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Tezin Bashgi: Prematiire Ovaryan Yetmezlik Modelinde Folikiiler
Atrezi ile Graniiloza Hiicrelerinin Hiicre Oliim Mekanizmalari
Acisindan lliskisinin Incelenmesi

Ogrencinin Adi: Damla AKOGULLARI
Damismam: Dog. Dr. Elgin TURKOZ ULUER

Anabilim Dali: Histoloji ve Embriyoloji AD

1. OZET

Amag: Calismamizda, siklofosfamid ile C57BL/6 disi farelerde olusturulan Prematiire
Ovaryan Yetmezlik (POY) modelinde folikiiler atrezide rol oynayan hiicre 6liim
mekanizmalarindan apoptoz, otofaji ve paraptozun immiinohistokimyasal yontemlerle

degerlendirilmesi amaglanmistir.

Gere¢ Yontem: Fareler rastgele; uygulama yapilmayan kontrol, ayn1 dozda serum
fizyolojik uygulanan sham ve siklofosfamid uygulanan POY modeli olarak 3 gruba
ayrildi. Hormon seviyelerinin ELISA yontemiyle dl¢iimii i¢in intrakardiyak kan,
histopatolojik incelemeler i¢in ovaryum dokular1 alinarak hematoksilen eozin
boyamast ve folikiil saymmi gerceklestirildi. Hiicre o6lim mekanizmalari
immiinohistokimyasal yontemlerle incelendi. Apoptotik hiicre varligt TUNEL ile

gosterildi. Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildi.

Bulgular: Sham ve kontrol grubuna goére POY’da FSH ve LH seviyelerinde artis,
Ostradiolde diisiis saptandi. Ovaryum dokularinin histopatolojik degerlendirmesinde,
sham ve kontrole oranla POY’da gelisen folikiil kaybina karsilik atrezik folikiillerde
artig izlendi. Immunohistokimyasal boyamalarda; kaspaz 3, kaspaz 8 ve kaspaz 9
immiinoreaktivitesi sham ve kontrolde hafif, POY da ise kaspaz 3 hafif/orta, kaspaz 8
ve kaspaz 9’un orta; Lampl ve MAP LC3f immiinoreaktivitesi sham ve kontrolde
hafif, POY’da ise Lampl hafif/orta, MAP LC3B orta; CHOP ve GRP78

immiinoreaktivitesi sham ve kontrolde hafif, POY grubunda ise orta siddette gozlendi.

1



TUNEL analizi ile POY grubunda, sham ve kontrole gore daha fazla apoptotik hiicre

izlendi.

Sonuclar: C57BL/6 disi farelerde siklofosfamid uygulamasi ile POY modeli
olusturulmustur. Folikiiler atrezi siirecince hiicre 6liim tiplerinden apoptoz, otofaji ve
paraptozun varligt immiinohistokimyasal olarak gosterilmistir. TUNEL analiziyle
POY grubundaki apoptotik hiicre artis1 tespit edilmistir. Calismamizda, POY’a yol
acan folikiiler atrezide apoptoz ve otofajinin yaninda paraptozun da rol aldiginin

gosterilmesi, yeni tedavi protokollerinin gelistirilmesine yardimci olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Prematiire Ovaryan Yetmezlik, Siklofosfamid, Folikiiler atrezi,

Apoptoz, Otofaji, Paraptoz.



Thesis Title: Investigation of the Relation between Follicular Atresia
and Granulosa Cells in terms of Cell Death Mechanisms in Premature

Ovarian Failure Model
Name of the student: Damla AKOGULLARI
Advisor: Assoc. Dr. Elgin TURKOZ ULUER

Department: Department of Histology and Embryology.

2. SUMMARY

Aim: In this study, it was aimed to establish the Premature Ovarian Failure (POF)
model in C57BL/6 mice that was induced by cyclophosphamide and evaluation of
apoptosis, autophagy and paraptosis via indirect immunohistochemistry method in
order to determine the cell death mechanism that play a role in follicular atresia

process.

Material and Methods: Mice were randomly divided into 3 groups as no treatment
control, serum physologic injected sham and cyclophosphamide injected POF model.
Intracardiac blood for measurement of hormone levels by ELISA, ovarian tissues for
histopathological examinations, hematoxylin eosin staining and follicle counting were
performed. Cell death mechanisms evaluated by immunohistochemistry. TUNEL
analysis was performed to detect the presence of apoptotic cells. The results were

evaluated statistically.

Results: A decrease in estradiol levels was observed when the serum FSH and LH
levels were increased in the POF group according to the control and sham group.

Histopathological evaluation of the ovarian tissues revealed an increase in atresic



follicules in comparison to the control and sham group in comparison to follicular loss
in POF. As a result of immunohistochemical staining; caspase 3, caspase 8, and
caspase 9 immunoreactivities were mild in the control and sham groups, caspase 3
immunoreactivity was mild to moderate in the POF group, caspase-8 and caspase-9
immunoreactivities were moderate; Lampl and MAP LC3f immunoreactivities were
mild in the control and the sham groups, while in the POF group, Lampl
immunoreactivity was mild to moderate and MAP LC3B immunoreactivity was
moderate; CHOP and GRP78 immunoreactivities were observed to be moderate in the
control and sham group and moderate in the POF group. As a result of TUNEL
analysis, more apoptotic cells were detected in the POF group than in the control and

sham group in the ovary sections.

Conclusions: POF model was generated by cyclophosphamide administration in
C57BL/6 female mice. Apoptosis, autophagy, and paraptosis are demonstrated
immunohistochemically from the cell death types in the follicular atresia process.
Apoptotic cell increase in the POF group was detected by TUNEL analysis. The
demonstrations in this study that apoptosis and autophagy as well as paraptosis play a
role in the follicular atresia leading to POF, will help to develop new treatment

protocols.

Keywords: Premature Ovarian Failure, Cyclophosphamide, Follicular Atresia,

Apoptosis, Autophagy, Paraptosis.



1. GIRIS

Giliniimlizde kadin saghiginmi etkileyen en 6nemli faktorlerden biri infertilitedir.
Ozellikle 40 yasm altindaki kadinlarda infertilite nedenli hastaliklarin basinda gelen
prematiire ovaryan yetmezlik (POY) klinik olarak amenore, yiiksek gonadotropin ve
diisiik 6strojen seviyeleri ile kendini gosteren ve ovaryum rezervlerinin erken donemde
tilkkenmesi ile ovaryumda fonksiyon bozukluguna neden olan etiyolojisi net olarak

aydinlatilamamis multifaktoriyel bir hastaliktir.

Prematiire ovaryan yetmezlik nedenli infertilite vakalarinin gerek etiyolojisinin
saptanmast gerek ise tedavi protokollerinin gelistirilmesi icin yapilan ¢alismalarda,
hastaligin klinik bulgularini tasiyacak ve histopatolojik degerlendirmelerde ovaryum

hasarini olusturacak uygun deney modelleri kullanilmaktadir.

Siklofosfamid, kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan ve ovaryumlara
sitotoksik etki yaptig1 bilinen bir ajandir. Ozellikle kanser tedavisi goren kadinlarda

ikincil bir hastalik olarak prematiire ovaryan yetmezlik gelismektedir.

Folikiiler atrezi ovaryum graniiloza hiicrelerinde goriilen bir¢cok hiicre 6lim
stirecinin rol oynadig: bir stirectir. Birincil olarak apoptoz ve otofajinin bu siiregte rol
oynadig1 bilinmekte ise de bunlara ek olarak son zamanlarda morfolojik ve
biyokimyasal olarak farklilik gosteren bir hiicre 6liim tipi olan paraptozun da rol aldig1

diistiniilmektedir.

Calismamizda oOncelikle siklofosfamid uygulamasi ile olusturulan prematiire
ovaryan yetmezlik fare modelinin olusturulduktan sonra, biyokimyasal olarak kandaki
FSH, LH ve 6stradiol serum hormon seviyeleri ve histopatolojik olarak ovaryumlarin
degerlendirilmesi ile dogrulanmasi, sonrasinda folikiiler atrezi slirecinde goriilen hiicre
6liim mekanizmalarindan apoptoz i¢in; kaspaz 3, kaspaz 8 ve kaspaz 9, otofaji icin;
Lampl ve MAP LC3B ve paraptoz i¢in; GRP78 ve CHOP primer antikorlari
kullanilarak immiinohistokimyasal olarak kontrol, sham ve POY grubundaki

karsilastirmalarin yapilmas1 amag¢lanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. OVARYUM

Ovaryum; hi¢ dogum yapmamis kadinlarda (nullipar) bir ¢ift badem seklinde
pembemsi beyaz renkli, 3 cm boyunda, 1,5 cm eninde ve 1 cm kalinligindadir
(Hoffman ve ark. 2016; Ross ve Pawlina 2016). Ovaryum fonsiyonel olarak; disi
tireme hiicrelerinin tiretimi, ovaryan siklus, menstrual siklus, fertilizasyon gibi 6nemli
olaylarda rol oynayan Ostrojen ve progesteron gibi steroid hormonlarin salgilanmast,
postnatal evrede lireme organlarinin biiylimesinin diizenlenmesi ve sekonder seks
karakterlerinin gelisiminde rol oynamaktadir (Kierszenbaum 2016; Ross ve Pawlina

2016).

Anatomik olarak tubal kutbu, ovaryumun sinirlerini ve damarlarini tasiyan
suspensor ligament tarafindan pelvis duvarina, uterin kutbu ise ovaryan ligament
tarafindan uterusa baglanan her bir ovaryum mezovaryum denen peritoneal katlanti
tarafindan broad ligamentin posteriyor yiiziine baglanmaktadir (Sekil 1) (Ross ve

Pawlina 2016).
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Sekil 1. Ovaryumlarin anatomik olarak gdsterimi.
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Sekil 2. Disi iireme sistemine ait organlarin ve ovaryumun detayli gosterimi.

(Eroschenko 2013)

Histolojik olarak ovaryumun ylizeyi, distan mezotelyum yerine tek katl kiibik ve
bazi1 bolgelerde yassi epitel olarak degisen germinal epitel ad1 verilen ve mezotelyum
ile devamlilik gdsteren bir seliiler tabaka ile doselidir. Germinal epitelin hemen altinda
sitki bag dokusu yapisinda tunika albuginea tabakasi yer almaktadir. Ovaryum
histolojik kesitlerde aralarindaki sinir net bir sekilde ayirt edilemeyen korteks ve

medulla kisimlarindan olusmaktadir (Sekil 2) (Kierszenbaum 2016; Ross ve Pawlina

2016).
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Sekil 3. Ovaryum histolojik kesitinin hematoksilen eozin boyamasi. (Eroschenko

2013)

Ovaryumun merkezinde biiyiik ve kivrimli hilustan medullaya giren kan
damarlari, lenf damarlar1 ve sinirleri iceren gevsek bag dokusu ve intertisyel
hiicrelerden olusan medullar bdlge ya da medulla kism1 bulunmaktadir. Medullay:
cevreleyerek ovaryumun periferinde yer alan korteks ya da diger adi ile kortikal bolge
ise seliiler bag dokusu i¢ine gomiilii i¢inde oositlerin bulundugu ovaryum folikiillerini
ve folikiillerin etrafindaki stromada daginik diiz kas liflerini iceren kisimdir (Sekil 3)

(Kierszenbaum 2016; Ross ve Pawlina 2016)
2.2. OVARYUM EMBRIiYOLOJiSi

Disi iireme hiicreleri olan ogoniumlar, primordiyal germ hiicrelerinin mitoz
boliinmeleri sonucu olusmaktadir (Kierszenbaum 2016). Primordiyal germ hiicreleri,
epiblasttan koken alarak, primitif ¢izgi boyunca gé¢ eder ve liciincli haftada yolk
(vitellus) kesesine ulasirlar (Sekil 4) (Kierszenbaum 2016; Sadler 2015). Bu biiyiik

kiire seklindeki iireme hiicreleri, allantoisten orjinlenen yolk kesesi (umblikal kese)



endodermal hiicreleri arasinda dordiincii haftanin baslarinda goriiliir (Moore ve ark.

2016).

Mezonefroz Aort
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Sekil 4. A. Bes haftalik bir embriyo taslaginda primordiyal germ hiicrelerinin yolk
kesesinden embriyoya gog¢ii. B. Embriyonun kaudal bolgesinin gonadal sirtlarinin
yerini ve boyutunu gdsteren ii¢ boyutlu taslak. C. Suprarenal bezlerin
primordiyumunu, gonadal sirtlar1 ve gelismekte olan gonadlara primordial germ
hiicrelerinin gog¢iinii gosteren transvers kesit. D. Gonadal kordlar1 gosteren alt1 haftalik
bir embriyonun enine kesiti. E. Farklilasmamis gonad ve paramesonefrik kanallari

gostermektedir. (Moore ve ark. 2016)

Embriyo katlanirken, umblikal kesenin dorsal parcasi embriyoya katilir. Bu
gerceklestiginde, dordiincii haftada primordiyal germ hiicreleri arka bagirsagin dorsal
mezenteri boyunca uzanarak besinci haftada primitif gonadlara ve altinci haftanin
baslarinda da genital sirtlara ulasirlar. Primordiyal germ hiicrelerinin gocii stella,
fragilis ve BMP-4 genleri tarafindan diizenlenir (Sadler 2015; Moore ve ark. 2016).
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Primordiyal germ hiicrelerinin primitif gonadlara ulagsmalarindan hemen 6nce ve
ulastiklar1 anda genital sirttaki epitel hiicreleri prolifere olarak altlarindaki mezensim
icine gomiiliirler ve diizensiz olan primitif cinsiyet kordonlarin1 olustururlar. Bu
evredeki gonad, disi ve erkekte ayirt edilemedigi i¢in farklilagmamis gonad adinmi alir

(Sekil 5) (Sadler 2015).
Gonadlar ii¢ farkli yerden gelismektedir;

1. Posterior karin duvarin1 kaplayan mezotel (Mezodermal Epitel)
2. Mezensim (Embriyonik bag dokusu)
3. Primordiyal Germ Hiicreleri (Moore ve ark. 2016)

2.2.1. Farkhlasmamis Gonadlar

Gonadal gelisimin ilk safhalari, mezonefrozun medial kisminda gelisen
mezoteldeki kalinlasma besinci haftada meydana gelir. Epitelin ve alttaki mezensimin
proliferasyonu gonadal sirtin mezonefrozunun medialinde bir ¢ikinti olan primer seks
kordonlarini olusturur. Parmak benzeri epitel kordlar (gonadal kord) kisa siirede alttaki
mezensime dogru gelisir. Altinci haftada primer hiicre kordonlarindaki hiicreler
dejenere olur ve yerlerini oogoniyumlarin etrafini gevreleyen sekonder seks kordonlari

alir (Sekil 4 ve 5) (Kierszenbaum 2016; Moore ve ark. 2016).

Farklilasmamis gonadlar; dis korkteks ve i¢ medullayr meydana getirir. XX
kromozomuna sahip embriyolarda farklilasmamis gonadlarin korkteksi ovaryumu
olusturur. Disi embriyolarda, primitif cinsiyet kordonu diizensiz hiicre kiimelerine
ayrilarak overin medullar bolgesinde yerlesirler. Bu hiicre kiimeleri bir siire sonra
kaybolarak yerlerini vaskiiler bir stroma olan ovarian medullaya birakirlar (Sekil 6 ve

7) (Sadler 2015).
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Sekil 5. Primordiyal germ hiicrelerinin gogii ile ovaryum geligim siireci. (Carlson

2009)

Gelisimin yedinci haftasina kadar gonadlar cinsiyete 6zgii morfolojik 6zelliklere
sahip degildirler. Embriyonun cinsiyet farklanmasindan sorumlu SRY geni Y
kromozomunda taginmaktadir. Embriyo; SRY geninin proteini olan testis belirleyici
faktoriin (TBF) varliginda erkek, yoklugunda ise disi tipinde gelismektedir (Sekil 6)
(Kierszenbaum 2016; Moore ve ark. 2016; Sadler 2015).
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Sekil 6. Bes haftalik bir embriyoda farklilagmamis gonadlarin ovaryum ya da testise
farklilasmasi sematize edilmistir. Solda testis belirleyici faktoriin (TBF) varliginda
testis gelisimi gosterilmektedir. Sagda ise TBF yoklugunda ovaryum gelisimi
gosterilmektedir. (Moore ve ark. 2016)

Gonadal gelisim disi embriyolarda erkeklere gore daha yavas gergeklesir. X
kromozomlarinda over gelisimi i¢in bulunan otozomal genlerin over organogenezinde
de rol oynadig1 goriilmiistiir. Yaklasik olarak 10 haftalik olana kadar overler histolojik
olarak saptanamaz. Gonadal kordlar belirgin hale gelmez, ancak medulla i¢ine uzanir
ve temel bir rete ovariiyi olustururlar. Bu yap1 ve gonadal kordlar genellikle dejenere

olur ve kaybolur (Sekil 5 ve 6) (Moore ve ark. 2016).
2.3. OVARYAN SIKLUS

Ovaryan siklus, folikiiler evre, ovulatuvar evre ve luteal evre olmak iizere ii¢
evreden olusmaktadir. Folikiiler evrede gonadotropik hormonlarin etkisiyle
primordiyal folikiillerden olgun graaf folikiilleri gelisir (Sekil 7) (Kierszenbaum
2016).
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Sekil 7. Ovaryan siklus. (Kierszenbaum 2016)

2.3.1. Folikiil Gelisimi

Ovaryumun medullar kisminda gomiilii olarak goriilen ovaryum folikiilleri

gelisim evrelerine gore histolojik olarak i tiptir:

1. Primordiyal Folikiiller
2. Primer Folikiiller
a. Tek Tabakal1 Primer Folikiiller
b. Cok Tabakali Primer Folikiiller
3. Sekonder Folikiiller
4. Olgun ya da Graaf Folikiiller (Sekil 9) (Kierszenbaum 2016; Ross ve Pawlina
2016)
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Sekil 8. Folikiilogenez ile primodiyal folikiiliin matiirasyonu. (Kierszenbaum 2016)

2.3.1.1. Primordiyal Folikiiller

Erken gelisimleri gonadotropin stimiilasyonundan bagimsiz bir sekilde ilk olarak
fetal donemin iclincii haftasinda ortaya c¢ikan primordiyal folikiiller olgun
ovaryumlarda tunika albugineanin hemen altinda korteks stromasinda en ¢ok yer alan

folikiil tipidir. (Sekil 8 ve 9) (Kierszenbaum 2016; Ross ve Pawlina 2016).

Oositin etrafini dig yilizeyi bazal lamina ile sinirlandirilmis yassi folikiil hiicreler
tek bir tabaka halinde cevreler. Oosit yaklasgik 30um capindadir ve ince biiyiik
eksantrik bir niikleus ve ooplazma olarak adlandirilan golgi membranlarinin ve
vezikiillerinin, endoplazmik retikulumun, bir¢gok mitokondriyonun ve lizozomlarin
olusturdugu bir kiime olan Balbiani cisimcigi i¢eren bir sitoplazmaya sahiptir (Sekil

9) (Kierszenbaum 2016; Ross ve Pawlina 2016).
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Primordiyal Folikiil

Sekil 9. Primordiyal folikiiliin sematik (a) ve histolojik (b) gosterimi. (Ross ve Pawlina
2016)

2.3.1.2. Primer Folikiiller

Primordiyal folikiiller gelisirken, ilk olarak oosit biiylir, oositi ¢evreleyen yassi
folikiil hiicreleri prolifere olarak kiibik sekil alirlar. Tek tabakali kiibik folikiil
hiicreleriyle ¢evrili primer oosite sahip folikiil tek tabakali (unilmaniar) primer folikiil

adin alir (Sekil 10) (Kierszenbaum 2016; Ross ve Pawlina 2016).
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Sekil 10. Unilaminar primer folikiiliin sematik (a) ve histolojik (b) gosterimi. (Ross
ve Pawlina 2016)

Oosit biiylidiikge oosit tarafindan salgilanan 6zel proteinler bir araya gelerek oosit
ile folikiil hiicreleri arasinda ekstraselliiler bir ortii olan zona pellusida’yr meydana
getirir (Sekil 10). Zona pellusida, folikiiler hiicreleri oositten ayirir. Folikiiler hiicreler
ince sitoplazmik uzantilar1 ile zona pellusidayr deler ve oositin mikrovilluslari ile
temasa gecer. Temas noktalarmnda oluklu baglantilar bulunur. Insandaki zona
pellusida, siilfathh {i¢ asidik zona pellusida glikoprotein sinifindan meydana
gelmektedir (ZP-1, ZP-2, ZP-3). Bu sinifin en dnemli iiyesi spermatozoa-baglanma
reseptorii ve akrozom reaksiyonu indiikleyicisi olan ZP-3’tiir. ZP-2 sekonder
spermatozoa-baglanma reseptorii olarak davrandigina inanilmakta, ZP-1’in

fonksiyonu heniiz bilinmemektedir (Kierszenbaum 2016; Ross ve Pawlina 2016).

