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KEMOTERAPIYE MARUZ KALMIS DISI SICANLARDA ROSIGLITAZONE' UN
OVARYUMA ETKisi

Hande TOPEL

Dokuz Eyliil Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Histoloji-Embriyoloji

Anabilim Dali.

OZET
Amag:

Calismamizda kemoterapdtik bir etken madde olan ve ovaryum Uzerindeki
etkileri geri donlsiimsiiz olan siklofosfamidin yarattigi ovarial hasarda; PPARG
reseptorlerine baglanarak etkin hale gelen antienflamatuar, anjiyogenik ve immiin
hiicre aktivasyonu Uzerindeki baskilayici etkileri bilinen Rosiglitazone’” un etkilerini

arastirmayi amagladik.
Yontem:
Deney gruplarimiz asagidaki gibi tasarlandi.
Kontrol grubu: Hicbir uygulamaya maruz kalmayan deney grubudur. (n=7)

I. Grup Kemoterapi grubu: 100mg/kg siklofosfamid uygulanan deney grubu.
Enjeksiyon veya oral herhangi bir tedaviye yonelik ilag uygulaniimadi, deney grubu

diger gruplarla ayni siirede sakrifiye edildi. (n=7)

II. Grup Rosiglitazone deney grubu: 100mg/kg siklofosfamid uygulamasindan 3 gin
once ve 15 glin sonra olmak lizere toplamda 18 glin 3mg/kg dozunda rosiglitazone
%0.9'luk NaCl’ de cozlinerek oral gavaj yontemiyle verildi. Son doz uygulamasindan

24 saat sonra deney grubu sakrifiye edildi. (n=7)

ITI. Grup Kemoterapi+NaCl deney grubu: 100mg/kg siklofosfamid uygulamasindan 3
gin ©6nce ve 15 gun sonra olmak Uzere toplamda 18 gin deney grubuna
rosiglitazone eklenmemis %0.9'lu NaCl sollisyonu oral gavaj yontemiyle verildi. Son

uygulamadan 24 saat sonra deney grubu sakrifiye edildi. (n=7)



Deney sonrasinda sakrifiye edilen deneklerden alinan ovaryum dokularindan
alinan kesitler H&E ve Masson’s Trikrom boyanarak incelendi. Immiinohistokimyasal
olarak TUNEL boyamasi gerceklestirilen kesitlerde TUNEL pozitif boyanan hicrelerin

sayllmasiyla DNA fragmantasyonu degerlendirildi.

Ovaryum dokularindan alinan 4 kesitte folikiil sayilari degerlendirildi. Folikdil
sayllari primordial, preantral ve antral olarak siniflandirilarak istatistiksel

degerlendirmeye alindi.
Bulgular:

Kontrol grubunun histolojik incelemesinde ovaryum dokusu normal gézlenirken
kortekste cok sayida primordial, primer, sekonder ve olgun foliktller, birkac korpora
lutea ve ovarial siklusa bagli olarak az sayida atretik folikil gézlendi. Medullada kan

damarlari ve gevsek bag doku normal gériiniimdeydi.

Grup 1: Kemoterapi grubunda kortekste yer alan Ozellikle gelismekte olan
(primer, sekonder) folikiillerde ve olgun folikiillerde yaygin apoptoz, vakuolizasyon
goriilda. Kortekste olgun ve sekonder folikiller, ayrica korpora lutea gevresinde bag

doku artisi goze garparken kortikal fibrosisin gelistigi alanlar gézlendi.

Grup 2: Rosiglitazone deney grubunda yine kemoterapiye bagh atretik
foliktller ve gelismekte olan folikiillerde apoptoz birinci ve Uglncl gruba gore daha
az oranda gorulda. Kortikal fibrosise bu grupta rastlanmazken folikiller cevresinde de

kollajen artisi gérilmedi.

Grup 3: Kemoterapi + NaCl grubunda birinci gruba benzer sekilde apoptoz ve
vakuolizasyon yaygindi. Yine kortekste fibrotik alanlar gbze carparken korpora lutea

cevresinde kollajen artisi goralda.

TUNEL boyamasinda DNA fragmantasyonu degerlendirildiginde kontrol grubu
da dahil olmak Uzere apoptoz gortldi. Kontrol grubundaki apoptoz ovaryal siklusun
normal slreci olarak kabul edildi. Grup 1 ve Grup 3'te kontrol grubuna gére TUNEL
pozitif hlicre sayisi fazla iken bu artis istatistiksel olarak bir anlamlilik ifade etmedi.

TUNEL pozitif hicre sayisi Grup 2'de kontrol grubuna oranla daha az iken yine bu



fark istatistiksel olarak anlaml bir fark degildi. Grup 2 Grup 1 ve Grup 3’e oranla daha
az sayida TUNEL pozitif hilicre icerirken, bu fark sadece Grup 1 ile istatistiksel

anlamhhk gosterdi.

Kontrol grubu primordial folikil sayisi Grup 1, Grup 2 ve Grup 3'ten istatistiksel
olarak anlamli élglide fazla bulundu. Grup 2'ye ait primordial folikil sayisi Grup 1 ve
Grup 2'den istatistiksel olarak daha fazlaydi. Grup 1 ile Grup 3 arasinda istatistiksel

olarak anlamh bir farklihk goérilmedi.

Kontrol grubu preantral folikil sayisi Grup 1 ve Grup 3'ten istatistiksel olarak
anlamli 6lgtide fazla bulundu. Kontrol grubu ile Grup 2 preantral folikil sayisi arasinda
istatistiksel bir farkhlik goriilmedi. Grup 1 ile Grup 2 ve Grup 3 arasinda preantral
foliklil sayisi agisindan bir farkllik bulunmadi. Grup 2 preantral folikil sayisi Grup

3'ten istatistiksel olarak anlaml bir sekilde fazlaydi.

Kontrol grubu antral folikil sayisi Grup 1 ve Grup 3'ten istatistiksel olarak
anlamh sekilde fazla bulundu. Kontrol grubu ile Grup 2 antral folikll sayisinda
istatistiksel olarak anlamh bir farkhlk goérilmedi. Grup 1 ile Grup 2 ve Grup 3
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmazken; Grup 2 antral folikil sayisi

Grup 3 ‘ten istatistiksel olarak anlaml sekilde fazla bulundu.
Korpora lutea sayilari arasinda anlamli bir fark tespit edilmedi.
Sonug:

Calismamizda siklofosfamidin ovaryum (zerindeki apoptotik etkisi hem
histolojik hem immunohistokimyasal hem de molekiler tekniklerle, fibrotik etkisi ise
Istk mikroskobik olarak goésterilmistir. Rosiglitazone’un galismada kullanilan dozuyla
siklofosfamidin ovaryum (zerindeki apoptotik etkisini azalttigi gosterilmistir. Ayrica
siklofosfamidin neden oldugu ovarial folikiil rezervindeki azalmaya, preantral ve antral
folikiillerdeki dejenerasyona karsi Rosiglitazone’un koruyucu bir etkisi oldugu ilk kez
ortaya koyulmustur. Ancak Rosiglitazone’un siklofosfamid toksisitesinden koruyucu

etkisinin daha iyi anlagilabilmesi igin gelecek c¢alismalarda daha farkl doz



calismalarinin denenmesi ve folikiller lizerindeki koruyucu etkisinin mekanizmalarinin

arastiriimasi gerekmektedir.
Anahtar Sozciikler:

Rosiglitazone, Siklofosfamid, Ovaryum, Apoptoz, Primordial Folikiil.



ABSTRACT

Purpose:

We aimed to show the effects of Rosiglitazone (which has anti-inflamator, angiogenic
and immunosupressive effects) on the irreversible ovarian tissue damage of

cyclophosphamide.

Material and Method:

Animal groups were designed as showed below:

Control Group: No application was performed to this animals. (n=7)

L. Group Chemotherapy Group: 100 mg/kg cyclophosphamide was applied by
intraperitoneal injection. (n=7)

I1. Group Rosiglitazone Group: 100 mg/kg cyclophosphamide was applied by
intraperitoneal injection. Three days before the chemotherapy; 3 mg/kg
Rosiglitazone application begun and continiued fifteen consecutive days.
Rosiglitazone was applied by orogastric sonda. (n=7)

III.  Group Chemotherapy + NaCl Group: 100 mg/kg cyclophosphamide was
applied by intraperitoneal injection. Three days before the chemotherapy; 1
ml %0.9 NaCl solution application begun and continiued fifteen consecutive

days. Rosiglitazone was applied by orogastric sonda. (n=7)

At the end of the experiment, animals were sacrified under ether anesthesia.
Ovary tissue slides were stained with Hematoxylene&Eosine (H&E) and Masson
Trichrome for light microscopy. Immunohistochemical TUNEL stain (terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin nick-end labeling) was performed to

determine apoptosis. The ovary tissues which were collected from the animals.
RESULT:

In control group; ovary tissue was normal. There were many primordial, primer,

seconder, mature follicules and corpora lutea in the ovary cortex. And there was a



small number of atretic follicules because of the normal ovarian cycle. Blood vessels

and medulla was normal.

In Group 1: Chemotherapy group, especially in growing follicules (primer and
seconder) and mature follicules there were a widespread apoptosis and
vacuolisation. There was cortical fibrosis in cortex and an increase in connective
tissue around corpora lutea and mature follicules. There was an increase in atretic

follicule numbers.

In Group 2: Rosiglitazone group, there were many atretic follicules and
apoptosis in growing follicules because of chemotherapy. But the incidances of
apoptosis and atretic follicules were lower than Group 1 and 3. Cortical fibrosis and

an increase of connective tissue was not seen in this group.

In Group 3: Chemotherapy + NaCl group, the findings were similar with Group
1. There were many atretic follicules, widespread apoptosis in growing follicules,
cortical fibrosis and increase of connective tissue around the mature follicules and

corpora lutea.

In TUNEL assay tissues showed widespread TUNEL positive cells even in
control group. TUNEL positive cell numbers in control group was evaluated as the
normal process of ovarian cycle. There was an increase of TUNEL positive cell counts
in Group 1 and Group 3 but this increase was not statistically significant. The rate of
TUNEL positive cell numbers was lower in Group 2 tha control group but the
difference was not statistically significant. The differences between the Group 2 and

Group 3 was found statisticallly significant.

Primordial follicule number of control group was found significantly higher
than Group 1, Group 2 and Group 3. Number of primordial follicules in Group 2 was
found statistically higher than Group 1 and Group 3. There was no significant

statistical difference between Group 1 and Group 3.

Preantral follicule number of control group was found significantly higher than

Group 1 and Group 3. There was no significant difference between Group 2 and



Control. The difference between Group 1, Group 2 and Group 3 was not significant
statistically. Preantral folicule number of Group 2 was significantly higher than Group
3.

Antral follicule number of control group was significantly higher than Group 1
and Group 3. There was no significant difference between control and Group 2.
There was not a statistically significancy between Group 1, Group 2 and Group 3. But

antral follicule number of Group 2 was significantly higher than Group 3.

There was no statistical significancy between corpora lutea numbers of the

groups.
CONCLUSION:

In our study, we showed the fibrotic and apoptotic effect of cyclophosphamide
by histologic and immunohistochemical techniques. According to our results; we
consider that Rosiglitazone has a diminishing effect on apoptosis caused by
cyclophosphamide. Also Rosiglitazone has a diminishing effect on primordial,
preantral and antral folicule number reducing effect of cyclophosphamide. In our
opinion, more studies are needed to understand the mechanism of Rosiglitazone in
chemotherapy damage and if Rosiglitazone has a ability to protect primordial folicule

reserve of ovary in chemotherapy.
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1. GIRIS VE AMAC

Siklofosfamid gibi kemoterapoétik ajanlar ovarial bozukluga neden olan buylik
risk faktorleridir (Meirow). Kanser tedavilerindeki gelismeler ve artan sag kalim
oranlari; yasam kalitesinde iyilesmeye yol acmakta ve fertilitenin korunmasi giderek
daha bliylik 6énem kazanmaktadir. Kemoterapi, ilaca ve doza bagh olarak primordial
foliklil havuzunda azalmaya neden olmaktadir (Sonmezer ve Oktay). Kemoterapinin

yumurtaliklar Gzerine etkileri ilerleyici ve donustmstzdr.

Siklofosfamid, nonspesifik hticre-siklus alkalasyon ajani, nitrojen-mustard
analogu bir antineoplastiktir. Kanser ilaglari; kaspaz aktivasyonuna bagli intrinsik ya
da mitokondrial apoptozu indiikleyerek ovaryumda folikiil kaybina neden olur (Lopez

ve Luderer).

PPAR’lar (peroxisome-proliferation-activated reseptor); steroid reseptor
siiperfamilyasina ait nuklear hormon reseptorleridir. Uc adet PPAR diiyesi bulunur.
Bunlar: PPARa, PPARB, PPARy ‘dir. PPAR’larin ovaryum fizyolojisine direkt etki eden
bircok hiicresel fonksiyonda yeri oldugu bilinmektedir. PPAR'lar Ostrojen-response
elementlerine baglanabilir ve onlar inaktif tutarak endoplazmik retikuluma ulagsmasini
engeller. Ayrica PPAR’lar Ostrojen biyosentezinde gdrevli aromataz enziminin
ekspresyonu ve aktivitesini regule eder. Insan ya§ dokuda ve graniiloza-lutein
hiicrelerinde aromataz aktivitesi PPARy aktivasyonu ile inhibe edilir. (Willis, White ve
Brosens) PPAR'lar ovarial folikiler gelisim, ovulasyon ve luteal formasyon boyunca
doku remodellenmesini ve anjiyogenezini etkileyen proteolitik enzimlerin

ekspresyonunu ve aktivitesini modiile eder.

Her (i¢ PPAR izoformu sican ovaryumunda tanimlanmigtir. PPARy mRNA’sI sigir
ve insan ovaryumunda bulunmustur. PPARy gelisen folikillerde primer olarak

granuloza hticrelerinde eksprese edilir. (Carolyn, Braissant ve Wahli)

Ovarial fonksiyonlar Uzerine etkili olan endotelin-1, nitrik oksit sentezi ve
cyclooxygenase-2(COX-2) gibi faktorler PPAR’lar tarafindan regule edilmektedir.
PPARy endotelial hiicrelerden endotelin-1 salgisini azaltir, makrofajlarda ve vaskiler

diz kas hicrelerindeki nitrik oksit-sentaz ekspresyonunu engeller. Sonug olarak



PPAR'lar bircok yolaktan ovaryum fonksiyonunu regule eder (Carolyn, Braissant ve
Wahli) (Demirturk).

Bu on Dbilgiler 1siginda, calismamizda kanser tedavisinde kullanilan
kemoteropatik ajan  siklofosfamidin neden oldugu ovarial hasara karsi

Rosiglitazone’un olasi koruyucu etkisini histolojik olarak incelemeyi amacladik.



2. GENEL BILGILER
2.1. Ovaryum

2.1.1. Ovaryumun Embriyolojisi

Cinsiyetin farklanmasi bir kismi otozomal olan bir ¢ok geni icine alan kompleks
bir slirectir (Sadler).

