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OZET

Amag: Artan kanser vakalarina karsin, erken teshis ve tedavi sayesinde hayatta kalma
oraninin da artmasiyla birlikte kemoterapotik ajanlarin fertilite {izerindeki olumsuz
etkilerine yonelik calismalar artmistir. Paklitaksel (PTX), bir¢cok kanser tiiriinde yaygin
olarak kullanilan bir kemoterap6tik ajandir ve hiicre proliferasyonu ve apaptozunda
onemli roller oynadig1 bilinen protein kinaz b (PKB/AKkt) ve mitojen ile aktive olan
protein kinaz (MAPK) sinyal yolaklarinin {ist basamaklarini kontrol ettigi bilinmektedir.
Dogal bir bilesik olan kurkuminin (CUR) ovaryum {izerindeki koruyucu etkileri ve
cesitli ilag tedavileri ile ilgili olumlu etkileri literatiirde gosterilmistir. Bu bilgiler
kapsaminda, ¢alismamizda ovaryum dokularinda PTX’in ve CUR’nin Akt, p-Akt,
MAPK ve p-MAPK eckspresyonlar1 iizerindeki etkisini immiinfloresan belirteglerle
gérmeyi amagladik.

Yontem: Calismamizda bizlere kontrollii bir ortamda deney yapma imkan1 veren ve hali
hazirda kullanilan bir yontem olan in vitro doku kiiltiiriinii kullandik. Alt1 adet diiveden
alinan ovaryum dokularindan elde ettigimiz kortikal seritler, PTX ve kurkuminin etkisini
gormeyi amagladigimiz 7 adet deney grubu (Kontrol, DMSO, PTX (0,1 uM), CURI1
pg/ml, CUR10 pg/ml, PTX+CUR 1 pg/ml, PTX+CUR 10ug/ml) olusturularak 6 giin
boyunca doku kiiltiirtine alinmistir. Sonuglar ImagelJ yazilimi ile analiz edilmistir.
Bulgular: Gruplarimizin higbirinde kontrol ve DMSO gruplart arasinda anlamli bir fark
bulunmamistir. PTX’in Akt ve p-Akt ekspresyonunu artirdigi, MAPK ekspresyonunu
etkilemedigi, p-MAPK ekspresyonunu ise azalttigi gézlemlenmistir (p<0,05). CUR ile
tedavi sonucunda ise; 1 ug/ml CUR’nin Akt ekspresyonunu kontrol grubu seviyesine
getirdigini, 10 pg/ml CUR uygulamasinin ise Akt’yi yikselttigini, MAPK
eskpresyonunun ise her iki CUR dozunda da arttigin1 gézlemledik. p-Akt ve p-MAPK
ekspresyonlarinin ise her iki CUR dozunda da kontrol grubuna yaklastig1 goriildii.
Sonu¢: Calismamiz sonucunda, CUR’nin PTX’in yarattig1 folikiil hasari {izerinde
Onleyici olabilecegini fakat etki mekanizmasinin anlasilabilmesi i¢in daha detayh

caligmalara ihtiyag oldugunu diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Paklitaksel (PTX), Kurkumin (CUR), MAPK, Akt



ABSTRACT
Objective: Despite increasing cancer cases, studies on the negative effects by the help
of chemotherapeutic agents on fertility have increased with the increase in survival rate
thanks to early diagnosis and treatment. Paclitaxel (PTX) is a widely used
chemotherapeutic agent in many cancer types and is known to control the upper steps of
Akt and MAPK signaling pathways, which are known to play important roles in cell
proliferation and apoptosis. The protective effects of curcumin (CUR), a natural
compound, on the ovary and its positive effects on various drug treatments have been
shown in the literature. Within the scope of this information, we aimed to see the
expression of Akt, pAkt, MAPK and pMAPK PTX and CUR with immunofluorescent

markers in our study.

Method: In our study, we used in vitro tissue culture, which is a method that is currently
used and allows us to the experiment in a controlled environment. Cortical strips
obtained from ovarian tissues from six heifers were taken into tissue culture for 6 days
by forming 7 experimental groups (Control, DMSO, PTX (0.1 uM), CUR1ug/ml,
CUR10 pg/ml, PTX+CUR 1pg/ml, PTX+CUR 10ug/ml) in which we aimed to see the
effect of PTX and CUR. Results were analyzed with the ImageJ software.

Results: There was no significant difference between the control and DMSO groups in
any of our groups. It has been observed that PTX increases Akt and p-Akt expression,
does not effect MAPK expression, and decreases p-MAPK expression. As a result of
treatment with CUR, we observed that 1 ug/ml CUR brought Akt expression to the level
the control group, 10 pg/ml CUR increased it, and MAPK expression increased at both
CUR doses. We observed that p-Akt and p-MAPK expressions approached the control
group at both CUR doses.

Conclusion: As a result of our study, we think that CUR may prevent follicle damage
caused by PTX, but more detailed studies are needed to understand the mechanism of

action.

Key words: Paclitaxel (PTX), Curcumin (CUR), MAPK, Akt
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1. GIRIS

Kanser, yilda 10 milyondan fazla 6liim prevelans: ile tim gelir seviyelerindeki
iilkeler i¢in O6nde gelen 6liim nedenlerindendir. Onkolojik tedavilerdeki gelismeler
kanser hastalarinin sagkalim oranlarini iyilestirmis olsa da tedavileri tamamlandiktan
sonra bircok hastanin, dogurganligin azalmasi gibi yan etkiler nedeniyle yasam
kalitesini diistirmistiir (Armuand ve ark., 2015) (Dolmans ve ark., 2019). Kadinlarda
adolesan ve reprodiiktif donemde goriilen kanser vakalarmin hizla artmasiyla
kemoterapétik ajanlarin fertilite iizerine olumsuz etkileri de giindeme gelmektedir.
Kemoterapi ilaglari ovaryumlarda farkli mekanizmalarla hareket eder.
Kemoterapinin neden oldugu apoptoz ve ardindan primordiyal folikiil oositlerinde
olusan DNA hasari, ovaryum rezervinin geri dondiiriilemez diisiisiinden sorumlu ana
mekanizma olarak kabul edilmektedir (G. M. Bedoschi ve ark., 2019).

Farkli kanser tiirlerinden dolay1r kemoterapdtik ajanlara maruz kalan kadinlarda,
ovaryum lzerindeki olumsuz etkiler nedeniyle fertilite problemleri literatiirde
defalarca gosterilmistir. Kemoterapi rejimlerinin iireme ¢aginda kanser teshisi almis
kadinlarin ovaryumlar tizerindeki klinik etkisinin ana belirleyicileri, hastanin yas,
kullanilan kemoterapotik ajanlarin dozu, tipi ve tedavi oncesi ovaryum rezervi ile
ilgilidir. Bu faktorlerin her biri, kalan saglikli primordiyal folikiil rezervini ve
kemoterapinin neden oldugu ovaryum hasarinin boyutunu belirlemektedir. (G. M.
Bedoschi ve ark., 2019).