Oositi gevreleyen tek tabakali folikiil hiicreleri hizli mitotik proliferasyon ile oositi
cevreleyen ¢ok katli epitel bir tabaka olan stratum graniillozumu olustururlar. Bu
evrede artik folikiil ¢ok tabakali (unilaminar) primer folikiil olarak tanimlanir. Folikil
hiicreleri de graniiloza hiicreleri adim1 alir. Testisteki sertoli hiicrelerinin aksine,
graniiloza hiicrelerinin bazal tabakalarinin karmasik siki baglantilara sahip degildir ve
bu durum kan-folikiil bariyerinin bulunmadigin1 gostermektedir (Sekil 11)

(Kierszenbaum 2016; Ross ve Pawlina 2016).
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Sekil 11. Multilaminar primer folikiiliin sematik (a) ve histolojik (b) gosterimi. (Ross
ve Pawlina 2016)

2.3.1.2.1.Teka Hiicreleri

Graniiloza hiicrelerinin proliferasyonu ile folikiilin hemen etrafinda stromal,
bazal laminanin hemen disinda teka folikiili denilen bag doku hiicre kilifi olusur. Bu

hiicresel kapsiil yapis1 iki tabakaya ayrilir:

Gelismekte olan folikiiliin bazal laminasina komsu, yiiksek vaskiilariteye sahip
kiibik salg1 hiicrelerinden olusan i¢ tabaka Teka Interna, temel olarak diiz kas hiicreleri
ile kollajen lif demetlerinin ve bag dokusu hiicrelerinin olusturdugu kapsiil benzeri dig
tabaka ise Teka Eksterna adini alir (Sekil 12) (Kierszenbaum 2016; Ross ve Pawlina
2016).
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Sekil 12. Teka hiicrelerinin graaf folikiiliindeki sematik gosterimi. (Kierszenbaum

2016)

Teka internanin tamamen farklilagmamais hiicrelerinin ince yapisi steroid iireten
hiicrelerin 6zelliklerine sahiptir ve ¢ok sayida Luteinizan Hormon (LH) reseptorleri
vardir. LH stimiilasyonuna yanit olarak Ostrojen prekiirsorleri olan androjenleri
sentezler ve salgilarlar. Folikiiler hiicreler dstrojenlerin dogrudan iiretimi i¢in gerekli
enzimlere sahip degillerdir. Bu yiizden folikiilogenez sirasinda steroid prekiirsorlerini
tiretemezler. Teka internanin hiicreleri bir androjen prekiirsorii olan androstenediyonu
salgilar. Androstenediyon, testosteron tiretimi i¢in folikiil hiicrelerine taginir ve daha
sonra testosteron, aromataz tarafindan Ostradiyole cevrilir. Teka hiicrelerinin
androstenediyon tiiretimi LH tarafindan diizenlenir (Kierszenbaum 2016; Ross ve

Pawlina 2016).
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Sekil 13. insan Korpus Luteum histolojik kesiti (a) Graniiloza ve teka hiicrelerini
iceren kollabe olmus folikiil duvari. Folikiiler kavite (Kav) graniiloza lutein
hiicrelerini, katlantilar teka interna hiicrelerini (oklar) olusturur (b) Daha biiyiik

biiylitmede teka ve graniiloza lutein hiicreleri (Ross ve Pawlina 2016)

Teka interna salgi hiicrelerine ek olarak fibroblastlar, kollajen demetleri ve
endokrin organlarin tipik 6zelligi olan zengin kiigiik damar agina sahiptir. Teka interna
ile graniiloza hiicreleri arasindaki kesin bir sinir olusturmayan bazal lamina, folikiil
gelistikge avaskiiler graniiloza hiicre tabakasi ile teka internanin zengin kapiller

yatagini birbirinden ayirir (Sekil 13) (Ross ve Pawlina 2016).

Oosit matiirasyonu primer folikiilde gerceklesir. Oosit gelistikce organellerin
dagilimi degisime ugrar. Golgi aygiti sitoplazmaya dagilir, serbest ribozomlarin,
mitokondrilerin, kiiciik ve multivezikiillerin sayist ve graniillii endoplazmik retikulum
sayist artar. Oositler kortikal graniil denilen oolemmanin hemen altinda yer alan, ovum
sperm tarafindan aktive edildiginde ekzositoz ile serbestlesen proteazlari igeren

Ozellesmis salgi graniillerine sahiptir (Sekil 11) (Ross ve Pawlina 2016).

Ooosit ile onu ¢evreleyen grantiloza hiicreleri arasinda zona pellusidanin biriktigi,
oositten cok sayida mikrovillusun uzandigi, ayn1 zamanda graniiloza hiicrelerininde
ince uzantilarinin oosite dogru uzandigr perivitellin aralik bulunur. Graniiloza

hiicrelerinin uzantilar1 oositin mikrovilluslar ile i¢ ige girerken bazilar1 da plazma
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membraninin i¢ine dogru invajine olurlar ancak plazma membrani ile temas etseler de

hiicreler arasinda sitoplazmik devamlilik saglamazlar (Ross ve Pawlina 2016).
2.3.1.3.Sekonder Folikiil

Graniiloza hiicreleri tarafindan salgilanan, hyaluronan ve proteoglikan igeren
Call-Exner cisimcikleri folikiiler hiicreler arasinda, kiigiik hiicreler arasi1 bosluklarda
bulunan, koyu boyanan PAS pozitif ekstraselliiler materyallerdir. Stratum graniillozum
6-12 hiicre tabakas1 kalinligina ulastiginda, graniiloza hiicreleri arasinda sivi dolu
kaviteler olusmaya baslar ve graniiloza hiicreleri arasinda likor folikiili denilen ve
hyaluronanca zengin siv1 biriktik¢e kaviteler birlesir. En sonunda olusturduklar: hilal
seklindeki tek kavite antrum, folikiil ise sekonder folikiil adini alir. (Sekil 14)
(Kierszenbaum 2016; Ross ve Pawlina 2016).

Teka Eksterna (TE)

Teka Interna (TT)
Bazal Lamina
Granilloza Hiicreleri
Call-Exner Cisimcigi

Antrum (A)

Sekonder Folikiil

Sekil 14. Sekonder folikiil histolojik ve sematik gosterimi. (Ross ve Pawlina 2016)

Oosit ve folikiilerin gelisimi i¢in Folikiil Stimiile Edici Hormon (FSH), biiyiime
faktorleri (EGF, IGF-1 gibi) ve kalsiyum iyonlar1 gereklidir. Zona pellusida ile
cevrelenmis eksantrik yerlesimli 125um ¢apindaki primer oositin daha fazla

bliylimesini ve mayotik profazi tamamlamasini engellemek icin biiyiimenin
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inhibisyonu kiiciik bir peptit olan Oosit Matiirasyon Inhibitdrii (OMI) graniiloza
hiicreleri tarafindan antral siviya salinir, oosite oluklu baglantilar araciligiyla ulagir.
Sekonder folikiil ile OMI konsantrasyonu arasinda bulunan direkt korelasyonun
varligindan dolay1 konsantrasyon kiiciik folikiillerde en yiiksek iken olgun folikiillerde
ise en diigiiktlir. Sivinin ilk ortaya ¢iktig1 erken sekonder folikiilde ¢ap1 0.2 mm olan
folikiil biiyliyerek 10 mm’ye hatta daha fazlasina ulasir (Kierszenbaum 2016; Ross ve
Pawlina 2016).

Sekonder folikiiliin boyutu arttik¢a antrum genisler. Stratum graniilozumun oosit
ile iliskili oldugu bolgede antruma dogru ¢ikinti yapan bir tiimsek olusturan graniiloza
hiicrelerine kumulus ooforus adi verilir. Oositin hemen etrafin1 ¢evreleyen ve
ovulasyonda oosit ile birlikte kalan kumulus ooforus hiicrelerine ise korona radiata
denmektedir (Sekil 15). Korona radiatayr olusturan kumulus hiicrelerinin
mikrovilluslari, zona pellusiday1 penetre ederek oluklu baglantilar araciligryla oosit
mikrovilluslart ile iletisime gecerler. Folikiiler matiirasyon sirasinda graniiloza
hiicrelerinin yilizey mikrovilluslarinin sayisinin artmasi serbest antral yiizeydeki LH

reseptorlerinin sayisinin artisi ile iligkilidir (Ross ve Pawlina 2016).

Graaf (Preovulatuvar)
Folikiilii

Kan Damarlar

Mural Graniiloza
Hicreleri

Korona Radiata

Zona Pellusida

- —|* Teka Interna

: | —  TekaEkstema

Kumulus Ooforus

Sekil 15. Graaf (Preovulatuar) Folikiilin histolojik ve sematik gosterimi.

(Kierszenbaum, 2016)
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2.3.1.4.Graaf Folikiilii

En biiyiik folikiil olan graaf folikiiliiniin ¢ap1 10-20 mm ¢apinda olup biiytik bir
antrum ve matiir sekonder oositi igermektedir. Ovaryum korteksi boyunca uzanarak
ovaryumun yiizeyinde ¢ikinti olusturur. Folikiil maksimum boyutuna yaklagirken
graniiloza hiicrelerinin mitotik aktivitesi azalir. Antrumun boyutu arttik¢a stratum
graniilozum tabakas1 incelir. Graniiloza hiicrelerinin arasindaki bosluk genislemeye
devam ettik¢e oosit ve kumulus hiicreleri ile geri kalan graniiloza hiicreleri arasindaki
yakinlik gevser ve ovulasyona hazirlanir. Oositin hemen cevresindeki kumulus
hiicreleri korono radiatanin tek tabakasini olusturur. Bu hiicreler ve onlara gevsekge
baglanan kumulus hiicreleri ovulasyonda oositle atilir. Bu esnada teka hiicreleri daha
belirgin hale gelir. Teka interna hiicrelerinin sitoplazmalarinda lipid damlaciklari
ortaya cikar ve hiicreler steroid iireten hiicrelerle ayni ince yapisal oOzellikleri

gosterirler (Sekil 15 ve 16) (Kierszenbaum 2016; Ross ve Pawlina2016).

Bazal Lamina Eksterna Interna
Graniiloza Hiicreleri

Folikiller Sriyla

Dolu A @ Ovulasyondan sonra korona radiatayr olusturacak hiicreler

Kumulus Ooforus

Matiir Graff Folikiilii

Sekil 16. Matiir graaf folikiiliin histolojik (a) ve sematik (b) gosterimi. (Ross ve
Pawlina 2016)

Insanda LH, teka internay1 dstrojen prekiirsorii olan androjen salgilamak iizere

stimiile eder. Bazi androjenler graniiloza hiicrelerinin graniilsiiz endoplazmik
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retikulumlarina taginir ve FSH’a yanit olarak, graniiloza hiicreleri androjenlerin
dstrojenlere déniisiimiinii katalizler. Ostrojenler graniiloza hiicrelerini, prolifere olup
folikiil biiyiimesi i¢in stimiile eder. Folikiiler ve sistemik kaynaklardan gelerek artan
Ostrojen diizeyleri, gonadotroplarin  gonadotropin  serbestlestirici  hormona
duyarliliklarindaki artigla iligkilidir. Ovulasyondan yaklagik 24 saat Once
adenohipofizde FSH ya da LH saliverilmesinde ani bir artis goriiliir. LH’1n ani artigina
yanit olarak graniiloza hiicrelerindeki LH reseptorleri azalir ve graniiloza hiicreleri
LH’a yanit olarak Ostrojen iiretmezler. Primer oositin birinci mayotik boliinmesi
tamamlanir. Bu olay LH’1n ani artisindan 12-24 saat sonra gerceklesir ve sekonder
oosit ile birinci polar cisim olusumu ve oosit ile zona pellusida arasindaki perivitellin
araliga atilmasi ile sonuglanir. Graniiloza ve teka hiicreleri daha sonra lutenizasyona

ugrarlar ve progesteron iiretirler (Kierszenbaum 2016; Ross ve Pawlina 2016).
2.3.2.0vulasyon

Ovulasyon, gonadotropik hormonlarin araciligiyla matiir sekonder oositin graaf
folikiilinden atildig1 bir siiregtir. Menstrual siklusun ilk birka¢ giinii ovulasyona
ugrayacak folikiil, birka¢ primer oositten olusan bir grup i¢inden segilir ve olgun
folikiiliin ovaryum yiizeyine dogru germinal epitel de dahil olmak tizere tiim folikiiler
duvar delerek yaptigi ¢ikinti bolgesi, stigma adi verilen alandan oosit ve korona

radiata hiicreleri atilir (Sekil 7 ve 17) (Kierszenbaum 2016; Ross ve Pawlina 2016).
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Sekil 17. Endokrin hormonlarin kontroliinde siiren ovaryan siklus ve ovulasyon
asamasinin  gosterimi. https://2nlsnb2feled2nmOus28i00z-wpengine.netdna-

ssl.com/wp-content/uploads/2015/08/ovulationl.jpg Erisim Tarihi: 09.02.2018

LH diizeyinin artmast sonucu uyarilan teka eksterna ve tunika albuginea igindeki
proteolitik aktivite, olgun folikiiliin yirtilmasini kolaylastirir. 28 giinliik bir menstrual
siklusun 14. giiniinde, sekonder oositin atilmasindan hormonal degisiklikler ve
enzimatik etkiler kombinasyonu sorumludur (Sekil 7 ve 17) (Kierszenbaum 2016;

Ross ve Pawlina 2016).
Bu faktorler:

e Folikiiler stvinin hacminin ve basincinin artmasi

¢ Folikiil duvarimin aktive plazminojen tarafindan enzimatik proteolizisi

e Oosit-kumulus kompleksi ile stratum graniilozum arasinda hormonal
yonlendirmeyle glikozaminoglikanlarin biriktirilmesi

e Teka eksterna tabakasindaki diiz kas liflerinin prostaglandinler

tarafindan tetiklenerek kasilmasi (Ross ve Pawlina 2016)

Ovulasyondan hemen 6nce folikiil ¢ikintisinin {izerindeki ovaryan yiizeyin kiigiik

bir alaninda kan akis1 durur, germinal epitelin folikiiler stigma bolimi yiikselir ve
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sonra reptiire olur. Korono radiata ve kumulus ooforus hiicreleri tarafindan
cevrelenmis olan oosit reptiire olan folikiilden atilir. Ovulasyonda kumulus kiitlesi
tuba uterinanin fimbrialar1 tarafinda abdominal ostiumuna dogru siipiiriiliir. Kumulus
kiitlesi tuba uterinay1 doseyen silyumlu hiicreler tarafindan aktif bir sekilde tasinarak

peritoneal bosluga gecisi engellenir (Sekil 17) (Ross ve Pawlina 2016).

Ovulasyondan birkag¢ saat once, folikiiler hiicre tabakasi1 ve teka interna korpus
luteuma doniismeye baglar. Ovulasyondan sonra sekonder oosit yaklasik 24 saat canli
kalir. Bu siirecte fertilizasyon gergeklesmezse sekonder oosit tuba uterinadan gegerken

dejenere olur (Kierszenbaum 2016; Ross ve Pawlina 2016).

Primordiyal folikiiller i¢indeki primer oositler birinci mayotik bdliinmenin
diploten evresinde areste ugrar. Ovulasyondan hemen 6nce birinci mayoz bdliinmeyi
tamamlayarak sekonder oositi olusturur. Birinci mayoz boliinme sirasinda olusan
kardes hiicreler esit miktarda sitoplazma igerir ancak biri daha fazla sitoplazma alarak
yaklasik 150um capindaki sekonder oositi olustururken az miktarda sitoplazma alan
kardes hiicre birinci polar cismi olusturmaktadir. Sekonder oosit ovulasyondan hemen
once ikinci mayoz boliinmeye baslar ve metafaz evresinde arrestte kalir ve sadece
spermatozoon ile penetre oldugunda ikinci mayotik boliinme tamamlanir.
Fertilizasyon gerceklesirse sekonder oosit ikinci mayoz boliinmeyi tamamlar ve
maternal proniikleuslu bir ovum olusur. Bu béliinmede olusan diger hiicre ise ikinci

polar cisimdir (Sekil 18) (Ross ve Pawlina 2016).
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Sekil 18. Oosit matiirasyonunda mayoz bdliinmeler sonucunda birinci ve ikinci polar
cisim olusumu. http://schoolbag.info/biology/living/living.files/image906.jpg Erisim
Tarihi: 09.02.2018

2.4.FOLIKULER ATREZI

Dogumda overlerde bulunan yaklasik 2 milyon primer oositin sadece 40.000'1
puberteye kadar hayatta kalir. Pubertede bu say1 yaklasik 400°e (her menstrual siklus
i¢in bir folikiil) iner (Carlson 2014; Kierszenbaum 2016). Puberteden sonra folikiiller
her menstrual siklusta olgunlasmaya bagslar ve normalde sadece bir folikiil
olgunlagsmasint tamamlar. Ovaryum folikiillerinin ¢ogu graniiloza hiicrelerinin
apoptozunun aracilik ettigi ovaryan folikiiler atrezi ile kaybedilir. Folikiiler atrezi
stirecinde goriilen hiicre 6liim tiplerinden biri olan apoptoz, inflamatuar bir yanit
olusturmadan follikiiliin gerilemesini saglamaktadir. Folikiiller gelisimlerinin
herhangi bir evresinde atreziye ugrayabilirler yani folikiiler atrezi hem fetal donemdeki
hem de postnatal donemdeki ovaryumlarda gozlenebilir (Kierszenbaum 2016; Ross ve

Pawlina 2016).
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Sekil 19. Folikiilogenez siirecinde fetal ve postnatal donemdeki folikiiler atrezi
stiregleri. https://obgynkey.com/wp-content/uploads/2016/06/978-3-13-143951-
2_c004_f002.jpg Erisim Tarihi: 09.02.2018

Cok sayida primer folikiil olgunlagma siirecine baslar ancak yalnizca bir folikiil
gelisimini tamamlar, geri kalanlar apoptotik bir siire¢ olan atrezi yoluyla dejenere
olurlar. Primordiyal folikiillerin ve gelismekte olan kiiciik folikiillerin atrezisi
sirasinda immatiir oosit kiiciiliir ve dejenere olur. Benzer degisiklikler graniiloza
hiicrelerinde de ortaya cikar. Atrezik folikiiller, tekrarlayan apoptoz ve graniiloza
hiicreleri tarafindan fagositoz ile ovaryum stromasinda kaybolur. Hiicreler rezorbe
edilip kayboldukga, ¢cevredeki stromal hiicreler 6nceden folikiil tarafindan isgal edilen
bosluga goc ederler ve folikiill varhigiyla ilgili hicbir i1z kalmaz (Sekil 20)
(Kierszenbaum 2016; Ross ve Pawlina 2016).
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Atrezik Folikiil

Bir kadm reprudiiktif yasami boyunca yaklastk 400 oosit ovulasyona ugrar. Ureme siklusu sirasinda, bir grup folikil olgunlasmaya baslar.
Bununla beraber, folikillogenezi yalmzca 1 ya da 2 folikiil tamamlar ve sonugta ovulasyona ugrar.
Digerleri gelisimlerinin herhangi bir aninda folikiler atrezi denilen dejeneratif siirece girerler.
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Sekil 20. Atrezik folikiillerin histolojik goriiniimii. (Kierszenbaum 2016)

Gelismekte olan biiyiik folikiillerin atrezisi sirasinda matiir oositin dejenerasyonu
gecikir. Bu dejenerasyon, folikiil duvarindaki dejeneratif degisikliklere sekonder
olarak gerceklesiyor gibi goriinmektedir. Bu gecikme, oosit olgunluga ve yeterlilige
erismisse, graniilloza hiicrelerinde atreziyi baglatan stimuluslara artik duyarl

olmadigin1 gostermektedir. Folikiiler degisimler:

e QGraniiloza hiicrelerinde endoniikleazlarin ve diger hidrolitik enzimlerin
ekspresyonu ve mitoz boliinmenin durmasi ile graniiloza hiicrelerinde apoptozun
baslamasi

¢ QGraniiloza tabakasinin nétrofil ve makrofajlar tarafindan invazyonu

¢ Qraniiloza tabakasinin vaskiilarize bag dokusu kordonlari tarafindan invazyonu

¢ QGraniiloza hiicrelerinin folikiiliin antrumuna dokiilmesi

e Teka interna hiicrelerinin hipertrofisi

e Dejenerasyon devam ettik¢e folikiiliin kollapsi

e Folikiiliin kavitesine bag dokusunun invazyonu (Ross ve Pawlina 2016)

Atrezik folikiiller, cams1 membran denilen kalin, kivrilmis mebrandz materyal,

cok fazla degisiklige ugramamis zona pellusida, dejenere olmus oosit ve folikiil
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hiicrelerinin kalintilar1 ve istila eden makrofajlar ile ayirt edilir (Sekil 20)

(Kierszenbaum 2006).

Oositin dejenerasyonu ve otolizi sonucu olusan kalintilar, invazyon yapan
makrofajlar tarafindan fagosite edilir. Stilfath asidik glikoproteinlerden meydana gelen
zona pellusida hiicre i¢i otolitik degisimlere dayanikli oldugu icin katlanir ve kollabe
olur. Bag dokusundaki makrofaj hiicreleri zona pellusidanin ve dejenere hiicrelerin
kalintilarinin  fagositozundan sorumludurlar. Teka interna ve folikiil hiicreleri
arasindaki bazal membran folikiil hiicrelerinden ayrilabilir ve kalinlig1 artarak camsi
membran adii alan dalgali hyalin tabakayi olusturur. Bu yapi atrezinin geg

evresindeki folikiiller i¢in karakterizedir (Sekil 20) (Ross ve Pawlina 2016).