Her ne kadar embriyonun genetik ve kromozomal cinsiyeti, ovumu délleyen
sperm cesidi ile fertilizasyon sirasinda belirleniyorsa da; erkek ve disi morfolojik
karakteristikleri embriyonik 7. haftaya kadar gelisime baglamaz. Genital sistem
gelisirken donemde her iki cinste de birbirine benzer (Moore ve Persaud).

Cinsiyetin ikiye ayrilmasindaki anahtar, kisa kolunda “testis belirleyici faktdr”
(TDF) genini taslyan Y kromozomudur. Bu faktoriin varligi veya yoklugu gonadal
farklanmayr dogrudan etkiler ve Y kromozomunda yerlesmis olan birgok genin
rudimenter cinsiyet organlarinin kaderini tayin etmek igin harekete gegmesini saglar
(Sadler) (sekil 1).
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Sekil 1: Y kromozomunun kisa kolunda "testis belirleyici faktor" SRY geni

Gonadal gelisimin ilk safhalari 5. haftada ortaya cikar. Mezonefrozun
medialinde, mezotelde bir kalinlasma olusur ve epitelin ve altindaki mezensimin
proliferasyonu sonucu mezonefrozun medialinde bir kabariklik meydana gelir. Bu
kabariklik “gonadal kabarti (siskinlik)” adini alir. Parmak seklindeki epitelial kordonlar
(primer seks kordonlari) altindaki mezensim icerisine dogru kisa siirede biydrler. Bu
durumda farklanmamis gonad dista yer alan bir korteks ve icte yer alan bir
medulladan olusur. Eger embriyo XX kromozomuna sahip ise farklanmamis gonadin

korteksi overe farklanir ve medullasi geriler. Embriyo XY kromozom kompleksine
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sahip ise medulla testise farklanir ve korteks bir takim kalintilar birakarak gerileyerek
dejenere olur (Moore ve Persaud).

Primitif seks hicreleri 4. Hafta basinda yolk kesesi duvarinda, allantoisin
baslangic yerine yakin endodermal hiicreler arasinda ortaya cikarlar. Embriyonun
katlanmasi sirasinda amibik hareketlerle son bagirsak mezenterinin dorsali boyunca
ilerler; 5. haftanin basinda primitif gonadlara ulasir ve 6. haftada gonadal kabartilari
isgal ederler (Sadler).

Erkek fenotipinin gelisimi igin bir Y kromozomu gereklidir fakat bu
kromozomun sadece kisa ucu seks tayini igin son derece dnemlidir. Testis belirleyici
faktor (TDF), testikiiler farklilasmayi saglamaktadir. Bu organizatoriin etkisi altinda
primer seks kordonlari seminifer tiibillere farkllagirlar. Y kromozomunun yoklugu
over gelisimine neden olur. Mevcut gonadin tipi daha sonra olusacak genital kanallara
ve dis genitallere de yon verir. Fotal testislerde (retilen testosteron erkekligi
belirlerken diside primer seksiel farkllasma hormonlardan bagimsizdir (Moore ve

Persaud).

10. haftaya dek overler histolojik olarak ayirt edilemezler. Primer seks
kordonlar belirgin degildir, medulla igerisine sokularak rudimenter bir yapi olan “rete
ovarii” yi meydana getirirler. Normalde rete ovariiler ve ilkel seks kordonlari dejenere
olarak ortadan kalkarlar ve yerlerini ovaryum medullasini olusturan damarli stromaya

birakirlar (Moore ve Persaud).

Disi gonadin ylizey epiteli erkeklerdekinin aksine ¢ogalmaya devam eder ve
yedinci haftada altta mezensimin igine girmis halde ancak ylzeye yakin kortikal
kordonlar denilen ikinci nesil kordonlari olusturur. Dérdiinci ayda bu kordonlar her
biri bir ya da daha c¢ok sayidaki primitif germ hicresini gevreleyen izole hiicre
topluluklarina doéntslr. Germ hiicreleri zamanla oogoniayalara doéntslrken ylizey
epitelinden asagi gogen ve germ hiicrelerini gevreleyen bu epitel hiicreleri folikiler
hiicreleri meydana getirir. XX cinsiyet kromozomuna sahip bir embriyoda gonadin
medullar kordonlari gerileyip kortikal kordonlari sekonder generasyon olusturur. XY
cinsiyet kromomu tasiyan embriyoda ise medullar kordonlar testis kordonlarina

dénuslr ve sekonder kortikal kordonlar gelisemez (Sadler).
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Fotal yasam sirasinda overlerde, oogoniumlardan olusan aktif mitoz sonucu
binlerce primordial folikiil meydana gelir. Postnatal dénemde ise oogonium meydana
gelmez. Her ne kadar dogumdan 6nce pek codu dejenere olsa da dogumdan sonra
iki milyon civarinda primer oosit kalmaktadir. Dogumdan sonra overin ylizey epiteli
dizlesir ve tek tabakali hale gecen hicreler, over hilumunda, periton mezoteli ile
devamliik kazanirlar. Overin ylizey epiteli korteksteki folikillerden tunika albuginea
adi verilen ince fibréz bir kapsiille ayrilir. Overler gerileyen mezonefrozdan ayrildiktan

sonra, mezenteri olan mezovarium ile baglanirlar (Moore ve Persaud).

2.1.2. Ovaryumun Anatomisi

Ovaryumlar kadinda temel Greme organlari olup pelvisin dis yan duvarlarindaki
fossa ovarica’ lara otururlar. Sag ve sol olmak (izere bir cifttirler. Erkek (ireme organi
testisin homologudurlar. Ovaryumlar seksiiel yénden olgun bir diside, disi lireme

hicrelerini ve disi seks hormanlarini Gretirler.

Her ovaryum grimsi pembe renkte, badem geklinde, solid, nodiler yizeyli

3x2x1 cm boyutlarinda ve 3-5 g agirligindadirlar.

Ovaryum bir periton plikasi olan mesovaryum araciidi ile ligatum uteri’ nin
arka yuziine, ligatum ovarii propirum araciidi ile tuba uterina’ nin tutunma yerine
yakin olarak uterus yan duvarina baglanir. Mesovaryumun iki yapradi arasinda hilum
ovarii’ ye ulasan arter, ven ve lenfatikler ile sinirler bulunur. Ovaryum pelvik duvara

ligatum suspensorium ovarii ile baglanir (Yildinm) (Sekil 2).
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Sekil 2: Disi genital sistem (Ross ve Pawlina)

2.1.3. Ovaryumun Histolojisi

Ovaryumlar pelvis boslugunun yan duvarina dayali; eriskinlerde 3 cm
uzunlukta, 2 cm geniglikte ve 1,5 cm kalinlikta solid, pembe ve badem bigimli
bezlerdir (Sekil 3). Boyutlari ve histolojik gdértinimleri menstrual siklus, gebelik ve
postmenapozal donemlerde degisiklik gosterir. (Ovalle ve Nahirney) Ovaryumlar
birbiri ile iligkili iki fonksiyona sahiptir: gamet Uretimi (gametogenez) ve steroid
hormonlarin Uretimi (steroidogenez). Disilerde gamet Uretimi oogenez adini alir.

Gelismekte olan gametler oosit, olgun gametler ise ova adini alir.
Ovaryum iki ana steroid hormon salgilar: dstrojenler ve progestojenler.

Ostrojenler: internal ve external cinsiyet organlarinin gelisimi ve olgunlasmasini
saglar. Ayrica pubertede gelisen disi seks karakterlerinin olusmasini saglar. Ayrica
duktal ve stromal biylmeyi, yag birikimini stimule ederek meme bezinin gelisimini

saglar.

Progestojenler: Endometriumda sekretuar degisikliklere neden olarak basta uterus
olmak Uzere internal Greme organlarini gebelik igin hazirlar. Ayrica meme bezini

lobiiler proliferasyon ile laktasyona hazirlar.
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Her iki hormon da uterusu implantasyona hazirlayarak menstrual siklusta
onemli rol oynar. Implantasyon gerceklesmezse fonksiyonel endometrium tabakasi

dejenere olur ve menstruasyon ile atilir (Ross ve Pawlina).

Ovaryumlarin bir yanlari mezovarium denilen mezentere sahiptir. Bu yapi

ovaryumun hilumundaki genis ligamente baglanir.

Puberte 6ncesi ovaryum yizeyi dizenlidir ancak puberte sonrasi (reproduiktif
cag boyunca) ardi ardina ovulasyon sonucunda dilizensiz bir yapi kazanrr.
Postmenapozal disi ovaryumu reprodiiktif donemdeki blylkliginin dortte biri
kadardir.

secondary antral follicle

atretic follicle follicle approaching

_ : maturity
late primary follicle
: mature
early prlmgry Graafian
follicle | follicle

coIpus
albicans

Lt

ruptured  oaased
atretic follicle follicle ~ gocyte

corpus hemorrhagicum

corpus luteum

Sekil 3: Ovaryumun histolojik gériiniimii (Ross ve Pawlina)

Histolojik kesitlerde ovaryumun icte medulla, dista korteksten olustugu

gorunlr(Sekil 3).

Medulla: Ovaryumun santral kisminda bulunur. Gevsek bag doku igine gomiili

bliylk kan damarlar, lenfatik damarlar ve sinirlerden olusur. (Ross ve Pawlina)
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Medulla stromasi fibroblastlardan, elastik liflerden ve diz kas hiicrelerinden
olusmustur. Ovaryum stromasina dagiimis interstisyel hicreler bulunur. Yasamin
birinci yilinda, atretik folikiillerin fazla oldugu dénemde bu hiicreler sayica fazladirlar.
Interstisyel hiicreler, menstruasyonun basladigi pubertede azalir. Erginde bu hiicreler
ovarium stromasinda az sayida dagiimis halde bulunur. Ovaryum hilusunda ve
mesovaryuma Yyakin bolgede bliylk epiteloid hicre gruplari gdzlenir. Bunlar kan
damarlari ve miyelinsiz sinir fibrilleriyle siki iliskidedir ve hilus hicreleri ya da
sempatikotropik hilus bezi olarak adlandirilirlar. Gebelik ve menapoz ddénemlerinde

sayica fazladirlar (Seftalioglu).

e Korteks: Medullayl gevreleyen periferal boélgede bulunur. Korteks hiicreden
zengin bag doku igine gémall ovarial folikiller icerir. Stromada cizgili diiz kas
hiicreleri folikllerin gevresinde yer almaktadir. Medulla ve korteks arasindaki
sinir gok belirgin degildir. (Ross ve Pawlina) Korteks hilusta sona erer ve
mesovarium medulla ile devam eder. Korteks stromasi ig bicimli fibroblast

benzeri hiicreleri ve retikdler lif aglarini icerir (Seftalioglu)

Ovaryum yuzeyi germinal epitel olarak bilinen tek kath kiibik epitelyum ile kaphdir.
Germinal epitelyum mesovaryumu kaplayan mezotel ile devam eder. Germinal epitel
adi 6nceden gelen ve bu epitelin germ hiicrelerinden olustugunu savunan yanlis bir
sani ile verilmistir. Tunika albuginea adi verilen siki bag doku katmani germinal epitel

ve korteks arasinda uzanir (Ross ve Pawlina).

Korteks helezonik paternde diizenlenmis hiicreden zengin bag doku yapisindadir.
Bu bdlgede maturasyonun ve dejenerasyonun farkli evrelerinde, oosit iceren, farkli
boyutlardaki ovaryum folikilleri bulunur. Cocukluk cadindaki ovaryum korteksinde
primordial folikiiller cok sayidadir; seksiiel olgunluga erismis kadinlardaki ovaryum
korteksinde ise rlptire folikillerin yerini alan korpus luteum’ lar ¢oktur (Ovalle ve

Nahirney).

Ovarial folikiller farkh boyutlardadir ve folikilin boyutu oositin gelisimsel
durumunu yansitir. Oogenezin erken basamaklari mitotik aktivite ile ocogonia sayisinin

arttigi fetal yasamda gerceklesir. Dogumda kortekste bulunan oositler gelisimin birinci
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mayoz bdlinmesindedirler. Puberte boyunca kuglik folikil gruplar siklik olarak
bliyiime ve gelisim gosterirler. (Ross ve Pawlina) Dogumda ovaryumlarda
oogoniumlardan gelisen yaklasik dort ylz bin primer oosit oldugu tahmin edilir.
Puberte ile birlikte dejenerasyon ve atrezilerle birlikte bu sayi yaklasik kirk bin oosite
diser. Kadinlarda ortalama 28 giinde bir gerceklesen ovulasyon ile bir oosit atilir.
Oositin atiimi ovaryumun ekzokrin fonksiyonudur. Reprodiktif yasam boyunca bir
ovaryum yaklasik 400 kadar olgun oosit Gretir. Dogumda ovaryumda bulunan primer
oositlerin bir cogu maturasyonunu tamamlayamaz ve immatur oositlerin atrezisi,
spontan 6liml ve takip eden rezorpsiyon sonucu kaybedilir. Bu islem fetal yasamin
besinci ayinda baglar ve oositi gevreleyen hiicrelerin apoptozuyla karakterizedir.
Atrezi yasam boyunca ovaryumdaki primer oosit sayisini logaritmik olarak disurtr

(Ross ve Pawlina).

2.1.3.1. Oogenez
Ilkel disi Greme hiicrelerinin gelisip olgunlasmasina oogenez denir. Dogum

oncesi ve dogum sonrasi olarak ikiye ayrilabilir.

2.1.3.1.1. Dogum Oncesi Olgunlasma (Prenatal Maturasyon)

Ilkel disi Gireme hiicreleri genetik olarak disi gonadlara gelince oogoniumlara
farklanirlar. Bir dizi mitoz béliinme ile sayilarini arttirirlar. Uglincii ayin sonunda tek
kath epitel ile sarilirlar. Blylk bir kismi mitoza devam ederken bir kismi ise blylyerek
primer oositlere farklanirlar. DNA'lar replike olur ve birinci mayoz boélinmenin profaz
safhasina girerler. Sonraki aylarda oogoniumlar mitoz ile artmaya devam ederler ve
gelismenin besinci haftasinda ovaryumda gelisen Ureme hicrelerinin sayisi 7-8
milyonu bulur. Bu dénemde hem primer oositlerde hem de oogoniumlarda gerileme
gorilir. Sekizinci ayda oogoniumlarin hemen hemen hepsi dejenere olur. Saglam
kalan primer oositlerin timd, birinci mayoz bdllinmeye girerler ve tek katli epitel ile
sarilarak primordial folikiilleri meydana getirirler. Birinci mayoz bdlinmeye giren
oositler profazin diploten evresinde duraklar oosit 1 (primer oosit) adini alir

(Junqueira ve Carneiro) (Seftalioglu).
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2.1.3.1.2. Dogum Sonrasi Olgunlasma (Postnatal Maturasyon)

Doguma yakin tiim primer oositler birinci mayoz béliinmenin profaz safhasinda
diploten evresinde duraklamislardir. Primer oositler bu safhada uzun sire kalirlar.
Birinci mayoz bélinmeyi pubertede ovulasyondan az &nce bitirirler. Primordial
foliktilerdeki folikil htcreleri oosit olgunlagsmasini baskilayici (oocyte maturation
inhibitor — OMI) salgilayarak primer oositlerin birinci mayozu puberteden 6nce
bitirmesini engellerler. Primer oositlerdeki bu gecikme ileri yasglara kadar strebilir.
Bdyle durumlarda mayoz bdlinme hatalarina ve yas ile artan kromozom ciftlerinin

ayrilmamasi durumuna rastlanir.