Paklitaksel (PTX), uzun yillardir bir¢ok kanser tiirliniin tedavisinde kullanilan son
yirmi yilda kemoterapide en onemli ilerleme olarak kabul edilen tanimlanmis ilk
mikrotiibiil stabilize edici ajandir (Algahtani ve ark., 2019). PTX, meme kanseri,
endometriyal kanser, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri, mesane kanseri ve
rahim agz1 kanseri dahil olmak iizere ¢esitli kanserlerde genis aktiviteye sahip en
yaygin kullanilan antineoplastik ajanlardan biri olarak kabul edilir. Ayn1 zamanda
AIDS ile iliskili Kaposi sarkomunun ikinci basamak tedavisi i¢in de kullanilir. PTX
bazli tedavi rejiminin klinik etkinligi ve yararliligi, doz sinirlayict toksisite ve ilag
direncinin indiiklenmesi nedeniyle hala siirhidir. Sistemik toksik etkileri

(miyelotoksisite, norotoksisite ve tiimor direnci), klinik uygulanmasini sinirlayan


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/endometrium-cancer
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/endometrium-cancer
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/non-small-cell-lung-cancer
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/bladder-cancer
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/uterine-cervix-carcinoma
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/anticarcinogen
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/kaposi-sarcoma
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/neurotoxicity

ciddi yan etkilere neden olur (Dhanasekaran, 2019). Bu 6zelliklerine ragmen PTX,

klinikte yaygin olarak kullanilmaya devam etmektedir.

Bu gibi etkiler diisiiniildiigiinde, kanser gibi hastaliklarda tedavilerin dogal
bilesiklerle kombinasyonunun, ilag tedavisinin etkinligini artirmasinin yanisira
olumsuz sonuglar1 azaltmasi muhtemeldir (Tan ve Norhaizan, 2019). Curcuma
longa'dan izole edilen bir polifenol olan kurkuminin (CUR), in vitro ve in vivo
caligmalarla, bircok farmakolojik aktiviteyi daha az toksik etki ile sagladigi
gosterilmistir. CUR, ilgi gbéren bir antioksidan olmakla birlikte, onemli bir anti-
inflamatuvar, immiinomodiilatér, anti-timoral, antipsoriatik ve yara iyilestirici
ozelliklere sahip bir bilesiktir (Kilinc ve Uz, 2021). CUR’nin anlart iizerindeki
koruyucu etkilerinin farkli deney modelleri ile de test edilip, daha yaygin ve optimal

kullanim olasiliklarinin arastirmasi gerekmektedir.

1.1. Cahsmanin Hipotezi: Sigir ovaryum folikiil kiiltliriinde, kemoterapdtik ajan

PTX’in folikiil gelisimine olumsuz etkileri, kurkumin takviyesi ile azaltilabilir.

1.2. Cahsmanin Amaci: Calismamizi, PTX’in disi sigir ovaryumu {izerinde

yarattig1 olumsuz etkileri kurkuminin nasil etkileyecegini gérmek iizerine tasarladik.



2. GENEL BILGILER

Insanda disi {ireme sistemi, bir ¢ift ovaryum, iletim kanali gorevini saglayan bir ¢ift tuba
uterina (oviduktlar) ve tek bir uterustan olusur. Uterusun altinda ve serviks ile ayrilmis

vajina bulunur.

Déllenme Tuba uterina Uterus fundusu Over bagi

Fimbriyalar
Korpus luteum

Serviks

Serviksin dis agz!

Vajinanin dig agzi

] —a—

Sekil 2.1. Kadm iireme sistemi. Ilgili kaynaktan (Eroschenko ve Di Fiore, 2013) degistirilerek almmustir.

Ureme ¢agina baglamasiyla birlikte, kadin i¢ iireme organlari hem yap1 hem de islev
acisindan dongiisel aylik degisiklikler sergiler. Cinsel olarak olgunlasan bir bireyin ilk
adet dongiisiine menars denir. Ergenlik ¢agindan baslayarak bireyin {lireme hayati
boyunca ovaryumlar ortalama 28 giinde bir diizenli bir dongiiye girer ve bu siiregte
yapisal ve islevsel degisiklikler gosterirler. Bu degisiklikler hormonlar tarafindan
kontrol edilir. ilerleyen yasla birlikte goriilen menopoz nedeniyle adet dongiileri

diizensiz hale gelir ve sonunda tamamen durur (Eroschenko ve Di Fiore, 2013).
2.1. Ovaryumun Gelisimi

Ovaryum, yetiskin insan dokular1 arasinda, yapisinda ve islevinde belirgin degisikliklere

maruz kalan, dinamik bir organdir (Gargiulo, 2017).



Gonadal farklilagsma, farklilasmamais iki potansiyelli bir gonad ile baglayan ve bunun bir
testis veya ovaryuma doniismesiyle sona eren siiregtir. Insan gebeliginin ilk iki ayinda
cinsiyet fenotipik olarak (XX veya XY) belli olmaz ve iki cinsiyet de ayni sekilde
gelisir.

Gonadlar ti¢ kaynaktan koken alarak gelisirler (Moore ve ark., 2018):
1. Posterior abdominal duvari1 doseyen solom epiteli

2. Altinda uzanan mezensim (embriyonik bag dokusu)

3. Primordiyal germ hiicreleri (PGH)

Besinci haftada, mezonefrozun medialinde baglayan gonadal gelisim, sdlom epitelinin
proliferasyonu ve alttaki mezensimin yogunlagmasiyla birlikte uzunluguna iki adet
gonadal ya da genital kabarti (sirt) olusmasiyla devam eder (Seftalioglu, 1998).
Embriyonik gelisim sirasinda, primordiyal germ hiicreleri vitellus kesesinden go¢ eder
ve embriyonik gonadal sirtlarda kolonize olurlar. Spesifik genler, gonadal primordiyum
olusumu ile dollenme sonrasi gelisimin besinci haftasinda baglayan gonadal
farklilasmay1 indiikler (Kierszenbaum ve Tres, 2015). Fenotipik asama, gonadal
farklilagmaya yanit olarak indiiklenir; i¢ genital sistem ve dis genital organlar,
karakteristik erkek veya disiye 6zgili yapilara doniisiir (Makiyan, 2016). Altinct hafta
genital kabartida germ hiicreleri goriilmeye baslar. Gonadal gelisim disilerde yavas
gerceklesmektedir. Gelisimin 10. haftasina kadar ovaryumlar histolojik olarak ayirt
edilemez (Moore ve ark., 2018).

Genetik olarak XX kromozomu tasiyan gonadlarina ulasan PGH’leri, oogonyaya
farklanirlar. Bir dizi mitotik boliinmeyle birlikte 3. ayin sonunda, yassi epitelyal
hiicrelerden olusan bir tabaka ile ¢evrelenerek oogonyaya farklanirlar. Gebeligin besinci
haftasinda, bir disi fetiisiin ovaryumu yaklasik 500 ile 1300 germ hiicresi igerir. PGH’ler
mitoz geg¢irir ve gebeligin yirminci haftasinda disi fetiis yaklasik 6 ile 7 milyon germ
hiicresine sahiptir (Cox ve Takov, 2022). Ugiincii aydan itibaren oogonyumlar birinci
mayoz boliinmenin profaz evresine girmeye baslarlar ve bunlarin ¢cogu tek katli yassi
epitelyal hiicreler ile ¢evrelenmislerdir (Junqueira ve ark., 1993). Primer oosit profaz

evresinde duraklar ve bu puberteye kadar devam eder. Bu duraksama oositi ¢evreleyen



folikiil hiicrelerinden salgilanan oosit maturasyon inhibitér (OMI) maddesi tarafindan

saglanmaktadir.
Fetal havat Dogum Ovulasyon Fertilizasyon
- - -
— - \ = 1\
¥ ;: b \ / //
interfaz Metafaz I Profaz Il Metafaz II Metafaz I

Sekil 2.2. Oositlerin gelisimi. Oositler gelisimleri boyunca iki kez tutuluma ugrarlar. (Estienne ve ark.,
2020)

Pubertede ovaryumlarda profaz asamasinda bekleyen primer oositin boyutlar1 artar ve
birinci mayoz bdliinmesini tamamlar. Ancak, sitoplazma esit olarak boliinmez ve olusan
sekonder oosit yaklasik olarak biitiin sitoplazmay1 alirken birinci kutup cisimcigine ise
cok az miktarda sitoplazma kalir ve kisa siire i¢inde dejenere olur. Ovulasyondan sonra
sekonder oosit ikinci mayoz bdliinmeye girer, ama boliinme sadece metafaza kadar
ilerler ve bu asamada spermi bekler. Eger bir sperm sekonder oositin i¢ine girerse, ikinci
mayoz boliinme tamamlanir ve yine sitoplazmanin ¢ogu bir hiicreye, fertilize olmus
oosite gecer. Daha az sitoplazmaya sahip olan hiicre (ikinci kutup cisimcigi) kisa siirede

dejenere olur.