Bircok folikiil folikiilogenez siirecine girerken genellikle sadece bir tanesinin
ovulasyon siirecine girmesinin nedeni; fertilizasyon i¢in en uygun kalitede oosit i¢eren
canli folikiillerin reprodiiktif siiregte etkin rol oynamasini saglamaktir. Bunun yaninda
cok sayida atrezik folikiil streoidojenik aktiviteyi koruyarak overde implantasyon i¢in
endometriyumu hazirlayan endokrin fonksiyonlara katkida bulunur (Sekil 21). Klinik
bir perspektiften bakildiginda folikiiler atrezi infertiliteye yol agan iki patolojik
menapoz benzeri olay ile (prematiire ovaryan yetmezlik ve polikistik over sendromu)

iliskilidir (Kierszenbaum 2016).
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Sekil 21. Folikiiler atrezi silirecinde endokrin sistem ve ovaryumlar arasindaki iliski.
https://product.cdn.cevaws.com/var/storage/images/media/reprodaction/images/17_h
ypothalamus_atresia/61475-1-eng-GB/17_Hypothalamus_atresia.jpg Erisim Tarihi:
09.02.2018

2.5 PREMATURE OVARYAN YETMEZLIiK

Hipergonadotropik hipogonadizm; ovaryan fonksiyonlarinda azalma ya da bitme
(hipogonadizm) ve seks steroidlerinin negatif geri bildiriminin (feedback) olmamasi
ille FSH ve LH gibi gonadotropinlerin serum seviyelerinin yiliksek olmasi
(hipergonadotropik) olarak tarif edilir. Primer over ve hipotalamik ile hipofiz
fonksiyon bozukluklar1 hastalik kategorisindedir. Ayn1 zamanda prematiire menapoz
veya prematiire ovaryan yetmezlik olarak da adlandirilmaktadir (Dang ve ark. 2015;

Hoffman ve ark. 2016).

Prematiire ovaryan yetmezlik; kadinlarda 40 yasindan Once, en az dort aylik
amenore Oykiisii, hipergonadotropik serum profili (folikiil stimiile edici hormon (FSH)
seviyeleri > mililitrede 40 mIU), diisiik ostrojen seviyesi (E2 < 91750 pmol/ml), matiir

folikiil eksikligi gibi semptomlarla ifade edilen, oliimciil olmayan ancak kadin
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infertilitesinin yaygin sebeplerinden olan bir hastaliktir (Dang ve ark. 2015; Zhang ve
ark. 2016; Ilhan ve ark. 2016; Xiong ve ark. 2017). Avrupa Insan Ureme ve
Embriyoloji Toplulugu (ESHRE), prematiire ovaryan yetmezligi; en az 4 ay
oligo/amenore ve yiiksek FSH diizeyinin 4 haftadan fazla araliklarla >251U/I olarak
tanimlamistir (Vabre ve ark. 2017).

Hastaligin ayirt edici tanist normal menapoz siirecinde ortaya c¢ikan ovaryan
fonksiyonlarin fizyolojik kaybidir. Prematiire ovaryan yetmezlik insidansi, 30
yasindan 6nce 1000 kadinda 1, 35 yasindan 6nce 250 kadinda 1, 40 yasindan 6nce 100
kadinda 1’dir ve %10-28 primer amenore, %4-18 sekonder amenore goriilmektedir.
Tan1 ve etkili tedavi, hastanin psikolojik, kardiyovaskiiler, kemik ve cinsel sagligi
tizerinde 6nemli etkilere sahip olabileceginden, dikkatli bir degerlendirme zorunludur.
Klinik muayenede; hipodstrojenizm, hipergonadotropizm, gelisen folikiillerin
eksikligi ve kismi folikiiler olgunlasma gibi prematiire ovaryan yetmezligin klasik
semptomlar1 goriilmektedir. Over dokusunun histopatolojik incelemelerinde onemli
Olciide atrofi ve fibrozis, belirgin folikiiler atrezi ve normal folikiiler evrelerin
(primordiyal folikiil, antral folikiil, kumulus ooforus ve matiir oosit igeren) yoklugu
ortaya ¢ikmaktadir (Dang ve ark. 2015; Hoffman ve ark. 2016; Liu ve ark. 2016b;
Zhang ve ark. 2016; Kristensen ve Andersen 2018; Zhang D ve ark. 2018).

40 yasin altindaki kadinlarin %1’inin maruz kaldig1 prematiire ovaryan yetmezlik;
dogurganlikta bir diislise ve ciddi vakalara sebep olmasindan dolayr gen¢ kadinlarda
endiseye sebep olan ve yasam kalitelerini olumsuz yonde etkileyen bir hastalik olup
etiyolojisi halen net olarak bilinmemektedir (Zhang ve ark. 2016; Zhang ve ark. 2017a;
Zhang ve ark. 2017b; Vabre ve ark. 2017).

Prematiire ovaryan yetmezlik i¢in ¢esitli etiyolojiler 6ne siirlilmiistiir; anormal
otoimmiin reaksiyonlar, fizyolojik faktorler, ekzojen maddeler, enfeksiyonlar,
kemoterapi gibi tibbi tedaviler ve bilateral ooforektomi gibi cerrahi miidehaleler ile
iliskili bilateral ooforektomi ile iligkili olabilecegi gibi genetik problemler ve ¢evresel
faktorlerin de hastalifa yol acabilecegi diigiiniilse de vakalarin ¢ogu idiyopatiktir
(Sekil 22) (Ilhan ve ark. 2016; Zhang ve ark. 2016; Zhang ve ark. 2017a; Zhang ve
ark. 2017b).
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Sekil 22. Prematiire ovaryan yetmezligin nedenleri.

Multifaktoriyel bir hastalik olmasinin yaninda nedenleri son derece heterojeniktir
ve tani konulan kadinlarin %75’inden fazlasinin nedeni belirlenememis; genetik,

iyatrojenik, immiinolojik, metabolik ve infeksiydz sebepler rapor edilmistir (Luo ve

ark 2017; Vabre ve ark. 2017).

Varbe ve ark. 2017°deki ¢aligmalarina gore; prematiire ovaryan yetmezlige neden

olabilen dort ana mekanizma tanimlamislardir;

1.

Dinlenme evresindeki primodiyal folikiil havuzunun tiikkenmesi (gerek
yapilarinda olusan bozukluklardan dolay1r gerekse zamanla artan atrezi
kaynakl1)

Folikiiler atrezinin artisi

Primordiyal folikiillerin aktivasyonundaki artis ve

Antral evrelerden 6nce ovulasyonu dnleyen bir folikiilogenez blokaji
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Prematiire ovaryan yetmezligin olusum mekanizmasi yine de kesin olarak
bilinmemektedir. Ancak; over graniiloza hiicrelerinin durumu ve kalitesi ile yakindan
iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Ovaryan graniiloza hiicreleri oositlerin olgunlagmasi
ve gelismesinde destekleyici ve dstrojen aracili bir diizenleyici olarak rol oynarlar,
otokrin ve parakrin mekanizmalar yoluyla oosit olgunlagmasini tesvik etmek i¢in over
nisinde hormonal denge saglarlar. Over graniiloza hiicrelerinin senesensi ve belli bir
derecede apoptoza girdiklerinde over atrezisinin uyarilmasiyla rezervlerindeki diisiis
ve fonksiyon azalmasi, over fonksiyonundaki erken yetersizlik ve folikiil havuzunda
devam eden biiyiik orandaki azalmalarin prematiire ovaryan yetmezlige yol agtigi
bilinmektedir. Bu nedenle, over fonksiyonu, oosit canliligin1 korumak ve normal
ovulasyonu saglamak i¢in yiiksek kaliteli ovaryan graniiloza hiicrelerine ihtiya¢ vardir

(Sekil 23) (Liu ve ark. 2016a; Xiong ve ark. 2017).

Bunun yaninda over fonksiyonu karmasik bir gonadotropin kompleksi ve lokal
ovaryan faktorler tarafindan kusursuz bir sekilde diizenlenmektedir. FSH hipofiz
bezinin anterior kismi tarafindan salgilanan bir glikoprotein polipeptid hormondur ve
graniiloza hiicrelerinin dstrojen iiretimini uyarir, antral folikiillerin gelisimini destekler
ve preovulatuvar folikiillerin dominansini ve se¢imini belirler. Yapilan ¢alismalar
FSH'in graniiloza hiicre 6liimiinii 6nleyerek antral folikiil sagligin1 korumada kritik bir
rol oynadigin1 6ne slirmektedir. Graniiloza hiicrelerinin apoptozu geleneksel olarak
folikiiler atrezinin ayiric 6zelligi olarak degerlendirilmektedir (Sekil 23) (Shen ve ark.

2016).
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A FIZYOLOJIDE FOLIKULER DINAMIKLER

Toplam Folikiil Sayis1
(primordiyal/primer)

Yasam Basamaklar1 ATREZI
Gebelik (20. Hafta) 7 x 106
Dogum 1 % 106 OVULASYON
Puberte 300000
Premenapoz <1000 l
Menapoz 0 400 - 500
B | FOLIKULOGENEZIN BASAMAKLARI J
Gondaotropin bagiml1 7 Gondaotropin bagimsiz
Primordiyal Primer Pre-antral Antral
- 5 SR Cg S —> OVULASYON
":::Et}’ ATREZI
| POY’UN ORIJININDEKI OLASI ]
MEKANIZMALAR
v Toplam Folikiil Sayis1 P ATREZI

Degismis Folikiil Maturasyonu

Sekil 23. Prenatal ve postnatal donemde folikiilogenez siirecinde folikiil kaybi
nedenleri ile Prematiire ovaryan yetmezlik iliskisi. https://medicalfoxx.com/wp-
content/uploads/2016/01/premature-ovarian-failure-pathology.jpg  Erisim  Tarihi:
09.02.2018

Prematiire ovaryan yetmezlik adina ideal bir Onlem ve tedavi ydntemi
gelistirilmesi adina bir¢ok ¢aligma yapilmaktadir. Bunlardan en yaygin olanlari in vivo
hayvan modellerinin olusturulmasidir. Ideal bir model olusumunun basarisi; hastaligin
klinik bulgular1 olan hormon degisiklikleri, over folikiil matiirasyonundaki aksakliklar
ve hasarli over olusumu gibi standartlara dayanmakta, ayn1 zamanda bu bulgularin
hayvan modelinde kisa zamanda simiile edilebilmesini gerektirmektedir. Bununla
ilgili ¢aligsmalarda insandaki prematiire ovaryan yetmezlik ile karsilastirilabilen
fenotip sergileyen bazi mutant fare modelleri ile ¢aligmalar yapilmaktadir (Lai ve ark.

2015; Zhang ve ark. 2016; Luo ve ark 2017).

Ozellikle 40 yasin altinda kemoterapi veya radyasyona maruz kalan kadinlar,
siklikla reprodiiktif hasara ugramaktadirlar. Bu hasar siklikla prematiire ovaryan
yetmezlik ve ovaryan germ hiicrelerinin toksisitesi ile iliskilendirilmektedir. Tiim
kemoterapotik ilag siniflarindan en fazla prematiire ovaryan yetmezlik riski tasiyan
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alkilleyici ajan olan siklofosfamid, yaygin olarak kanser tedavisinde kullanilmakta ve
sitotoksik etkisi ile overlerde folikiiler atreziyi tetikleyerek prematiire ovaryan
yetmezlige yol agmaktadir. Bu nedenle farelerle olusturulan hastalik modellerinde
yaygin olarak kullanilmaktadir (Lai ve ark. 2015; Zhang ve ark. 2016; Luo ve ark
2017).

2.6.HUCRE OLUMU

Embriyonik donemden itibaren yasam boyu hiicreler proliferasyon, farklilagsma ve
6liim siireclerine maruz kalmaktadirlar. Bu sekilde eriskin dokular meydana gelirken
aynit zamanda hiicre 6limi ile kaybedilen hiicrelerin yerine yenisinin gelmesiyle
homeostaz saglanmaktadir. Hiicre proliferasyonu ve hiicre 6liimii arasinda siirekli bir
denge vardir. Bu iki yasamsal olaymn arasindaki oran net hiicre miktarinm
belirlemektedir. Bu oranda herhangi bir anormallik olmasi hiicrelerin kontrolsiiz
cogalmasi (0rnegin; hiperplazi, kanser, otoimmiin bozukluklar) ya da hiicre kaybina
(otofaji, dejeneratif bozukluklar, AIDS, iskemik hasara) neden olabilir. Bu ylizden
hiicre proliferasyonu ve hiicre Oliimii arasindaki denge dikkatli bir sekilde

korunmalidir (Cooper ve Hausman 2015; Ross ve Pawlina 2016).

Carl Vogt tarafindan ilk kez 1842 yilinda rapor edilen hiicre olimi, geri
doniisiimstiz bir olay olarak tanimlanmistir. Hiicre 6liimii, homeostazin saglanmasi ve
hastaliklardan korunma adina gelistirilen bir mekanizma olup bir¢ok molekiiler yolagi
icermektedir. Aktif ya da programli hiicre oliimii, ¢ok hiicreli organizmalarda
homeostazin korunmasi, potansiyel hasarli ya da enfekte hiicrelerin eliminasyonu i¢in
gereklidir. Hiicre 6liim siireci; kanser, otoimmiin bozukluklar, Parkinson ve Alzheimer
gibi norodejeneratif hastaliklar da dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli hastaliklarla iligkilidir.
Bu yiizden bu siirecteki mekanizmalar, biyoloji ve tip alaninda yaygin bir aragtirma
konusu haline gelmistir (Cooper ve Hausman 2015; Green ve Llambi 2015; Ranjan ve

ark. 2016).

Hiicre 6liim tipleri; apoptoz, otofaji, nekroz, kornifikasyon ve atipik hiicre 6liim
sekilleri (paraptoz, mitotik katastrof, anoikis, eksitotoksisite, wallerian dejenerasyon,

piroptoz, pironekroz, entozi vb.) olarak smiflandirilabilir. Bu tip hiicre oliimleri
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arasinda iicli, apoptoz, otofaji ve paraptoz, morfolojik oOzelliklerine gore

programlanmis hiicre 6liimii sinifina girmektedir (Sekil 24) (Zhang ve ark. 2015).
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Sekil 24. Hiicre dliim tipleri ve ayirt edici 6zellikleri. (PCD: Programli Hiicre Oliimii)

http://stroke.ahajournals.org/content/strokeaha/38/2/652/F1 .large.jpg Erisim Tarihi:
12.02.2018

Disiler ovaryumlarinda belirli bir oosit sayis1 ile dogarlar ve pubertede gelisen
folikiillerden dominant olan segilerek ovulasyon siirecine girer. Ovulasyon ig¢in
secilmeyenler, folikiiler atrezi ile elimine edilirler. Bu siiregte rol oynayan en dnemli
hiicre 6liim mekanizmalar1 apoptoz, otofaji ve son donemde ortaya ¢ikan hiicre 6lim

tipi olan paraptozdur (Sekil 25) (Escobar ve ark. 2015; Torres-Ramirez ve ark. 2016).
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Sekil 25. Hiicre dliim tiplerinden apoptoz, otofaji, nekroz ve paraptozun morfolojik
ayrimu ile folikiiler atrezi siirecine ait {i¢ hiicre 6liim tipi: apoptoz, otofaji ve paraptoz.
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/4/4a/Paraptosis.svg/550px-
Paraptosis.svg.png Erisim Tarihi: 09.02.2018

Gelisim ve doku homeostazi sirasinda gozlenen programli hiicre Oliimii,

morfolojik olarak 3 temel tipe ayrilmistir.

e Ayni zamanda niiklear ya da apoptotik olarak bilinen tip 1
e Tip 2 ya da otofajik
e Tip 3, paraptoz olarak da bilinen, lizozomal olmayan vakuol dejenerasyonu

(Sekil 24) (Zhang ve ark. 2015)
2.6.1.Apoptoz

Gelisimsel ve fizyolojik bir perspektiften, hiicre olimiiniin en yaygin sekli,
genetik olarak programlanmis bir hiicresel intihar bi¢cimi olan apoptoz; doku
homeostazi, embriyonik gelisim ve immiin regiilasyonun korunmasi i¢in ¢ok dnemli
olan hiicre 6liimiiniin en iyi karakterize edilmis tipidir. Apoptoz genellikle fizyolojik
ve patolojik durumlarda fonksiyonu bozulan hiicrelerin ¢evreye zarar vermeden kendi
kendilerini yok edilmelerini kapsayan, genlerle diizenlenen, RNA, protein sentezi ve
enerjiye gereksinimi olan programli bir siirectir. Apo: ayr1 Ptosis: diisme anlamina
gelen apoptoz terimi ilk kez 1972 yilinda Avusturalyali bir patolog olan Kerr ve
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arkadaslar1 tarafindan tanimlanmistir. Postnatal donemde bir¢ok siiregte goriilen
apoptoz 6zellikle menstural siklusta endometriyum fonksiyonel tabakasinin dokiilmesi
ve korpus luteum involusyonunda bunun yaninda patolojik bir siire¢ olan folikiiler
atrezide de rol almaktadir (Coskun ve Ozgiir 2011; Cooper ve Hausman 2015; Ranjan
ve ark. 2016; Kolb ve ark. 2017).

Tip 1 programli hiicre 61iimii olarak da adlandirilan kaspaz bagimli bir siire¢ olan
apoptozda bir¢ok fizyolojik ve metabolik olaylar meydana gelmektedir. Apoptoz
uyarist alan hiicre dncelikle bulundugu ortamdan ve komsu hiicrelerden uzaklasir.
Bundan sonra morfolojik olarak hiicre biiziisiir, kromatini yogunlagarak piknotik bir
goriintime biiriiniir (kromatin kondensasyonu). Ancak organelleri yapisal biitlinliiglinii
korur. Ardindan cekirdek kiigiiliir ve parcalara ayrilir (niiklear fragmantasyon), hiicre
zarla sarili tomurcuklar halinde koparak (membran cikintisi), apoptotik cisimler
olusturur. Apoptotik cisimler makrofajlar tarafindan fagosite edilir. (Sekil 24 ve 26)
(Cooper ve Hausman 2015, Escobar ve ark. 2015; Zhang ve ark. 2015; Ranjan ve ark.
2016).
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Sekil 26. Apoptotik hiicre Oliimiiniin morfolojik basamaklari.
https://thumbs.dreamstime.com/z/apoptosis-process-programmed-cell-death-vector-

diagram-45763884.jpg Erisim Tarihi: 12.02.2018
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2.6.1.1.Apoptoz Mekanizmasi

Apoptoz mekanizmasinin daha iyi anlasilmasi i¢in yapilan genetik ¢alismalarda
bir nematod olan Caenorhabtidis elegans kullanilmistir. Yapilan c¢alismalarda
tanimlanan ii¢ gen; ced-3, ced-4 ve ced-9’dan, ced-3 ve ced-4’lin mutasyonunda
apoptozun gerceklesmemesi ve hasarli hiicrelerin 6lmemesi ile ced-3 (kaspaz
homologu) ve ced-4’ilin (Apaf-1 homologu) apoptozu indiikleyen 6liim genleri, ced-
9’un (Bcl-2) ise apoptozu inhibe ettigi saptanmustir (Coskun ve Ozgiir 2011; Cooper
ve Hausman 2015)

Apoptozun diizenlenmesinde; kalsiyum, seramid, Bcl-2 ailesi gibi molekiillerin

yaninda p53, kaspazlar, sitokrom c gibi proteinler ve mitokondriler rol oynamaktadir:

Bcl-2 Ailesi; apoptozu tetikleyen proapoptotik (bax, bcl-Xs, Bad, Bim, Bak, Bok,
Bid, Puma, Noxa) ve apoptozu inhibe eden anti-apopototik (Bcl-2, bcl-XI, Mcl-1),
olmak {izere birbirine zit calisan iiyelerden olusmaktadir. (Coskun ve Ozgiir 2011;

Cooper ve Hausman 2015)

Antiapoptotik iiyeler; mitokondri dis membrani, endoplazmik retikulum ve
¢ekirdek zarinda yer alirlar, hiicrenin ¢ogalma fazina girmesine yardimci olurlar. Por
olusumunu saglayan iyon transportunu (kalsiyum) saglarlar. Mitokondri ig
membraninda bulunan ve elektron tasima zincirinin bir proteini olan sitokrom c
salimimin bloke ederler. Proapoptotik iiyeler ise; apoptozu uyarici tiimor baskilayan
genler olup, sitokrom ¢’nin mitokondriden sitoplazmaya salinimini arttirarak apoptozu
indiiklerler. Bcl-2 ve Bax mitokondri zarindaki porlari kontrol eder. Bax sitoplazmada
bulunur ve apoptotik bir uyari ile mitokondri membranina baglanarak por olusumunu
indiikler ve sonucunda sitokrom c¢ salinimi gerceklesir (Coskun ve Ozgiir 2011;

Cooper ve Hausman 2015).

KASPAZLAR; apoptozu biiyiik 6l¢lide koordine eden sistein proteazlardir.
Hiicrede biyokimyasal olarak inaktif bir formda bulunan kaspazlar, proteolitik olarak

birbirlerini aktiflestirirler ve kaskad yapis1 olustururlar.