Dogumda primer oositlerin sayilari bireyler arasinda 7 ile 2 milyon arasinda
degisiklik gosterebilir. Dogumdan sonra artik primer oosit meydana gelmez. Cocukluk
déneminde oositlerin codu atreziye ugrar ve puberteye gelindiginde kirk bin

civarindadir.

Pubertenin baslamasiyla hipotalamustan salgilanan gonadotropin salgilayici
faktér (GnRH), hipofiz portal sistem yolu ile hipofiz bezinin 6n lobuna tasinarak,
folikdll stimule edici hormon (FSH) ve luteinlestirici hormon (LH) gibi gonadotropik
hormonlarin én lob hicrelerinden salgilanmasini stimule eder. Bu gonadotropinler,
her 28 glinde bir tekrarlanan folikillerin gelisip olgunlasmasi, ovulasyon ve korpus
luteum olusmasini icine alan ovarial siklusunu ve ovaryum siklusu ile es zamanli
gerceklesen uterus, uterus tiipleri, vagina ve meme bezlerinde bir dizi degisiklige

neden olan endometrial siklusu hazirlarlar.

Her siklusta FSH etkisi ile 5-15 adet primordial folikil gelisip blylr. Ancak
bunlardan bir tanesi, 6zellikle LH etkisiyle olgun folikil olur. Olusan olgun folikul
ovaryum yuzeyinin yirtilmasiyla igindeki oositi disari atar. Geriye kalan 4-14 adet
folikul farkli gelisme safhalarindan yavas yavas geriler, dejenere olur ve hicbir zaman

olgunlasmazlar. Bu dejenere folikiillere atretik folikiil denir (Seftalioglu).

2.1.3.2 Folikiil Geligimi

Histolojik olarak folikil gelisiminde ¢ ana basamak vardir:
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e Primordial folikuller (Sekil 4)

e Blylyen follikaller (Sekil 5, Sekil 6)

e Olgun veya Graaf foliktlleri (Sekil 7)
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PRIMORDIAL FOLLICLE

Sekil 4: Primordial folikiil (Ross ve Pawlina)
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Sekil 5: Primer foliikiiller (erken ve geg primer folikiil) (Ross ve Pawlina)
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SECONDARY FOLLICLE
Sekil 6: Sekonder folikiil (Ross ve Pawlina)

Biyiyen foliklller kendi icinde primer, sekonder (antral) folikiller olarak ayrilir.
Siklus gosteren ovaryumda her basamaktan folikil bulunur ancak primordial

foliklller sayica hakimdir.

Primordial folikuller fetal gelisiminin Gglnct ayinda ovaryumlarda belirirler.
Primordial folikiillerin erken gelisimi gonadotropin stimulasyonundan bagimsizdir.
Olgun ovaryumda primordial foliktller tunika albuginea altinda korteks stromasina

gdémuld halde bulunurlar.
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MATURE GRAAFIAN FOLLICLE
Sekil 7: Olgun Graaf folikiilii (Ross ve Pawlina)

Oositi ince bir tabaka halinde yassi folikil hiicreleri sarmaktadir. Folikil hiicreleri digta
bazal lamina ile gevrilidir. Bu evrede folikiil hiicreleri ve oosit birbirlerine oldukca
yakin ve yapisik konumludur. Folikdl igindeki oosit 30 pm capindadir ve kromatini
dizenli dagilmis eksantrik konumlu bir gekirdege, belirgin blylik bir nukleolusa
sahiptir. Oosit sitoplazmasi, diger adiyla ooplazma, Balbiani cisimcigi igerir.
Ultrastriiktiirel dlizeyde Balbiani cisimciginin Golgi membran ve vezikiillerinin,
endoplazmik retikulum ve cok sayida mitokondri ve lizozomun yidilmasiyla olustugu
gozlenmistir. Insan oositleri annulate lameller ve kiiciik sferik mitokondriler
cevresinde toplanmis ¢ok sayida kiicuk vezikiller icerir. Annulate lameller nuklear zar
yiginlarina benzer ve her yigin morfolojik olarak nuklear porlara benzer porlar icerir
(Ross ve Pawlina).

Ovarial siklus Ui¢ evreden olusur; folikiler evre, ovulatuvar evre ve luteal evre.

Folikiler evrede primordial folikiilden olgun folikil ya da Graaf folikili gelisir.
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Primordial foliklller fotal ovaryumda gelistikten sonra dinlenme evresine
girerler ve bu evrede beklerler. Bekleme evresinden cikan folikillere primer folikiller

denir. Primer folikdller ikiye ayrilir:

1. Tek tabakal primer folikiller (Unilaminar): Oositin etrafinda tek sirali kiibik
foliktiler hlicreler bulunur.
2. Cok tabakali primer folikiller (Multilaminar): cok kath ve cogalan kiibik

hicrelerle gevrilidir.

Primer folikiil evresinde, primer oosit zona pellusida denilen glikoprotein
yapida bir kiif sentezlemeye baslar. Zona pellusida, foliklil hlicreleri oositten ayirir.
Folikller hicrelerin ince sitoplazmik uzantilari zona pellusidayr deler ve oositin
mikrovilluslarlyla temas eder. Temas noktalarinda oluklu baglantilar bulunur ve

alisveris saglanir.

Sonraki evre, sirekli bdlinen folikil hiicreleri, kalinlasan zona pellusida ve
folikll sivisi iceren antrum ile karakterize sekonder folikilddr. Foliklli cevreleyen
stromal hucreler, teka (kilif) denilen hicresel bir kapsil olusturacak sekilde

dizenlenir. Teka daha sonra iki tabakaya farklanir: teka interna ve teka eksterna.

Gelismekte olan folikGlin bazal laminasina komsu, iyi damarlanmis teka
interna tabakasi bir androjen prekirsoru olan androstenediyonu salgilar.
Androstenediyon, testesteron Uretimi icin folikil hicrelerine tasinir. Daha sonra
testosteron aromataz tarafindan estrodiole gevrilir. Folikiiler hicreler, 6strojenlerin
dogrudan (retimi icin gerekli olan enzimlere sahip dedildir. Bu nedenle folikiiler

hiicreler folikilogenez sirasinda steroit prekirsdrlerini Gretemezler (Sekil 8).

Teka eksterna, kapsiil benzeri bag dokusu tabakasidir ve ovaryum stromasiyla

devam eder.

Foliktiler hiicreler arasinda folikiler sivi ile dolu kiglk hicreler arasi bosluklar
olusur ve daha sonra birleserek antrumu olustururlar. Antrumun olusumuyla folikller
hiicreler oosite gore yeniden dlzenlenir. Oositin folikil duvariyla arasinda kalan

boslugu dolduran, ve oosite yastik seklinde destek olup folikiil duvarina baglayan
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foliktiler hiicre kiimesine kiumiillis ooforus adi verilir. Oositin cevresini saran bir sira
folikller hilicre korona radiata adini alirken folikil duvarini déseyen folikller hiicre

sirasi stratum granulosum adini alir.

%

LH receptor
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cholesterol

l

androstenedione

F5H recepta

estrogen

+Taru:u matasze

+ agndrostenedione

— circulation

Theca cell Granulosa cell

Sekil 8: Ostrojen biyosentezi (11Ni)

En buyuk foliktl olgun foliktldir (Graaf folikili ya da Preovulatuar folikil de
denir). Ovulasyondan hemen dnce primer oosit folikiil iginde eksentrik bir konum alir,

folikller huiceler kumulus ooforus, korona radiata diizenlenmesini gosterir.

Olgun folikll ya da Graaf folikdlu folikiler sivi igeren blytk bir antrum, korona
radiata ile gevrelenmis zona pellusida, ve folikiil iginde serbest yilizen oosit-zona
pellusida-korona radiata kompleksi ile karakterizedir. Ovulasyondan birkag saat 6nce
birinci mayoz tamamlanir. Bunun sonucunda sekonder oosit ve birinci kutup cismi
olusur. Birinci kutup cismi perivitellin aralik denilen zona pelusida ile oosit arasinda
kalan araliga yerlesir. Folikiiler hiicreler sahip olduklari FSH reseptorleri yaninda LH
reseptorleri de kazanir. Bu olay korpus luteumun luteinizasyonu ya da gelismesi igin
kritiktir.

Cok sayida primer folikil olgunlasma silirecine baglar ancak bir tanesi
tamamlar, digerleri atrezi ile dejenere olur. Atretik folikiiller camsi membran denilen
kalin, kivrilmis membrandz materyal, cok degisiklige ugramamis zona pellusida,
dejenere olmus oosit ve folikil hicrelerinin kalintilan ve istila eden makrofajlar ile

ayirt edilir.
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Ovulasyon evresi ovulasyonun oldugu evredir. Olgun folikil ovaryumun
ylizeyinden disari dogru stigma adi verilen bir cikinti yapar. LH diizeyinin artmasi
sonucu uyarilan teka eksterna ve tunika albuginea icindeki proteolitik etkinlik, olgun
Graaf foliklinin yirtilmasini kolaylastirir. Disarlya atilan gamet, ovaryuma g¢ok
yaklasmis olan uterus tiplerine girer. Ovulasyondan birkag saat dnce folikiiler hiicre

tabakasl ve teka interna, korpus luteuma dénismeye baglar.

Ovulasyondan sonra geride kalan folikiler hiicre tabakalar buzlislr ve hormon
salgilayan major bir bez olan korpus luteumun bir pargasi olur. Bu donlisiim asagidaki

evreleri icerir:

1. Folikdlin bazal membrani yikilr.

2. Baslangicta damarsiz olan folikller hiicre kiimesi igine kan damarlar girer.
Antrum bosluguna kan dolar ve pihtilagir bdylece gegici bir yapi olan korpus
hemorajikum olusur. Daha sonra yeni olusmus kan damarlari fibroblastlar
ve kollajen lifler fibrin pihti icine girer.

3. Folikiiler hiicreler ve teka interna hicreleri degisime ugrar. Folikiler
hicreler folikller lutein hicrelerine donuslir ve steroit salgilayan hiicre
Ozellikleri kazanir. FSH ve LH uyarisina yanit olarak progesteron ve dstrojen
salgllarlar. Teka interna, teka lutein hicrelerine dondsur ve LH uyarisina

yanit olarak androstenedion ve Ostrojen salgilar.

Korpus Iluteum bilylimeye devam eder ve fertilizasyon olmamigsa,
ovulasyondan yaklasik 14 glin sonra gerileme evresine girer. Fertilizasyon olmussa
blylimeye devam eder ve progesteron ve Ostrojen Uretimini surdlrir. Korpus
luteumun devamlihdini saglayan insan karyonik gonadotropini'nin (hCG) uyarici
etkisidir.

Pregosteron ve Ostrojen gebeligin yaklasik 9. ve 10. haftalarina kadar

endometriumun beslenmesi icin gereklidir.
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Korpus luteumun gerilemesi (luteoliz) sonucunda, korpus albikans olusur. Bu
surecte, korpus luteumun dejenere olan luteal hiicre kiimelerinin yerini stromal bag

dokusu alir. Korpus ablikans ovaryumda kalir; kigullir ama hicbir zaman yok olmaz.

Korpus luteumun gerilemesinden sonra, stromada serbest kalan luteal
hiicreler, salgilama etkinliklerini yeniden kazanabilir ve bu durumda interstisyel bezler
adini alir. Bu tip interstisyel bez hiicrelerine insan ovaryumunda sik rastlanmaz.

(Kierszenbaum)
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2.2, Apoptoz

2.2.1. Apoptoz’un Tanim Ve Tarihgesi

Organizma yeni hicreler sentezlerken, var olan hcrelerin bir kismini hicre
Olimd ile ortadan kaldirarak kendi dengesini korumaktadir. Hiicre olumu iki farkl
mekanizma ile gergeklesir: apoptoz ve nekroz. Apoptozda ve nekrozda diizenli olarak
birbirini izleyen biyokimyasal ve morfolojik olaylar sonucunda hticre élimi gerceklesir
(Kiess ve Gallaher). Apoptoz programli, aktif RNA ve protein sentezi ile gerceklesen;
enerji gerektiren bir dlumdir. Genetik ve biyokimyasal olaylar dizisidir (Majno ve
Joris) (Thompson) (Ameisen).

Hicrelerin normal gelisimleri siirecinde meydana gelen 6lim ilk olarak 1842
yilinda Vogt tarafindan tanimlanmistir. Programlanmig hiicre élima terimi ilk olarak
1965 yilinda kullaniimistir. Apoptoz terimi ise ilk kez 1972 yilinda Kerr ve arkadaslar
tarafindan kullanilmistir. Yunanca bir kelime olan apoptoz; apo (ayrilan) ve ptosis
(diisen) kelimelerinin birlesiminden olusur ve “agactan diisen yapraklar “ olarak tarif
edilmistir. Kerr, fizyolojik olarak dlen hicrelerin gekirdeklerinde yogunlasmis kromatin
parcalari gozlemlemis ve organellerin iyi korundugunu gézlemleyerek bu olayi
buziisme nekrozu olarak adlandirmistir. 1983 yiinda Duke ve arkadaslari, jel
elektroforezi ile apoptoz endoniikleazlarin aktive olarak merdiven basamagi denen
karakteristik DNA kiriklarina neden oldugunu gostermistir. Bdylece apoptotik hiicre
olimundn ilk biyokimyasal kaniti elde edilmis ve apoptozisin genetik olarak kontrol
edilen fizyolojik mekanizmalarla regule olan bir 6lim oldugu ortaya konulmustur

(Kerr, Wyllie ve Currie).

2.2.2, Apoptoz Ve Nekroz Arasindaki Farklar

Nekroz patolojik bir 6lim sekli iken apoptoz hem fizyolojik hem de patolojik
durumlarda meydana gelebilir. Nekrozda hicre igine asiri sivi girmesi sonucu hiicre
siserken apoptotik hilicre kugulir. Nekrozda kromatin normal hicre goérintisi
sergilerken apoptotik hiicre kromatini nukleus membraninin gevresinde yogunlasir.
Nekrotik hiicre membrani bitiinligini kaybettigi icin hiicre icinden hiicre disina

madde cikisi olur. Hicre igeriginin dis ortama c¢ikmasi inflamasyona neden olur.
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Apoptotik hiicre membrani saglamdir ve lizerinde kiiglik cepgikler olusur (Brouckaert,

Kalai ve Krysko) (Willingham) (Sekil 9) (Tablo 1).
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Sekil 9: Apoptoz ve nekroz (KUMAR, ABBAS ve FAUSTO)

Nekrotik hiicre lizise ugrarken apoptotik hiicre kiiglik cisimciklere parcalanir.

