basini ve arkadaslar1 selenyum’un kiiglik
follikiillerin graniiloza hiicrelerinin yasama ve ¢ogalma yetenegini arttirip, FSH’1n
aym hiicreler iizerinde etkinligini arttirdigii  gdstermislerdir.”®  Biiyitk
follikiillerde selenyum’un yeterince etkin olmadigini belirlemigler ve buna
farklilasmis iglevlerin salimminin neden olabilecegini ileri siirmiislerdir.18
Kamada ve Ikumo luteal hiicrelerde P4 iiretimini saptamiglar ancak selenyum’un
FSH’l1 ya da FSH’siz etkisini gosterememislerdir.® Ancak bu hiicrelerde kiiltiir
sliresince  P4’tin  {iretiminin  artmadigin1  belirlemiglerdir. Bu  nedenle
luteinizasyonun  yoklugunda, selenyum’un yaslanmayr Onleyici etkisinin

kanitlanamayabilecegini ileri siirmiislerdir.??°

Selenyum’un iireme fonksiyonlart iizerine olumlu etkisiyle ilgili bir ¢ok
aragtirma yapilmasina karsin literatiirde kemoterapi uygulamasi ile birlikte
selenyum kullanilmasi {izerine bir ¢alisma bulunmamaktadir. Calismamizda
selenyum uygulamasinin ardindan diger antioksidan uygulanan gruplarla esdes
olarak ovaryumun doku genelinde atretik follikiillerin yok denecek kadar az
oldugu dikkati cekmistir. TUNEL pozitif hiicreler primordiyal ve tek sirali primer
follikiillerde gozlenmezken, ¢ok katli primer follikiillerden baslayarak atreziye
giden follikiillerin graniiloza hiicrelerinde belirlendi. Kaspaz-3 ve APAF-1
tutulumunun ise tiim gelisim asamasindaki follikiillerin oosit sitoplazmasinda,
graniiloza ve teka hiicre katmanlarinda olduk¢a az oldugu dikkati ¢ekti. Benzer
sekilde atretik follikiillerin graniiloza hiicrelerinde ve 00sit sitoplazmasinda da
olduke¢a az diizeyde tutulum gozlendi. Yine biiyiime faktorlerinden TGF-;, GDF-
9 ve PCNA tutulumlar1 primordiyal ve tek sirali primer follikiilden baslayarak ¢ok
sirali ve antrum olusmaya basglamig sekonder follikiillerin oosit sitoplazmasinda
ve ¢ekirdeklerinde oldukca yogun olarak saptandi. Benzer sekilde graniiloza ve
teka hiicrelerinde de kuvvetli immiinreaksiyon dikkati ¢ekti. Bu bulgular toksik
ajan Siklofosfamid’e karsin selenyum’un ovaryum dokulari iizerine koruyucu

etkisini gostermektedir.
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VI. SONUC

Sonug olarak caligmamizda; Siklofosfamid uygulanan grupta, tek sirali ve
¢ok sirali primer ile erken ve ge¢ sekonder follikiillerin graniiloza hiicrelerinde
TGF-B; tutulumlarmin kontrol grubuna karsin orta-zayif dereceli olarak azaldigi
belirlendi. Siklofosfamid grubunda tiim gelisim asamasindaki follikiillerin
oositlerinde GDF-9 tutulumun kontrol grubuna karsin son derece az oldugu
gbzlemlendi. Immiinreaksiyon kiigiik follikiillerin oositlerinde az iken, ¢ogunlukla
antrum olugmus follikiil oositlerinde kuvvetliydi. TGF-p; ve GDF-9 ile yapilan
her iki boyamada da atretik follikiillerde immiinreaksiyon hi¢ saptanmadi.
Siklofosfamid uygulanan grupta PCNA tutulumu gosteren follikiillerin ise kontrol
grubuna karsin azaldigi, korpus luteum ve atreziye giden follikiillerin sayisinin ise
oldukca arttig1 izlendi. Saglikli follikiillerde oosit tutulumu son derece az
gozlenirken, graniiloza ve ozellikle teka interna katmanlarinda kuvvetli tutulum
gosteren hiicreler belirlendi. Ayrica atretik follikiillere ait dejenere oositlerin

sitoplazmasinda immiinreaksiyon oldukc¢a kuvvetli gozlendi.