1. Baslatic1 Kaspazlar: Kaspaz 2, 8, 9 ve 10
2. Efektor Kaspazlar: Kaspaz 3, 6 ve 7
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3. Inflamatuvar Kaspazlar: Kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13 ve 14 (insanda kaspaz-1, -
4 ve -5, kemirgenlerde kaspaz-1 ve -11) seklinde gruplandirilirlar (Coskun ve
Ozgiir 2011; Cooper ve Hausman 2015)

DNA tamir mekanizmasi ve replikasyonu i¢in gerekli enzimleri inaktive ederler ve
hiicre iskeleti proteinlerini keserek hiicre zarinin tomurcuklanmasina neden olurlar.
(Sekil 27) (Coskun ve Ozgiir 2011; Cooper ve Hausman 2015; Escobar ve ark. 2015;
Green ve Llambi 2015; Kolb ve ark. 2017).
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Sekil 27. Apoptozda gorev alan kaspazlar.
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/f/fb/Apop1.png/600px-
Apopl.png Erisim Tarihi: 12.02.2018

Apoptoz ekstrensek ve intrensek olmak iizere iki yolla gerceklesir.
2.6.1.2.Ekstrensek Yolak

Ekstrensek yolaga; baslica FAS ve TNFR aracilik etmektedir. Bu yolak, DNA
hasar1 (radyoterapi, kemoterapi ilaglar1), hormonlar (timositlerdeki kortikosteroidler),
6lim reseptorlerinin aktivasyonu (CD95/APO-1/FAS; tiimor nekroz faktor reseptor:
TNFR), sitokinler, hormonlar ve patojenler (Mycobacterium ve Chlamydia

pneumoniae), sitotoksik T lenfosit ve dis etkenler (iskemi, toksinler, UV, radyasyon
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vb.) ile tetiklenir (Coskun ve Ozgiir 2011; Cooper ve Hausman 2015; Green ve Llambi
2015; Ranjan ve ark. 2016; Kolb ve ark. 2017).

Hiicre yiizeyindeki 6liim reseptorlerine (FAS, TNFR, DRS5) 6liim sinyallerinin
(FasL, TNF-o, TRAIL) baglanmasiyla reseptorler trimerik yap: kazanir. Bu sekilde
trimerik yap1 kazanan reseptorler; adaptor molekiilleri (FADD, TNFRD, DR5D) ve
prokaspaz-8 ile birleserek DISC yapisini olusturur. Bu birlesmeden sonra inaktif
durumdaki prokaspaz-8’in uzun ve kisa kollar kesilerek aktif kaspaz-8’in olusumu
saglanir. Aktif kaspaz-8 ya dogrudan ya da Bid’i keserek intrinsik mekanizmada
kaspaz-9’u aktive ettikten sonra dolayli olarak iki sekilde kaspaz-3’ii aktive eder. Her
iki yolla da aktif kaspaz-3 CAD (Kaspaz aktive edici DNaz) aktivasyonu ile DNA
fragmentasyonuna neden olur. (Coskun ve Ozgiir 2011; Cooper ve Hausman 2015;
Green ve Llambi 2015; Green ve Llambi 2015; Ranjan ve ark. 2016; Kolb ve ark.
2017).

2.6.1.3.intrensek Yolak

Intrinsik yolak; ilk olarak mitokondriyal olarak baslatilan olaylar1 iceren
reseptorlerin aracilik etmedigi siirectir; DNA hasari, hiicre i¢i kalsiyum artisi, pH
artis1, oksidatif stres (reaktif oksijen tiirii, ROS), radyasyon, kemoterapi ilaglar1 ve
endoplazmik retikulum stresi, metabolik ve/veya hiicre siklus bozukluklar1 ve hipoksi
ile tetiklenmektedir (Sekil 28) (Coskun ve Ozgiir 2011; Cooper ve Hausman 2015;
Green ve Llambi 2015; Ranjan ve ark. 2016; Kolb ve ark. 2017).

Intrinsik uyaranlar, B lenfosit 2 hiicreleri (Bcl-2) ailesinden olusan proteinlerin
(proapoptotik Bcl-2 iliskili X: BAX, Bcl-2 iligkili 6lim promotérii: BAD; Bcl-2
agonisti/Oldiiriiclisii: Bak ya da anti apoptotik Bcl-2; B lenfosit hiicreleri-makro
boyutu: Bcl-xL) aracilik ettigi mitokondriyal dis membran permeabilizasyonunu
(MOMP) tetikler. Bu, sitokrom c (cyt ¢)’nin mitokondriden sitoplazmaya salinarak
aktif proteaz faktor 1 (Apaf-1)’e baglanmasiyla kaspaz 9 ve sonra da kaspaz 3
aktivasyonuna neden olur. Her iki yol da sistein proteaz enzim ailesine ait olan
kaspazlarin aktivasyonunu igerir. (Sekil 28) (Coskun ve Ozgiir 2011; Cooper ve
Hausman 2015; Green ve Llambi 2015; Ranjan ve ark. 2016; Kolb ve ark. 2017).
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Hiicre ici sinyallerle apoptotik uyar1 alindiktan sonra proapoptotik proteinlerden
Bid; bir antiapoptotik protein olan Bcl-2’yi inaktive ederek Bax ve Bak’1 aktiflestirir.
Aktiflesen Bax ve Bak mitokondri membraninda por olusumunu indiikleyip zar
potansiyelini degistirir ve sitokrom ¢, Smac (Sekonder Mitokondri Kaynakli Kaspaz
Aktivatorii), Endo-G (Endonukleaz G), kalsiyum ve AIF (Apoptoz indiikleyici faktor)
saliimini uyarir. Sitokrom-C oksidatif fosforilasyon i¢in elektron tasir. SMAC, IAF
(Inhibitdr apoptotik faktor)’ii inhibe eder ve apoptozu hizlandirir. IAF nin ortamda
bulunmasi ise kaspaz-3 ve kaspaz-8 aktivasyonunu engeller. AIF, ¢cekirdege transloke
olur ve pargalara ayirir. ENDO-G de DNA’y1 parcgalar. Mitokondriyal porlardan
salman sitokrom-c, Apaf-1 (Apoptotik proteaz aktive eden faktér) ve ATP’nin
katilmasiyla sitozolde Apoptozom denen bir kompleks olusturur. Apoptozom kaspaz
9’u keserek aktiflestirir. Kaspaz-9 da prokaspaz-3’ii aktif kaspaz-3 haline getirir. Aktif
kaspaz-3 de ICAD (Inaktif kaspaz aktive edici DNaz)‘1 inaktiflestirerek CAD’1
serbestlestirir. CAD ise ¢ekirdekte kromatin yogunlagsmasmma ve DNA’nin
nukleozomal alt birimler halinde fragmante olmasina neden olur (Coskun ve Ozgiir

2011; Cooper ve Hausman 2015; Green ve Llambi 2015).
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Sekil 28. Apoptozun ekstrensek ve intrensek yolaklart ve siiregleri.
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2.6.2.0tofaji

Otofaji esas olarak bir metabolik krize (6rn., Diisiik ATP seviyeleri ve besin ve
amino asit yoksunluguna) yanit veren veya hasarli organelleri (6rn., Diisiik membran
potansiyeli olan mitokondri) ve protein agregatlarini gideren bir hayatta kalma
stirecidir ve okaryotik hiicrelere 6zgii, sitoplazmik kisimlarin, hiicre i¢i organellerin ve
proteinlerin lizozomlar ile kaynastiktan sonra hiicre bilesenlerine dereceli olarak geri
doniisiimiini saglayan otofagozom adi verilen ¢ift membranli vakuollere ayrilmasi ile
karakterize edilmektedir (Cooper ve Hausman 2015; Green ve Llambi 2015; Zhang ve
ark. 2015; Ranjan ve ark. 2016; Ross ve Pawlina 2016).

Otofaji, hasarli hiicrelerin yaninda fonksiyonel olmayan hiicresel organeller,
yanlis katlanan proteinler ve patojenler gibi hiicrenin istenmeyen komponentlerinin
elimine edilmesine olanak saglayan, diger bir yandan da hiicre sagkalimi ve de hiicre
6limiini kontrol eden ve organellerin sindirilen komponentlerinin geri dontisiimii ile
hiicre biiylimesi ve gelisimi i¢in yeniden kullanilmasini saglayarak hiicresel

homeostaziyi koruyan katabolik lizozom bagimli siiregle diizenlenir (Sekil 29)
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(Cooper ve Hausman 2015; Zhang ve ark. 2015; Ranjan ve ark. 2016; Ross ve Pawlina
2016; Pugsley 2017).

Otofaji, programli hiicre 6liimiiniin apoptotik olmayan bir alternatif mekanizmasi
olup tip 2 programli hiicre 6limii olarak da adlandirilan bu siire¢ non-apoptotik, non-
nekrotik hiicre 6limidiir ve degisik derecelerde bozulma gosteren sitoplazmik igerige
sahip artmis sayida otofajik vezikiil iceren ¢esitli morfolojik 6zellikleri i¢erir (Sekil 24
ve 29) (Cooper ve Hausman 2015; Green ve Llambi 2015; Escobar ve ark. 2015;
Ranjan ve ark. 2016).

Bir¢ok dnemli fizyolojik fonksiyona sahip olan otofaji; 6ziinde ¢evresel hasar,
kimyasal dalgalanmalar, metabolik yoksunluk ve patojene maruz kalma gibi strese
tepki olarak oncii bir sagkalim stratejisidir ve hiicrelerin, sil bastan protein ve ATP
sentezi i¢in hiicre i¢i substrati parcalayarak biyosentetik ve enerjik islevlerini
muhafaza etmesine izin verir (Zhang ve ark. 2015; Ranjan ve ark. 2016; Kolb ve ark.

2017).

Apoptozdan farkli olarak; otofajide kromatin yogunlasmasi gibi ¢ekirdege 6zgii
degisiklikler cok daha sonra ortaya ¢ikmakta, kaspaz bagimli bir siire¢ olmadig1 icin
DNA merdivenleri ve apoptotik cisim olusumu goriillmemekte ve 6li hiicrelerin
makrofajlar tarafindan fagosite edilmesi apoptozda goriildiigiinden ¢cok daha sonra ve

rastgele gerceklesmektedir (Goziiagik ve ark. 2011; Karadag 2016).
Otofaji ti¢ farkl sekilde gerceklesebilir.

1. Mikrootofaji: Normal fizyolojik kosullarda kiiciik sitoplazmik ¢oziinebilen
proteinlerin lizozom membranina invaginasyonuyla, lizozom igine alinip
yavas ve siirekli olarak degredasyonunun yapilmasidir.

2. Makrootofaji: Otofajik hiicre Oliimiinii olusturan temel mekanizmadir.
Sitoplazmanin bir kisminin ya da bir organelin otofagozom adi verilen bir
vakuol olusturmak {izere endoplazmik retikulumdan olusan izolasyon
membrani ile sarilmasi ve otofagozom igine alinip daha sonra lizozomlarla
birleserek meydana gelen degredasyondur. Baslica Atg genleri tarafindan
kodlanan proteinlerce gergeklestirilen bir siiregtir. LC3 otofagozom

olusumunda 6nemli bir rol oynar (Sekil 29)
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Kritik metabolik ara maddelerin mevcudiyetini saglamak i¢in besin aglig1 ve
biyoenerjik basarisizlik gibi metabolik stres altinda beslenen katabolik bir
islemdir. Ayrica hasarli organellerin (mitokondri dahil), protein agregatlarinin ve
enfekte edici organizmalarin uzaklastirilmasinda da 6nemlidir (Green ve Llambi

2015).

3. Saperon aracili otofaji: Belli bir peptid sekansli sitozolik proteinlerin
molekiiler saperonlarla kompleks olan 1s1 sok proteini Hsp73 tarafindan
taninmasi ve lizozomlara taginmasidir (Sekil 29). Besin yoksunlugunda aktive
olan ve yikilan proteinlerde hedefleme sinyali ve lizozom membrani iizerinde
spesifik bir reseptoriin bulunmasin1 gerektiren bir siirectir (Cooper ve
Hausman 2015; Escobar ve ark. 2015; Karadag 2016; Ranjan ve ark. 2016;
Ross ve Pawlina 2016; Kolb ve ark. 2017).
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Sekil 29. Otofaji tipleri ve temel mekanizmalart.
http://www.cell.com/cms/attachment/588206/4490116/gr1.jpg Erisim Tarihi
12.02.2018
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Otofajinin temel mekanizmasinda yer alan genler ilk olarak mayada ¢aligilmas,
daha sonra bu genlerin homologlart C. Elegans, Drosophila, fare ve insanda

tanimlanmistir (Goziiagik ve ark 2011; Karadag 2016).

Otofatagoz olusumu ve olgunlagsmasi, multi tip otofajilasyonlu (ATG) proteinlerin
ardisik fonksiyonu ile diizenlenir. Islem, kinaz Unc-51 benzeri kinaz 1 (ULKI),
FIP200 ve ATGI13'ten olusan bir baglama kompleksinin aktivasyonu ile baglar. Bu
kinaz kompleksinin aktivitesi dogrudan iki ana metabolik kontrol noktasi tarafindan
diizenlenir: rapamisin kompleksi 1 (mMTORCI1) ve AMP ile aktive edilmis protein
kinaz (AMPK) memeli hedefi (Sekil 30) (Green ve Llambi 2015).

Saglikli hiicrelerde, mTORCI1, ULK1 ve ATG13"lin fosforilasyonu yoluyla ug
baslama kompleksini inhibe eder. Metabolik stres (6rn., Amino asit yoksunlugu)
tizerine, ULT1 ve ATG13'in mTORCI aracilt inhibisyonu ortadan kalkar. Aksine,
AMPK olusum baslama kompleksini harekete gegirir. ATP sentezi, bir hiicrede ATP
tilkketiminin taleplerini karsilayamadiginda, AMP ve ADP, AMPK'yi aktive eder. Aktif
AMPK, mTORCI1 aktivitesini baskilayarak ve dogrudan ULK1'i fosforile ederek
aktiflestirir ve otofajiyi dolayli olarak destekler. Bu nedenle, mTORC1'in inhibe
edildigi ve/veya AMPK'nin aktive edildigi kosullar, kompleksinin aktivitesine
girmektedir (Sekil 30) (Green ve Llambi 2015).
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Sekil 30. Otofagozom olusumu (Green ve Llambi 2015).

Baglama kompleksi, beclin 1, bir simf III PI3K (Vps34) ve protein kinaz
Vpsl5'den olusan bir baslatma kompleksini baslatir ve aktive eder, bu da lipid
fosfatidilinositol 3 fosfatin (PI3P) iiretilmesine yol agar. Baslama kompleksinin
aktivitesi, birka¢c bagimsiz sinyalleme yolu ile negatif olarak diizenlenir. Akt direkt
olarak 1'i fosforile eder, boylece 14-3-3'e baglanir Beclin-1-14-3-3 kompleksleri, ara
filamentlerin bir bileseni olan vimentin ile izole edilir. Aktive edilmis bu sitoiskelet
izolasyonu, baslangi¢ kompleksinin lipit kinaz aktivitesini azaltir. Bu nedenle, biiylime
faktorleri ve PI3K-AKT yolu, dogrudan beclin 1 yolu ve dolayli olarak mTOR yolu
boyunca otofajiyi inhibe edebilir. Beclin 1, baglama kompleksinin lipid kinaz
aktivitesini diizenleyen birkag ek partner (Vps34 ve Vpsl5'e ek olarak) kazandiran bir
iskele proteinidir. Otofaji indiiksiyonu iizerine, AMBRA1, ULK]1 tarafindan fosforile
edilir ve otofagozom formasyonunu saglamak igin sitoiskeletten salinir (Sekil 30)

(Green ve Llambi 2015).
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Otofagozomun uzamasi ve kapanisi, iki farkli fakat tamamlayici ubikuitin benzeri
protein konjugasyon sistemleri ile diizenlenir: ATG5-12 ve LC3-PE konjugasyon
yollar1 (Sekil 30). Her iki yol da, baslama kompleksi tarafindan {iiretilen PI3P
araciligiyla fagofora katilan tek bir E1-ligaz benzeri aktive edici enzim olan ATG7
tarafindan baglatilir. Birincisi, kiiciik bir protein olan ATG12, bir trimester baglantisi
ile ATG7nin aktif bolge sistein kalintisina kovalent olarak baglanir. Daha sonra
ATG12, trimester degisimi yoluyla, ATGI10'a ATGS5'e aktarilan bir E2-benzeri
konjuge enzim olan ATGI10'a aktarilir. Son olarak, ATG5-ATG12 konjugati,
olusturucu fagforu stabilize etmek ve ikinci konjugasyonu tamamlamak i¢in gerekli
olan genis bir multimerik kompleks olusturmak tizere ATG16L'yi kovalent olarak
toplar. LC3-PE (fosfatidiletanolamin) konjugasyon yolu, sistein proteaz1 ATG4
tarafindan LC3'lin ayrilmasindan sonra baglatilir. LC3, ATG7'ye baglanir ve daha
sonra ATG3 E2 enzimine aktarilir. Daha sonra ATG5-ATG12-ATG16L kompleksi,
bir LC3-PE konjtigati (LC3-II olarak da anilir) olusturmak tizere, fosfatidiletanolamin
(PE) konjuge edici bir LC3 ligand1 olarak islev goriir (Sekil 30) (Green ve Llambi
2015).

Bu lipitlenmis, membrana bagli form olan LC3-II, otozagozomlarin lizozomlara
hedeflenmesi i¢in ¢ok 6nemlidir. Son bulgular, modifiye edici bir protein olan LC3'"in,
otofaji sirasinda otofagozomal bir membran olusturmak {izere, ubukikitinle benzeyen
essiz bir protein aktivasyonu ve konjugasyon sistemi tarafindan islendigini ortaya
koymustur. Otofagozum olusumu tamamlandiginda bir otolizozom olusturmak i¢in
lizozomlarla birlesir, boylece fagosite edilen materyali degrade eder. Bu filizyon olayzi,
her iki organelden alinan membranlar, lizozomdaki otofagozomal protein sentaksin 17
(Stx17), SNAP29 ve VAMPS arasindaki etkilesimi ile elde edilir. Ek olarak, iki
lizozomal protein, LAMP1 ve LAMP2, flizyon prosesi i¢in gereklidir ve bunlarin
yoklugunda, otofagozom, lizozomlara kaynasmaz (Asanuma ve ark. 2013; Green ve

Llambi 2015).
2.6.3.Paraptoz

Paraptoz, ilk olarak 2000 yilinda Sperandio ve arkadaslari tarafindan tanimlanan

ve biiyiik dl¢lide endoplazmik retikulumdan kaynaklanan sitoplazmik vakuolizasyon
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ile karakterize edilen bir programli hiicre 6liim tipidir (Zhang ve ark. 2015; Ranjan ve

ark. 2016; Torres-Ramirez ve ark. 2016).

Biyokimyasal olarak, kaspaz inhibitérlerine yanit vermeyen, kaspaz veya Bcl-2
ailesine ait proteinlerin asir1 ekspresyonundan etkilenmeyen ve dolayisiyla kaspaz
aktivasyonu gdstermeyen; morfolojik olarak apoptotik cisim ya da otofagozom
olusumu goriilmeyen, deneysel siirecte TUNEL analizlerine negatif ve Apaf-1
bagimsiz bir siirectir (Sekil 25 ) (Zhang ve ark. 2015; Ranjan ve ark. 2016; Torres-
Ramirez ve ark. 2016).