2.2. Ovaryumun Anatomik ve Histolojik Yapisi

Ovaryumlar, pelvik boslukta yerlesim gdsteren oval goriiniimlii, pembemsi beyaz renkli,
yaklasik 3 cm boyunda, 1,5 cm eninde ve 1 cm kalinliginda yapilardir. Her ovaryum,
mezovaryum denen periton katlantisi tarafindan broad ligamentin posteriyor yiizeyine
baglanir. Ovaryumun siiperiyor (ya da tubal) kutbu, ovaryumun sinirlerini ve
damarlarini tagiyan suspensor ligament tarafindan pelvis duvarina baglanir. Ovaryumun
inferiyor (ya da uterin) kutbu ise ovaryum ligamenti tarafindan uterusa baglanir (Ross ve
Pawlina, 2006). Her ovaryum, basit bir skuamdz ile al¢ak kiiboidal epitel olan germinal
epitel ve bunun altindaki yogun, diizensiz bir bag dokusu tabakasi olan tunika albuginea

ile kaplanmistir (Kierszenbaum ve Tres, 2015). Yiizey epitelinin altinda konumlanan



tunika albuginea, ovaryum igin koruyucu bir tabaka goérevi goren ince ve az hiicreli bir
bag doku kilifidir (Kinnear ve ark., 2020). Tunika albuginea'nin altinda ovaryum
korteksi yer almaktadir. Ovaryum folikiilleri, korteksin bag dokusunda bulunurlar
(Eroschenko ve Di Fiore, 2013). Folikiiller, ovaryumun ana endokrin ve iireme
boliimleridir ve sagliklar1 ve sayilari hem iireme potansiyelini hem de iireme omriinii
belirler (Strauss Il ve Williams, 2019). Korteksin derinliklerinde bag dokusu,
interstisyel hiicreler, sinirler, lenfatikler ve hilum yoluyla ovaryuma ulasan kan

damarlarindan olusan medulla kism1 bulunur. Korteks ile medulla arasinda belirgin bir

sinir bulunmamaktadir (Sekil 2.3.).
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Sekil 2.3. Ovaryumun sematize edilmis histolojik yapist. lgili kaynaktan (Ross ve Pawlina, 2006)
degistirilerek alinmustir.

Ovaryum, disi gamet iretimi, Ostrojen ve progesteronun (steroid hormonlari)
salgilanmasi, lireme organlarinin dogum sonrasi biiylimesinin diizenlenmesi ve ikincil

eseysel Ozelliklerin gelisiminden sorumludur (Kierszenbaum ve Tres, 2015).



2.2.1. Folikiil Gelisimi

Ovaryum dongiisiiniin; folikiiler faz, ovulasyon fazi ve luteal faz olmak iizere iic asamasi

vardir.

Folikiiller, ovaryumun islevsel birimleridir; her bir folikiil, grantiloza hiicreleri (GC’leri)
olarak adlandirilan bir veya daha fazla somatik hiicre tabakasiyla c¢evrili bir oositten
olusur (Oktem ve Oktay, 2008). Insan folikiilogenezi, oosit olgunlasmasi ile komsu
GC’lerinin ¢ogalmasi arasindaki senkronizasyona dayanan, olduk¢a karmasik, iyi

diizenlenmis bir siiregtir (Zhang ve ark., 2018).

Folikiiler faz, birka¢ primordiyal folikiiliin normal olarak ovulasyon icin segilerek bir
antral, preovulatuar veya Graaf folikiile doniismesini igerir. Bliylimeye basladiktan
sonra, primordiyal oositleri ¢evreleyen tek bir diizlestirilmis GC tabakasi ile aktive olan
primordiyal folikiller birincil, ikincil ve sonunda antral folikiillere doniisiir (Hsueh ve
ark., 2015). Primordiyal folikiillerin toplanmasindan preovulatuar bir Graaf folikiiliiniin
gelisimine kadar gecen zaman aralig1 ortalama 3 ile 6 aydir. Bu siire zarfinda folikiiller,
folikiil uyarici hormon (FSH), 6strojen ve androjen reseptorleri ve Gcleriyle etkilesir ve
primer oositler, ara baglantilar ile fonksiyonel olarak birbirlerine baglanir

(Kierszenbaum ve Tres, 2015).
Folikiilleri, histolojik olarak gelisim evrelerine gore:
1. Primordiyal folikiiller
2. Primer folikiiller
» Tek tabakali (Unilaminar)
» Cok tabakali (Multilaminar)
3. Sekonder (Antral) folikiil
4. Graaf (Tersiyer/Olgun) folikiil

olarak simiflandirmak miumkindir.



2.2.1.1. Primordiyal Folikiiller
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Sekil 2.4. Primordiyal Folikiil. ilgili kaynaktan (Junqueira ve ark., 1993) degistirilerek almmustir.

Primordiyal folikiiller, ovaryum rezervini temsil eden, folikiil gelisiminin en erken
asamasinda dinlenim halindeki hareketsiz folikiillerdir (Oktem ve Oktay, 2008). Caplar1

yaklasik 25 um kadardir ve oositin etrafin1 tek tabakali yassi epitel ile ¢cevrelenmistir.

2.2.1.2. Primer Folikiller

Dinlenme evresinden ayrilan primordiyal folikiillere primer folikiiller denir.
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Sekil 2.5. Tek Katli Primer ve Cok Katli Primer Folikiil. Ilgili kaynaktan (Junqueira ve ark., 1993)

degistirilerek alinmustir.

Daha biiytlik oositlere sahip tek bir kiiboidal graniiloza hiicre tabakasi ile karakterize

edilen primer folikiiller, biiyiiyen folikiil havuzuna alinir (Oktem ve Oktay, 2008).
2.2.1.3. Sekonder (Antral) Folikiil

Cok katmanli graniiloza hiicrelerine sahip, antrum igermesiyle karakterize bir folikiildiir

(Oktem ve Oktay, 2008).
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Sekil 2.6. Sekonder Folikiil. Tlgili kaynaktan (Junqueira ve ark., 1993) degistirilerek alinmustir.
Folikiil olgunlastik¢a, antrum boyut olarak artar.

2.2.1.4. Graaf (Tersiyer/Olgun) Folikiil

Oosit tamamen olusmus bir zona pellusida ve birkag¢ kat kumulus hiicresi ile gevrilidir.
Folikiiler siv1 birikerek biiyiik bir antrum olusturur. Mural graniiloza hiicreleri ve teka

interna tabakasi iyi tanimlanmustir (Strauss 111 ve Williams, 2019).
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Sekil 2.7. Graaf Folikiil. ilgili kaynaktan (Junqueira ve ark., 1993) degistirilerek alinmustir.

Biiyiime fazinin tamamlanmasinin ardindan artik Graaf folikiilii ovulasyon i¢in hazirdir.
2.3. Paklitaksel

Kemoterapdtik ajanlar bes kategoriye ayrilabilir: alkilleyici ajanlar, antitimor

antibiyotikler, platin bazli ilaglar, antimetabolitler ve taksanlar (Sonigo ve ark., 2019).