Apoptotik sinyaller bakimindan Siklofosfamid uygulanan grup ile kontrol
grubuna ait ovaryumlar karsilastirildiginda, Siklofosfamid grubunda atreziye
giden Graaf follikiil’lerinin sayisinda kontrole karsin artis ve bu atretik
follikiillerin graniiloza katmaninda ¢ok sayida TUNEL pozitif hiicre saptandi.
Ayrica ¢ok kath primer, sekonder ve Graaf follikiil’lerde ¢ok sayida TUNEL
pozitif hiicrenin varhigi gozlemlendi. Bazi atretik follikiillerin oositlerinde ve
graniiloza hiicrelerinde kuvvetli tutulum saptandi. Calismamizda ayrica
Siklofosfamid uygulanan gruba ait ovaryum Orneklerinde tim gelisim
asamalarindaki follikiillerin graniiloza hiicre sitoplazmalarinda yogun kaspaz-3 ve
APAF-1 tutulumu belirlendi. Atretik ve Graaf follikiil’lerinin  graniiloza
hiicrelerinde ve oosit sitoplazmasinda kuvvetli, korpus luteumda ise artan

immiinreaksiyon gozlendi.

Calismamizda Siklofosfamid ve askorbik asit birlikte uygulanan grubun
ovaryum dokularinda, saglikli follikiillerdeki TGF-p;, GDF-9 ve PCNA
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tutulumlarinin kontrol grubuna esdes olmasi bu antioksidanin toksik ajana etkin
kalan follikiiller {izerindeki koruyucu etkisini gosterdi. Ayrica askorbik asit
uygulanan grupta saglikli follikiil sayilarmin atretik follikiillere karsin oldukga
artmis oldugu gozlendi. Tek kath primer follikiillerde TUNEL pozitif hiicreler
gozlenmezken, ¢ok katli primer follikiillerde orta dereceli oldugu belirlendi.
Atreziye gidecek Graaf follikiillerde ise TUNEL pozitif hiicrelerin sayisinin arttigi
dikkati ¢ekti. Bu da askorbik asit’in, kemoterapotik ajanin neden oldugu apoptotik
etkiyi azalttigini disiindiirdi. TUNEL bulgularina kosut olarak kaspaz-3 ve
APAF-1 tutulumlarimin Siklofosfamid ve askorbik asit uygulanan grupta kontrole

yakin oldugu belirlendi.

Calismamizda Siklofosfamid ve a-tokoferol’iin birlikte uygulandigi gruba
ait TUNEL boyamasinda, atretik follikiillerin sayisinin azaldigir belirlendi.
TUNEL pozitif hiicreler 6zellikle atreziye giden follikiillerde izlenirken, ¢esitli
gelisim asamalarindaki diger follikiillerde gozlenmedi. Bu da a-tokoferol’iin
apoptozis ve DNA parcalanmasim1 azaltabilecegini dislindirdii. TUNEL
bulgularina kosut olarak kaspaz-3 ve APAF-1 antikoru ile yapilan
immiinohistokimya boyamalar1 sonucunda, gelisen follikiill basamaklarinda
tutulum en az diizeyde iken, atreziye giden biitin follikiillerin graniiloza
hiicrelerinde tutulum gozlendi. Biliylime faktorlerinden TGF-f;, GDF-9 ve PCNA
tutulumu primordiyal ve tek sirali primer follikiilden baslayarak cok sirali ve

antrum olusmaya baslamis sekonder follikiillerde olduk¢a yogun olarak saptandi.

Calismamizda selenyum uygulamasmin, diger antioksidan uygulanan
gruplarla esdes olarak ovaryumun doku genelinde atretik follikiilleri yok denecek
kadar azalttig1 gozlendi. TUNEL pozitif hiicreler primordiyal ve tek sirali primer
follikiillerde gdzlenmezken, ¢ok katli primer follikiillerden baglayarak atreziye
giden follikiillerin graniiloza hiicrelerinde belirlendi. Kaspaz-3 ve APAF-1
tutulumunun ise tiim gelisim asamasindaki follikiillerin graniiloza ve teka hiicre
katmanlarinda oldukg¢a az oldugu dikkati ¢ekti. Benzer sekilde atretik follikiillerin

graniiloza hiicrelerinde ve oosit sitoplazmasinda da minimal diizeyde tutulum
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izlendi. Yine bliylime faktorlerinden TGF-B;, GDF-9 ve PCNA tutulumlari
primordiyal ve tek sirali primer follikiilden baslayarak c¢ok sirali ve antrum
olusmaya baslamis sekonder follikiillerde oldukca yogun olarak saptandi. Bu
bulgular toksik ajan Siklofosfamid’e karsi selenyum’un ovaryum dokular iizerine

koruyucu etkisi olabilecegini kanitladi.