Apoptotik cisimcikler membranla cevrilidir, nukleus ve diger organellerini ve

parcalarini igerir. Apoptotik cisimcikler inflamasyona neden olmazken fagosititk

hiicreler tarafindan sindirilirler (Barisic, Petrik ve Rumora).
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Tablo 1: Apoptoz ve nekroz arasindaki farklar (Ulukaya).

Siddetl oksidatif stress

OZELLIK NEKROZIS APOPTOZIS
Yol acan nedenler Iskemi Biiyiime faktorii eksiklig
Hiperternu Hiicre vaslanmasi “Senescence”
Hipoksi HIV
Litik wiral enfeksivon Kanser ilaglan
Toksik maddelerin viiksek Radvasyon
konsantrasyonlart Yiiksek doz glukokortikoid

Fas veya TNFR-1 reseptorlerinin
aktrvasyonu
Sitotoksik T lenfositler

Cok siddetli olmayan oksidatif stress

Morfolojik tzellikler

Hiicre membrani bitiinliigiiniin
kavbi

Kromatin “flocculation ™ n
Hiicre sismest

Organellerin disintegrasyonu
Endoplazmik retikulumun
dilatasyonu

Biiviik vakuollerin olusumu

Hiicre lizisi

Intakt hiicre membram fakat membranda
“bleb lerin olusumu

Kromatinin niikleer membran civannda
toplanmasi ve vogunlasmasi

Hiicre kiigiilmesi

Organellerde disintegrasyon yok
Hiicrenin intact mitakondri. ribozom.
mucleus parcalan ve diger organellent
igeren membranla kapli apoptotic

cisimciklere parcalanmast

Bivokimyasal dzellikler

Bozulmus ivon hemostazisi
ATP gerekmez (pasif siireg)

+4 °C’de gerceklesebilir

DNA rastgele pargalanir (agaroz
jel elektroforezinde “smear™
goriintiisii)

Postlitik DNA
fragmentasyonu(=6limiin geg

safhasinda)

Ivi kontrollu, baz1 aktivasyonlarin ve
enzimatik basamaldarm olmas:

ATP gereklidir (aktif siirec)

+4 °C"de gerceklesmez)

DNA internukleozomal alanlarda 180 kb
ciftinin katlari olacak sekilde kirilir mono
ve oligonukleozomlara ayrilir (agaroz jel
elektroforezinde merdiven
patterm=apoptozisin en dnemli belirtect)
Prelitik DNA fragmentasyonu (=erken

evrede gerceklesir)

Diger dzellikler

Hiicreler gruplar halinde &liir
Fizyolojik olmayan (patolojik)
etkiler sonucu gerceklesir
Lizozomal enzimler salinir

Inflamasyvona neden olur

Hiicreler tek tek veya birkaci birarada &liir
Fizyolojik sartlarda da gergeklegebilir
Komsu hiicreler veya makrofajlar
tarafindan fagosite edilirler

Inflamasyvon gériilmez

Apoptozda DNA internukleozomal bdélgelerden pargalanir. Jel elektroforezinde

merdiven goriintlisii cikmasina neden olan bu durumdur. DNA Ca/Mg bagiml
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endontikleaz ile parcalanir. DNaz I ve DNaz IT de DNA parcalanmasindan sorumludur
(Walker, Leblanc ve Sikorska).

Apoptozun erken safhasinda hucrelerin birbirleriyle olan hiicre-hiicre
baglantilan kesintiye ugrar ve 6zellesmis ylizey yapilarini kaybederler. Hiicre biizilir.
Hicreler hacimlerinin 1/3’Gn0a kaybederler. Hicresel buzilme Na, K, Cl transport
sisteminin galismamasi ve hiicre igi- hlicre disi sivi transportunun gergeklesmemesidir

(Wijsman, Jonker ve Keijzer) (Tomatir).

2.2.3. Apoptozun Goriildiigii Olaylar
Apoptotik hilcreler organizmanin bazi dokularinda sirekli olarak olusmaktadir
ve bu yasam boyunca devamlidir. Bdylece 6lim (apoptoz) ve yeniden yapim (mitoz)
bu dokularda doku homeostazisini olusturan dinamik bir denge halindedir. Glinde
yaklasik bir milyon hiicre apoptoza ugrarken yerine yeni hiicrelerin yapimi devam
etmektedir.
Apoptoz fizyolojik ve patolojik olaylar sonucunda gézlenir.
Fizyolojik Olaylar
e Embriyogenez ve metamorfozda (Miller ve Wolf kanallarinin involiisyonu, kalp
gibi i¢i bosluklu organlarin Iimen olusumu)
e Vertebralarin néron gelisimi sirasinda (barsak kriptalari gibi strekli prolifere
olan hicre gruplarinin hiicre sayisinin dengelenmesinde)
e Uterusta endometriumun dokilmesinde (menapozda folikil atrezisi,
laktasyonun kesilmesinden sonra meme bezlerinin gerilemesi gibi olaylarda)
e T lenfositlerin kontroliinde (T lenfositlerde dogru antijen kazanimi
saglayamayan hiicrelerin ortadan kaldirilmasi )
e Epidermisin en Ust tabakasi olan stratum korneumun slrekli dokulip
yenilenmesinde gorilir.
Patolojik Olaylar
e Her tirlli neoplazide (sitotoksik ilaglar, iyonize radyasyon, hafif travma, hipoksi
gibi fiziksel ve toksik uyaranlara maruz kalan dokularda)
e Hormon bagimli dokularin patolojik atrofisinde, otoimmiin hastaliklarda

sitotoksik T hicreleri ile olusturulan hiicre 6liminde
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e Pankreasta ve bobrekte duktus tikanmasi sonrasi gorilen patolojik atrofide

apoptoz goértlmektedir. (Ulukaya) (EImore)
2.2.4. Morfolojik Ve Biyokimyasal Degisiklikler

2.2.4.1. Morfolojik Degisiklikler

Yiizey Organellerinin Kaybi
Apoptotik hiicre komsu hiicrelerle baglantisini koparir, ylizey farkhlasmalari

(mikrovillis gibi) yok olur ve hicre ylzeyi yuvarlaklagir (Balakumran, Champbell ve
Maslen) (Cohen).
Kromatin Yogunlasmasi

Cekirdek apoptozda odak noktadir. Hiicreden hiicreye degisiklik gostermekle
birlikte apoptozda cekirdek genellikle biiziisiir. Kromatin yogunlasir ve parcalar
halinde bir araya toplanir. Cekirdek porlarini kaybeder, sekil olarak dizensizlesir ve
ileri evrede kliglk ¢ekirdek pargalarina ballndr. Cekirdekgik genisler, grandlleri kaba

hal alir ve dagilir (Cohen) (Wyllie).

Sitoplazmik Baloncuklar ve Apoptotik Cisimlerin Olusmasi

Hiicre 6nce disa dogru tomurcuklanir. Bu tomurcuklar sitoplazma pargaciklari
iceren, siki paketli organeller iceren zarla sarili apoptotik cisimciklere dontsir
(Balakumran, Champbell ve Maslen) (Cohen).

Tim bu morfolojik degisimler gerceklesirken agiga fosfatidilserin gikar. Saghkl
hicrelerinin  plazma membraninda bulunan fosfatidilserin, apoptotik hiicrelerde
plazma membraninin dis yuzlinde bulunur ve fagositik hticreler icin sinyal olusturur

(Lu, Ashwell ve Ken).

2.2.4.2.Biyokimyasal Degisiklikler

DNA Fragmantasyonu

Hedef proteinlerden olan DNA, endoniikleaz ile capraz bag yapan bir

proteindir. Kaspazlar bu proteini yikarak endonikleazi serbestlestirir. Cekirdek icine
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giren Ca*® Mg*? bagiml endoniikleaz, DNA kiriklari olusturur. 180 baz cifti ve katlari

seklinde kiriklar olusur ve merdiven basamadi adiyla karakterizedir.

Hiicre Iskeletinin Yikilmasi

Kaspazlar aktini yikan bir proteini aktiflestirerek hiicrenin normal seklini

kaybetmesine neden olur. (Sheikh ve Fornace)

Membran Degisiklikleri
Kaspazlarin etkisiyle yikilan aktin proteinleri hicrnin geklini bozar. Yine

kaspazlarin etkisiyle hlicre zarn asimetrisi bozulur, hiicre membraninin i¢ ylzindeki
fosfatidilserin yer dedistirerek zarin disina yerlesir. Ayrica bazi apoptotik hiicreler
hiicre zarlarinda thrompospandin adli adhezif bir glioprotein ve bazi hiicrelerin
adhezyon molekiillerini (ICAM 3) igerirler. Bu membran dedisiklikleri apoptotik
hiicrelerin gevre fagositler tarafindan fark edilip fagositoz edilmesini saglarken,
transglutaminaz aktivasyonu ile membran proteinlerinde olusan c¢apraz baglanmalar
membranlarin pargalanip apoptotik cisimleri olusturmasini saglar. Hiicreler 6zellesmis
yapilarini ve diger hiicrelerle olan temas ylizeylerini kaybederler. Su kaybederek
kiiglllrler ve blzlglrler. Sitoplazmanin yodunlastigi ve organallerin birbirine
yaklastigi gozlenir. (Mountz ve Zhou)
Fagositoz

Apoptotik cisimler cevredeki parankima hicreleri ve fagositler tarafindan

fagosite edilerek dokulardan uzaklastirilir. (Mountz ve Zhou)

2.2.5. Apoptoz Mekanizmasi
Apoptoz ekstrensek vyolla hiicre membrani tarafindan &lim sinyallerinin
alinmasiyla, genlerin DNA hasarina intrensek yanitiyla veya proteolitik enzimlerin

dogrudan hiicreye girisiyle (Perforin- Granzim) ile gelisebilir.

2.2.5.1. Ekstrensek / Reseptor Aracili Yol

Hicre disindan kaynaklanan ve hicre ylizeyindeki 6lim reseptorleri olarak
bilinen Fas (APO-1 ve CD95) ve tiimdr nekroz faktdr reseptdrii-1 (TNFR-1) uyariimasi
ile dlizenlenen apoptozdur (Ulukaya) (Sekil 10).
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TNF-a, TNF ile iligkili apoptozis uyarici ligantlar (TRAIL) ve Fas ligantlari, bazi
malign ve normal hiicrelerde kendilerine 6zgu reseptdrlerle birleserek éliime neden
olurlar. Bu proteinlerin hiicre disi kisimlari ligant baglanmasi icin 6nemlidir.
Sitoplazmik kisimlarinda kismen korunmus bir élim bdlgesi (DD- Death Domain)
bulunur. Bu bdlgeler sitoplazmik sinyal proteinlerine baglanarak apoptozu baslatir.
TNFR-1 ile iligkili 6lim bdlgeleri TRADD, Fas ile iligkili 6lim bdlgelerine FADD denir.
Bu 6lim bodlgeleri ile prokaspaz 8'i aktiflestirerek kaspazlarin kaskat seklinde gelisen

aktivasyonlarini baglatir (EImore).

2.2.5.2. Intrensek / Mitokondrial Yol

Apoptozun yaygin yolu olan intrensek yol hicrenin kendi iginden, sitotoksik
ilaclar gibi hasar yapici ajanlarla baslar. I¢ sinyallerle olusan apoptozda mitokondri
onemli rol oynar. Apoptozu baslatan yollarin kavsak noktasinin mitokondri oldugu
gorilmustlr. Dis zar gegirgenligindeki artis sonucunda mitokondri zar potansiyelinin
bozulmasi dis zarda hizla bir sismeyle izlenir ve iki zar arasinda bulunan cesitli
proteinlerin hiicre sitoplazmasina gikmasina neden olur. Temel olrarak mitokondride
solunum zincirinde yer alan bir enzim olan sitokrom ¢, apoptoz indikleyici faktor
(AIF), SMAC ve ENDO G adli DNAz enzim sitoplazmaya salinir. Sitokrom ¢’ nin
mitokondriden sitoplazmaya salinmasi geri déntsimstiz bir noktadir. Sitokrom c'nin
salinmasinda en Onemli faktdr Bcl-2 ailesidir. Hem pro-apoptotik hem de anti-
apoptotik Uyeleri olan bu ailenin mitokondri tzerindeki etkileriyle hem sitokrom ¢’ nin
sitoplazmaya salinmasi gergeklesir hem de bu salinim baskilanir. Sitokrom c,
sitoplazmada inaktif monomerler halinde bulunan Apaf-1 (apoptotik proteaz aktive
eden faktor) molekiiliine baglanarak apoptozom adi verilen yapinin olusumunu
sadlar. Apoptozom kaspaz 9'u aktiflestirmek Uizere keser, kaspaz 9 diger kaspazlarin
proteolitik bir zincir halinde aktifleserek apoptozun gerceklesmesini saglar (Ulukaya)
(Ow, Green ve Hao) (Sekil 10).
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Sekil 10: Intrensek/Ekstrensek apoptoz yolagi (KUMAR, ABBAS ve FAUSTO)

2.2.6. Apoptoz Regiilatorleri

Apoptoz cok sayida genler (c-myc), molekiiller (seramid), iyonlar (kalsiyum),
proteinler (p53) ve hatta organeller gibi mediatorlerle dizenlenir. Apoptozisi
dizenleyen genler cmyc, p53 ve Bcl-2 ‘dir ve Urettikleri proteinler ayni adi alir. P53,
Bcl-2 ailesi, inhibitér apoptoz proteinleri (IAP), kaspazlar gibi protein aileleri apoptoz
reglilatérleridir (Ulukaya) (Oktem, Ozlem ve Ozdol) (Tablo 2).

Tablo 2: Apoptozisi baskilayan ve indiikleyen genler (Oktem, Ozlem ve Ozdol).

Apoptozisi baskilayan genler: Apoptozisi indiikleyen genler:

Bcl-2 grubundan BHRL-1, bcl-xl, bcl-w, Bcl-2 grubundan Bad, Bax Bak, Bcl-xS,

bfl-1, brag-1, mcl-1, Al bad, bik, Hrk 1

c-abl geni c-myc

Ras onkogeni P53, p21

Co6zunebilir fas Fas (CD95/APO1) FADD/MORT, RIP,
FAST

P35 Interlokin déniistiiriici  enzim benzeri
proteinler (ICE)

A20 LOH (MTS1/CDK41)
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Bcl-2 Ailesi

Mitokondride dis zar potansiyelinin degismesinden Bcl-2 ailesi adi verilen
protein grubu sorumludur.

Antiapoptotik aile Uyeleri olan Bcl-2, Bcl-XL yine ayni aileden Bad, Bim, Bmf,
Bid ve BH-3 only adi verilen proapoptotik proteinler tarafindan baskilanir.
Proapoptotik Uyeler normal sartlarda inaktiftir bu nedenle mitokondrial zar
gecirgenligi Bcl-2 ve Bcl-x sayesinde degismeden kalir. Ancak cesitli uyarilar (bliyime
faktdriinin uzaklastirlmasi Bad'in, kalsiyum artisi Bim'in, UV 1sin  Bmf'nin)
proapoptotik grubun aktiflesmesine yol agarlar, sonugta Bcl-2, proapoptotik aile
dyeleri tarafindan baskilanir, Bcl-2 tarafindan inaktif durumda tutulan ve yine ayni
aileden olan Bak ve Bax proteinleri etkinleserek mitokondri dig zarinda permeability
transition porlarin olusumuna, zar potansiyelinin degisimine yol agar. Bu da
uygulamaci kaspazlarin aktivasyonu ve apoptozla sonuglanir. Kaspazlar inhibitdr
apoptoz proteinleri (IAP) denen bir grup protein tarafindan baskilanir.