Paklitaksel (PTX), son yirmi yilda kemoterapide en 6nemli ilerleme olarak kabul edilen
ve taksan grubunda yer alan bir kemoterapétiktir (Fratantonio ve ark., 2019). Bu ajan,
Taxus brevifolia'dan izole edilmis bir trisiklik diterpenoiddir (Ashrafizadeh ve ark.,
2020).

Sekil 2.8. Paklitakselin kimyasal formiilii (Algahtani ve ark., 2019)

PTX, hiicresel mitoz inhibitorii olarak hareket eden bir antimikrotiibiil ajandir
("Paclitaxel,” 2012). Su anda ilerlemis ovaryum karsinomu igin birinci basamak tedavisi
olmakla birlikte, meme ve akciger kanseri ve ilerlemis kiigiik hiicreli akciger kanseri ve
AIDS ile iligkili Kaposi sarkomunun tedavisinde kullanilmaktadir (M. C. Farrar ve
Jacobs, 2022).

PTX’in etki mekanizmasi, mikrotiibiillerin protein bileseni olan tiibiilin dimerlerinin
etkisini artirarak mevcut mikrotiibiilleri stabilize etmesine dayanmaktadir (Ntemou ve
ark., 2022). Mikrotiibiillerin stabilitesi nedeniyle hiicre, ge¢ G2 fazinda durur ve hiicre
boliinmesi engellenerek hiicre 6limii meydana gelir (Sekil 2.9). Paklitaksel ayrica,
mitotik igcikleri bozarak kromozom kiriklarina neden olur (Maela C Farrar ve Jacobs,
2019).
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Sekil 2.9. Paklitakselin etki mekanizmasi. PTX, mikrotiibiillerin protein bilesenleri olan tiibiilin
dimerlerinin etkisini arttirarak mevcut mikrotiibiilleri stabilize eder (A). PTX'in Bcl-2'yi inaktive etme
yetenegi, apoptozla sonuglanir (B). Kalsiyum sinyalinin PTX tarafindan diizenlenmesi, mitokondriden
PTX kaynakli sito C salinim1 ve programlanmis hiicre 6liimii ile sonuglanir (C). PTX, tiimor ilerlemesinin
modiilasyonu ile iligkili belirli miRNA'larin diizenlenmesine katilim gosterir (D). PTX, tiimoriin ortadan
kaldirilmasima katkida bulunan bagisiklik yanitinin aktivasyonuna neden olur (E). ilgili kaynaktan (Abu
Samaan ve ark., 2019) degistirilerek alinmustir.

PTX ile muamele edilmis hiicrelerde, sinyal molekiillerinin ve cesitli genlerin
transkripsiyonel aktivasyonunda meydana gelen degisimler, PTX’in ¢oklu mekanizmalar
yoluyla apoptozu baslattigini gosterir. Bu mekanizmalar, PTX kaynakli primordiyal
folikiil hasarini agiklayabilir (Yucebilgin ve ark., 2004).

2.4. Kurkumin

Sekonder metabolitler iceren dogal {iriinler, kanser tedavisi i¢in ikna edici aday

bilesikler olarak ortaya ¢ikmuistir.
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Kurkumin (CUR), Curcuma longa'dan izole edilen bir polifenoldiir ve Zingiberaceae
ailesi bitkilerinin koksapinda bulunur. In vitro ve in vivo ¢alismalarla, kurkuminin birgok
farmakolojik aktiviteyi daha az toksik etki ile sagladigi gosterilmistir (Tan ve Norhaizan,
2019). Pro-apoptotik, anti-proliferatif, antioksidan ve anti-anjiyojenik 6zellikleri
nedeniyle, CUR, kanser ve diger bozukluklarin tedavisinde potansiyel olarak yararli bir
ajan olarak incelenmistir (Tiwari-Pandey ve Ram Sairam, 2009, Vallianou ve ark., 2015,
Nayak ve ark., 2016)

HgCG '\-..\ ',..-" DGHE

HO OH

Sekil 2.10. Kurkuminin kimyasal formiilii (Kotha ve Luthria, 2019)

CUR, NF-kB ve MAPK yollarmin inhibisyonu yoluyla TNF-o ile muamele edilmig
HaCaT hiicrelerinde (Hiicre kiltliriinde kullanilan 6liimsiizlestirilmis keratinosit hiicre
hatt1) anti-inflamatuar ve biiylimeyi inhibe edici etkiler gosterir (Cho ve ark., 2007).
CUR'min kemoprotektif ozellikleri de kapsamli bir sekilde arastirilmistir ve
antiinflamatuar (Nonn ve ark., 2007) ve antioksidan aktiviteleri (Piper ve ark., 1998) ile
baglantilidir. Ayrica CUR, iNOS'un ekspresyonunu inhibe etme potansiyeline sahiptir
(Camacho-Barquero ve ark., 2007) (llbey ve ark., 2009). CUR’in kanser hiicrelerinde
apoptozun uyarilmasindaki etkilerinin, fosfatidilinositol 3 kinaz (PI3K)/Akt sinyal
yolunun alt basamaklarinin regiilasyonu ile iligkili oldugu goriilmektedir (Ashrafizadeh
ve ark., 2020).

Arastirmalar, PI3K/Akt/mTOR yolunun, akciger kanseri hiicreleri de dahil olmak tizere
kanser hiicrelerinde hiicre sagkalimini/6liimiinii kontrol etmedeki kritik rolii g6z oniine
alindiginda, CUR’in PI3K/Akt/mTOR sinyal yolunun inhibisyonu araciligiyla hem
apoptozu hem de otofajiyi 6nemli 6lgiide indiikleyebilecegini ortaya koymustur. (Liu ve

ark., 2018).
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2.5. Akt Sinyal Yolag

PI3K/Akt/mTOR sinyal yolag1 hiicre proliferasyonu, hiicre metabolizmasi, anjiyogenez,
hiicre dongiisii, apoptoz ve otofaji mekanizmalarinda énemli roller oynamakta ve cesitli
kanser tiirlerinde kanser patogenezine ve tedaviye karsi direng gelismesine neden olan

ana hayatta kalma yolaklarindan birini temsil etmektedir (Liu ve ark., 2018).

Memeli ovaryumunda, PI3K/Akt/mTOR yolu, tanimlanan birden fazla aktivator ve
baskilayici ile primordiyal folikiil aktivasyonunun diizenlenmesi i¢in gereklidir (Zhang
& Liu, 2015). Ovaryumlarda Akt, PI3K/Akt/mTOR yolunda belirgin bir kinazdir ve hem
oositlerde hem de insan folikiillerinin graniiloza hiicrelerinde eksprese edilir (Goto ve

ark., 2007, Mclaughlin ve ark., 2014) (Ford ve ark., 2020).

Ovaryumlarin PTEN inhibitorleri ve PI3K uyaricilart ile inkiibasyonu, FOXO3'lin
niikleustan ¢ikigini tesvik etmek igin oosit, Akt aktivitesini artirarak uyuyan primordial

folikiilleri aktive eder. Boylece primordial folikiil biiyiimesinin baskilanmasini onler

(Hsueh ve ark., 2015).

2.6. MAPK Sinyal Yolag:

Mitojenle aktive olan protein kinazlar (MAPK'ler), ¢cevresel uyaranlari gekirdege ileten

prolin hedefli serin-treonin kinazlardir (Haddad, 2004).