Calismamizin  elektron mikroskobik incelemelerinde Siklofosfamid
uygulanmis ovaryum dokular1 kontrol grubuyla kiyaslandiginda 6zellikle ¢ok
sirali primer follikiillerde yogun dejeneratif degisiklikler saptandi. Oosit yapisini
korumus iken zona pellusida yogunlugunun kontrol grubuna karsin azaldigi ve
graniiloza hiicre katmaninin oldukg¢a dejeneratif goriiniim sergiledigi belirlendi.
Koyu graniiloza hiicrelerinde apoptozise giden hiicre goriiniimii izlenirken, agik
hiicrelerin sitoplazmasinda vakuolizasyonun, genis ve bos alanlarin arttig1 izlendi.
Antioksidan uygulanan 3 grupta da esdes olarak ovaryumda oosit ve zona
pellusida yapisinin korundugu gozlendi. Graniiloza hiicrelerindeki dejenerasyonun
kismen engellendigi ve koyu renk sitoplazmali hiicrelerin son derece azaldigi
saptandi. Agik renk sitoplazmali hiicrelerde ise vakuolizasyonun Siklofosfamid

uygulanan gruba gore nispeten az oldugu belirlendi.

Calismamizda gruplarin glutatyon (GSH) diizeyleri degerlendirildiginde,
Siklofosfamid uygulanan grupta GSH diizeyinin kontrol grubuna karsin belirgin
olarak azaldigi saptandi. Bu azalmanin Siklofosfamid uygulanan grupta follikiiler
apoptozis ve atrezinin artmasina kosut olarak gergeklestigi kanisina varildi.
Askorbik asit ve a-tokoferol uygulanan grupta GSH degerleri kontrol grubuna
yakin diizeyde seyrederken, selenyum uygulamasinda diger iki antioksidan

uygulanan gruba gére GSH diizeyinin daha az artis gosterdigi belirlendi.

Calismamizda elde ettigimiz bulgulara gore, kemoterapi tedavisi sirasinda
antioksidan alimmin olusabilecek serbest radikalleri en az diizeye indirerek,
normal ovaryum dokusundaki gelismekte olan follikiilleri toksik etkiden

koruyabilecegi sonucuna varildi.
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VIL. OZET

Kanser tedavi yoOntemlerinden biri olan kemoterapi, ovaryum follikiil
havuzundaki gelismekte olan follikiillerin sayisin1 azaltict etki gostererek,
ovaryum yetmezligi ve kisirliga neden olmaktadir. Kanser tedavilerinde
kemoterapotik olarak siklikla kullanilan ajanlardan biri olan Siklofosfamid, DNA
capraz baglarimi etkileyerek hizla ¢ogalan hiicrelerde boliinmeyi engeller. Uzun
donem kanser tedavisi kullanimlarinda iireme organlarma toksik etki ederek
dollenmenin bozulmasina neden olur. Kemoterapinin ovaryum islevleri iizerindeki
yan etkilerinin azaltilmasi i¢in yeni yontemler ve alternatif tedaviler gelistirilmeye
caligilmaktadir. Ozellikle tedavi sirasinda yararlanilan ve bitkisel gidalarda
bulunan antioksidanlar kanser riskinin ve kemoterapiden sonra gelisen travmanin

azaltilmasinda son derece etkili olan maddelerdir.

Caligmamizda kemoterapotik ajan Siklofosfamid’in normal ovaryum
dokusunda olaylandirdigi dejeneratif etkiler tizerine askorbik asit, a-tokoferol ve
selenyum’un olas1 antioksidan etkilerini immiinohistokimyasal ve elektron
mikroskobik diizeyde degerlendirmeyi amacladik. Bu nedenle yasam ve gelisim
sinyal molekiillerinden TGF-B1, GDF-9, PCNA, apoptozis sinyal molekiillerinden
kaspaz-3, APAF-1 primer antikorlar1 ve hiicrelerdeki DNA hasarin1 belirlemek
icin TUNEL yo6ntemi kullandik.

Siklofosfamid uygulamasindan sonra ovaryum dokusunda tim gelisim
asamasindaki follikiillerin graniiloza hiicrelerinde TGF-B;, PCNA, oositlerde ise
GDF-9 tutulumlarinin kontrol grubuna karsin olduk¢a azaldigi ve kaspaz-3,
APAF-1 tutulumlarinin ise belirgin olarak arttigi belirlendi. Ayrica TUNEL
yontemi ile bu grupta atretik follikiillerin sayisinin arttigit ve bazi Graaf
follikiillerde DNA hasar1 olan hiicrelerin kontrol grubuna gore kuvvetli tutulum
gosterdigi saptandi. Siklofosfamid ile birlikte antioksidan uygulanan gruplarin
gelismekte olan follikiillerinde ise TGF-B;, PCNA, oositte ise GDF-9

immiinreaksiyonun kontrol grubuna yakin olarak arttigi, kaspaz-3, APAF-1,
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TUNEL tutulumlarmin belirgin olarak azaldigi ve doku genelinde atretik

follikiillerin sayisinin anlamli derecede azaldig1 saptandi.