P53 Geni

p53, DNA gardiyani da denen ve bu giine dek (izerinde en ¢ok galisilan timar
stipresor proteinlerden biridir. P53 sitoplazmada bulunan ve DNA’'nin ya da hiicrenin
agir bicimde hasar gérmesi durumunda, DNA da belli genlerin aktivasyonuna, bdylece
yapimlarinin artmasina (Bax, Apaf-1, Fas) belli genlerin de baskilanmasina (Bcl-2, Bcl-
X) yol acarak apoptozu tetikleyen bir transkripsiyon faktoridir. DNA hasari, hipoksi
ya da onkogenlerin aktivasyonu, surekli yapilan ama ubikitinleyici bir protein (mdm2)
tarafindan belli bir hizda ykilan p53 (n fosforillenmesine, fosforillenme
ubkitinlenmenin bozulmasina yol agar. Miktari artan p53 cekirdege gegerek ilgili

genlerin ifade edilmelerini degistirerek hiicreyi apoptoza sokar. (Solakoglu)

IAP Ailesi Proteinleri
IAPlar; antiapoptotik etkilerinin direkt kaspazlara badlanarak, kaspaz
inhibisyonu ile gdsteren proteinlerdir. Apoptozun negatif dizenleyicileridir. Kaspazlari

Olim reseptorleri ve mitokondrial yol ile inhibe ederler. (Donoghue, Baden ve Lauder)
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Kaspaziar
Kaspazlar sistein aspartatik asit proteazlar olarak bilinir ve birbirleriyle homolog

buyuik bir protein ailesidir. Kaspazlar proteolitik yariklanmayla aktiflesen negatif
grantller olarak Uretilir. Bu giine dek yaklasik 100 kaspaz substrati rapor edilmistir.

Insanda yapi ve fonksiyonlarina gére on bir degisik kaspaz tarif edilmistir:

e Baslica lenfokin yapiminda bulunan Kaspazlar: Kaspaz-1 (ICE), -4, -5, -11,-12,

-13, -14

e Sonuglandiricl (effektor) Kaspazlar: Kaspaz-3 (CPP32/Yama), -6,-7
e Baslaticl (initiator) Kaspazlar: Kaspaz-2, -8 (FLICE/MACH),-9,-10 (Donepudi ve

Grutter) (Hengartner)

Oliim reseptérleri hiicre zari igine tutunmus, bir ucu hiicre disina, bir ucu hiicre
icine bakan, hiicre ici tarafinda prokaspaz 8 in aktiflenmesini saglayan bir 6lim
bolgesi (death domain) bulunan reseptérlerdir. Hiicre zarinda bulunan kendileri icin
0zgiin reseptorlere baglanan ligandlar reseptoriin trimerik (lic bilesenden olusan) bir
yaplya donismesine yol acarlar ve hticre icinde adaptdr molekdller adi verilen bir dizi
molekiille etkileserek prokaspaz 8 i iki farkli buyuklikte parcaya bdler. Baslatici
kaspaz denen aktif kaspaz 8, inaktif durumdaki proenzimler olan kaspaz 3, kaspaz 6
ve kaspaz 7 nin bir zincir bigciminde aktiflenmesine yol acar. Aktiflenen tim kaspazlar
hiicre makromolekadillerini parcalayarak tipik apoptoz morfolojisinin olusumuna yol
acarlar. Aktif kaspaz 8, Bcl-2 ailesi proteinlerinden biri olan Bid'in de proteolitik olarak
aktiflesmesine yol acar. Bid, mitokondriden sitokrom ¢, bazi baska proteinlerin
(SMAC) ve kalsiyumun serbestlemesine yol acar. Bdylece 6lim reseptorleri yolu
mitokondriyal yolu da aktiflemis olur. Hicreye sitotoksik T reseptdrleri yoluyla ulasan
Fas ligandi, ya da TNF alfa, hiicre ylizeyinde bulunan kendine 6zgu reseptérlerine
baglanarak apoptozu uyarabilir. Fas reseptoriiniin ligandi aktiflenmis T lenfositlerde
ayrica dalak, testis, karaciger ve bobrek hiicrelerinin ylizeyinde ifade edilir. Cesitli
virslerle enfekte hiicrelerde ya da p53 (in aktiflenmesi sonucu Fas reseptdriiniin
ifadesi, o hiicrenin sitotoksik T lenfositler tarafindan éldirilmesini saglar. FAS ve TNF
alfa diginda TRAIL ve TRAIL reseptorleri de hiicre icinde benzer yollarla 6limii
yaratabilir. TRAIL reseptérlerinin FAS reseptdriinden farkl olarak karaciger, néronlar,

miyositler, kolon, brong epiteli, Leydig hiicreleri gibi dokularda yapisal bigcimde ifade
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edildigi ve TRAIL'in de bu dokularda bulundugu gésterilmistir. Hiicre disindan gelen
sinyallerin hicre icinde apoptotik makinay! calistirmasina aracilik eden yollardan biri
de sfingolipid yoludur. Sfingomiyelin, hlicre zarinin yapitaglarindan biridir. Radyasyon
ve kemoterapinin yani sira 6lim reseptorleri araciigiyla da aktiflenebilen bir enzim
olan sfingomiyelinaz tarafindan seramid’e dénusttirilir. Seramid, ayrica serin palmitol
transferaz tarafindan da sentezlenebilir. Seramidaz enzimiyle seramidden olusturulan
sfingozin, Bid yapimini degisik yollarla artirarak mitokondriyal yol (izerinden apoptozu
tetikler (Solakoglu).

Kaspazlar icin substrat olan poly ADP-Riboz polimeraz DNA zincir kiriklarina
baglanip nuklear protinleri modifiye etme gorevini (stlenir. PARP molekiiliiniin DNA'y

onarmasi kaspaz-3 ile parcalanmasini takiben onlenir (Solakoglu) (Sekil 11).

/ ] /1
Procaspase-8, -10 Procaspase-§

— 1
Cleaved Caspase-8, -10  Cleaved Caspase-9

)
—1 1
Procaspase-3, -7

¢

Cleaved Caspase-13, -7

.
PARP

&

||
Cleaved PARF

Apoptosis
Sekil 11: Poly-ADP Riboz' un kaspaz-3 tarafindan kesilmesi (Bank)

2.2.7. Apoptoz Ve Ovaryum
Ovaryumda apoptoz ilk kez 1885 yilinda Flemming tarafindan tavsan
ovarymunun antral foliklllerindeki granuloza hicrelerinde gézlenmis ve kromatolizis

olarak adlandinimigtir (Tilly, Apoptosis and ovarian function.).
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Apoptoz ovaryumda hicresel dejenarasyon prenatal ddénemdeki germ
hicrelerinde, postnatal donemde ise folikliler atrezide goriliir.

Prenatal dénemdeki primordial germ hiicrelerinin hareketi, proliferasyonu ve
canhhgini korumasi bazi faktorlere baglidir. Bu faktorler kok hiicre blyime faktori
(SCGF) ve temel fibroblast biyime faktoridir (bFGF). Bu faktorlerdeki yetersizlik
germ hiicrelerinin apoptozuna neden olur. Bcl-2 geni delesyona ugramis transgenik
farelerde ylksek miktarda germ hicre kaybi oldugu gozlemlenmistir (Kaipia ve
Aaron).

Folikiilogenezin erken safhalarinda apoptotik hicreler nadir gorilir. Sadece
sekonder hiicrelerde nadiren apoptoza rastlanirken, primer ve primordial folikillerde
apoptoza rastlanmamaktadir (Vaskivuo).

Foliktllerin blylmesi ve gelisimi igin gonadotropinler gereklidir. Preovulatuvar
safhada gonadotropinlerin bloke edilmesi veya hipofizektomiden sonra serumdaki
gonadotropinlerin seviyesinin diismesi folikillerin atreziye gitmesini saglar. Graniiloza
ve luteal hiicrelerindeki apoptotik DNA fragmantasyonundan, Ca*’/Mg*? bagmli
endonukleaz aktivitesi sorumludur.

Gonadotropinlerin  granlloza hiicrelerinin  membranindaki  reseptdrlere
baglanmasi, adenilat siklazin aktive olmasi, cAMP'nin birikimi ve protein kinaz A
yolaginin aktivasyonuyla sonuglanir. Hipofizden salgilanan biyliime hormonu (GH)
gonadotropinlerin etkilerini arttirarak dolayl yoldan folikillerin blytUmesine ve
farklanmasina yol acar. Insiilin benzeri biyime faktori-I (IGF-I)’ niin de
folikiilogenezde 6nemli role sahip oldugu ve graniiloza hiicrelerinin bu faktére karsi
ylizey reseptorleri eksprese ettigi bilinmektedir. Ayni zamanda gonadotropinlere
benzer sekilde IGF-I' in de folikiiler apoptozu baskiladi§i bilinmektedir. Immiin
sistemin sitokinlerinden biri olan interlékin-18 (IL-18)" nin da ovaryum fonksiyonlari
Uzerine etkisi vardir. Cogu hiicre tipinde IL-1B nitrik oksit (NO) sentezini
arttirmaktadir.  Preovulatuvar folikdl kilttrinidn yapildigi  bir calismada IL-1B
uygulanmig, NO Uretiminin arttigi ve apoptozu inhibe ettigi gosterilmistir (Kaipia ve

Aaron) (Chun, Eisenhauer ve Kubo).
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Ostrojenler folikiillerin biiyiimesi ve gelisimi icin ¢ok dnemlidirler. Ostrojen
muamelesi graniiloza hiicrelerinin bolinmesini ve ovaryumun agirhgini arttirmaktadir

(Kaipia ve Aaron).
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2.3. Siklofosfamid

Kanser tedavisinde en fazla kullanilan ilaglardan birisi olan siklofosfamid bir
oksazofosforindir (Sekil 12). Bagisiklik baskilayici ve bir anti timor ajan olan
siklofosfamidin onkosidal etki gdsterebilmesi icin metabolik olarak aktive edilmesi
gerekir. Hem humoral hem de hiicresel bagisikigin siklofosfamid ile baskilandig
bildirilmektedir. Siklofosfamidin kanserostatik aktivitesi fosforamid mustard (FAM)
olusumunu veren ‘hepatik mikrozomal karma fonksiyon oksidaz’ sistemi ile

metabolizmasina baghidir

H, H;
Cl—C—(C Eh
NP
I /A

Cyvelophosphamide
Sekil 12: Siklofosfamid'in kimyasal formiilii (Zhang, Tian ve Zhou)

Siklofosfamid tarafindan olusturulan bagisiklik baskilayicilik ana ilagtan ziyade
onun metabolitlerinden kaynaklanmaktadir. P-450 monooksijenaz sisteminin etkisi
altinda sikofosfamid, 4-hidroksi siklofosfamide metabolize olur. Bu metabolit
enzimatik olmayan bir yolla aldofosfamide yeniden diizenlenir (Sekil 13). Bu da FAM ve
akroleine ayrilir. FAM’ 1n DNA’ ya baglanarak hiicre bolliinmesini baskiladigi,
siklofosfamidin  badisiklik baskilayici ve antitimér etkilerine araci  oldugu
distinilmektedir. Ote yandan akrolein’ in ®nemli makromolekiillerinin sulfidril
gruplarlyla cabucak reaksiyona girdigi bdylece badisikligin baskilanmasinda rol
oynadigi dislnilmektedir. Olusan ara driinler veya son metabolitlerin; kanser
seciciligi, sistemik toksisite, mutajenite, teratojenite, genotoksisite ve kanserojenite
gibi farkl etkileri olabilecegi ileri stiriilmektedir (Ayhanci).

Hem oral hem de parenteral olarak kullanilan sikofosfamid, hem hematolojik
hem de solid timdrlerin tedavisinde basarili bulunmustur. Siklofosfamidin plazmada

yarilanma omrl 6,5 saattir. Parenteral veriliste aktif metabolitlerin plazma
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konsantrasyon pikine ulasmasi 2-3 saat sirer. Siklofosfamidin kullanim alanlari
sunlardir;

_ Hodgkin disi lenfomalar

_ Cocuklarin akut lenfositik [6semisi

_ Kiiglk hicreli olan veya olmayan akciger kanseri

_ Hodgkin hicreleri

_ Pediatrik solid timorler

Ayrica glgli bagisiklik baskilayici etki gdstermesi nedeni ile Romatoid artrit,
cocuklarin Nefrotik sendromu, Behget hastaligi ve diger bazi otoimmun hastaliklarda
da kullanilmaktadir.

Cesitli deneysel ve klinik calismalarda siklofosfamidin gonadal yetmezlik, renal
yetmezlik ve Ozellikle hemorajik sistit olusturdugu rapor edilmistir. Siklofosfamid
terapisi goren meme kanserli hastalarda cogu zaman amenore olusmaktadir.
Erkeklerde sik sik azospermi gelismektedir. Siklofosfamid, ovaryum folikillerinde
epitel doku igin toksiktir. Zira disi sicanlara 40 mg/100 gr siklofosfamid verildiginde
ovaryum folikillerinin normal gelisiminin inhibe oldugu goézlenmistir. Siklofosfamid
spermatojenik epitelyumda da toksisite olusturmaktadir. Bir siklofosfamid metaboliti
olan akrolein de 3 — 10 mg/L arasindaki konsantrasyonlarinin 12 ginlik fare

embriyosunda anormal gelismelere neden oldugu gézlenmistir.
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Sekil 13: Siklofosfamid'in metabolizmasi (Zhang, Tian ve Zhou)

Siklofosfamid, emziren kadinlarda slite gecerek bebekte immunosupresyon,
gelisme geriligi ve karsinogenezis gibi toksik etkiler yapmaktadir. Ayrica fizyolojik
olarak uygun olmayan antidilretik hormon salgisini arttirarak hipernatremiye yol
acar. Bu durum ise hemorojik olarak sistit riskini arttirir. Siklofosfamid metabolitleri,

Ozellikle akrolein, mesane mukozasi igin toksiktir. Erkek Swiss farelerde yapilan
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deneysel calismalarda 200 mg/kg siklofosfamidin hemorajik sistit olusturdugu rapor
edilmistir. Siklofosfamidin insanlarda ve deney hayvanlarinda mesane kanseri yaptigi
yoninde raporlarda bulunmaktadir. Siklofosfamidin  kemik iligi mutajenitesi
konusunda yapilan calismalar, bu maddenin insanlarda ve sicanlarda hematopoietik
sistemde kanserojen oldugunu gostermistir. Farelerde yapilan bir deneysel calismada
100 mg/kg intraperitonal siklofosfamid uygulamasinin hematopoietik sistemde timor
gelisimini uyardigi gdzlenmistir. Sicanlarda yapilan diger bir deneysel calismada 20 ve
40 mg/kg intraperitonal siklofosamid uygulamasinin dalakta ve kemik iliginde
mutajen oldugu gosterilmistir. Hodgkin lenfomali hastalara siklofosfamid verildiginde,
hastalarda Ureterik timorlerin gelistigi rapor edilmistir (Ayhanci).