Endoplazmik retikulum; biyogenez, protein katlanmasi transportu ve sentezi,
kalsiyum depolanmasi ve salinimu ile hiicresel kalsiyum dengesinin saglanmasi ve lipit
biyosentezini iceren proteostasis (Okaryotik protein homeostasis) gibi siireglerde
anahtar rollere sahip olan énemli bir organeldir (Sekil 33) (Ross ve Pawlina 2016;
Yang ve ark. 2016; Cybulsky 2017).
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Sekil 31. Endoplazmik retikulumun sematik {i¢ boyutlu  gosterimi.
https://iif.elifesciences.org/lax:20468/elife-20468-figl-v1.tif/full/1500,/0/default.jpg
Erisim Tarihi: 12.02.2018

Taramal1 elektron mikroskobunda ultrastriiktiirel yapist sisterna adi verilen

birbirine bagli, membranla sinirli, bir dizi yassilagsmis keseler ile sisterna membraninin
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dis yiizeyine tutunan partikiiller (ribozomlar) seklinde izlenmektedir (Sekil 31) (Ross
ve Pawlina 2016).
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Sekil 32. Endoplazmik  retikulum elektron  mikroskobik  goriintiisii.

http://medlib.bu.edu/histology/i/21004loa.jpg Erisim Tarihi: 12.02.2018

Endoplazmik retikulum stresi; ¢oziinen ya da yanlis katlanan proteinlerin
sisternalarda birikmesiyle normal fizyolojik durumu bozmasi sonucu ortaya
¢ikmaktadir. Bunun yaninda kalsiyum azalmasi, hipoksi ve N-terminal glikozilasyonu
da endoplazmik retikulum mikrogevresini bozarak strese sebep olabilir. Endoplazmik
retikulumun normal fonksiyonlarina iyilestirilmesi, artmis endoplazmik retikulum
iligkili degradasyonu (Endoplasmic Retikulum Associated Degradation: ERAD) ve
protein sentezinin bloke edilmesini igeren katlanmamis protein yaniti (Unfolded
Protein Response: UPR) araciligi ile diizenlenir (Torres-Ramirez ve ark. 2016; Yang

ve ark. 2016).
UPR ¢ transdiiksiyon yolagi sinyalini icermektedir:

1. PERK (pankreasla iligkili endoplazmik retikulum kinaz)/elF2a (6karyotik
baslatic1 faktor 2 alfa)/ATF4 (aktive edici transkripsiyon faktorii 4)

2. IREla (inositol gerektiren enzim 1a)/XBP-1 (X-box baglayici protein)

3. ATF6a (aktive edici transkripsiyon faktorii 6a.)
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UPR vasitastyla, endoplazmik retikulum yiikii asagidaki {i¢ islemle hafifletilir:

1. Yeni sentezlenmis proteinlerin protein translasyonunu zayiflatmak suretiyle
ER'ye girisinin azaltilmasi,

2. Endoplazmik retikulum gen ekspresyonunu upregiile ederek protein katlanma
seviyesinde bir artigin saglanmast,

3. Endoplazmik retikulum iligkili degredasyon (ERAD) ve lizozom aracili
otofaji ile katlanmamis ve yanlis katlanan proteinlerin degredasyonu (Sekil

32) (Yang ve ark. 2016).
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Sekil 33. Endoplazmik retikulum stresindeki ii¢ transdiiksiyon yolagi ve ilgili

saperonlar.  http://www.clinsci.org/content/ppclinsci/118/1/19/F2.large.jpg  Erisim
Tarihi: 12.02.2018

Katlanmamis ve yanlis katlanan proteinler temel olarak ubiqutin proteozom
sistemi araciligiyla ERAD ile degrade edilmektedir, ancak ERAD bozuldugu zaman
lizozom aracili otofaji tetiklenir ve boylece lizozom aracili otofaji ikinci ERAD yolagi
olarak sOylenebilir. Bununla birlikte, UPR katlanmamis ve yanlis katlanmis
proteinlerle basa c¢ikamadiginda, hiicresel apoptoz, asir1 veya kalict endoplazmik
retikulum stresi, CHOP (C/EBP-homolog protein; biiyiime durmasi ve DNA hasarina

yol agabilen gen 153, GADD153; DNA hasar indiiklenebilir transkripsiyon 3, DDIT3),
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c-jun N-terminal kinaz (JNK) ve kaspaz bagimli yolaklar, insanda kaspaz-4
kemirgenlerde kaspaz-12 tarafindan tetiklenir. CHOP (C/EBP-homologu) proteini
endoplazmik retikulum stresine yanit veren indirgeyici hedeflerden biridir (Sekil 32)

(Torres-Ramirez ve ark. 2016; Yang ve ark. 2016).

Bcl-2 protein ailesi, anti-apoptotik ve pro-apoptotik iiyeleri iceren apoptotik
sinyalizasyonun temel regiilatdrlerindendir. Pro-apoptotik Bcl-2 proteinleri Bak ve
Bax; endoplazmik retikulum stresinin neden oldugu apoptoz siirecinde liimen
proteinlerine kars1 endoplazmik retikulum membran gecirgenligini diizenlerken anti-
apoptotik Bcl-2 ekspresyonunun downregulasyonu sirasinda CHOP ekspresyonu
yiikselmektedir. CHOP ayni1 zamanda non-apoptotik hiicre dliimii ile de iliskilidir

(Torres-Ramirez ve ark. 2016).

Glikoz diizenleyici protein 78 kDa (GRP78 ayni zamanda BIP olarak bilinir)
endoplazmik retikulum membranindaki PERK, IREla ve ATF6a ile etkilesim kuran
bir endoplazmik retikulum saperonudur. Bununla birlikte GRP78; PERK, IREla ve
ATF6a dan farkli yerde lokalize olmakta ve endoplazmik retikulum stresine yanit
olarak endoplazmik retikulum limenine salinmaktadir. GRP78, endoplazmik
retikulum stresine yanit siiresince anti apoptotik olarak davranir. Ovaryan graniiloza
hiicrelerinde GRP78 in ekspresyonu, ovaryan graniiloza hiicrelerinin apoptozunun
endoplazmik retikulum stresi araciligiyla indiikleyerek folikiiler atrezide bir sinyal
yolagi oldugu diisiiniilmektedir. GRP78 ve CHOP erken atrezik folikiillerin apoptotik
graniiloza hiicrelerinde belirgin bir sekilde artarken; atrezi siireci boyunca CHOP daha
da artis gosterirken GRP78 azalmaktadir. Bu veri in vitro deneylerle de desteklenmistir

(Yang ve ark. 2016).

CHOP, JNK ve kaspaz 4/12 proapoptotik olup endoplazmik retikulum stresi
aracilt apoptozu aktive eder. CHOP, iic UPR sinyal yolaginin (downstream) alt
basamagidir ve bir ya da daha fazlas1t UPR sinyali bagimlhidir (Sekil 32 ve 33) (Yang
ve ark. 2016).
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Sekil 34. Endoplazmik retikulum stresinde rol alan mekanizmalar.
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Onceki calismalarda, endoplazmik retikulum stresine yamit olusumu; immiin
yanit, inflamasyon, otofaji ve diyabet gibi metabolik hastaliklar, kemik ve eklem
hastaliklari, alzheimer gibi ndrolojik hastaliklar, kanser ve viral replikasyonu igeren
cesitli fizyolojik ve patolojik siire¢lerde rapor edilmistir. Buna ek olarak, bazi yeni
aragtirmalar, endoplazmik retikulum stresi yanitinin kadin iiremesiyle de ilgili
oldugunu ileri siirmiistiir. Escobar ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢aligmada, folikiiler
atrezi siirecinde graniiloza hiicrelerinin endoplazmik retikulumlarinin sisternalarinda
ve niiklear kilifta goriilen dilatasyona benzer degisimler bulunmus, ancak apoptoz ya

da otofajiye ait sinyallere rastlanmamistir (Escobar 2013; Yang ve ark. 2016).

Folikiiler atrezi nedenli infertilite, ovaryan graniiloza hiicrelerinin apoptozu

araciliglyla meydana gelmektedir. Oliim reseptdrii ve mitokondri aracili tip 1
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programlanmis hiicre 6limi (apoptoz), memeli overlerinde graniiloza hiicrelerinde
etkindir. Buna ek olarak tip 2 programli hiicre 6liimiiniin (otofaji) folikiiler atreziyi

indiikledigi ileri siiriilmektedir (Yang ve ark. 2016).

Endoplazmik retikulum stresi fizyolojik ve patolojik kosullarin neden oldugu
ovaryan ganiiloza hiicre apoptozu ve folikiiler atrezide rol oynayan yeni bir
mekanizmadir. Graniiloza hiicre apoptozunda endoplazmik retikulum stresinin
islevinin Olim reseptorli, mitokondri aracili apoptoz ve otofajinin aracilik ettigi
graniiloza hiicre olimiyle yakindan iligkili olup olmadigi bilinmemektedir; bu

potansiyel mekanizmanin daha fazla arastirilmasi gerekmektedir (Yang ve ark. 2016).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz, Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar
Arastirmalart Etik Kurulu’nun 25.04.2017 tarihli 77637435 karar numarali onayi ile
yapilmistir. Calismamizda histokimyasal, immiinohistokimyasal inceleme ve
degerlendirme igin gerekli malzemelerin alinmas1 Manisa Celal Bayar Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan 2017-149 numarali proje ile

desteklenmistir.
3.1.DENEY MODELININ OLUSTURULMASI

Calismamizda 8 haftalik 18 adet disi C57BL/6 cinsi fareler (KOBAY DENEY
HAYVANLARI LABORATUVARI SAN. VE TIC. A.S. Ostim Mah. 21. Cad. 520.
Sok. Agacisleri San. Sit. (Ivedik Organize Sanayi igi) Yenimahalle, ANKARA)
kullanildi. Fareler 3 giin boyunca (adaptasyon i¢in) herhangi bir saglik problemi
belirtisine kars1 gozlendi. Calisma boyunca hayvanlar stabil kosullar altinda (22°C
sicaklik ve %30-70 nem, aydinlik karanlik dongiisii 12/12 saat) tutuldu. Kuru pellet

yem ve ¢esme suyu ile beslenmeleri saglandi.

Adaptasyon siirecinden sonra fareler her bir grupta 6 adet fare olacak sekilde

kontrol, sham ve deney grubu olmak {izere 3 gruba ayirildi:

1. Kontrol grubu: Bu gruptaki farelere herhangi bir uygulama yapilmadi.

2. Sham grubu: Bu gruptaki farelere sadece intraperitoneal olarak serum
fizyolojik (Polifirm Ilag. San. ve Tic. A. S. Ergene, Tekirdag, TURKIYE)
enjekte edildi.

3. Deney grubu: Bu gruptaki farelere ise prematiire ovaryan yetmezlik modelini
olusturabilmek i¢in kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir
kemoterapotik olan siklofosfomid (sc-202117, Chem Cruz, Amerika),
intraperitoneal olarak ilk doz 70 mg/kg verildikten sonra 3 hafta boyunca iki

giinde bir 30 mg/kg olarak uygulandi (Resim 1).
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Resim 1. Intraperitoneal enjeksiyon

3.2. DENEYIN SONLANDIRILMASI iLE KAN VE DOKU ORNEKLERININ
ALINMASI

Ug haftalik enjeksiyon uygulamasinin ardindan; prematiire ovaryan yetmezlik
modelinin olusturuldugunun kontrolii amaciyla kandaki Folikiil Stimiile Edici Hormon
(FSH), Luteinizan Hormon (LH) ve dstradiol seviyelerine bakmak i¢in her bir fareden
genel anestezi altinda 10mg/kg ksilazin (Alfazyne, 0804125-11, Alfasan, Woerden,
Hollanda) ve 75mg/kg ketamin (Ketalar, 002038, Eczabibag1 Saglik Uriinleri San. ve
Tic. A.S., Lilleburgaz, Tiirkiye) kardiyak 3 ml kan alind1 (Resim 2). Daha sonra fareler

servikal dislokasyon yontemi ile sakrifiye edilerek over dokulart alindi (Resim 3).
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Resim 3. Ovaryumlarin cerrahi olarak ¢ikarilmast

3.3. KANDA HORMON SERUM SEVIiYELERINIiN BELIRLENMESI (ELiSA)

Kanda FSH, LH ve 6stradiol hormon serum seviyelerinin belirlenmesi i¢in her bir
fareden genel anestezi altinda intrakardiyak alinan kan ornekleri, 10-20 dakika
pihtilagsmast i¢in oda sicakliginda bekletildikten sonra 3000rpm’de 20 dk santifiij
(HETTICH Zentrifugen Mikro 22R, Almanya) edildi. Supernatant dikkatli bir sekilde
alindiktan sonra etiketlenerek -80°C’ye kaldirildi.
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Serum FSH, LH ve 6stradiol diizeyleri, ¢ift antikor sandvi¢ yontemiyle calisan
fare FSH, LH ve Ostradiol ticari kitleri kullanilarak (SHANGHAI YEHUA Biyolojik
Teknoloji Limited Sirketi, Sangay, Cin) manuel olarak ELISA cihazinda (ELISA
Reader cihazi, Thermo Scientific Multiskan GO, Waltham, Massachusetts, Amerika)

calisild.
3.3.1. Analizlerin Prensibi

Kitler ile birlikte gelen plakalar, sirasiyla folikiil stimiile edici hormon, liiteinizan
hormon ve ostradiole spesifik antikorlar ile kaplanmis olarak hazir sunulmaktadir. Bu
FSH, LH ve 6stradiol monoklonal antikorlar1 ile kaplanmis plakalara sirasiyla FSH,
LH ve 6stradiol hormonlar ilave edilerek inkiibe edildikten sonra streptavidin-HRP
ile birleserek immiin kompleks olusturmak {izere biotinle isaretlenmis FSH, LH ve
ostradiol antikorlar1 eklendi. Inkiibasyon ve yikamadan sonra baglanmamis enzimler
uzaklastirilarak ardindan A ve B substratlar1 eklendi. Substratlarin eklenmesiyle
maviye donen cozeltide meydana gelen reaksiyon stop soliisyonu (asid) ile rengin
sartya donmesiyle sonlandirildi.  Orneklerdeki renk degisimi 450 nm’de
spektrofotometrik olarak Olciilerek fare FSH, LH ve Ostradiol konsantrasyonlari ile

kiyaslandi.

Analiz Araligi: Standart egri i¢in kullanilan konsantrasyonlar; FSH (96, 48, 24,
12, 6, 3 ve 1,5 mIU/ml), LH (64, 32, 16, 8, 4, 2 ve 1 mIU/ml) ve 6stradiol (960,480,
240, 120, 60, 30 ve 15 mIU/ml) i¢in hesaplandi.

3.3.2.Reaktif Hazirhg:

Yikama Cozeltisi: 20 ml yikama tamponundan alinip distile su ile 600 ml yikama

¢Ozeltisi hazirlandi.

Standart: Belirlenen konsantrasyona gore standarttan 120 pl alinarak 120 pl
standart diliient ile sulandirild1 ve stok soliisyon elde edildi. Standartin igine 120 pl
diliientten koyulduktan sonra bu stoktan hazirlamak iizere 4 adet ependorfa 120 pl
diliient ilave edildi ve sirasiyla bir dnceki ependorftan 120 pl alinip takip eden

ependorfa bosaltildi.

Standart soliisyon FSH, LH ve Ostradiol i¢in ayr1 ayr1 tablodaki gibi hazirlanarak

standart diliisyonlar olusturuldu (Tablo 1)
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Tablo 1. ELISA standart ¢ozeltilerin hazirlanma prosediirii

FSH LH Ostradiol
96 64 960 ng/ml/ Standart No.7  120pl Orijinal Standart
ng/ml/ ng/ml/ + 120pul Standart
diliientler
48 ng/ml 32 ng/ml 480ng/ml  Standart No.6 120pl Standart No.7 +
120pl Standart diliientler
24 ng/ml 16 ng/ml 240 ng/ml Standart No.5  120pl Standart No.6 +
120ul Standart diliientler
12ng/ml 8ng/ml 120 ng/ml Standart No.4 120pl Standart No.5 +
120pl Standart diliientler
6 ng/ml 4 ng/ml 60 ng/ml  Standart No.3  120pl Standart No.4 +
120ul Standart diliientler
3ng/ml 2 ng/ml 30 ng/ml  Standart No.2 120pl Standart No.3 +
120ul Standart diliientler
1,5 1 ng/ml 15 ng/ml  Standart No.1  120pl Standart No.2 +
ng/ml 120pul Standart diliientler
3.3.3.Analiz Prosediirii

Numune eklenmesi:

e Bos kuyucuk: Ornek, biyotinle isaretlenmis anti FSH, LH ve Ostradiol

antikorlar1 ve streptavidin-HRP eklenmedi. Kromojen A&B soliisyonu ve

stop soliisyonu eklendi.

e Standart soliisyon kuyucugu: 50ul standart ve 50ul streptavidin-HRP eklendi

(antikorlar1 6nceden standart ile birlestirilmis oldugu i¢in biyotin antikoru

eklenmedi).

e Test edilecek ornek kuyucugu: 40ul 6rnek ve daha sonra kite gore 10ul FSH,

LH ya da 6stradiol antikoru ile 50pul streptavidin-HRP eklendi. Daha sonra
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plaka parafilm ile kaplanarak karismasi i¢in hafif¢e ¢alkalandi ve 37 °C’de 60
dakika inkiibe edildi.

Yikama: Parafilm dikkatlice ¢ikarildi ve kuyucuklar bosaltildi. Her bir kuyucuk
yikama soliisyonuyla doldurularak 30 saniye bekletildikten sonra yikama soliisyonu

cekilerek kuyucuklar kurutuldu. Bu prosediir bes kez tekrarlanarak plaka kurutuldu.

Renk Olusumu: ilk olarak her kuyucuga 50ul kromojen A soliisyonu eklendi ve
daha sonra yine her kuyucuga 50ul kromojen B soliisyonu eklendi. Karigtirmak i¢in
hafifce c¢alkalandi. Renk olusumu i¢in 1s1iktan korunarak 37 °C’de 10 dakika inkiibe
edildi.

Reaksiyonu Durdurma: Reaksiyonu durdurmak i¢in her kuyucuga 50ul Stop

sollisyonu eklendi (o anda renk maviden sariya degisti).

Olgiim: Bos kuyucuk sifir olarak almarak, her bir kuyucugun absorbans1 450 nm
dalga boyunda dl¢iildii (Olgiim, prosediire uygun sekilde stop soliisyonu eklendikten
sonra 10 dakika icinde gerceklestirildi.)

Istatistiksel Analiz: Standart konsantrasyonlarma ve ilgili absorbans degerlerine

gore istatistiksel analizler yapildi.
3.4. HISTOPATOLOJIK DEGERLENDIRME
3.4.1.Dokularin Takibi, Parafin Gomme ve Kesit Alma

Histopatolojik degerlendirme i¢in; farelerin sakrifiye edilmesinin ardindan over
dokular1 hizli bir sekilde alinarak %10’luk formalin soliisyonu (2014P6, Ostim O.S.B.
Mabh. 1235 Sok. No:112 Yenimahalle, Ankara) i¢erisinde 48 saat tespit edildi. 48 saatin
sonunda tespit edilen doku ornekleri, rutin parafin takip prosediiriine uygun sekilde
her bir doku etiketlenip bohgalanarak tepit soliisyonunun uzaklastirilmasi i¢in bir gece
akarsu altinda yikandi. Dokular, derecesi giderek artan etil alkol (1.00983.2511,
Merck, Darmstadt, Almanya) serileri ile (%60-70-80-90-96) dehidratasyonlar1 yapilip,
iki degisim ksilen (Surgipath, Birlesmis Milletler) ile seffaflagtirmalar1 saglandiktan
sonra, parafine emdirme asamasi uygulanip etiketlenerek parafine gémiildii (Tablo 2).
Elde edilen parafin bloklardan rotary mikrotomla (RM2245, Leica Microsystems,

Almanya) polilizin ile kapli lamlara dokunun bagladig: ilk kesitten itibaren herhangi
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bir atlama yapilmadan doku bitene kadar 5 um kalinliginda alinan seri kesitler

histokimyasal ve indirekt immiinohistokimyasal yontemler uygulanarak incelendi.

Tablo 2. Parafin takip prosediirii.

ISLEM KULLANILAN MADDE SURE
Tespit % 10’luk Formalin 48 saat
Akar su 1 gece
Dehidratasyon % 60’11k Etil Alkol V2 saat
% 70’1ik Etil Alkol 2 saat
% 80’lik Etil Alkol Y2 saat
%90’k Etil Alkol Y2 saat
% 100°liik Etil Alkol 1 saat
% 100°liik Etil Alkol 1 saat
Seffaflastirma Alkol-Ksilen Y2 saat
Ksilen 1 saat
Ksilen 1 saat
Infiltrasyon Ksilen—Parafin V2 saat
Parafin 1 saat
Parafin 1 saat

Gomme Parafin

3.4.2. Hematoksilen ve Eozin Boyamasi

Tim gruplara ait ovaryum dokularmin ilk seri kesitinden baslanarak her bes
kesitte bir tanesi secilip hematoksilen ve eozin boyamasi (Tablo 3) i¢in Oncelikle
etlivde (FN400, Niive Sanayi Malz. Ima. ve Tic. A.S. Saracalar Mahallesi, Saracalar
Mah. Saracalar Kiimeevleri No: 4/2, 06750 Akyurt/Ankara) 56°C de bir gece
bekletildi, ardindan bir saat ksilene (Surgipath, Birlesmis Milletler) alinarak
deparafinizasyonu saglandi. Bu islemden sonra derecesi azalan etil alkol
(1.00983.2511, Merck, Darmstadt, Almanya) serilerinin (%96-80-70-60) her birinde

ikiser dakika tutularak rehidratasyon islemi yapildi. Fazla alkoliin uzaklastirilmasi igin
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bes dakika akarsu altinda yikandiktan sonra ¢ekirdek boyamasi i¢in hematoksilende
(Harris Hematoksilen, Histo-med Medikal Lab. Sis. Im. San. Tic. Ltd. Sti. Alinteri
Bulv. Giil 86 Yap1 Koop. No: 1/13 Ostim, Yeni Mahalle, Ankara) ii¢ dakika tutularak,
fazla boyanin uzaklastirilmasi i¢in bes dakika akarsu altinda yikama yapildi.
Diferansiyasyon i¢in bir saniye asit alkole batirilan kesitler tekrar akarsuda bes dakika
yikandiktan sonra sitoplazma boyamasi i¢in eozinde (05-11007/L Bio-optica 20134
Milano, Italya) iki dakika bekletildi. Fazla boyanin uzaklastirilmasi icin akarsuda bes
dakika yikanan kesitler dehidratasyon icin sirasiyla %80’lik ve %96’lik etil alkolde
birer dakika bekletildikten sonra seffaflastirma islemi igin bir saat ksilende bekletildi.
Bir saatin sonunda entellan (107961.0500, MERCK, Darmstadt, Almanya) ile
kapatilarak kurumaya birakilan lamlar 151k mikroskobunda (OLYMPUS BX43,

Tokyo, Japonya) incelenerek fotograflandi.
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Tablo 3. Hematoksilen Eozin boyama prosediirii

ISLEM KULLANILAN SURE
MADDE
Deparafinizasyon 56 °C Etiivde 1 Gece
Ksilen 1 Saat
Rehidratasyon % 96’k Etil Alkol 2 Dakika
%80’lik Etil Alkol 2 Dakika
% 70’lik Etil Alkol 2 Dakika
% 60’k Etil Alkol 2 Dakika
Yikama Akar su 5 Dakika
Boyama Hematoksilen 3 Dakika
Yikama Akar su 5 Dakika
Diferansiyasyon Asit-alkol 1 saniye
Yikama Akar su S Dakika
Boyama Eozin 2 Dakika
Yikama Akar su 5 Dakika
Dehidratasyon %380’lik Etil Alkol 1 Dakika
% 96’11k Etil Alkol 1 Dakika
Seffaflagtirma Ksilen 1 Saat
Kapama Entellan

3.4.2.1. Folikiil Sayim
Takip eden seri kesitlerdeki folikiillerin siniflandirilmasi igin;

Tip 1: Primodiyal Folikiil, oositin etrafi tek katli yass1 graniiloza hiicreleri ile

cevrili olan folikiiller

Tip 2: Primer Folikiil, oosit unilaminar ya da mutlilaminar kiibik graniiloza

hiicreleri ile ¢evrili olan folikiiller

Tip 3: Sekonder Folikiil, oosit tek tabakadan fazla kiibik graniiloza hiicreleri ile

cevrili, gozle goriiliir bir antrum yapist olmayan folikiiller
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Tip 4: Antral Folikiil, oositin etrafi ¢ok tabakali kiibik graniiloza hiicreleri ile
cevirili ve bir ya da daha fazla antum boslugu ve muhtemelen kumulus ooforus, teka

tabakasi igeren folikiiller

Tip 5: Atrezik Folikiil, ovulasyon olmadan dejenerasyon siirecine girmis folikiil,
oosit niikleusu kiiciiliip biiziilmiis, kromozomlar ve sitoplazma erimis, graniiloza hiicre
tabakast azalmig ve folikiller membran hiicreleri hipertrofik olan seklinde
degerlendirilmistir ( Hirshfield ve Midgley 1978; Wang ve ark. 1991; Borgeest ve ark.
2002; Yan ve ark. 2018).