MAPK'nin MAPK3 (p44ERK1) ve MAPK1 (p42ERK2) izoformlar1 memeli oositlerinde
bulunur ve bu kinazlarin mayotik olgunlasma sirasinda aktive oldugu gosterilmistir.
MAPK'nin, primordiyal ve sekonder folikiillerin biiylimesini indiiklemek i¢in epidermal
biliylime faktorii/epidermal biiylime faktor reseptorii (EGF/EGFR) tarafindan arttirdig:
gosterilmistir (Tepekoy ve Akkoyunlu, 2016).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Dokularin Elde Edilmesi

Mezbahada (ANET, Antalya Entegre Et Sanayi ve Ticaret A.S., Antalya Organize
Sanayi Bolgesi, Yenikdy, Antalya) veteriner hekim kontrolii altinda kesimi yapilan,
ciftlesmemis, saglikli diivelerden elde edilen ovaryumlar, %70 etanol ile hizlica yikanip,
amfoterisin B (2,5 mg/ml), piruvik asit (25 mg/ml), penisilin G (75 mg/ml) ve
streptomisin (50 mg/ml) destekli, HEPES igeren M199 medyumu igerisinde hizla

laboratuvara aktarilmistir.
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Sekil 3.1: Ovaryum Dokulari. Mezbahadan alinan ayni diiveye ait sag ve sol ovaryum dokularinda Graaf
folikiiller (siyah oklar) ve korpus luteum (yesil ok) makroskobik olarak izlenmektedir.

Laboratuvara getirilen ovaryumlarin diseksiyonu, laminar flow kabini igerisinde steril
kosullar altinda gerceklestirilmistir. Diseksiyon i¢in sodyum piruvat (2 mM), glutamin
(2 mM), BSA (FraksiyonV, 3 mg/ml), penisilin G (75 mg/ml) ve streptomisin (50
mg/ml) destekli Leibovitz medyumu kullanilmistir. Ovaryumun primordiyal, primer ve
gecis folikiillerini igerdigi diislinlilen kortikal kisimlari bir bistiiri yardimiyla yiizeye
paralel olarak alinarak, bu kisimlar 3x3x1 mm’lik seritler halinde kesilmistir (Tepekoy
ve Akkoyunlu, 2016).

Elde edilen kortikal ovaryum doku seritleri 6 kuyucuklu plaklar igerisinde kiiltiire
edilmistir. Kiiltiire edilen dokularin fiksasyonu i¢in Bouine’nin fiksatifi kullanilmistir.
Fiksasyonun ardindan rutin parafin doku takibi gerceklestirilmistir (Akkoyunlu ve
Tepekoy, 2016). Kiiltiire edilecek fragmanlar igin kiiltiir medyumu olarak HEPES (20
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mM;), glutamin (3 mM), BSA (FraksiyonV %0.1), penisilin G (0.1 mg/ml), streptomisin
(0.1 mg/ml), transferin (2.5 mg/ml), selenyum (4 ng/ml), insulin (10 ng/ml) ve askorbik
asit (50 mg/ml) destekli McCoy’s Sa medyumu kullanilmistir.

3.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi
Projemizde elde edilen ve kiiltlir ortamina alinmaya hazir hale getirilen ovaryum kortikal
doku seritleri:
1. Kontrol grubu: Sadece kiiltiir medyumu (McCoy’s 5a) kullanilan grup
2. DMSO grubu: Kiiltir medyumuna PTX ve CUR’nin ¢oziinmesinde kullanilan
DMSO’nun eklendigi grup
3. Kemoterapotik ajan olarak kullanacagimiz 0,1 uM PTX’in eklendigi grup
(Guerreiro ve ark., 2020)
4. 1 ug/ml CUR ile muamele ettigimiz grup (Kadasi ve ark., 2017)
5. 10 pg/ml CUR ile muamele ettigimiz grup (Kadasi ve ark., 2017)
6. 0,1 uMPTX ve 1 ug/ml CUR ekledigimiz grup
7. 0,1 uM PTX ve 10 pg/ml CUR ekledigimiz grup

olmak iizere 7 gruba ayrilmistir.

Dokular 6 giin boyunca her iki giinde bir laminar flow kabin igerisinde medyumlari

degistirilerek, 37 °C’de, %5 CO- igeren nemli ortamda kiiltiire edilmistir,

3.3. immiinofloresan Yontemi ve Hematoksilen&Eozin Boyamasi i¢cin Dokularin

Hazirlanmasi

Dokular immiinofloresan ve hematoksilen&eozin boyamalari igin rutin histolojik doku

takibi islemlerine tabi tutulmustur.

Oncelikle kiiltiirden hemen sonra 3 saat boyunca Bouine’ nin fiksatifi ile dokular fikse
edilmistir. Ardindan sirasiyla %50, %60, %70, %80 ve %90 oranlarinda artan alkol
serisinin her birinde 24 saat bekletilmistir. Son olarak %100’lik alkolde 3 saat
bekletilerek dehidrasyon asamasi tamamlanmistir. Ardindan ksilol igerisinde birkag
saniye bekletilerek seffaflastirilmasi yapilan dokular 58 °C’lik etiivde toplamda 3 saat
olmak iizere birer saat parafinize edilmis ve en sonunda da temiz parafine gomiilerek
oda 1sisinda parafinin donmasi beklenmis ve dokular kesit alma islemi i¢in uygun hale

getirilmistir.
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Tiim gruplardan siiperfrost lamlar tlizerine 5 pm kalinliginda kesitler alinmis ve bu
kesitler gece boyu 60 °C’lik etiivde bekletilmistir. Sonrasinda deparafinizasyon igin 2
kez 10’ar dakika ksilolden geg¢irilmis ve devaminda sirasiyla %100, %90, %80, %70’1lik

alkol serisinden ve son olarak distile sudan gecirilerek hidrate edilmistir.
3.4. Hematoksilen&Eozin Boyama Yontemi

Hidrate edilen kesitler yaklasik 1 dakika Hematoksilen ile muamele edilip hemen akan
su ile yikanmis ve ardindan 10 saniye eozin ile boyanip tekrar sudan gecirilmistir.
Boyanan kesitler sirasiyla %70, %80 ve %90°lik alkol serisinde birkag¢ saniye tutularak
gecirilip %100’lik alkolde 5 dakika bekletilmistir. 2x10 dakika ksilol serisinden
gecirilen kesitler Entellanla hava almayacak sekilde kapatilarak 1sik mikroskobunda

goriintiilenmeye hazir hale getirilmistir.
3.5. Immiinofloresan Yontemi

Etiivlenip hidrate edilen kesitler, Tris-EDTA (pH: 9) Tween-20’li ¢ozeltiye alinip
mikrodalga firinda 7 dakika 750 W’ta kaynatilarak 20 dakika oda sicakliginda sogumaya
birakilmigtir. Sogumanin ardindan 3x5 kez PBS’le yikama islemi yapilmis ve dokularin

etrafi hidrofobik kalemle c¢izilerek 7 dakika UV blok uygulanmaistir.

Tablo 3.1. immiinofloresan boyamada kullanilan antikorlar ve diliisyonlar

Primer Antikorlar Diliisyon | Sekonder Antikor Diliisyon
Akt Tavsan Ab (Antikor) 1/200 Esek anti-Tavsan FITC 1/400
Cell Signaling 9272S (Santa Cruz-2090)

P-Akt Tavsan Ab 1/200 Esek anti-Tavsan FITC 1/400
Cell Signaling 9271L (Santa Cruz -2090)

p44/42 MAPK (Erk1/2) Tavsan 1/500 Esek anti-Tavsan FITC 1/400
mAb (monoklonal Antikor) (Santa Cruz -2090)

Cell Signaling 137F5

P-p44/42 MAPK Tavsan mADb 1/400 Esek anti-Tavsan FITC 1/400
Cell Signaling 4370L (Santa Cruz -2090)

Akt, p44/42 MAPK (Erk1/2) ve bunlarin fosforile formu olan primer antikorlar
dokularin iizerine damlatilarak dokular gece boyu +4 °C’de bekletilmistir. Ertesi giin 3x5
PBS ile yikama islemi, ardindan sekonder antikorla (Esek anti-Tavsan IgG-FITC (Sc-
2090)) oda sicakliginda 1 saat muamele ve yeniden 3x5 PBS ile yikama iglemi yapilan
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dokular DAPI’li kapatma medyumuyla kapatilip 5 dakika kadar beklendikten sonra
immiinofloresan mikroskobuyla incelenmeye hazir hale getirilmistir. Immiinofloresan
kesitlerde folikiillerdeki immunoreaktivite alanlar1 secilerek floresan siddetleri

degerlendirilmistir.