Deneysel calismalarda siklofosfamidin farelerde primer olarak primordial
folikiilleri hedef aldigi, sicanlarda ise primordial folikiillerden daha fazla antral ve
gelismekte olan folikulleri etkiledigi gosterilmistir.

Siklofosfamid toksisitesi kadinlarda primer foliklil kaybina, prematur menapoza
ve gelismekte olan folikiillerin kaybina bagl gegici infertiliteye neden olur (Desmeules

ve Devine).
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2.4. Rosiglitazone

Tiazolidinedion (TZD) grubu ilaclarin ilk Gyesi olan ‘ciglitazon’ ilk olarak 1982
yilinda tanimlanmis, ancak etkisi yeterli bulunmadigi ve cesitli yan etkileri oldugu icin
klinik kullanima gegmemistir. Klinik olarak kullanima giren ilk TZD ise ‘troglitazon’ dur.
Ancak bu da siddetli hepatotoksisite yan etkisi nedeniyle 2000 yilinda kullanimdan
cekilmistir. Rosiglitazone, pioglitazon ile birlikte bu gin icin kullanimda olan iki TZD'
dan birisidir (Tack ve Smits) (Sekil 14).

N
Oi_

Sekil 14: Rosiglitazone' un molekiiler formiilii (Tack ve Smits)

Rosiglitazone glnimuizde tip 2 diyabet tedavisi icin kullanimi onaylanmig,
instlin duyarhlastirici 6zelligi olan bir oral antidiyabetik ilagtir. Oral alimini takiben
biyoyararlanimi oldukca yuksektir ve absorbe edildikten sonra %99’ un (izerinde
plazma proteinlerine baglanmaktadir. Baslica CYP2C8 ve kismen CYP2C9 enzim
sistemi tarafindan metabolize edilmektedir. Karaciger fonksiyonlari normal ise,
eliminasyon yari dmri 3-4 saattir (Tack ve Smits).

Etki mekanizmasi PPAR-y reseptorlerine baglanmasi lzerine kuruludur. PPAR-y
reseptorleri nuklear transkripsiyon faktorleri grubundandir. Nuklear transkripsiyon
faktorleri  hicre fonksiyonlarini dlizenleyen c¢esitli genlerin  ekspresyonlarini

etkilemektedir. PPAR-y reseptorleri baslica yag hiicrelerinde eksprese edilmektedir ve
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bu yilzden yag hicreleri PPAR-y ligandlarinin baslica etki yerleridir. Diger ¢cogu ilactan
farkli olarak Rosiglitazone’ un badlandi§i reseptorler hiicre membraninda degil
cekirdektedir. PPAR-y reseptor aktivasyonuna yanit olarak hedef hiicrede ylizlerce
genin ekspresyonu gerceklesmektedir.

PPAR-y ilk olarak adipogenez ve immin hicre aktivasyonunu regulatori
olarak tanimlanmistir. Ancak glncel calismalar PPAR- y * nin disi memelilerin ovarian
dokusundaki oositin atilmasi da dahil siklik degisikliklerde oldukca etkili oldugunu
ortaya koymustur. Ovarian PPAR-y'nin ekspresyonu ve fonksiyonu yaninda adipositler
ve makrofajlar Uzerindeki direkt ve indirekt etkisi de ovarian fonksiyonu ve disi
fertilitesini etkiler. Thiazolidinedionlar ile aktive edilen PPAR-y lipid metabolizmasini
regule eder ve kendi regulasyonunu, PPAR-y transkripsiyon mekanizmasini ve
adipogenez artigini stimule eder. Birey tarafindan tasinan adipoz doku fertiliteyi etkiler
ve lipit metabolizmasinda etkili genler ovarian hicreler igin oldukga 6nemlidir.

PPARG, oosit iceren folikiillerde hiicresel yapiyi ve fizyolojiyi etkiler. Insiilin
hassasiyeti, normal ovarian fonksiyon icin yasamsal 6nem tasiyan glikoz alinimi
PPARG tarafindan dizenlenir. Sonug olarak PPARG disi fertilitesi igin buylk 6nem
tasir.

PPARG'nin makrofaj fonksiyonunu diizenledigi in vitro kosullarda da
ispatlanmistir. Makrofaj fonksiyonu her siklusta ovulasyona, Iluteinizasyona ve
luteolize bagl doku remodellenmesinde oldukga Onemlidir. Adipoz dokudaki ve
dolagimdaki makrofajlar tarafindan salgilanan inflamatuar mediatérler ovaryum
lzerinde etki saglar. Bunun yaninda ovaryum dokusu iginde salgilanmalari da otokrin
olarak yine ovaryumu etkiler.

PPARG tarafindan dizenlenenen mekanizmalar ovaryum fonksiyonlari
acgisindan oldukga énemlidir (Sekil 15).

Steroidogenez, doku remodellenmesi, anjiyogenez, lipit metabolizmasi, immin
hiicre aktivasyonu ve proinflamatuar mediatorlerin Gretimi nuklear PPAR varligi ve
aktivasyonu tarafindan kontrol edilir. Her (i¢ PPAR isotopu da bir cok tilrin
ovaryumunda tanimlanmistir. Bu tiirler sican, fare, domuz, koyun, sidir ve insandir.

Isotoplarin lokalizasyonu ise in situ hibridizasyon ve immiinohistokimya ydntemleri
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tarafindan gosterilmistir. PPARA (PPAR alpha) immin htcrelerde, teka ve stroma
hiicrelerinde; PPARD (PPAR delta) tiim ovaryum komponentlerinde gosterilmistir.
PPARA ve PPARD ekspresyonu ovulatuar siklus boyunca stabildir. Bu durum bu
iki isotopun bazal ovaryan fonksiyonlarin diizenlenmesinde gorevli oldugunu
disindartr. PPARG ise rodentler ve ruminantlarda baslica gligli olarak granuloza
hiicreleri tarafindan (6strodiol salgisi ve folikiler sivi iceriginin diizenlenmesine cevap
olarak), daha hafif siddette teka hiicrelerinde ( granuloza 6strodiol sentezi icin gerekli
olan androjen prekirsorlerinin olusturuldugu alanda) ve luteal hiicrelerde (ovulasyon
sonrasi progesteron (retimine bagli olarak) eksprese edilir. PPARG ekspresyonu
folikllogenezin erken evrelerinde baglar ve dinamik olarak blylk folikil evrelerine

dek eksprese edilirken LH pikine cevap olarak azalma gosterir.

Makrofajlar: Immiin aktivasyon durumunu yansitan PPARG ekspresyonu yaparlar. Folikiil

gelisimi stiresiyle baglantilidiri ovulasyinda baskilanir v luteinizasyon gerceklesince artar.

| LH
Teka: negatif ekspresyon

denecek kadar az

Granuloza: estrus siklusu evresine dayali ekspresyon: .
Luteal evre: yeni olsmus

.| primer ve preovulatuar folikillerde yiksek ekspresyon o
o o korpus luteumda dusik
bulunurken, LH piki sonrasi anlamli olarak diisiis gosterir

iken olgun korpus

— Oosit: tiire gore degisim gosterir: sidirlarda orta, luteumda fazladir.

Xenopus'da az rodentlerde negatiftir.

Sekil 15: Ovaryumda PPARG ekspresyonu (Minge, Bennett ve Norman RJ)

Oositte PPARG ekspresyonu tiire 6zgli degisiklik gdsterir. Ruminantlarda

orta derecede, Xenopus oositlerinde eser miktarda eksprese edilirken rodentlerdeki
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ekspresyonu heniiz saptanamamistir. Insan oositlerindeki durum heniiz acikliga
kavusmamistir.

Memelilerde en cok PPARG ekspresyonu yap dokudadir ve PPARG aktivasyonu
adipogenez icin gereklidir. Yaghlk (adipozite) disi fertilitesinde anahtar bir role
sahiptir. Esterlenmemis serbest yag asitleri gibi ovaryan hedefler (zerinde genis
etkileri olan adiposit kaynakl bircok faktor PPARG kontrollindedir. Sonug olarak yag
dokudaki PPARG aktivasyonu adiposit ve adipokin aktivitesini etkileyecegi icin Greme
potansiyelini de etkileyecektir (Minge, Robker ve Norman).

Ovaryum dokusu ve yag dokusu baslica makrofajlar olmak (izere &nemli
oranda immin hicre icerir. Doku icinde yer alan makrofajlar lokal ve sistemik
fonksiyonu olan bir ¢ok inflamatuar mediatdr igin kaynak olusturur. TZD tedavisinin
yag doku kaynakli makrofajlari etkiledigi, proinflamatuar sitokin (reten hicrelerin
sayisini azaltarak apoptoz oranini diislirdiigli calismalarda gosterilmistir.

TZD tedavisi goren polikistik over sendromu tanisi koyulmus hastalarda Greme
fonksiyonu olumlu ydnde etkilenmistir. TZD tedavisi bu hastalarda hem insilin
mekanizmasini dlzenlemis, dolagsimdaki lipit dlzeylerini azaltmis hem de Ureme
kabiliyetini geri kazandirmistir. Dolagimdaki cinsiyet hormonu dizeylerini diizenlerken
ovulasyonu da diizene sokmustur.

TZD tedavisi ile saglanan PPARG aktivasyonu asadidaki hormonlar (izerinde
etkili olmustur.

1. Androjen: TZD'ler saflagtinimig domuz tekal hicrelerinde ve karigik
insan ovaryum dokusu hicrelerinde LH ve insulin uyarh androjen
biyosentezini inhibe eder. Ayrica polikistik over sendromu tanisi
koyulmus hastalarda plazma testosteron diizeyini disurdr.

2. Ostrojen: TZD uygulamasinin dstrojen sentezini etkiledigi kabul edilse
de bu etkinin tiire, yasa ve endokrin duruma goére degisim gosterdigi
calismalarda gosterilmistir.

3. Progesteron: PPARG aktivasyonua bagli progesteron cevabi tiire ve
folikiilogenezib evresine gore degisim gosterir. Bir gok calisma in vitro
kosulda PPARG uygulamasinin ardindan progesteron salgisinin

arttigini rapor etmistir. Ancak aksini iddia eden calismalarin da varlidi
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bu konuda bir goris birligi saglanamamasina neden olmustur (Minge,

Robker ve Norman).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Bu calismada Wistar cinsi disi sicanlar (180-220g) kullaniimistir. Toplam 28
adet sican kullanilmistir. Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Laboratuari’'nda, Wistar susunun bulunmasi ve literatir ile uyumlu olmasi nedeniyle
bu tir ve cins secilmistir. TiUm hayvanlar deney sonlanincaya kadar Deney Hayvanlari
Laboratuarlarinda 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik, 20-22 °C oda sicakliginda
barindirildi. Hayvanlar dinlendirilmis musluk suyu ve standart pellet yem ile beslendi.
Bu calismada kullanilacak siganlarin anestezisi eter ile yapildi. Deney sonunda eter
anestezisi uygulanarak hayvanlar sakrifiye edildi. Herhangi bir sebeple deneyi devam
ettiremeyecek olan (enfeksiyon, ilag reaksiyonu, genel durum bozuklugu vs.) ya da
deneyler bitmeden yasami sonlanan hayvanlar deney ve istatistik kapsamindan

cikarild.
Kontrol grubu: Hicbir uygulamaya maruz kalmayan deney grubudur. (n=7)

I. Grup Kemoterapi grubu: 100mg/kg siklofosfamid uygulanan deney grubu.
Enjeksiyon veya oral herhangi bir tedaviye yonelik ilag uygulaniimadi, deney grubu

diger gruplarla ayni siirede sakrifiye edildi. (n=7)

II. Grup Rosiglitazone deney grubu: 100mg/kg siklofosfamid uygulamasindan 3 gin
once ve 15 glin sonra olmak Uzere toplamda 18 giin 3mg/kg dozunda rosiglitazone
%0.9luk NaCl’ de ¢dzlinerek oral gavaj yontemiyle verildi. Son doz uygulamasindan

24 saat sonra deney grubu sakrifiye edildi. (n=7)

ITI. Grup Kemoterapi+NaCl deney grubu: 100mg/kg siklofosfamid uygulamasindan 3
glin o6nce ve 15 glin sonra olmak (zere toplamda 18 glin deney grubuna
rosiglitazone eklenmemis %0.9°lu NaCl sollisyonu oral gavaj ydntemiyle verildi.
(n=7)

Siklofosfamid ve Rosiglitazone ticari olarak satin alindi. Siklofosfamid %0.9

NaCl’ de ¢ozdiiriilerek intraperitoneal enjeksiyon yontemiyle denede uygulandi.

Rosiglitazone ticari olarak satin alindi ve denede gore ayarlanan doz 1 ml %0.9

NaCl’ de ¢ozdurulerek orogastrik sonda ile deneklere uygulandi.
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Sire icinde deneye devam edemeyecek duruma gelen denekler sakrifiye edildi,
deneyi tamamlayamayan denekler deneyden cikarnldi ve istatistik kapsamina
alinmadi. Deneyin sonunda deneklerin anestezisi eter ile yapildi ve eter anestezisi
altinda denekler sakrifiye edildi. Deneklerin batini agildiginda sol ovaryumlari gikarilip
ikiye bdlindi. Sol ovaryumun yarisi western blotting analizi icin -80°C’ de saklandi.

Diger yarisi ise %2.5 luk gluteraldehit icerisinde saklandi.