3.5. INDIREKT iMMUNOHISTOKIMYASAL BOYAMA

Avidin-Biyotin-Peroksidaz teknigi ile Indirekt immiinhistokimyasal ydntem igin
(Tablo 4); formalin (2014P6, Ostim O.S.B. Mah. 1235 Sok. No:112 Yenimabhalle,
Ankara) ile tespit edilip parafine gomiildiikten sonra rotary mikrotom (RM2245, Leica
Microsystems, Almanya) ile polilizin kapli lamlara alinan 5 pm kalinligindaki seri
kesitler kullanild1. Over kesitleri deparafinizasyon i¢in 1 gece 60°C etiivde (FN400,
Niive Sanayi Malz. Ima. ve Tic. A.S. Saracalar Mahallesi, Saracalar Mah. Saracalar
Kiimeevleri No: 4/2, 06750 Akyurt/Ankara) bekletildikten sonra iki degisim ksilen
(Surgipath, Birlesmis Milletler ile muamele edildi. Rehidratasyon i¢in, azalan etil alkol
(1.00983.2511, Merck, Darmstadt, Almanya) serilerinden (%96-80-70-60) gecirildi.
Distile su ile 10 dakika yikandiktan sonra fosfat tampon soliisyonu (PBS- 00-3002,
Invitrogen, Life Technologies, Amerika) ile ii¢c defa beser dakika yikandi. Kesitler
%0,5’lik tripsin (TSS155, ScyTek Lab, Logan Utah Amerika) soliisyonu i¢inde 37°C
de 10 dakika tutuldu. Doku endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dakika
%3’liik hidrojen peroksit (H202-1.08597.2500, MERCK, Darmstadt, Almanya )
uygulandiktan sonra kesitler li¢ defa beser dakika PBS ile yikandi. Bloklama
sollisyonu ile oda sicakliginda 1 saat bekletildi. Hiicre 6liim mekanizmalarinin
varliginin belirlenmesi i¢in kesitler otofaji ile ilgili anti-Lamp1 (sc-20011, Santa Cruz,
Dallas, Teksas, Amerika) ve anti-MAP LC3p (sc-271625, Santa Cruz, Dallas, Teksas,
Amerika), paraptoz ile ilgili anti-CHOP (Abp50978, Abbkine, Wuhan, Cin) ve anti-
GRP78 (sc-376768, Santa Cruz, Dallas, Teksas, Amerika), apoptoz ile ilgili anti-
kaspaz 3 (sc-56053, Santa Cruz, Dallas, Teksas, Amerika), anti-kaspaz 8 (sc-70501,
Santa Cruz, Dallas, Teksas, Amerika) ve anti-kaspaz 9 (sc-56076, Santa Cruz, Dallas,
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Teksas, Amerika) primer antikorlari ile (Tablo 5) 18 saat +4°C’de inkiibe edildi.
Primer antikor ile inkiibasyondan sonra PBS ile ii¢ defa yikanan kesitler biotinle
isaretlenmis hidrojen peroksidaz sekonder antikoru (SHP125, ScyTek Lab, Logan,
Utah, Amerika) ile 30 dakika boyandi ve tekrar PBS ile yikandiktan sonra kesitlere 30
dakika streptavidin (SHP125, ScyTek Lab, Logan, Utah, Amerika) uygulandi.
Immunoreaktivitenin gériiniirliigiinii saptamak amaciyla diaminobenzidine (DAB-
ACK125, SkyTek Lab, Logan, Utah, Amerika) ile 5 dakika boyanan kesitlerin, artalan
boyamasi ise Mayer’s hematoksilen (HMM999, ScyTek Lab, Logan, Utah, Amerika)
ile saglandi. %80 ve %95°lik alkollerde dehidratasyon islemi gergeklestirilen kesitler,
30 dakika ksilen ile seffaflastirma isleminden sonra entellan (107961.0500, MERCK,
Darmstadt, Almanya) ile kapatildi ve 151k mikroskobu (OLYMPUS BX43, Tokyo,

Japonya) ile incelenerek fotograflar: ¢ekildi.
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Tablo 4. Indirekt immiinohistokimya prosediirii

ISLEM KULLANILAN MADDE SURE
Deparafinizasyon 60°C Etiivde 1 Gece
Ksilen 1 Saat

Ksilen 1 Saat
Rehidratasyon %96’k Etil Alkol 2 Dakika

% 80’lik Etil Alkol 2 Dakika

%70’lik Etil Alkol 2 Dakika

% 60’k Etil Alkol 2 Dakika
Yikama Distile su 10 Dakika

Fosfat Tampon Soliisyonu 3x5 Dakika

(PBS)

Permeablizasyon %0,5’1ik Tripsin Soliisyonu 37°C de 10 dakika
Yikama Fosfat Tampon Soliisyonu 3x5 Dakika

(PBS)

Endojen Peroksidaz %3’liik Hidrojen Peroksit 5 Dakika
Inhibasyonu (H202)
Yikama Fosfat Tampon Soliisyonu 3x5 Dakika

(PBS)

Bloklama Soliisyonu 1 saat
Inkiibasyon Primer Antikor 18 saat +4°C’de
Yikama Fosfat Tampon Soliisyonu 3x5 Dakika

(PBS)

Sekonder Antikor 30 Dakika

(Biotinle isaretlenmis

hidrojen peroksidaz)

Yikama Fosfat Tampon Soliisyonu 3x5 Dakika

(PBS)

Streptavidin 30 Dakika
immiinoreaktivite Diaminobenzidine (DAB) 5 Dakika
Artalan Boyama Mayer’s hematoksilen
Dehidratasyon %80°lik Etil Alkol 1 Dakika

%96’k Etil Alkol 1 Dakika
Seffaflastirma Ksilen 1 Saat
Kapama Entellan
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Tablo 5. immiinohistokimya i¢in kullanilan primer antikorlar

PRIMER ANTIKOR MARKA / KAT NO DILUSYON
Anti-Lampl Santa Cruz / sc-20011 1/100
(Mouse monoclonal)

Anti-MAP LC3p Santa Cruz /sc-271625  1/100
(Mouse monoclonal)

Anti-CHOP Abbkine / Abp50978 1/100
(Rabbit polyclonal)

Anti-GRP78 Santa Cruz /sc-376768  1/100

(Mouse monoclonal)
Anti-kaspaz 3 Santa Cruz / sc-56053 1/100
(Mouse monoclonal)
Anti-kaspaz 8 Santa Cruz / sc-70501 1/100
(Mouse monoclonal)
Anti-kaspaz 9 Santa Cruz / sc-56076 1/100

(Mouse monoclonal)

3.6. TUNEL ANALIZi

Apoptotik hiicre Sliimiiniin belirlenmesinde Terminal Transferase dUTP Nick
End Labeling (TUNEL-Millipore LOT: 2869035, Burlington, Massachusetts,
Amerika) boyama yontemi kullanildi (Tablo 6). Almman 5 um’lik seri kesitler,
deparafinizasyon icin 1 gece 60°C etiivde bekletildikten sonra iki kez ksilen ile
muamele edildi. Rehidratasyon i¢in, azalan etil alkol (1.00983.2511, Merck,
Darmstadt, Almanya) serilerinden (%96-80-70-60) gegirildi. Ardindan distile su ile
10 dakika yikandi. Fosfat tampon soliisyonu (PBS- 00-3002, Invitrogen, Life
Technologies, Amerika) ile ii¢ defa beser dakika yikandiktan sonra 1/500 oraninda
PBS ile diliie edilen 20pug/ml Proteinaz-K 37°C’de 15 dakika uygulandi. PBS ile beser
dakika ii¢ kez yikamayi takiben 5 dakika %3’liik hidrojen peroksit ile muamele
edildikten sonra yeniden 5’er dakika 3 kez PBS ile oda 1sisinda yikandi. Ornekler 5
dakika Equilibration buffer ile oda 1sisinda tutulduktan sonra TdT-enzimi ile nemli

atmosferik ortamda 37°C’de 60 dakika plastik lameller kesitleri kapatacak sekilde
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bekletildi. Siirenin ardindan Stop Wash Buffer ile 10 dakika bekletildikten sonra
Antidioksigenin Peroksidaz Konjugati ile 30 dakika muamele edilen 6rnekler beser
dakika ii¢ kez PBS ile yikandi. Ardindan DAB (Diaminobenzidin) ile boyama
yapilarak, birka¢ kez distile su ile yikandi. Artalan boyamas1 Mayer’s Hematoksilen
ile yapildi. Kor yontemle TUNEL pozitif hiicreler saptandi ve sonuglar istatiksel olarak
degerlendirildi.
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Tablo 6. TUNEL prosediirii

ISLEM KULLANILAN MADDE SURE
Deparafinizasyon 60°C Etiivde 1 Gece
Ksilen 1 Saat
Ksilen 1 Saat
Rehidratasyon %96’k Etil Alkol 2 Dakika
% 80’11k Etil Alkol 2 Dakika
%70’lik Etil Alkol 2 Dakika
% 60’11k Etil Alkol 2 Dakika
Yikama Distile su 10 Dakika
Fosfat Tampon Soliisyonu 3x5 Dakika
(PBS)
Permeablizasyon Proteinaz-K 37°C’de 15 dakika
Yikama Fosfat Tampon Soliisyonu 3x5 Dakika
(PBS)
Endojen Peroksidaz %3’liik Hidrojen Peroksit 5 Dakika
Inhibasyonu (H20»)
Yikama Fosfat Tampon Soliisyonu 3x5 Dakika
(PBS)
Equilibration buffer 5 Dakika
Inkiibasyon TdT-enzimi 60 dakika 37°C’de
Yikama Stop Wash Buffer 10 Dakika
Antidioksigenin 30 Dakika
Peroksidaz Konjugati
Yikama Fosfat Tampon Soliisyonu 3x5 Dakika
(PBS)
Streptavidin 30 Dakika
Immiinoreaktivite Diaminobenzidine (DAB) 5 Dakika
Artalan Boyama Mayer’s hematoksilen
Dehidratasyon %80’lik Etil Alkol 1 Dakika
%96’k Etil Alkol 1 Dakika
Seffaflagtirma Ksilen 1 Saat
Kapama Entellan
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3.7.ISTATISTIKSEL ANALIiZ

Veriler, Tukey-Kramer ¢oklu karsilastirma testi ile one way ANOV A kullanilarak
analiz edildi. Gruplar arasindaki farkliliklar ortalama + standart sapma olarak verildi

ve istatistiksel olarak anlamli farkliliklar p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1.BIYOKIMYASAL SONUCLAR

Prematiire ovaryan yetmezlik modelinin olusturuldugunun dogrulanmas: igin
deneyin sonlandirilmasindan sonra farelerden alinan kan 6rneklerindeki FSH, LH ve
ostradiol serum seviyeleri ELISA yontemi ile degerlendirildi. Kontrol ve sham
grubuna gore POY grubunda FSH ve LH seviyeleri (Kontrol grubu; FSH:6,79+1,73,
LH:3,93+1,19; Sham grubu; FSH:8,89+£1,89, LH:4,89+3,72; POY grubu;
FSH:10,98+3.,45, LH:5,11£1,51) artarken Ostradiol seviyesinin (Kontrol grubu;
Ostradiol:119,05£19,63; Sham grubu; Ostradiol:112,85+48,24; POY grubu;
Ostradiol: 107,93+27,22) azaldig1 fakat bu sonuglarin istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 gozlendi (Tablo 7, Sekil 35).

Tablo 7. Gruplara gore kandaki serum hormon seviyeleri.

FSH LH OSTRADIOL

KONTROL 6,79+1,73 3,93+1,19 119,05+19,63
SHAM 8,89+1,99 4,89+3,72 112,85+48,24
POY 10,98+3,45 5,11+£1,51 107,93+27,22

Hormon Serum Seviyeleri
140
120
100
80
60
40

20

0 e B ——
FSH LH Ostradiol

B KONTROL mSHAM POY

Sekil 35. Kandaki serum hormon seviyelerinin analizi
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4.2. HISTOPATOLOJIK SONUCLAR

Deneyin sonlandirilmasindan sonra servikal dislokasyon ile sakrifiye edilen
hayvanlardan alinan ovaryum dokularinin histopatolojik ve immiinohistokimyasal

degerlendirmeleri 151k mikroskobu altinda yapildi.
4.2.1.Hematoksilen Eozin Sonuc¢lar1

Kontrol, sham ve POY gruplarina ait ovaryum dokularinin hematoksilen eozin
boyamalarinin 151k mikroskobu altinda incelemesi sonucunda, kontrol ve sham
grubunda gelisen folikiil tiplerinin hemen hemen hepsi gozlenirken (Resim 4 ve 5),
POY grubuna ait ovaryumlar gelisen folikiilden yoksun daha ¢ok atrezik folikiillerden

zengindi (Resim 6).

Kontrol grubunda, ovaryum dokusunun distan tek katli kiibik germinal epitel ile
sarili oldugu ve hemen altinda gevsek bag dokusu yapisindaki tunika albugineanin yer
aldig1 izlenmigtir. Ovaryumun korteks tabakasinda gelisen folikiillerden; etrafi tek
katl yass1 epitel ile ¢evrili primordiyal folikiiller, tek katli (unilaminar) ve ¢ok katl
(multilaminar) kiibik epitelle ¢evrili primer folikiiller, etrafi iki tabakali teka hiicreleri
ile ¢cevrilen ve antruma sahip sekonder folikiiller ve belirgin bir antrum yapisi, korona
radiata ve kumulus ooforus ile karakterize graaf folikiiller1 ve kan damarlar ile

ovaryum stromasini i¢ceren medulla kismi ayirt ediliyordu (Resim 4).

Sham grubunda, kontrol grubuna benzer sekilde folikiiler yapilarin varlig izlendi

(Resim 5).

POY grubunda ise ovaryum dokusunda stromal hiperplazi ile kontrol grubunda
yer alan folikiiler yapinin bozuldugu, preantral ve antral folikiillerin sayisinin 6nemli
Olciide azaldig1 ve bunun yaninda atrezik folikiil yapisinin hakim oldugu goriiliirken,

graaf folikiil yapisinin olmadig1 gézlendi (Resim 6).
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KONTROL GRUBU

A.Ovaryum Gelisen Folikiiller

C.Sekonder Folikiil D.Graaf Folikiil

Resim 4. Kontrol grubu Hematoksilen Eozin boyamalar1 (Olgek: A: 100pm, B: 10um,
C: 10pum, D: 20 pm).
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100 pm

A.Ovaryum Gelisen Folikiiller

C.Sekonder Folikul D.Graaf Folikiil

Resim 5. Sham grubu Hematoksilen Eozin boyamalar1 (Olgek: A:100um, B: 10pum,
C: 20pm, D: 50um).
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POY GRUBU

A.Ovaryum Gelisen Folikiiller

P T AR
2 7 ,‘( - . e . A v =
. B "
v‘ - > eme

C.Atrezik Folikiiller D.Atrezik Folikiil

Resim 6. POY grubu Hematoksilen Eozin boyamalar1 (Olgek: A: 100pum, B: 10um,
C: 20pm, D: 10um)..

4.2.2.Folikiil Sayimi Sonuclari

Seri kesitlerden yapilan folikiil sayimi sonuglarina gore; istatistiksel olarak
kontrol ve sham grubuna ait folikiil sayilar1 hemen hemen ayni iken POY grubunda
primordiyal, unilaminar ve multilaminar primer, sekonder ve graaf folikiil sayisi
anlamli bir bigimde azalmis olup atrezik folikiil sayisinin artmig oldugu gozlendi

(Sekil 36).
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Folikiil Sayimi
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PRIMORDIYAL ~UNILAMINAR MULTILAMINAR ~ SEKONDER  GRAAF FOLIKUL ATREZIK FOLIKUL
FOLIKUL PRIMER FOLIKUL PRIMER FOLIKUL FOLIKUL

Folikll Tipleri

Ortalama Folikul Sayisi

m KONTROL mSHAM POY

Sekil 36. Folikiil sayim1 sonucu gruplar arasi ortalama folikiil dagilimi [a: Kontrol ve
sham grubuna gore anlamli olarak farkli (p<0.01), b: Kontrol ve sham grubuna gore
anlamli olarak farkli (p<0.001), c: Kontrol grubuna gére anlamli olarak farkli (p<0.01),
d: Kontrol grubuna gore anlamli olarak farkli (p<0.001), e: Kontrol grubuna gore
anlamli olarak farkli (p<0.001), f: Sham grubuna gore anlamli olarak farkli (p<0.01),
g: Kontrol grubuna gore anlamli olarak farkli (p<0.01), h: Sham grubuna gdre anlaml
olarak farkli (p<0.001), 1: Kontrol ve sham grubuna gore anlamli olarak farkl

(p<0.01)].
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4.3.IMMUNOHISTOKIMYASAL SONUCLAR

Tim gruplara ait farelerden alinan ovaryum dokularinin immiinohistokimyasal

incelemesi sonucunda;

Anti-kaspaz 3 immiinoreaktivitesi, primordiyal ve unilaminar primer folikiillerde
POY grubunda folikiiler hiicrelerde hafif/orta (+/++) siddette izlenirken kontrol ve
sham gruplarinda hafif (+) siddette gdzlendi. Multilaminar primer, sekonder ve graaf
folikiillerinin kontrol ve sham gruplarinda graniiloza hiicrelerinde anti-kaspaz 3
immiinoreaktivitesi hafif (+) olarak izlendi. POY grubunda ise bu folikiiller gozlenmez
iken bu folikiillerin yerine atrezik folikiillerde anti-kaspaz 3 immiinoreaktivitesi

hafif/orta (+/++) olarak saptandi (Resim 7, Sekil 37).

KONTROL SHAM POY

Anti Kaspaz 3

Resim 7. Tiim gruplara ait Anti-Kaspaz 3 immiinohistokimyasal boyamasi1 (Olgek:

10pm).

Kaspaz 3 immiinoreaktivitesi
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Sekil 37. Anti-kaspaz 3 immiinoreaktivitesinin folikiillere gore dagilimi [a: Kontrol ve

sham grubuna gore anlamli olarak farkli (p<0.001)].
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Anti-kaspaz 8 immiinoreaktivitesi, primordiyal ve unilaminar primer folikiillerde
POY grubunda folikiiler hiicrelerde ve oositlerde hafif/orta (+/++) siddette izlenirken
kontrol ve sham gruplarinda folikiiler hiicrelerde hafif (+) siddette gozlendi.
Multilaminar primer, sekonder ve graaf folikiillerinin kontrol ve sham gruplarinda
anti-kaspaz 8 immiinoreaktivitesi hafif (+) olarak izlendi. POY grubunda ise bu
folikiiller gozlenmez iken bu folikiillerin yerine atrezik folikiillerde anti-kaspaz 8

immiinoreaktivitesi orta (++) siddette saptandi1 (Resim 8, Sekil 38).

KONTROL SHAM POY
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Anti Kaspaz 8

Resim 8. Tiim gruplara ait Anti-Kaspaz 8 immiinohistokimyasal boyamasi. (Olgek:
10pm).