Tiim immiin boyama deneyleri ayn1 kosullar altinda yapilmistir. Floresan sinyalleri,
400X biiylitmede (Olympus BX61, Tokyo, Japonya) floresan mikroskobu kullanilarak
tespit edilmistir. Tiim deneyler en az ii¢ kez tekrar edilmistir. Daha sonra goriintiiler

ImageJ yazilimi ile analiz edilmistir.
3.6. Istatistiksel Analiz

Elde edilen goriintiilerdeki ekspresyon siddetleri ImageJ yazilimi ile analiz edildikten
sonra, GraphPad Prism 5 programi kullanilarak tek yonliit ANOVA ve Newman-Keuls
post hoc testi ile analiz edilmistir. Tiim testler i¢in P <0,05 istatistiksel olarak anlamli

kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Bu calismada, taksan grubuna ait bir kemoterapotik ajan olan PTX’in, ovaryum
dokusundaki primordiyal ve primer oositler iizerindeki etkisi ve bu etkiyi kurkuminin
Akt ve MAPK sinyal yolaklar1 ve bunlarin fosforilasyonu iizerinden nasil degistirdigi

incelenmistir.
4.1.0varyum Korteksinin H&E Boyamasi ile Genel Goriintiisii

Calismamizda, sigir ovaryum dokularindan aldigimiz kortikal seritlerin genel durumunu
ve immiinofloresan boyama i¢in uygunlugunu degerlendirmek amaciyla dncelikle H&E
boyamasi yapildi. Histolojik ve morfolojik olarak incelenen dokularin bizim ¢alismamiz

icin uygun oldugu gorildi (Sekil 4.1).

»

Sekil 4.1: Ovaryum Kortikal Seridi H&E Boyama. a) Ovaryum korteksi 100X, b) Ovaryum korteksi
200X, c) Kortekste yerlesik olan primordiyal folikiiller (siyah oklar), primer folikiiller (kirmizi oklar)
gosterilmektedir. Orijinal biyiitme 400X.

4.2. immiinofloresan Bulgular
4.2.1. Ovaryum Korteksindeki Akt ve p-Akt Ekspresyonu

Caligmamizda, kontrol ve ¢ozgen olarak kullandigimiz DMSO gruplari arasinda anlaml
bir fark bulunmamistir. Deney modelimizi olusturdugumuz ve 0,1 uM PTX ile kiiltiire
ettigimiz grup ile kontrol ve DMSO gruplann kiyaslandiginda ise PTX’in Akt
ekspresyonunu istatistiksel olarak anlamli bi¢imde arttirdigi goriilmiistiir (Sekil 4.2 ve

4.3, P <0,05).

CUR verilen gruplarin yine Akt ekspresyonlarinin kontrol grubuna goére anlamli olarak
arttirdigi, PTX grubuna gore gozlenen artisin ise istatistiksel olarak anlamli olmadigi
gorlilmiistiir. CUR 1 pg ve 10 pg dozlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

olmadig1 gozlemlenmistir (Sekil 4.2 ve 4.3).
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BIRLESTIRILMIS

Sekil 4.2. Ovaryum korteksindeki Akt Ekspresyonlart. A) DAPI (mavi), B) Akt (yesil), C) DAPI ve Akt
birlestirilmis. Orijinal bilyiitme 400X
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(a,c; ***; p<0,0001 ; a,b;*; p<0,005)

Sekil 4.3. Ovaryum korteksindeki Akt Ekspresyonlarmin istatiksel Analizi. Elde edilen veriler, tek yonlii
ANOVA, Newman-Keuls post hoc testi ile istatistiksel acidan degerlendirildi. * isareti istatistiksel
anlamlilig1 gostermektedir. *, P <0,05

CUR ile tedavi edilen PTX gruplarinda ise 1 pg CUR ile tedavi edilen grubun Akt
ekspresyonunu anlamli bigimde azalttig1 goriilmiis, fakat 10ug CUR’nin yarattig1 fark

istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (Sekil 4.2 ve 4.3).
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DAPI P-AKT BIRLESTIRILMIS

KONTROL

DMSO

PTX

CUR 10 pg

PTX+CUR lpug

PTX+CUR 10 ug

CUR lpg

Sekil 4.4. Ovaryum korteksindeki P-Akt Ekspresyonlari. A) DAPI (mavi), B) p-Akt (yesil), C) DAPI ve
p-Akt birlestirilmis. Orijinal bilyilitme 400X
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(a,b; ***; p<0,0001)

Sekil 4.5. Ovaryum korteksindeki p-Akt Ekspresyonlarmin Istatiksel Analizi. Elde edilen veriler, tek
yonlii ANOVA, Newman-Keuls post hoc testi ile istatistiksel agidan degerlendirildi. * igareti istatistiksel
anlamliligr gostermektedir. *, P <0,05

p-Akt ekspresyonuna baktigimizda ise, kontrol ve ¢ozgen olarak kullandigimiz DMSO
gruplar1 arasinda yine anlamli bir fark bulunmamustir. PTX’in ise p-Akt ekspresyonunu
istatistiksel olarak anlaml bi¢imde arttirdig1 gériilmistiir (Sekil 4.4 ve 4.5, P <0,05).

Sadece CUR verilen ve CUR ile tedavi edilen gruplardaki ekspresyon seviyelerininse
kontrol grubuyla istatistiksel olarak ayn1 anlamlilik seviyesine sahip oldugu goriilmiistiir

(Sekil 4.4 ve 4.5, P<0,05).

4.2.2. Ovaryum Korteksindeki MAPK ve p-MAPK Ekspresyonu

Kontrol ve DMSO gruplarina baktifimizda MAPK ekspresyonlar1 arasinda anlamli bir
fark bulunamamistir. Bunun yanisira, PTX ve her iki dozdaki CUR gruplarinin da

istatistiksel olarak kontrol grubuyla ayn1 seviyede oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.6 ve 4.7).
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DAFPI MAPK BIRLESTIRILMIS

--

Sekil 4.6. Ovaryum korteksindeki MAPK Ekspresyonlari. A) DAPI (mavi), B) MAPK (yesil), C) DAPI
ve MAPK birlestirilmis. Orijinal bilyiitme 400X
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Sekil 4.7. Ovaryum korteksindeki MAPK Ekspresyonlarinin Istatiksel Analizi. Elde edilen veriler, tek
yonlii ANOVA, Newman-Keuls post hoc testi ile istatistiksel acidan degerlendirildi. * isareti istatistiksel
anlamlilig1 gostermektedir. *, P <0,05

CUR ile tedavi edilen PTX gruplarinin ise MAPK ekspresyonunun anlamli bi¢gimde
arttirdig1, ekpresyon diizeyinin 10 ug CUR ile tedavi edilen grupta 1 pg CUR ile tedavi
edilen gruba gore istatistiksel olarak anlamli bicimde daha yiiksek oldugu bulunmustur
(Sekil 4.6 ve 4.7).
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P-MAPK BIRLESTIRILMIS
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Sekil 4.8. Ovaryum korteksindeki P-MAPK Ekspresyonlari. A) DAPI (mavi), B) p-MAPK (yesil), C)
DAPI ve p-MAPK birlestirilmis. Orijinal biiyiitme 400X
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(a,b; *;p<0,05 ; b,c;**p<0,0001; a,c;**p<0,0001)

Sekil 4.9. Ovaryum Kkorteksindeki p-MAPK Ekspresyonlarmin Istatiksel Analizi. Elde edilen veriler, tek
yonlii ANOVA, Newman-Keuls post hoc testi ile istatistiksel agidan degerlendirildi. * isareti istatistiksel
anlamlilig1 gostermektedir. *, P <0,05

p-MAPK ekspresyonunun, kontrol ve DMSO gruplarinda aynmi oldugu, PTX’in bu
ekpsresyonu istatistiksel olarak anlamli bigimde azalttigi gorilmistiir (P<0,05). 1 g
CUR’nin p-MAPK eskpresyonunu etkilemedigi fakat 10 ug CUR ile tedavi edilen
grupta ekpresyonun kontrol grubuna gore anlamli bicimde arttig1 gézlenmistir (Sekil 4.8

ve 4.9, P<0,05).