Sol ovaryum dokulari alindiktan sonra deneklere %10luk formaldehit ile
kardiyak perflizyon uygulandi. Sag ovaryum dokulari kardiyak perfiizyon sonrasi
%10’ luk formaldehite alindi. Kirk sekiz saat formaldehitte fiske edildikten sonra doku
takibine alind..
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3.1 Arastirmanin Tipi

Arastirma deneysel bir arastirmadir.
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3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Arastirmanin deneysel ayagi Dokuz Eyliill Universitesi Deney Hayvanlari
Anabilim Dali Laboratuarlari’nda gergeklestirilmistir. Arastirmanin histoloji ve
immiinohistokimyasal degerlendirmeleri ise Dokuz Eyliil Universitesi Histoloji-
Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuarlar’nda gerceklestirilmistir. Arastirma 14 Ocak
2010 tarihinde baslamis ve 19 Mayis 2011 tarihinde sonlanmistir.
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3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplari

Kontrol grubu: Higbir uygulamaya maruz kalmayan deney grubudur. (n=7)

I. Grup Kemoterapi grubu: 100mg/kg siklofosfamid uygulanan deney grubu.
Enjeksiyon veya oral herhangi bir tedaviye yonelik ila¢c uygulaniimadi, deney grubu

dider gruplarla ayni siirede sakrifiye edildi. (n=7)

II. Grup Rosiglitazone deney grubu: 100mg/kg siklofosfamid uygulamasindan 3 gin
once ve 15 glin sonra olmak Uzere toplamda 18 gliin 3mg/kg dozunda rosiglitazone
%0.9" luk NaCl" de ¢dzlinerek oral gavaj yontemiyle verildi. Son doz uygulamasindan

24 saat sonra deney grubu sakrifiye edildi. (n=7)

ITI. Grup Kemoterapi+NaCl deney grubu: 100mg/kg siklofosfamid uygulamasindan 3
gin ©Once ve 15 gun sonra olmak Uzere toplamda 18 gin deney grubuna
rosiglitazone eklenmemis %.0.9lu NaCl solisyonu oral gavaj yontemiyle verildi. Son

uygulamadan 24 saat sonra deney grubu sakrifiye edildi. (n=7)
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3.4. Calisma Materyali

Bu calismada Wistar cinsi disi sicanlar (180-220g) kullanildi. Toplam 28 adet
sican kullanildi. Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Laboratuari’'nda, Wistar susunun bulunmasi ve literatlr ile uyumlu olmasi nedeniyle
bu tiir ve cins secildi. Tim hayvanlar deney sonlanincaya kadar Deney Hayvanlari
Laboratuarlarinda 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik, 20-22 °C oda sicakliginda

barindinldi. Hayvanlar dinlendirilmis musluk suyu ve standart pellet yem ile beslendi.
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3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Arastirmada kontrol grubuna herhangi bir islem uygulanmamistir. Deney
gruplari olan Grup 1, Grup 2 ve Grup 3’e ayni kemoterapi dozu uygulanmistir. Grup 2
diger gruplardan bagimsiz olarak on bes giin siresince orogastrik sonda ile
Rosiglitazone (3 mg/kg/glin) alirken Grup 3 orogastrik sonda ile %0.9'luk NaCl

almistir. Grup 1 kemoterapi uygulamasi disinda bir uygulamaya maruz kalmamistir.
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3.6. Veri Toplama Araclan

3.6.1. Arastirmada Kullanilan Demirbas Malzemeler

Arastirmada deneklerin agirliklarini 6lgmek icin hassas terazi; deneklerden elde
edilen dokularin doku takibinde etliv, incelenmesinde kesit almak icin mikrotom,
boyamalarda kullanilan  distile su gereksinimi igin distile su cihaz,
immunohistokimyasal incelemeler icin nemli cember ve otomatik mikropipetler

kullanilmigtir.

3.6.2. Arastirmada Kullanilan Yontemler
Arastirmada oOncelikle kontrol grubu disindaki gruplara kemoterapi

uygulanmistir. Grup 2: Rosiglitazone grubu ise Rosiglitazone uygulamasi almigtir.

Deney sonunda elde edilen doku drnekleri rutin doku takip prosediriine maruz
kalmig, histolojik inceleme igin takibi yapilan dokularin ince kesitleri alinmis ve gesitli

histolojik ve immunohistokimyasal boyamalara tabi tutulmustur.

Arastirmada histolojik degisiklikler Mayer's Hematoksilen&Eozin, Masson’s
Trikrom boyasi, immunohistokimyasal olarak DNA fragmantasyonunun goésterilmesi

TUNEL ile yapilmistir.
3.6.2.1. Kemoterapi Modelinin Olusturulmasi

3.6.2.1.1. Siklofosfamid’in Hazirlanisi
Ticari olarak satilan alinan 1g siklofosfamid 500 ml %0.9 NaCl ‘de ¢dzduralda.

100 mg/kg dozunda intraperitoneal yolla enjekte edildi.

3.6.2.2. Rosiglitazone’ un Hazirlanisi

Ticari olarak satin alinan rosiglitazone malatae tablet dovilerek toz hale
getirildi. Toz rosiglitazone 3mg/kg dozunda %0.9 NaCl'de slispansiyon haline
getirilerek orogastrik sonda yardimiyla verildi.

3.6.2.3. Doku Orneklerinin Hazirlanmasi
Deney siiresi biten sicanlarin adirliklan sakrifiye edilmeden dnce hassas terazi

ila tartildi. Sakrifikasyon oncesi tokluk kan sekerleri glukometre ile olglldi. Eter
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anestezisi altinda sakrifiye edilen siganlarin sol ovaryumlar perflizyon dncesi cikarildi,
ikiye bollinerek yarisi elektron mikroskobik takip icin %2,5'luk gluteraldehite alinirken
didger yarisi eppendorf tiiplere alinarak western blot analizi icin -80°C’ ye kaldirild.
Kardiyak perfilizyon sonrasinda sag ovaryum dokulari rutin doku takibi icin %10luk
tamponlu formaldehit soliisyonuna alindi. ki giin %101uk tamponlu formaldehitte

bekleyen ovaryum dokulari rutin histolojik doku takibi prosediiriine gore takip edildi.

3.6.2.4. Rutin Doku Takibi Protokolii

Rutin doku takibindeki tiim islemler 60°C etiivde gergeklestirildi (Tablo 3).
Tablo 3: Rutin doku takibi prosediirii

%70 alkol 20 dakika
%80 alkol 20 dakika
%96 alkol 20 dakika
Aseton I 20 dakika
Aseton II 20 dakika
Aseton III 20 dakika
Aseton IV 20 dakika
Ksilol I 30 dakika
Ksilol II 30 dakika
Parafin I (yumusak parafin) 1 saat
Parafin II (yumusak parafin) 1 saat

Parafine gdbmme (sert parafin)
Her ovaryum ortadan ikiye béllinerek parafine gémuildi. Rotary mikrotom (RM
2255, Leica) araciligi ile 54 luk parafin kesitler alindi.
3.6.2.5. Isik Mikroskobik Boya Takibi

3.6.2.5.1. Hematoksilen-Eozin Boyama Prosediirii
Kesitler 1 gece boyunca 60 °C’ lik etlivde bekletildi. Ertesi giin asagidaki

prosedire tabi tutuldu(Tablo 4).
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Tablo 4: Hematoksilen-Eozin boyama prosediirii

Ksilol T (etlivde) 30 dakika
Ksilol II 20 dakika
Ksilol III 20 dakika
Absoli alkol (hidratasyon) Calkalama
%96 alkol (hidratasyon) Calkalama
%80 alkol (hidratasyon) Calkalama
%?70 alkol (hidratasyon) Calkalama
Distile su Calkalama
Hematoksilen I 10 dakika
Hematoksilen II 5 dakika
Akar su 15 dakika
Eosin 1 dakika 10 saniye
%?70 alkol (dehidratasyon) Calkalama
%380 alkol (dehidratasyon) Calkalama
%96 alkol (dehidratasyon) Calkalama
Absoll alkol (dehidratasyon) Calkalama
Ksilol I (seffaflandirma) 20 dakika
Ksilol II (seffaflandirma) 20 dakika
Ksilol III (seffaflandirma) 20 dakika

Entellan ile kapama

3.6.2.5.2. Masson’s Trikrom Boyama Prosediirii

Masson'’s Trikrom boyamasi ticari olarak hazir bir sekilde satilan kit yardimi ile
boyandi (2049 GBL, Istanbul, Tiirkiye). Kesitler 1 gece boyunca 60 °C’ lik etiivde
bekletildi. Ardindan ilki 30 dakika (etiivde) diger ikisi 20" ser dakikalik Ugc farkli
ksilende tutuldu. Daha sonra rehidratasyon islemi icin 2 degisim absolii alkol ve
%96“ dan %70'e azalan alkol serilerinden geciridi. Ve akarsuda 5 dakika
bekletildikten sonra Masson Trikrom boyama seti igerisinden dokular tzerine 5 damla

A solisyonu (Weigert hematoksilen) boyasi ile 5 damla B solisyonu (ferrik klorir
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cozeltisi) damlatildi ve 10 dakika bekletildi. Preperat yilkanmadan kurutuldu. Doku
kesitine 10 damla C soltsyonu (pikrik asit alkolik ¢bzeltisi) damlatildi ve 4 dakika
bekletildi. Solusyon lam silkelenerek uzaklastirildi ve kesitler distile su ile yikandi.
Doku kesitine 10 damla D sollsyonu (gelincik kizili fuksin ¢ézeltisi) damlatildi ve 4
dakika bekletildi. Distile su ile yilkama yapildi. Doku kesitine 10 damla E sollisyonu
(fosfomolibdik asit ¢dzeltisi) damlatildi ve 10 dakika bekletildi. Preperat ylkanmadan
solusyon uzaklastinldi ve preperat 5 dakika kurutuldu. Doku kesitine 10 damla F
solisyonu (anilin mavisi cozeltisi) damlatildi ve 5 dakika bekletildi. Distile su ile
ylkama yapildi. Boyamanin ardindan akarsu altinda yikanan kesitler artan alkol

serilerinden gegcirildi. Ksilen ile seffaflagtirma yapildiktan sonra entellan ile kapatild.

3.6.2.6. Inmunohistokimyasal Inceleme
Immunohistokimyasal ~ analizler, hiicre ve dokularda var olan
makromolekiillerin isaretlenmesi esasina dayanmaktadir. Asagida belirtilen (g temel
adim ile isaretleme gergeklesir.
1. Primer antikor 6zel antijene baglanir,
2. Antikor-antijen kompleksi bir konjugasyon enzimi yardimiyla ikinci bir antikorla
baglanir,
3. Substrat ve kromojen varliginda bu enzim antikor-antijen baglanma bdélgesinde
renkli bir depozite donisur. Gorinum 1sik mikroskobunda histopatolojik olarak

degerlendirilir.

3.6.2.6.1. DNA Fragmantasyonu Saptama Protokolii
Tez calismasinda hicre ici DNA fragmantasyonunu saptamak amaciyla

Chemicon Millipore Apoptag kiti kullanildi.

Her denegin ovaryum dokusundan alinan 5 pm’lik seri kesitlerden 27. Preperat

bu prosedirle boyanmis ve analiz edildi.

Alinan kesitler dncelikle 60 °C'lik etiivde 1 gece bekletilmis daha sonra da rutin
Isik mikroskobik deparafinizasyon stirecinden gegirildi. Seffaflagstirma amaciyla 15'er
dakika Uc¢ degisim ksilole tabi tutuldu. Sirasiyla %96, %80, %70 azalan alkol

serilerinden gegirilip hidratasyon saglanarak 5 er dakika iki degisim distile suda
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bekletildi. Distile su agamasina getirilen kesitler éncelikle nemli gembere yerlestirilmis
ve fosfat tamponlu soliisyon (PBS) ile bes dakika muamele edildi. Boyanacak alanin
etrafi PapPen ile cizilerek alan kisitlandi. Kurutma kagidi ile izerindeki PBS emdirilen
dokulara Proteinaz K sollisyonu ile 15 dakika oda isisinda muamele edildi. Daha sonra
dokular 2 kez PBS ile yikandi. Taze hazirlanmis %3’lik H,O, (hidrojen peroksit) ile 5
dakika oda isisinda bekletilen dokuda endojen peroksidaz aktivitesi inhibe edildi ve
tekrar PBS ile 2 defa yikandi. Kesitlerdeki su kurutma kagidi ile emdirildi ve dokular
kitin icerisinde mevcut kullanima hazir bulunan dengeleme solisyonu (Equilibration
buffer) ile 10 dakika muamele edildi. Doku (izerindeki fazla sivi kurutma kagidi ile
emdirildi ve kit icerisinde reaksiyon solliisyonu ve TdT enzim sollisyonu seklinde ayri
ayri bulunup kullanimdan 6nce ikisinin karistinlmasiyla taze bir sekilde hazirlanan TdT
enzim karisimi (%70 reaksiyon soltisyonu + %30 TdT enzim sollisyonu) ile muamele
edilen kesitler 37 °C' de 1 saat nemli gemberde inkiibe edildi. Etivden cikarilan
kesitler 1 ml Reaksiyonu durdurma ve ylkama sollisyonunun 34 ml distile su
icerisinde dillie edilmesiyle hazirlanan sollisyonla 10 dakika oda isisinda inkiibe edildi.
Bu islemin ardindan 3 kez PBS ile yikama yapildi. Kesitler Anti-Digoxigenin sollisyonu
ile otuz dakika oda isisinda inklibe edildi. PBS ile 2 kez yikama yapildiktan sonra
reaksiyonun gorinirligiinid saglamak amaciyla diaminobenzidine (DAB) kromojeniyle
muamele edilen kesitler distile su ile iyice galkalandi. Mayer's hematoksilen ile art
alan boyamasi yapildi ve 3 degisim ksilol ile seffaflastirilan kesitler entellan ile

kapatildiktan sonra mikroskopta gorintilendi.
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3.7. Aragtirmanin Plani ve Takvimi

Agustos 2009-Ekim 2009

|¢

Ocak 2010-Mart 2010

A 4

Deneysel calisma
Nisan 2010- Mayis 2010

Haziiran 2010-Eyltl 2010

|¢

Eyliil 2010-Ocak 2011

|¢

Ocak 2011

|¢

Subat 2011

|4l

Mart 2011

|¢

Mart 2011

|¢

Mart 2011
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3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Histolojik kesitler boyandiktan sonra i1sik mikroskop altinda degerlendirilmistir.
Immiinohistokimyasal boyama ardindan 1slk  mikroskopta  secilen  DNA
fragmantasyonundan yogun alanlarda 1000 hiicre sayllmis ve TUNEL pozitif olan
hicre sayilar not edilmistir. Her grup icin elde edilen veriler Minitab 16.0 istatistik
programinda Kruskal-Wallis testi ile degerlendiriimis ve p<0.01'den kiglk
bulunmustur. Gruplar arasi istatistiksel farkllik ise Mann-Whitney-U testi ile

degerlendirilmis ve p<0.01 anlamli kabul edilmistir.
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3.9. Arastirmanin Sinirhliklan
Arastirma planlanan dogrultuda ilerlemis, malzeme satin alimlarindaki

aksakliklar disinda herhangi bir aksaklikla karsilagiimamistir.

Arastirmada herhangi bir sinirlilik durumu ortaya cikmamistir.
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3.10. Etik Kurul Onayi

Arastirma Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu tarafindan 09/01/2010 toplanti no, 08 Ocak 2010 toplanti tarihinde 01/2010
Protokol no ile etik agidan uygun bulunmustur.

Etik kurul onayi Ek-1 olarak teze eklenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Isik Mikroskobik Bulgular

Kontrol grubunda ovaryum ince fibréz bag dokudan olusan bir kapsiil ile
cevrelenmisti. Dis kisminda germinal epitel kibik sekilli hiicrelerden olugsmaktaydi.
Germinal epitelin bazal membrani diizgiin ve dlzenli olarak goézlendi. Kapstilden
parankima icine uzanan ince bag dokusu bantlar diizglin olarak izlendi. Kortekste
ovaryum dokusu icerisinde primordial follikiiller, cesitli caplarda primer, sekonder ve
tersiyer follikiller ile birlikte farkli miktarda korpus Iluteum yer almaktaydi.

Folliktillerde bulunan oosit ve ona ait zona pellusida diizenli ve normal gértiinimdeydi.

Follikillerin etrafinda bulunan granililoza hiicreleri poligonal, eozinofilik
sitoplazmali olup cekirdekleri kromatinden zengin ve yuvarlak bicimliydi. Vaskiiler

yapilar normal bir gériinime sahipti (Sekil 16, Sekil 17).