Elektron = mikroskobik  bulgularimiz  da  immiinohistokimyasal
bulgularimizla esdes olarak; Siklofosfamid uygulanmis ovaryum dokularinda
ozellikle ¢ok sirali primer follikiillerin graniiloza hiicrelerinde kontrol grubuna
karsin yogun dejeneratif degisiklikler saptandi. Koyu graniiloza hiicrelerinde
apoptozise giden hiicre goriiniimii izlenirken, acik hiicrelerin sitoplazmasinda
vakuolizasyonun arttig1 izlendi. Antioksidan uygulanan 3 grupta ise ovaryumun
oosit ve zona pellusida yapisinin korundugu gozlendi. Graniiloza hiicrelerindeki
dejenerasyonun kismen engellendigi ve koyu renk sitoplazmali hiicrelerin son
derece azaldig1 saptandi. Agik renk sitoplazmali hiicrelerde ise vakuolizasyonun

Siklofosfamid uygulanan gruba goére kismen azaldig: belirlendi.

Caligmamizda elde ettigimiz bulgulara gore, kemoterapi tedavisi sirasinda
normal ovaryum dokusunda olusan serbest radikallerin neden oldugu dejeneratif
etkilerin antioksidanlar ile en az diizeye indirilerek baskilanabilecegi ve toksik

etkilerden korunabilecegi sonucuna varildi.
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VIill. SUMMARY

Chemotherapy -one of the treatments of cancer- causes ovarian failure and
infertility by decreasing the number of follicules at the ovarian follicular reserve.
One of the most common chemotherapeutic agents that is used in cancer treatment
is cyclophosphamide; that prevents cell proliferation in rapidly proliferating cells
by affecting DNA cross-boundings. Again cyclophosphamide has toxic effects on
female reproductive organs and causes fertilization failure in long term cancer
therapy. Researches are still being made in both new methods and alternative
treatments in reducing the side effects of chemotherapy on ovarian function.
Antioxidants, that are especially taken by the time of treatment and found in the
vegetables, are highly efficient in both reducing the risk of cancer and post

chemotherapeutic trauma.

In our study, we aimed to immunohistochemically and electron
microscobically evaluate the possible antioxidant effects of ascorbic acid, a-
Tocopherol and selenium, on the degenerative effects of cyclophosphamide on
normal ovarian tissue. To this end we used TGF-p;, GDF-9, PCNA as
developmental signal molecules; Caspase-3, APAF-1 as apoptotic signal
molecules. TUNEL method is used in order to evaluate the DNA damage caused

at the cell level.

Following cyclosphamide application, we observed a decrease in TGF-f4,
PCNA immunoreaction in the granulosa cells of developing follicules and a
decrease in GDF-9 immunoreaction in oocytes and a distinctive increase in
caspase-3 and APAF-1 immunoreaction when compared to control group.
Besides an increase in athretic follicules and in some Graaf follicules’s cells with
DNA damage had showed a strong immunopositive reaction when compared to
control group in TUNEL analysis. TGF-B; and PCNA immunoreactivity of
developing follicules and GDF-9 immunoreaction of oocytes was similiar to the

control group whereas Caspase-3 and APAF-1 immunoreaction in TUNEL
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analysis showed a distinctive decrease in both cyclosphamide and antioxidant
treated group. Again in the same group the number of athretic folicules have

found out to decrease significantly.

Following electron microscobical examinations, we have observed intense
degenerative changes in the multi layer primary follicles’s granulosa cells in
cyclophosphamide treated group, which is an alike finding with
immunohistochemical part of the study. Dark granulosa cells showed a head for
apoptosis whereas an increase in vacuolisation was observed in the cytoplasm of
pale granulosa cells. In all of the three antioxidant treated groups, both ovaries
and zona pellucida of the oocytes remained the same. Degeneration at the
granulosa cells was moderately inhibited and there was quite a few decrease in the
number of cells with dark cytoplasm. When it comes to the cells with pale
cytoplasm; it was found that vacuolisation was partially decreased when

compared to the cyclosphamide treated group.

According to our observations, we have concluded that, degenerative
changes at the ovaries caused by the free radicals during the chemotherapy
treatment can be repressed or degraded to minimum by the help of antioxidants

and may maintain a protection from the toxic side effects at the same time.
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