CUR ile tedavi edilen PTX gruplarinda, 1 pg vel0 pg CUR verilen gruplardaki dozlar
arasinda anlamli bir fark olmaksizin p-MAPK ekspresyonunun, PTX grubuna gore

anlamli bigimde arttig1 bulunmustur (Sekil 4.8 ve 4.9, P<0,05).
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5. TARTISMA

Kanser, diinya ¢apinda 6nemli bir halk sagligi sorunudur. Bununla birlikte, modern
kemoradyoterapi stratejileriyle birlikte kanser teshisindeki son gelismeler, uzun vadeli
sagkalim oranlarint  6nemli Olgiide iyilestirmistir  (Pereira ve  Schattman,
2017). Amerikan Kanser Dernegi'ne goére, 2026'da kanserden kurtulan hastalarin
sayisinin 20 milyon olmasi beklenmektedir. Ote yandan, birgok hastanin fiziksel ve
psikososyal sagligi tizerindeki etkisinin yani sira, ovaryum folikiillerinde hem oosit hem
de graniiloza hiicreleri kemoterapinin neden oldugu hasara karsi savunmasizdir
(Guerreiro ve ark., 2020). Bu hasara karsi, dogurganlik ve ovaryum dokusunun
korunmasi ve kanserden kurtulan ¢ok sayida kadmin yasam kalitesinin iyilestirilmesi

amaciyla onkofertilite ad1 verilen yeni bir alan olusturulmustur (Xiong ve ark., 2021).

Insan ovaryumlarinda yapilan 6nceki histolojik ¢alismalar, kemoterapi tedavilerinin
primordiyal folikiillerin kaybina ve ovaryum atrofisine neden olabilecegini gostermistir.
Apoptoz ile oosit 6liimii, germ hiicrelerinin kaybindan ve erken ovaryum yetmezliginden
sorumlu ana mekanizma olarak tanimlanmaktadir (G. Bedoschi ve ark., 2016).
Hedeflenen hiicre dongiisii fazlarina dayali olarak, antitiimor ajanlar, hiicre dongiisiine
0zgii ve hiicre dongiistine 6zgii olmayanlar olarak siiflandirilir; ilki, yalnizca belirli bir
asamadaki hiicreler lizerinde hareket ederken ikincisi, tiim asamalardaki hiicreleri hedef
alir (Xiong ve ark., 2021). Ovaryum hasarinin derecesi ve infertilite riski, kemoterapotik

ajanin dozuna ve tipine baghdir (G. Bedoschi ve ark., 2016).

Ovaryum doku kiiltiirii kullanilarak yapilan yakin tarihli in vitro ¢alismalar, doza bagh
bir sekilde, taksan ilaglarinin primer folikiil tiikkenmesine neden oldugunu gdstemektedir

(Kim ve ark., 2019).

PTX’in hem AKT hem de MAPK sinyal yollarin1 aktive ettigi ve dolayistyla antitimor
etkinligini tehlikeye attigi bildirilmistir. MAPK yolunun, PTX’in kemoterapétik etkisi
ile iliskisi tam olarak anlasilmamis olsa da, bu yolun aktivasyonu ila¢ direncinde rol
oynayabilir. Aslinda, MAPK yolagmin inhibisyonunun, meme, ovaryum ve akciger
kanseri dahil olmak iizere belirli kanser tiirlerinde PTX’in duyarliligi arttirdigi

gosterilmistir. Bircok c¢aligma, Akt ve MAPK sinyal yolaklarin paklitaksel kaynakli
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aktivasyonunun, PTX’in antitimor etkisine karsi koyabilecegini ve kanser hiicrelerini

paklitaksele kars1 direngli hale getirebilecegini gostermektedir (Huang ve ark., 2017).

Oksidatif stres, oositler ve graniiloza hiicreleri {izerinde Onemli sitotoksisiteye
sahiptir. Kemoterapi ilaglar1, oksidatif stresi artiran ve ovaryumda apoptozu tetikleyen
bliyiilk miktarlarda ROS iiretebilir ve primordiyal folikiil aktivasyonunu artirarak
ovaryum rezervini azaltabilir. Sonug olarak, antioksidanlar ROS'u ortadan kaldirma ve
oksidatif stres kaynakli ovaryum hasarin1 6nleme yetenegine sahiptir (Xiong ve ark.,
2021). Pro-apoptotik, anti-oksidan ve anti-anjiyojenik ozellikleri nedeniyle, CUR,
kanser ve diger hastaliklarin tedavisinde potansiyel olarak faydali bir ajan gibi
goriinmektedir (Kadasi ve ark., 2017) ve kemirgen ovaryumunda folikiilogenezi tesvik

ederek ve apoptozu azaltarak etkisini gostermistir (Yan ve ark., 2018).

ERK1/2 aktivasyonu, hiicre proliferasyonunu ve farklilagmasini kontrol ederek anti-
apoptotik fonksiyonlarla genis ¢apta iliskilidir. ERK, pro-apoptotik proteinlerin
ekspresyon azalisin1 ve anti-apoptotik proteinlerin hem transkripsiyonel hem de post-
translasyonel mekanizmalar araciliiyla ekspresyon artisini saglayarak anti-apoptotik
etki gosterebilir (Yue ve Lopez, 2020). Ancak, ERK1/2 aktivasyonu anti-apoptotik
etkilerle iliskilendirilsede, literatiirde bunun tersi olarak pro-apoptotik etkileri

olabilecegini gosteren ¢aligmalar da mevcuttur (Yue ve Lopez, 2020).

Protein kinaz B (PKB) olarak da adlandirilan Akt, protein kinazlarin AGC (protein kinaz
A / protein kinaz G / protein kinaz C-ailesi) siiper ailesine ait bir serin/treonin kinazdir
ve diger AGC kinazlar gibi yukari regiilasyonu ikinci haberciler ve diger enzimler
tarafindan diizenlenir. Memelilerde Akt'nin 3 izoformu vardir: Aktl, Akt2 ve Akt3. Akt
aktivasyonunun ana biyolojik fonksiyonlar: hayatta kalma, ¢ogalma ve hiicre biiyiimesi

olarak 3 kategoride siniflandirilabilir (Cicenas, 2008).