Kaspaz 8 immiinoreaktivitesi
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H Kontrol ®mSham mPQOY

Sekil 38. Anti-kaspaz 8 immiinoreaktivitesinin folikiillere gore dagilimi [a: Kontrol ve

sham grubuna gore anlamli olarak farkli (p<0.001)].
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Anti-Kaspaz 9 immiinoreaktivitesi, primordiyal ve unilaminar primer folikiillerde
POY grubunda folikiiler hiicrelerde ve oositlerde orta (++) siddette izlenirken kontrol
ve sham gruplarinda folikiiler hiicrelerde hafif (+) siddette gozlendi. Multilaminar
primer, sekonder ve graaf folikiillerinin kontrol ve sham gruplarinda graniiloza
hiicrelerinde anti-kaspaz 9 immiinoreaktivitesi hafif olarak izlendi. POY grubunda ise
bu folikiiller gozlenmez iken bu folikiillerin yerine atrezik folikiillerde anti-kaspaz 9

immiinoreaktivitesi orta (++) siddette saptandi1 (Resim 9, Sekil 39).
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Resim 9. Tiim gruplara ait Anti-Kaspaz 9 immiinohistokimyasal boyamasi1 (Olgek:
10pm).

Kaspaz 9 immiinoreaktiviitesi
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Sekil 39. Anti-kaspaz 9 immiinoreaktivitesinin folikiillere gore dagilimi [a: Kontrol ve

sham grubuna gore anlamli olarak farkli (p<0.001)].
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Anti-Lamp 1 immiinoreaktivitesi, primordiyal ve unilaminar primer folikiillerde
POY grubunda folikiiler hiicrelerde ve oositlerde hafif/orta (+/++) siddette izlenirken
kontrol ve sham gruplarinda folikiiler hiicrelerde hafif (+) siddette gozlendi.
Multilaminar primer, sekonder ve graaf folikiillerinin kontrol ve sham gruplarinda
graniiloza hiicrelerinde anti-Lamp 1 immiinoreaktivitesi hafif (+) olarak izlendi. POY
grubunda ise bu folikiiller gézlenmez iken bu folikiillerin yerine atrezik folikiillerde
anti-Lamp 1 immiinoreaktivitesi hafif/orta (+/++) siddette saptand1 (Resim 10, Sekil
40).

Lamp 1

Resim 10. Tiim gruplara ait Anti-Lampl immiinohistokimyasal boyamas1 (Olgek:
10pm).
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Sekil 40. Anti-Lamp1 immiinoreaktivitesinin folikiillere gore dagilimi [a: Kontrol ve

sham grubuna gore anlaml olarak farkli (p<0.001)].
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Anti-MAP LC3p immiinoreaktivitesi, primordiyal ve unilaminar primer
folikiillerde POY grubunda folikiiler hiicrelerde ve oositlerde orta (++) siddette
izlenirken kontrol ve sham gruplarinda folikiiler hiicrelerde hafif (+) siddette gozlendi.
Multilaminar primer, sekonder ve graaf folikiillerinin kontrol ve sham gruplarinda
graniiloza hiicrelerinde anti- MAP LC3f immiinoreaktivitesi hafif (+) olarak izlendi.
POY grubunda ise bu folikiiller gozlenmez iken bu folikiillerin yerine atrezik
folikiillerde anti- MAP LC3p immiinoreaktivitesi orta (++) siddette saptandi (Resim
11, Sekil 41).

KONTROL SHAM POY

MAP LC3p

Resim 11. Tiim gruplara ait Anti-MAP LC3p immiinohistokimyasal boyamasi (Olgek:
10pm).
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Sekil 41. Anti-MAP LC3 immiinoreaktivitesinin folikiillere gére dagilimi [a: Kontrol
ve sham grubuna gore anlamli olarak farkli (p<0.001)].
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Anti-CHOP immiinoreaktivitesi, primordiyal ve unilaminar primer folikiillerde
POY grubunda folikiiler hiicrelerde ve oositlerde orta (++) siddette izlenirken kontrol
ve sham gruplarinda folikiiler hiicrelerde hafif (+) siddette gozlendi. Multilaminar
primer, sekonder ve graaf folikiillerinin kontrol ve sham gruplarinda graniiloza
hiicrelerinde anti-CHOP immiinoreaktivitesi hafif (+) olarak izlendi. POY grubunda
ise bu folikiiller gdzlenmez iken bu folikiillerin yerine atrezik folikiillerde anti- CHOP

immiinoreaktivitesi orta (++) siddette saptandi1 (Resim 12, Sekil 42).

KONTROL SHAM POY

CHOP

Resim 12. Tiim gruplara ait Anti-CHOP immiinohistokimyasal boyamas1 (Olgek:
10pm).
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Sekil 42. Anti-CHOP immiinoreaktivitesinin folikiillere gore dagilimi [a: Kontrol ve

sham grubuna gore anlamli olarak farkli (p<0.001)].
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Anti-GRP78 immiinoreaktivitesi, primordiyal ve unilaminar primer folikiillerde
POY grubunda folikiiler hiicrelerde ve oositlerde orta (++) siddette izlenirken kontrol
ve sham gruplarinda folikiiler hiicrelerde hafif (+) siddette gozlendi. Multilaminar
primer, sekonder ve graaf folikiillerinin kontrol ve sham gruplarinda graniiloza
hiicrelerinde anti-GRP78 immiinoreaktivitesi hafif (+) olarak izlendi. POY grubunda
ise bu folikiiller gozlenmez iken bu folikiillerin yerine atrezik folikiillerde anti-

GRP78immiinoreaktivitesi orta (++) siddette saptandi (Resim 13, Sekil 43).
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GRP78

.:m

Resim 13. Tiim gruplara ait Anti-GRP78 immiinohistokimyasal boyamas1 (Olgek:
10pm).
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Sekil 43. Anti-GRP78 immiinoreaktivitesinin folikiillere gére dagilimi [a: Kontrol ve
sham grubuna gore anlamli olarak farkli (p<0.001)].
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4.4.TUNEL SONUCLARI

Teka hiicreleri, graniiloza hiicreleri ve oositte yer alan apoptotik hiicrelerin 151k
mikroskobu altinda sayilmasi sonucunda, kontrol ve sham grubuna ait ovaryum
dokulariin POY grubuna goére daha az apoptotik hiicreye sahip oldugu goriildii
(Resim 14 ve Sekil 44).
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Sekil 44. TUNEL Analizi Sonuglari
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5. TARTISMA

Prematiire ovaryan yetmezlik, ovaryan rezervin yoklugu, fonksiyonsuzlugu ya da
erken tilkenmesi ile karakterize edilen, diinyadaki kadinlarin yaklasik %1’ ini
etkileyerek, 40 yasindan oOnce kadinlarda amenore ve hipergonadotropik
hipoestrogenizme neden olan, etiyolojisi net olarak aydinlatilamamis heterojenik bir
hastalik olup hali hazirda efektif bir tedavisi bulunmamaktadir (Kristensen ve
Andersen 2018; Yan ve ark. 2018; Yin ve ark. 2018). Spontan POY; genetik,
otoimmiinolojik, inflamatuar, enzim eksikligi, metabolik ya da siklikla idiyopatik
nedenleri igerirken, indiiklenen POY c¢ogunlukla cerrahi (bilateral oofektomi),
kemoterapi ve radyoterapi gibi onkolojik tedavilerden kaynaklanmaktadir (Kristensen
ve Andersen 2018). POY hastalarinda, ovaryum rezervinin erken tiilkenmesini
durduracak ya da yavaslatacak efektif bir tedavi bulunmamaktadir (Zhang ve ark.
2018). POY ile birgok etiyolojik faktoriin iliskilendirilmis olmasina ragmen, ovaryum
fonksiyon bozukluklarina neden olan mekanizmalarin yeterince anlagilamamis olmasi
nedeniyle potansiyel tedavilerin gelistirilmesi i¢in kapsamli arastirmalarin yapilmasi

gereklidir (Grasa ve ark. 2016).

Primordiyal folikiil gelisimi ve aktivasyonunun anormal kontrolii 40 yasin
altindaki kadinlarin %1-3’iinii etkileyen ve vakalarin %70'inden fazlasinda idiyopatik
prematiire ovaryan yetmezlige neden olur. Heterojen bir spektruma yol acan iki ana
etiyolojik mekanizma vardir. Ilki folikiil yoksunlugudur (afolikiiler POY), ikinci
mekanizma ise degisken bir folikiil popiilasyonunun varliginda folikiil
disfonksiyonudur (folikiiler POY). Folikiiler POY wvakalarin yaklasik %50’sini
olusturur. Her ne kadar bazi faktorler POY ile iliskili olsa da, vakalarin ¢ogunda
nedensel mekanizma agik degildir ve bu nedenle POY modelleri kullanilarak daha

fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir (Grasa ve ark. 2016).

Calismamizda kadin infertilitesinin en 6nemli sebeplerinden biri olan prematiire
ovaryan yetmezlik fare modelinin olusturulmast ve POY’da goriilen ovaryum
rezervinin tilkkenmesine neden olan folikiiler atrezi siirecinde rol oynayan hiicre 6liim
mekanizmalarindan apoptoz, otofaji ve paraptozun immiinohistokimyasal yontemlerle

arastirilmasi amacglanmustir.
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Son zamanlarda prematiire ovaryan yetmezlik ile ilgili artan ¢aligmalar ile POY
semptomlarint 6nlemek ve iyilestirmek i¢in birgok terapotik yontem uygulanmis ve
hem etiyolojiye yoOnelik hem de tedavi amacli ¢esitli POY hayvan modelleri
olusturulmustur (Zhang ve ark. 2016). Hayvan modelinin olusturulma basarisi,
hormon degisiklikleri, ovaryan folikiil matiirasyonu ve hasarli ovaryum dokusu gibi
baz1 standartlara baglhdir. ideal hayvan modeli, POY klinik semptomlarmi hizli bir
sekilde simiile edebilmelidir. Insanlarda POY'un altinda yatan molekiiler
mekanizmalarin daha i1yi anlasilmasi i¢in bazi mutant fare modelleri gelistirilmistir
(Jagarlamudi ve ark. 2010, Zhang ve ark. 2016). Literatiirde ¢cok sayida aday gen
oldugu disiiniildiigiinde, birgok mutant POY hayvan modelinin, kullanim
gereksinimlerini karsilayamadigi ve koruyucu yontemlerin arastirilmasinda yaygin
olarak kullanilamadig1 diisiiniilmektedir. Deney hayvanlarinda, alkilleyici ajanlar,
metotreksat, 6 merkaptopurin ve adriamisin gibi indiikleyici maddeler POY olusumu

ile ilgili 6zellikleri sergilemektedir (Zhang ve ark. 2016).

Literatiirde; yaygin olarak siklofosfamid ile indiiklenen POY hayvan modeli
kullanildig1 ve overlere toksik etki yaptig1 gosterilmistir. Bununla birlikte POY modeli
olusturmak i¢in kullanilacak siklofosfamid dozu ve ilag siiresi ile ilgili farkli bilgiler
bulunmaktadir (Zhang ve ark. 2016). Bu nedenle, giincel ¢aligmalarin amaci, yaygin
olarak kullanilan, farelerde prematiire ovaryan yetmezlik gelisimi i¢in ovaryan hasara
neden olabilen siklofosfamid gibi kemoterapétik alkilleyici ilaglar1 aragtirmak ve
ovaryan hasarin gelisimine neden olan hiicre 6liimiinii incelemektir (Luo ve ark. 2017,

Xiong ve ark. 2017).

Bu ¢alismada prematiire ovaryan yetmezlik modeli, en ¢ok kullanilan ve ovaryum
doku hasar1 yaptigi kanitlanmis olan siklofosfamid ile olusturularak en siklikla
kullanilan doz olarak ilk uygulama i¢in intraperitoneal 70 mg/kg verildikten sonra 3

hafta boyunca iki giinde bir 30 mg/kg olarak uygulanda.

Siklofosfamid ile POY fare modelinin olusturuldugu, alinan kan 6rneklerindeki
serum FSH ve LH seviyelerindeki artis ve Ostradiol seviyesindeki diisiis ile
biyokimyasal olarak dogrulanmistir. Fonksiyonel folikiillerin gelisimi ve
matilirasyonu, ovaryumda Ostradiol salgilanmasinit dogrudan diizenleyen hipofizden

salgilanan FSH’a baglidir. Ovaryan hasar biyokimyasal olarak 6lgiilen azalmis serum
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Ostradiol diizeyi ile artmis serum FSH ve LH diizeyleri ile gosterilebilir (Luo ve ark.
2017). Zhang ve arkadaglari c¢esitli prematiire ovaryan yetmezlik modellerini
olusturarak karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda siklofosfamid ile olusturulan POY
modelinde FSH, LH ve 6stradiol serum konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gore
anlamli bir fark olmadigini, fakat siklofosfamid grubunda LH serum
konsantrasyonunun kontrole gore artmis oldugunu gostermislerdir (Zhang ve ark.
2016). Yapilan bir bagka ¢alismada, POY modeli C57BL/6 farelerde siklofosfamid ve
busulfan verilerek olusturulmus ve kontrole gore serum Ostradiol diizeyinin azalmas,
FSH diizeyinin artmis oldugu saptanmistir (Luo ve ark. 2017). Dang ve arkadaslari,
0,5 gr kobalt 60 y radyasyon ile POY modeli olusturmuslar ve kontrole gére POY
olusturulan grupta azalmis Ostradiol ile artmis FSH ve LH diizeyleri bulmuslardir
(Dang ve ark 2015). Yan ve arkadaglar1 d-galaktoz ile olusturduklar1 POY modelinde
aldiklar1 kan 6rnekleri sonucunda kontrol grubuna gére POY grubunda FSH ve LH
seviyesinin arttigini, Ostradioliin ise azaldigini rapor etmislerdir (Yan ve ark. 2018).
Liu ve arkadaslari, C57BL/6 cinsi farelere siklofosfamid uygulayarak olusturduklar
POY modelinde ayn1 dozda serum fizyolojik uyguladiklar1 kontrol grubuna goére POY
grubunda FSH seviyesinin arttigini, ostradioliin ise azaldigin1 bulmuslardir (Liu ve
ark. 2016b). Xiong ve arkadaslarinin siklofosfamid uygulamasiyla C57BL/6 cinsi disi
farelerde POY modeli olusturduklar1 ¢alismada kontrol grubuna gére POY modelinde
FSH ve LH seviyelerinin arttigimi bununla birlikte Ostradioliin azaldigini rapor
etmislerdir (Xiong ve ark. 2017). Yin ve arkadaslar1 freund adjuvant ile tamamlanmis
ZP3 uygulamasi ile olusturduklar1 POY modelinde kontrole gore dstradiol seviyesinin
azaldigimi buna karsilik FSH ve LH seviyelerinin arttigini rapor etmislerdir (Yin ve
ark. 2018). Xu ve arkadaslan tripterygium glikozit uygulamasi ile Sprague—Dawley
cinsi si¢anlarda olusturduklar1 POY modelinde kontrol grubuna gére FSH seviyesinin
arttigin1 ve Ostradiol seviyesinin diistiigiinti belirlemislerdir (Xu ve ark. 2017). Bu
calismada istatistiksel olarak anlamli olmasa da kontrol ve sham grubuna gére POY
olusturulan grupta azalmis Ostradiol ile artmis FSH ve LH serum seviyelerinin
saptanmast  biyokimyasal olarak prematiire ovaryan yetmezlik modelinin

olusturuldugunu desteklemektedir.

Disi gametleri, ovaryumda graniiloza hiicreleri olarak bilinen tek bir tabaka
halinde somatik hiicrelerle ¢evrelenen her biri immatiir oosit igeren primordiyal
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folikiillerde saklanir. Ovulasyonu saglayan tiim matiir hormon iireten folikiiller ve
oositler, dogumda ovaryumlarda bulunan primordiyal folikiil havuzundan elde edilir.
Bu nedenle primordiyal folikiillerin sayis1 gelecekteki fertilite ve ovaryan endokrin
fonksiyonun kritik bir belirleyicisidir. Reprodiiktif yasam boyunca, primordiyal
folikiillerin sayisi, biiyiimeye basladiklarinda, mayozu yeniden bagslattiklarinda,
ovulasyonda ve yaygin olarak folikiiler atreziye ugrayarak dlmeleri nedeniyle yavas
yavas azalir. Yasa bagh infertilite ve daha sonra menapoz primordiyal folikiillerin
tilkkenmesi ile meydana gelir. En Onemlisi, folikiill havuzu erken tiikense bile,
dogumdan sonra yeni primodiyal folikiillerin yapilmas1 miimkiin degildir (Nguyen ve

ark. 2018).

Alman ovaryum Orneklerinin  histopatolojik incelemeleri icin yapilan
hematoksilen eozin boyamasinda kontrol ve sham grubunda ovaryum germinal epiteli,
gevsek bag doku yapisindaki tunika albuginea ve korteks tabakasinda primordiyal,
primer, sekonder ve graaf folikiillerin net bir sekilde ayirt edildigi bunun yaninda
kontrol ve sham grubuna gére POY grubunda ovaryum yapisinin bozuldugu, gelisen
folikiil say1sinin azalmasiyla atrezik folikiillerde belirgin bir artis oldugu gozlenmistir.
Yan ve arkadaslarinin d-galaktoz ile indiikleyerek olusturduklart POY modeli
ovaryumlarmin hematoksilen eozin boyamasi sonucunda yaptiklari folikiil sayiminda,
kontrol grubuna gore POY grubunda primordiyal folikiil sayisinin azaldigini atrezik
folikiillerin en c¢ok d-galaktoz ile indiikklenen POY grubunda oldugunu
gozlemlemislerdir (Yan ve ark. 2018). Nguyen ve arkadaslar1 yabanil tip ve transgenik
fare modelleri ile yaptiklar1 ¢aligmada, siklofosfamid ve sisplatin uygulamasi ile
olusturduklart POY modelinde, 6zellikle yabanil tipte kematerapétiklerin ovaryum
hasarina ve folikiil kaybina neden oldugunu vurgulamiglardir (Nguyen ve ark. 2018).
Xiong ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada siklofosfamid ile olusturduklar1 POY
modeli farelerden aldiklar1 ovaryumlarin folikiil sayiminda kontrol grubuna gére POY
grubunda normal folikiillerin azaldig1 ve atrezik folikiillerin arttigini rapor etmislerdir
(Xiong ve ark 2017). Zhang ve arkadaglar1 yaptiklar: bir calismada fare ve siganlarla
siklofosfamid, busulfan, sisplatin, 4-vinililsikloheksen diepoksit uygulamasi ile
olusturduklar1 POY modellerinden siklofosfamid ile uygulama yapilan POY grubunda
kontrol grubuna gore ovaryumdaki folikiillerde hasar olustugunu o6zellikle antral
folikiillerde graniiloza hiicreleri ve oositin hafif dejenerasyon ve nekroza sahip
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oldugunu bulmuslardir (Zhang ve ark. 2016). Luo ve arkadaslar1 siklofosfamid ve
busulfan ile olusturduklart POY modelinde kontrol grubundan farkli evrede birgok
folikiil oldugunu ancak POY grubu ovaryumlarinda stromal hiperplazi ve bunun
yaninda preantral ve antral folikiil sayisinin énemli 6l¢lide azaldigini, ovaryumun
atrezik folikiillerle dolu oldugunu rapor etmislerdir (Luo ve ark. 2017). Dang ve
arkadaglari, 0,5 gr kobalt 60 y radyasyon ile POY modeli olusturduklar1 ¢alismada
kontrole gore POY grubunda folikiil sayisinin anlamli bi¢imde azaldigini rapor
etmiglerdir (Dang ve ark 2015). Liu ve arkadaslari, C57BL/6 cinsi farelere
siklofosfamid uygulayarak olusturduklart POY modelinde ayn1 dozda serum fizyolojik
uyguladiklari kontrol grubuna gére POY grubunda atrezik folikiil sayisinin anlamli bir
bicimde arttigin1 bulmuslardir (Liu ve ark. 2016a). Barberino ve arkadaslarinin Swiss
cinsi disi farelerde sisplatin uygulamasi ile ovaryan hasar olusturduklar1 ¢alismada
kontrol grubuna gore sisplatin uygulanan grupta normal folikiil sayisinin olduk¢a
azaldigin1 bulmuslardir (Barberino ve ark 2017). Xu ve arkadaslari tripterygium
glikozit uygulamas1 ile Sprague—Dawley cinsi sicanlarda olusturduklar1 POY
modelinde kontrol grubunda ovaryumlarinda korteks ve medulla histolojik
goriiniimiiniin normal oldugu inflamatuvar hiicre ya da ovaryan fibroz olmadigi, farkli
evrelere ait birgok folikiil oldugu gozlenirken POY grubunda ise azalan primordiyal
ve primer folikiil sayis1 ve mevcut matiir folikiillerin oositlerinin degrade oldugu ve
ovaryum korteks ve medulla histolojisinin anormal bir goriinlimde oldugu
gozlenmistir (Xu ve ark. 2017). Bu calismada seri kesitlerden yapilan folikiil sayimi1
sonuclarina gore; istatistiksel olarak kontrol ve sham grubuna ait folikiil sayilart hemen
hemen ayni iken POY grubunda primordiyal, unilaminar ve multilaminar primer,
sekonder ve graaf folikiil sayist anlamli bir bicimde azalmis olup atrezik folikiil
sayisinin artmis oldugu gozlendi. Boylece siklofosfamid ile C57BL/6 cinsi disi
farelerde prematiire ovaryan yetmezlik modelinin gelistirildigi hem biyokimyasal hem

de histopatolojik olarak dogrulanmustir.