Akt'nin kurucu aktivasyonu, kanser tiirlerinin tipik &zelligi olan kontrolsiiz hiicre
proliferasyonuna, apoptotik yollarin inhibisyonuna ve hiicre dongiisii diizensizligine yol
acar. Akt, apoptozu dogrudan veya dolayli olarak diizenleyebilir. Hiicre dongiisiiniin
G2/M fazinda Akt aktivitesinin yiiksek oldugu daha once bildirilmistir. Germinal

vezikiil yikimi takiben, aktif kinaz birinci mayoz i ipliklerinin mikrotiibiilleri ile
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iliskilidir. In vitro deneyler, Akt inhibisyonunun MI'nin kendisinin basarisizligina neden
oldugunu ve MII asamasinda Akt ikinci polar cismin atilimimi ve mikrotiibiiller
tizerinde normal kromozomal hizalamay1 kontrol ettigini agik¢a gdstermistir. Bu rol,
fosforile Akt-Thr308'de 6nemli bir azalmaya neden olan, oosit olgunlasmasi sirasinda
fosforile Akt-Ser473'in lokalizasyonunu degistiren ve polar cisim atilimini bozan
LY294002 tedavisi ile dogrulanmistir. Ayrica sigir oositlerinde Akt, mayotik MI/MII

gecisinin diizenlenmesinde yer almaktadir (Cecconi ve ark., 2012).

Calismamiz sonucunda, PTX’in ovaryumdaki primordiyal ve primer folikiillerdeki Akt
ve p-Akt protein ekspresyonlarini anlamli bigimde artirdigini gézlemledik ve bu artigin
folikiil rezervinin tiikenmesine neden olabilecegini diisiindiik. PTX kemoterapisi alan
kadinlarda erken folikiil yetmezligi gozlenebilecegi literatiirdeki bilgilerle

ortlismektedir.

CUR ile muamele ettigimiz gruplarda ise doza (1 pg ve 10 pg) baglibir fark olmaksizin
Akt ekspresyonunun PTX’e benzer bir etki gostererek arttigini, p-Akt ekspresyonunun
ise kontrol grubu seviyesinde kaldigimi goézlemledik. PTX ile birlikte 1 pg CUR
verdigimiz gruptaki Akt ve p-Akt ekspresyonunun kontrol grubu diizeyine diistiigiini
gordiik ve bu da bize kurkuminin PTX’in yarattig1 primordiyal folikiil tiikenmesini
onleyebilecegini diisiindiirdii. Fakat PTX’in 10 pg CUR ile tedavi edildigi grupta ise Akt
ekspresyonunun PTX ekspresyonundan anlamli bigimde daha fazla oldugunu
gozlemledik. Gozlemledigimiz bu degisim, CUR’nin doza bagli olarak farkli etkiler
gosterebilecegini, dolayisiyla bu konuda daha c¢ok arastirma yapilmasi gerekliligini

ortaya koymustur.

PTX ile birlikte 1 pg ve 10 pg kurkumin verdigimiz gruplarda ise dozlar arasinda bir
fark olmaksizin tipki sadece 1 pg ve 10 ug kurkumin ile muamele ettigimiz gruplarda
oldugu gibi p-Akt ekspresyonunu Kontrol grubu seviyesine diigiirmiistiir. Bu gruplarda,
kurkumin tek basina herhangi bir etki gostermezken, PTX’in yarattigi hasari

Onleyebilecegini gostermistir.

0,1 uM PTX’in MAPK ekspresyonunda kontrol grubuna gdre herhangi bir degisiklige

yol agmadigr p-MAPK ekpresyounu ise anlamli bir bicimde azalttigi goriilmiistiir.
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Literatiirde MAPK aktivasyonuyla ilgili ¢eligkili bilgiler dogrultusunda, biz de elde
ettigimiz verilerin PTX’in farkli dozlariyla genisletilebilecegi kanisindayiz. Bu konuda

daha ¢ok ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Sadece PTX ve 1 pg ve 10 pg kurkumin ile muamele edilen gruplarda MAPK
ekspresyonu kontrol grubu seviyesindeyken PTX’in CUR ile tedavi edildigi gruplarda
ekspresyonun CUR’nin dozuyla dogru orantili olarak arttigi gézlemlenmistir. CUR
PTX’in etkinligini artirarak kanser tedavisine yardimci olabilir fakat ayni zamanda
folikiil hasarim1 da artirabilir. p-MAPK eskpresyonunun ise PTX ile azaldigini, 10 pg
kurkumin ile arttigimi fakat diger tiim gruplarda kontrol grubu seviyesinde oldugunu

gordiik.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez projesinde, PTX’in sigir ovaryumdaki folikiiller iizerindeki etkisi ve bu etkiyi

CUR’nin nasil sekillendirebilecegi incelenmek istenmistir. Elde ettigimiz sonuglar

asagidaki gibidir:

1.

Kurdugumuz deney diizeneklerinde kontrol ve c¢oziicii olarak kullandigimiz
DMSO gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunmamigtir. Bu da bize, DMSO’nun
dokular tizerinde olumsuz bir etkisi olmadigin1 gostermistir.

0,1 uM PTX’in, AKT ve p-AKT ekspresyonlarin1 anlamli bi¢cimde arttirdigi,
MAPK ekspresyonunda herhangi bir anlamli degisiklige yol agmadigi, p-MAPK
ekspresyonunu ise istatistiksel olarak anlamli bir bigimde azalttig
gbzlemlenmistir.

lug CUR ile muamele edilen gruplarda, Akt ekspresyonunun kontrol ve PTX
gruplaria gore artmistir. p-AKT ekspresyonunun kontrol grubuna gére anlamli
bir fark gostermedigi fakat PTX grubuna gore daha az ekspresyon gosterdigi,
MAPK ve P-MAPK ekspresyonunu yine kontrol grubu seviyelerinde tuttugu
gorilmiistiir.

CUR dozunun 10 pg’a ¢ikarildigi gruplarda ise; AKT ekspresyonunun 1 pg CUR
verilen gruba gdre anlaml bir fark gostermedigi ve kontrol grubuna gore artmis
oldugu goriilmiistiir. p-AKT ve MAPK ekpresyonlarinin  kontrol grubu
seviyelerinde oldugu, p-MAPK ekpresyonunun ise hem kontrol hem de lug
kurkumin ile muamele edilen gruplara gore anlamli bir artis gosterdigi
gdzlemlenmistir.

1ug CUR ile tedavi edilen PTX grubu; AKT ve p-AKT ekspresyonlarinin PTX
grubuna gore diisiis gostererek kontrol grubuna yaklagmistir. MAPK
ekspresyonunun kontrol ve PTX gruplarma gore arttigi, p-MAPK
ekspresyonunun ise artarak kontrol ve lug CUR ile muamele edilen gruba
yaklastig1 goriilmiistiir.

10pg CUR ile tedavi edilen PTX grubu ise; AKT ekspresyonun 10 ug CUR ile

muamele edilen gruptan anlamli olarak fark gostermemistir. p-AKT ve p-MAPK
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ekspresyonlarinin azalarak kontrol grubunun seviyesine diistiigii, MAPK

ekspresyonunun ise anlamli bi¢imde arttig1 gdzlenmistir.

PTX uygulamasinin, ovaryum {izerinde olumsuz etkileri oldugu bilinmektedir.
Literatiir ile paralel sekilde, bu ¢alismada da PTX uygulanan gruplarda Akt, p-Akt
ve p-MAPK protein ekspresyonlarinda degisiklikler tespit edilmis olup, PTX’in bu

yolaklar iizerinden folikiil gelisimini etkileyebilecegi gosterilmistir.

Calismamizda, CUR’nin farkli dozlarda uygulanmasinin, belirtilen sinyal
yolaklarinda degisikliklere sebep oldugu tespit edilmis olup, CUR gibi dogal
kimyasallarin, PTX’in ovaryum iizerinde yarattig1 olumsuz etkileri degistirebilecegi
gosterilmistir. Bu dogrultuda, gelecekteki ¢aligmalarda CUR’nin farkli dozlarinimn
yaratacagl etkilerin ve etkilenebilecek diger sinyal yolaklarinin da daha detayli

olarak aragtirilmasi gerektigi diisiincesindeyiz.
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