Folikiiler gelisim siirecinde ovulasyondan dnce ovaryum folikiillerinin %99’u
folikiiler atrezi adi verilen bir siirecle degrade olmaktadir. Bu siiregte graniiloza
hiicrelerinin temel olarak apoptoz ile hiicre 6liimiine gittikleri bilinse de ayn1 zamanda
otofajinin de bu siirecte goriilen bir hiicre 6liimii oldugu dogrulanmistir (Meng ve ark
2018, Shen ve ark 2018). Bunlara ek olarak morfolojik ve biyokimyasal olarak
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apoptozdan ayrilan, endoplazmik retikulum ve/veya mitokondri
sismesi/dilatasyonundan kaynaklanan sitoplazmik vakuolizasyon ile karakterize,
morfolojik olarak apoptotik cisim ya da otofagozom olusumu gostermeyen bir hiicre
Oliimii olan paraptozun da bu siirecte rol aldig1 saptanmistir (Torres-Ramirez ve ark.

2016, Tsai ve ark 2017).

Calismamizda ovaryumda folikiiler atrezi siirecinde goriilen hiicre Olim
mekanizmalarindan apoptozun varligini gostermek i¢in; kaspaz 3, kaspaz 8 ve kaspaz
9, otofajinin varligini géstermek icin; Lampl ve MAP LC3p ve paraptozun varligini
gostermek icin; GRP78 ve CHOP primer antikorlarinin indirekt mmiinohistokimyasal

boyamalar1 yapilmistir.

Yapilan immiinohistokimyasal ¢alismalarda kontrol ve sham grubuna goére POY
grubu farelerde apoptozun ekstrensek yolak belirteci olan kaspaz 8, intrensek yolak
belirteci olan kaspaz 9 ve efektor kaspaz olan kaspaz 3 immiinoreaktivitelerinin
anlamli bir bigimde artmis olmast, apoptozun tetiklendigini dogrulamaktadir. Buna ek
olarak yapilan TUNEL analizi ile ovaryumdaki apoptotik hiicre sayisinin kontrol ve

sham grubuna gore POY grubunda daha fazla oldugu gosterilmistir.

Meng ve arkadaslar1 Wistar cinsi siganlarin preantral ve antral folikiillerindeki
hiicre 6lim tiplerinden apoptoz ve otofajiyi arastirdiklari ¢alismada elde ettikleri
ovaryumlarda kaspaz 3 immiinohistokimyasal analizi sonucunda saglikli preantral ve
antral folikiillerin graniiloza ve teka hiicrelerinde boyanma gozlenmedigi, ancak
atrezik antral folikiillerin graniiloza tabakasinda kaspaz 3 pozitif boyanmaya sahip
bircok apoptotik hiicre oldugu rapor edilmistir (Meng ve ark. 2018). Xu ve arkadaslari
tripterygium glikozit uygulamasi ile Sprague—Dawley cinsi si¢anlarda olusturduklari
POY modelinde kaspaz 3 immiinohistokimyasal boyamasiin kontrol grubuna gore
daha artmis oldugu bunun yaninda bazi hiicrelerin yogun cekirdek ile daha kiigiik ve
kompakt ve diizensiz sekilli oldugunu, apoptozun ileri seviyesindeki hiicrelerin ise
cekirdeklerinin fragmante oldugu, vakuolizasyon ve apoptotik cisim olusumu ile
sonuglandigini rapor etmislerdir (Xu ve ark. 2017). Escobar ve arkadaglarinin folikiiler
atrezi siirecinde graniiloza hiicrelerindeki apoptotik ve otofajik hiicre Olimiinii
incelemek i¢in Wistar cinsi disi siganlarla yaptiklari ¢alismada ovaryum dokularinda,

elektron mikroskobu ile gozlemledikleri sitoplazmik vakuollerin yanisira 151k
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mikroskobu altinda belirledikleri atrezik folikiillerin graniiloza hiicrelerinde normal
folikiillere gore aktif kaspaz 3 immiinoreaktivitesinin ve TUNEL pozitif hiicrelerin
anlamli bir bi¢gimde arttigin1 bulmuslardir (Escobar ve ark 2013). Barberino ve
arkadaglarinin  Swiss cinsi farelerde sisplatin uygulamasi ile ovaryan hasar
olusturduklart calismada kontrol grubuna goére uygulama grubu ovaryumlarin
graniiloza hiicreleri ve oositlerinde TUNEL pozitif hiicrelerin ve aktif kaspaz 3
immiinoreaktivitesinin istatistiksel olarak anlamli bir bi¢imde arttig1 gosterilmistir
(Barberino ve ark. 2017). Luo ve arkadaslar1 C57BL/6 farelerle olusturduklar1 POY
modelinde yaptiklart TUNEL analizi sonucunda kontrol grubuna gére POY grubunda
daha fazla apoptotik hiicre oldugunu rapor etmislerdir. (Luo ve ark. 2017).

Bu calismada primordiyal ve unilaminar primer folikiilde kaspaz 3, 8 ve 9
immiinoreaktivitelerinin POY grubunda kontrol ve sham grubuna gore anlamli olarak
arttigi ve TUNEL pozitif hiicrelerin POY grubunda kontrol ve sham gruplarina gore
daha fazla oldugu saptanmistir. POY grubunda ovaryum dokusunun hasarina bagl
olarak multilaminar primer folikiil, sekonder ve graaf folikiilleri kesitlerde
izlenmemistir. Bununla birlikte bu folikiillerin yerini atrezik folikiillerin aldig1 ve
kaspaz 3, 8 ve 9 immiinoreaktivitelerinin orta siddette izlendigi ve TUNEL pozitif
hiicrelerin oldugu izlenmistir. POY grubunda primordiyal, unilaminar primer ve
atrezik folikiillerde kaspaz 3, 8 ve 9 immiinoreaktiviteleri ile TUNEL pozitif hiicrelerin

varlig1 folikiiler atrezi etiyolojisinde apoptozu desteklemektedir.

Otofaji, 6karyotik hiicrelere 6zgii, sitoplazmik kisimlarin, hiicre i¢i organellerin
ve proteinlerin lizozomlar ile kaynastiktan sonra hiicre bilesenlerine dereceli olarak
geri doniisimiinii saglayan otofagozom adi verilen c¢ift membranli vakuollere
ayrilmasi ile karakterize dinamik bir stirectir. Otofaji, programli hiicre 6liimiiniin bir
tipi olup, bu siire¢ non-apoptotik, non-nekrotik hiicre 6liimiidiir ve degisik derecelerde
bozulma gosteren sitoplazmik icerige sahip artmis sayida otofajik vezikiil iceren ¢esitli
morfolojik 6zellikleri igerir (Cooper ve Hausman 2015; Escobar ve ark. 2015; Ranjan

ve ark. 2016).

Lamp'lar (lizozom ile iligkili zar proteinleri), ifadesi farkli dokular arasinda
degisebilen ve bundan dolay1 farkli fonksiyonlarinin oldugu diisiiniilen, lizozomlarin

zarinda bulunan bir glikozile protein ailesini temsil eder. Otofajide, iki lizozomal
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protein, Lampl ve Lamp2, flizyon iglemi icin gereklidir ve bunlarin yoklugunda,
otofagozom, lizozomlara kaynasamaz. Ayrica, memeli sistemlerinde otofajiyi
tanimlayan anahtar biyolojik belirte¢, mikrotiibiil iliskili protein 1A/1B-hafif zincir 3
(LC3) olarak tanmimlanmaktadir. Otofaji sirasinda sitozolik LC3-1, LC3-II'yi
olusturmak icin fosfatidiletanolamine konjuge edilir. Otofaji sirasinda sitoplazmik
LC3, otofagozomal membranlara toplanir; otofagozom daha sonra otolizozom
olusturmak i¢in lizozom ile birlesir (Asanuma ve ark. 2003; Green ve Llambi 2015;

Alessandrini ve ark. 2017; Pugsley 2017)

Bu c¢alismada ovaryumda folikiiler atrezi siirecinde goriilen hiicre Olim
mekanizmalarindan apoptozun yami sira otofajinin de varligini goéstermek icin
otofagozomun lizozomla kaynagmasinda rol oynayan proteinler olan Lampl ve MAP
LC3B primer antikorlarmin dagilimi indirekt immiinohistokimya yontemi ile
incelenmistir. Primordiyal, unilaminar primer ve atrezik folikiillerde Lamp1 ve MAP
LC3pB immiinoreaktivitelerinin POY grubunda, kontrol ve sham gruplarina gore artmis

oldugu izlenmistir.

Bizim bulgularimizla uyumlu olarak, Torres-Ramirez ve arkadaglarinin Wistar
cinsi farelerle yaptiklar1 calismada oOstrus siklusunda aldiklar1 ovaryumlardaki
folikiilleri normal ve bozulmus olarak aywrmis folikiiler atrezi siirecinde otofaji
varligin1 dogrulamak i¢in Lamp1 ve LC3 ile yaptiklari immiinohistokimya sonucunda
bozulmus folikiillerde normal hiicrelere goére daha fazla ekspresyon oldugunu
bulmuslardir (Torres-Ramirez ve ark. 2016). Meng ve arkadaslar1 Wistar cinsi
sicanlarin preantral ve antral folikiillerindeki hiicre 6liim tiplerinden apoptoz ve
otofajiyl arastirdiklar1 calismada elde ettikleri ovaryumlarda MAP LC3p
immiinohistokimyasal analizi sonucunda saglikli ve atrezik preantral folikiillerin
graniiloza hiicrelerinde siddetli derecede MAP LC3PB boyamasi gozlenirken teka
hiicrelerinde boyanmanin belli belirsiz oldugu, saglikli ve atrezik antral folikiillerin
graniiloza hiicrelerinde siddetli derecede MAP LC3p boyanmasi gozlenirken teka
hiicrelerinde ve oositte boyanma olmadigin1 saptamiglardir (Meng ve ark. 2018).
Escobar ve arkadaglarinin folikiiler atrezi siirecinde graniiloza hiicrelerindeki
apoptotik ve otofajik hiicre Sliimiinii incelemek i¢in Wistar cinsi disi siganlarla

yaptiklar1 ¢alismada ovaryum dokularinda, elektron mikroskobu ile gézlemledikleri
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sitoplazmik vakuollerin yanisira 151k mikroskobu altinda belirledikleri atrezik
folikiillerin ~ graniiloza  hiicrelerinde  normal  folikiillere = gére  LC3
immiinoreaktivitesinin anlamli bir bigimde arttigin1 bulmuslardir (Escobar ve ark
2013). POY grubunda, Lampl ve MAP LC3p immiinoreaktivitelerinin kontrol ve
sham grubuna gore Ozellikle atrezik ve primordiyal folikiillerde artmis olmasi

graniiloza hiicrelerinin §liimiine otofajinin de neden oldugunu diistindiirmiistiir.

Yakin zamanda yapilan g¢alismalarla ortaya ¢ikan endoplazmik retikulumdan
kaynaklanan sitoplazmik vakuolizasyon ile karakterize edilen bir programli hiicre
Olum tipi olan paraptoz; kaspaz inhibitorlerine yanit vermeyen, kaspaz veya Bcl-2
ailesine ait proteinlerin asir1 ekspresyonundan etiklenmeyen ve dolayisiyla kaspaz
aktivasyonu gostermeyen; morfolojik olarak apoptotik cisim ya da otofagozom
olusumu goriilmeyen, deneysel siiregte TUNEL analizlerine negatif ve Apaf-1
bagimsiz bir siirectir (Zhang ve ark. 2015; Ranjan ve ark. 2016; Torres-Ramirez ve
ark. 2016). Bir endoplazmik retikulum saperonu olan GRP78, endoplazmik retikulum
homeostazinin ve stresinin ana diizenleyicisi olarak kabul edilir. Endoplazmik
retikulum stresi; ¢oziinen ya da yanlis katlanan proteinlerin sisternalarda birikmesiyle
normal fizyolojik durumu bozmasit sonucu ortaya cikmaktadir. CHOP proteini
(C/EBP-homolog protein), endoplazmik retikulum stresine yanitin alt hedeflerinden
biridir. Endoplazmik retikulum stresine cevap sirasinda GRP78 anti-apoptotik olarak
fonksiyon gérmektedir. Bununla birlikte CHOP ise pro-apoptotik olup endoplazmik

retikulum stresi aracili apoptozisi aktive etmektedir (Yang ve ark. 2016).

Escobar ve arkadaslarinin folikiiler atrezide graniiloza hiicrelerindeki apoptotik ve
otofajik hiicre 6liimiinii incelemek i¢in yaptiklar1 ¢alismada bazi hiicrelerde hiicre
liimeninde, niiklear zarf ve endoplazmik retikulum sisternalarinda sislik oldugunu ve
bu hiicrelerin farkli bir hiicre 6liim siirecine ait olabilecegini belirtmislerdir (Escobar
ve ark 2013). Torres-Ramirez ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢aligmada endoplazmik
retikuum sismesinin granuloza hiicrelerindeki stres ile iligkili olup olmadigim
belirlemek icin CHOP proteinini immiinfloresan yontemi ile boyamislar ve sonucunda
apoptotik karakterde ve genis olmayan vakuollere sahip hiicrelerde belirgin olmadiginm
ve endoplazmik stresini belirten genislemis vakuoller gosteren graniiloza hiicrelerinin

sitoplazmasinda bol miktarda bulmuslardir (Torres-Ramirez ve ark. 2016).
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Alemu ve arkadaslar ¢alismalarinda, graniiloza hiicrelerine 1s1 uyguladiktan sonra
western blot analizi ile GRP78 ekspresyonunun kontrole gore arttigmi tespit
etmislerdir (Alemu ve ark 2018). Yang ve arkadaslarinin sigan ovaryumlarinda erken
luteal, orta luteal ve ge¢ luteal evredeki endoplazmik retikulum stresini arastirdiklar
calismada CHOP ve GRP78’in immiinohistokimyasal boyamasinda GRP78’in
sitoplazmada CHOP’un ise hem sitoplazmada hem de niikleusta lokalize oldugunu ve
gec luteal evrede (14. giinde) artis gosterdigini ve 20. giinde azaldigini, CHOP’un ise
14. ve 20. glinde arttigin1 bulmuslardir (Yang ve ark. 2015).

Literatiirde CHOP proteinin hem proapoptotik oldugu hem de antiapoptotik Bcl-
2 proteinini diizenleyerek hiicreyi endoplazmik retikulum stresi aracili hiicre
oliimiinden korudugu belirtilmektedir. CHOP’un artis1 ile korele olan endoplazmik
retikulum stresinin apoptotik hiicre 6liimiinii aktive etmedigini, ¢linkii bu hiicrelerin
apoptotik belirteclerinin negatif oldugu belirtilmektedir (Torres-Ramirez ve ark.
2016). Bu c¢alismada paraptozun varligi ise kontrol ve sham grubuna goére POY

grubunda artmis GRP78 ve CHOP immiinoreaktivitesi ile gosterilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Onemli bir infertilite nedeni olan prematiire ovaryan yetmezlik 6zellikle 40 yasin
altindaki kadinlarda klinik olarak amenore, yiiksek gonadotropin ve diisiik dstrojen
seviyeleri ile kendini gosteren ve ovaryum rezervlerinin erken donemde tiikenmesi ile
ovaryumda fonksiyon bozukluguna neden olan etiyolojisi net olarak aydinlatilamamis

multifaktoriyel bir hastaliktir.

Prematiire ovaryan yetmezlik etiyolojisinin saptanmasi ve tedavi protokollerinin
gelistirilmesi i¢in bircok calisma yapilmaktadir. Bu calismalarda genellikle ya
transgenik ya da farkli kimyasal ajanlar verilerek olusturulan deney hayvani modelleri
kullanilmaktadir. Bu calismada, kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan ve
ovaryumlara sitotoksik etki yaptigi bilinen bir ajan olan siklofosfamid, deney
modelinin olusturulmasi i¢in kullanilmis ve gerek biyokimyasal gerekse histopatolojik

olarak prematiire ovaryan yetmezlik modelinin olusturuldugu dogrulanmaistir.

Folikiiler atrezi ovaryum graniiloza hiicrelerinde goriilen bir¢cok hiicre 6lim
stirecinin rol oynadig bir siiregtir ve prematiire ovaryan yetmezlige neden olmaktadir.
Birincil olarak apoptoz ve otofajinin bu siiregte rol oynadigi bilinmekte ise de bunlara
ek olarak son zamanlarda morfolojik ve biyokimyasal olarak farklilik gdsteren bir

hiicre 6liim tipi olan paraptozun da rol aldig: diistintilmektedir.

Bu c¢alisma ile folikiiler atrezi siirecinde rol alan ana hiicre 6liim mekanizmalari
olan apoptoz ve otofajinin yani1 sira paraptozun da folikiiler atreziye sebep oldugunun
gosterilmesi, prematiire ovaryan yetmezlige yonelik yeni tedavi protokollerinin

gelistirilmesine yardimei olacaktir.
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“Prematiire Ovaryan Yetmezlik Modelinde Follikiiler Atrezi ile Granuloza Hiicrelerinin
Hiicre Oliim Mekanizmalar1 Agisindan iligkinin incelenmesi”
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Hiicre Oliilm Mekanizmalan Agisindan lliskisinin incelenmesi"bashkli dosyamz gorisiilmils
olup, Etik Kurul Karar Formu ektedir.

Bilgilerinizi rica ederim.

e-imzahdir
Prof. Dr. Emin KURT
Kurul Bagkam

Ek: Elgin TURKOZ - 25.04.2017 - karar formu (1 sayfa)

Adses Manisa Celal Bayar Universitesi Uncebozkby Kamplisi Manka. Bilgi ban- Dsa Kose
Unvans: Ven Haorlama vtl(ml.r\ﬂ_

Telefon g0 236y 2138586 Fals(0 236) 2331466
E-Postatipincbucdutr  Elekironik Ag-hitip:'tip.chuedutr Iﬁiﬂnl
u‘lm’ .In

Bu belge, 5070 sayili Elektronik Imza Kanununa gére Giivenli Elektronik Imza ile imzalanmugtir

107



EK 4

| T.C.
Manisa Celal Bayar Universitesi

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
|

KARAR TARM / NO 25/04 2017/ 77.637.435 - |
ARASTINMANIN ADH Prematr Ovaryan Yelmcdlt' Modelinde Follikiler Atrezi ile Granuloza Hocrelerinin Hocre
Olom Mekanizmalan Agrsindan ligkisinin Incelenmesi

SORUMLU ARASTIRMACH Dog. Dr. Elgin Tarkoz ULUER - MCBO Histoloji ve Embriyoloji AD

ARASTIRMA ExIB) Prof. Dr. H, Seda Vnunuvel.- Bio. Damla Akogullan

ARASTIRMANIN NITELIGI Uzmanhk Tezi [] | Yoksek Lisans/Doktora [ Akademik []

DEGERLENDIRILEN BELGELER | 07 /04 /2017 / Tarih ve l*loo sayili; aragtirma dosyasi
KARAR BILGILERI Aragtirma dosyas) incelcnmi?. bilimsel ve etik agidan UYGUN olduguna oy birligi ile karar
verilmistir
3 Arastirma lle 1liskisi Olan Toplantiya Katilmayan
/
Unvan/Adi/Soyads l‘mu Oye Oye

Prof. Dr. Emin KURT
| Go Hastatiktan ) O o

Prof. Dr. Ismet TOPGU A

Anestezl ve Reanimasyon D D

Prof. Dr. Ertudrul TATUSUMAK \ » O O
| Dog. Dr Kevang GUNHAN

DEHAM MGdury e ] O E

Dog. Dr. Kamil VURAL

Farmakolcji Qw, o o

¥rd. Dog. Or. Selim ALTAN c

Tibb: Etik ” 2 ~- \/ L - -
[ Yavuz DEMIR Ny

Veteriner Hekim Wrg D D

Saime OZKARA 5 U

Sivil Toplum Oyesi | D g

gereini rica ederim.

Etik Kurulumuzun karan yukarda belirtilmigtir, Arqlgnrmn Bagvuru Formunun Taahhiltname kisminda belirtilmis
olan hususlanin dikkate alinarak istenilen bilgilerin Etik Kurulumuza zamaninda iletilmesi konusunda bilgilerinizi ve

b

Prof. Dr. Emin
Bagkan

108



9. OZGECMIS

Adi Damla Soyadi AKOGULLARI
Dogum Yeri AKHISAR Dogum Tarihi | 06.04.1991
Uyrugu Tiirk Tel 05052340770
E-mail daakogullari @ gmail.com
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Bilgisayar Bilgisi
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DOGANLAR) (Kimyasal Soliisyon Hazirlama, DNA izolasyonu, Agoroz Jel
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5. XX. Ege Onkoloji Giinleri Kanser ve Genetik Kursu, 30.Mart.2016, Ege
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8. 1. Yasam Bilimleri Kongresi, 23-25.Subat.2017, Abdullah Giil Universitesi,
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Manisa, 2016.
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