Kontrol grubuna ait Masson’s Trikrom boyanan kesitlerde ovaryum normal

gorinimdeydi (Sekil 18).
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Sekil 16: Kontrol grubuna ait ovaryum kesiti, H&E (Sar ok: primer folikiil, K: Korteks, M:

Medulla, yildiz: Korpus luteum).

’f:w 0

Sekil 17: Kontrol grubuna ait ovaryum kesiti, H&E. (Yesil ok: sekonder folikiil, Mavi oklar:
primordial folikiiller).
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Sekil 18: Kontrol grubuna ait ovaryum kesiti, Masson's Trikrom (sari ok: primer folikiil,

yesil ok: sekonder folikiil).

Grup 1: Kemoterapi grubunda ovaryumdan alinan seri kesitler incelendiginde
ovaryum ince fibroz bag dokudan olusan bir kapsiil ile gevrelenmisti. Dis kisminda
germinal epitel kubik sekilli hicrelerden olusmaktaydi. Germinal epitelin bazal
membrani dizgln ve dizenli olarak gdzlendi. Kortekste ovaryum dokusu icerisinde
primordial follikiller, cesitli gaplarda primer, sekonder ve tersiyer follikiller ile birlikte
farkll miktarda korpus luteum yer almaktaydi 6zellikle primer ve sekonder folikiillerde
granuloza hiicre tabakasinda yogun apoptoz ve buna eslik eden vakuolizasyon
goruldu. Gelisen foliktllerde foliktil merkezinde granuloza hiicre debrisi gorulda (Sekil
19, Sekil 22).

Primordial folikil oositlerinde eozinofili artisi ve nuklear kromatinde

kondensasyon gorildiu (Sekil 20).

Atretik folikiil orani kontrol grubuna goére daha yogun gorilmekteydi (Sekil
21).
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Masson’s Trikrom histolojik boyamalarinda kortekste kortikal fibrosis gorilda.
Ozellikle gelisen folikiillerde (sekonder ve Graaf) granuloza hiicre tabakasi ve teka

interna gevresinde kollajen artisi gorilda (Sekil 23).

Sekil 19: Grup 1: Kemoterapi grubuna ait ovaryum kesiti, H&E (turuncu ok: granuloza
hiicre tabakasinda apoptoz ve vakuolizasyon, kirmizi ok: atretik folikiilde granuloza hiicre
debrisi).

Sekil 20: Grup 1: Kemoterapi grubuna ait ovaryum kesiti, H&E (mavi ok: eozinofili artisi
gozlenen primordail folikiiller, kirmizi ok: granuloza hiicre debrisi, turuncu ok: granuloza

hiicre katmaninda vakuolizasyon ve apoptoz).
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Sekil 21: Grup 1: Kemoterapi grubuna ait ovaryum kesiti, H&E (san oklar: atretik
folikiiller).
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Sekil 22: Grup 1: Kemoterapi grubuna ait ovaryum kesitinde apoptotik cisimler(siyah ok),
H&E.
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Sekil 23: Grup 1: Kemoterapi grubuna ait ovaryum kesiti, Masson's Trikrom (sari ok:
atretik folikiil, yesil ok: granuloza hiicre bakasinda ve teka interna bazal laminasinda
kollajen artisi).

Grup 2:Rosiglitazone deney grubu incelendiginde ovaryum ince fibréz bag
dokudan olusan bir kapstil ile gevrelenmisti. Dis kisminda germinal epitel kibik sekilli
hicrelerden olusmaktaydi. Germinal epitelin bazal membrani dlzgin ve duzenli
olarak gozlendi. Kapsiilden parankima icine uzanan ince bag dokusu bantlari diizglin
olarak izlendi. Kortekste ovaryum dokusu icerisinde primordial folliklller, gesitli
caplarda primer, sekonder ve tersiyer follikiller ile birlikte farkh miktarda korpus
luteum yer almaktaydi (Sekil 24, Sekil 25). Ovaryum kontrol grubuna benzer bir
goriinime sahipti. Bazi gelismekte olan folikillerde Grup 1: Kemoterapi grubuna ve
Grup 3: Kemoterapi+ NaCl deney grubuna benzer ancak daha az oranda granuloza

hiicre tabakasinda apoptoz ve vakuolizasyon gézlendi.

Masson’s Trikrom boyamasi yapildiginda bu gruba ait ovaryum kesitleri kontrol
grubuna benzerlik gosterdi. Grup 1 ve 3'te gorilen kortikal fibrosis Rosiglitazone
grubunda yoktu (Sekil 26).
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Sekil 24: Grup 2: Rosiglitazone deney grubu, H&E(sari1 oklar: primer folikiiller, mavi oklar:

primordial folikiiller, yildiz: korpus luteum).

Sekil 25: Grup 2: Rosiglitazone deney grubu ovaryum kesiti, H&E (yesil oklar: primer
folikiiller, sar1 ok: sekonder folikiil, mavi ok: primordial folikiil).
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Sekil 26: Grup 2: Rosiglitazone deney grubuna ait ovaryum kesiti, Masson's Trikrom (sari
ok: sekonder folikiil).

Grup 3: Kemoterapi+NaCl deney grubu ovaryum dokulari incelendiginde
ovaryum ince fibr6z bag dokudan olusan bir kapsiil ile gevrelenmisti. Dis kisminda
germinal epitel kubik sekilli hicrelerden olusmaktaydi. Germinal epitelin bazal
membrani dizgln ve dizenli olarak gézlendi. Kortekste ovaryum dokusu igerisinde
primordial follikiller, cesitli gaplarda primer, sekonder ve tersiyer folliklller ile birlikte

farkl miktarda korpus luteum yer almaktaydi (Sekil 27).

Grup 1: Kemoterapi grubuna benzer sekilde cogu folikiilde granuloza hiicre
tabakasinda vakuolizasyona eglik eden apoptoz goérildi. Gelisen folikillerde folikdl

merkezinde granuloza hticre debrisi gorildu (Sekil 27, Sekil 28).

Primordial foliklil oositlerinde eozinofili artisi ve nuklear kromatinde
kondensasyon gorildi. Atretik folikiil orani kontrol grubuna gore daha yogun

gorilmekteydi.
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Masson’ s Trikrom boyamalarinda gelisen ve antral folikiller gevresinde

kollajen fibrillerde artis, ovaryum korteksinde kortikal fibrosis gorildi (Sekil 29).

Sekil 27: Grup 3: Kemoterapi+NaCl grubu ovaryum kesiti, H&E (kirmizi ok: apoptoz ve
vakuolizasyon, yesil ok: sekonder folikiil, sar1 ok: atretik folikiil).
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Sekil 28: Grup 3: Kemoterapi+NaCl deney grubu ovaryum kesiti, H&E (kirmizi ok:

granuloza hiicre tabakasinda vakuolizasyon ve apoptoz)
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Sekil 29: Grup 3: Kemoterapi+NaCl deney grubu ovaryum kesiti, Masson's Trikrom (sari
ok: kortikal fibrosis, mavi ok folikiil cevresinde kollajen artist).
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4.2. Immiinohistokimyasal Bulgular

Her denegin ovaryum dokusundan alinan 5 pm’lik seri kesitlerden yirmi yedinci

preperat bu prosediirle boyandi ve analiz edildi.

Her denege ait yirmi yedinci preperatta 40X biyitmede "hot spot” olarak
tayin edilen, pozitif boyanmanin en yogun oldudu alanlarda 1000 granuloza hiicresi
saylldi ve pozitif hicre sayisi kaydedildi. Daha sonra bu veriler istatistiksel olarak
degerlendirildi (Tablo 5, Tablo 6) (Sekil 33 Sekil 34). Veriler non-parametrik Kruskal-
Wallis testi ile dederlendirildi. Test sonucunda anlamlilik elde edildi ve gruplar arasi
farkliik non-parametrik Mann-Whitney U testi ile dederlendirildi (P<0.05 degeri
istatistiksel olarak anlamh kabul edilmis ve tablolarda koyu karakterlerle

vurgulanmistir).

Kontrol grubunda ovaryumun normal doénglsiine uygun sekilde atretik

foliktller ve bu folikillerde pozitif granuloza hiicreleri gézlendi (Sekil 30).

Sekil 30: Kontrol grubuna ait ovaryum dokusunda TUNEL pozitif hiicreler (kirmizi oklar).
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Grup 1: Kemoterapi ve Grup 3: Kemoterapi+NaCl grubunda kontrol grubuna
gore daha yaygin apoptoz gozlendi. DNA fragmantasyonunun isaretlendigi analizde
“hot spot” alanlarin goklugu dikkat gekiciydi. Bu alanlarda yapilan sayimlarda kontrol
grubundan daha fazla sayida DNA fragmantasyonu olan hicre goérildi (Sekil 31,
Sekil 32).

Sekil 31: Grup 1: Kemoterapi grubuna ait ovaryum dokusunda TUNEL pozitif hiicreler
(kirmizi oklar).
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Sekil 32: Grup 3: Kemoterapi + NaCl grubuna ait ovaryum dokusunda TUNEL pozitif
hiicreler (kirmiz1 oklar).

/4

Grup 2: Rosiglitazone grubunda kontrol grubuna benzer yogunukta “hot spot
alanlar gorldi. Bu alanlardaki pozitif hiicre sayisinin Grup 1 ve Grup 3’ ten daha az
oldugu gozlendi. (Sekil 33)

Tablo 5: TUNEL analizine gore gruplara ait tanimlayici istatistiksel bilgiler.

SE Standart Minimum Maksimum
Gruplar N Ortalama Ortalama Sapma Varyans Deger Medyan Deger

Kontrol 155,3 16,5 43,6 1902,9 83,0 155,0 198,0

G1 171,1 14,0 37,2 1380,8 106,0 171,0 217,0

7
7

G2 7 136,0 12,5 33,1 1096,3  100,0 132,0 193,0
7

G3 197,1 14,4 38,0 1441,8 120,0 203,0 238,0
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Sekil 33: TUNEL pozitif boyanan hiicrelerin gruplara gore yiizdesel dagilimi (*= Grup 2'ye
gore istatistiksel anlamhilik gosterir).

Tablo 6: TUNEL pozitif boyanan hiicre verilerinin gruplar arasi istatistiksel farkhliklan
(P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamh kabul edilmis ve koyu karakterlerle
vurgulanmistir.).

Gruplar % TUNEL (+) P
K %15,53

>0,05
G1 %17,11
K %15,53

>0,05
G2 %13,60
K %15,53

>0,05
G3 %19,71
G1 %17,11

>0,05
G2 %13,60
G1 %17,11

>0,05
G3 %19,71
G2 %13,60

=0,0152

G3 %19,71
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Sekil 34: TUNEL pozitif hiicre sayisinin gruplara gore dagilimina ait boxplot grafigi.
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4.3. Folikiil Sayilarinin Degerlendirilmesi

Tum folikiller icin literatlire uyumlu olarak her denede ait seri kesitlerden
sistematik bir bicimde secilmis 4 kesitte sayim vyapildi. Folikil sayilar dnceden
olusturulmus tabloya sayisal veriler olarak not edildi. Daha sonra bu veriler
istatistiksel olarak degerlendirildi. Kesitler (izerine grup isimleri yazilmadi, denekler

karisik olarak numaralandirildi. Sayimi yapan calismaci kesitlerin hangi gruba ait

oldugunu bilmeden sayimi gerceklestirdi (Tablo 7)

Tablo 7: Folikiil sayisi degerlendirme tablosu.

Denek

Preperat

Folikiil Sayisi

11

Primordial Folikiil

Primer Folikil

Unilaminar

Multilaminar

Sekonder Folikiil

Tersiyer Folikiil

Korpus Luteum

21

Primordial Folikiil

Primer Folikil

Unilaminar

Multilaminar

Sekonder Folikil

Tersiyer Folikiil

Korpus Luteum

31

Primordial Folikiil

Primer Folikl

Unilaminar

Multilaminar

Sekonder Folikil

Tersiyer Folikiil

Korpus Luteum

41

Primordial Folikiil

Primer Folikiil

Unilaminar

Multilaminar

Sekonder Folikiil

Tersiyer Folikiil

Korpus Luteum

Folikiiller literatiirde siklikla degerlendirildigi gibi primordial, preantral ve antral
olarak gruplandirildi. Primordial foliklller oosit gevresinde tek sira yassi folikiler

hicreden olusan folikillerdir. Unilaminar primer ve multilaminar primer folikiller
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preantral folikiller igerisinde siniflandinldi. Antrumu olusmaya baslamis veya
granuloza hcreleri arasinda ici folikdl sivisi ile dolu bosluklar olusturmaya baslamig
foliktller; at nali seklinde dizenli antruma sahip sekonder folikiller ve olgun Graaf

foliklleri de antral folikiller olarak siniflandirnidi.

Primordial folikll sayilari non-parametrik Kruskal-Wallis testi ile degerlendirildi
(P=0,000). Testin anlamli ¢gikmasiyla gruplar arasi fark Mann-Whitney U testi ile
degerlendirildi (P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlaml kabul edilmis ve tablolarda

koyu karakterlerle vurgulanmistir).

Kontrol grubuyla Grup 1: Kemoterapi grubu arasinda (U=76,0; P=0,033);
Grup 2: Rosiglitazone grubu arasinda (U=71,0; P=0,02) ve Grup 3: Kemoterapi +
NaCl grubu arasinda (U=76,0; P=0,033) oldukca anlamh fark oldugu gorildi.
Kemoterapi alan gruplar Grup 1, Grup 2 ve Grup 3’de primordial folikiil sayisi kontrol
grubuna gdre anlaml derecede distk bulundu. Grup 2: Rosiglitazone grubu ile Grup
1: Kemoterapi grubu arasinda (U = 71,0; P = 0,02) ve Grup 3: Kemoterapi + NaCl
grubu arasinda (U=73,0; P=0,01) anlamh fark bulundu. Tedavi grubu primordial
folikll sayisi hasar gruplarindan anlamli oranda yuksekti. Grup 1: Kemoterapi grubu
ve 3: Kemoterapi + NaCl grubu arasinda ise istatistiksel olarak anlamh bir fark
bulunamadi (U = 46,5; P > 0,05) (Tablo 8, Tablo 9, Sekil 35).
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Tablo 8: Gruplarin primordial folikiil sayisi ortalamalar ve gruplar arasinda istatistiksel
farklar (P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamh kabul edilmis ve koyu karakterlerle
vurgulanmistir.)

Gruplar
Gruplar Primordial Folikiil # Ortalamasi karsilastirildiginda

P degeri
Kontrol 89,14
Grup 1 40,86 0,0033
Kontrol 89,14
Grup 2 53,29 00212
Kontrol 89,14
Grup 3 36,71 0,0033
Grup 1 40,86
Grup 2 53,29 00210
Grup 1 40,86
Grup 3 36,71 0,4808
Grup 2 53,29
Grup 3 36,71 00103
Tablo 9: Primordial folikiil sayilarina ait tanimlayici istatistik bilgileri.

SE Standart Minimum

Gruplar N Ortalama Ortalama Sapma Varyans Deger Medyan
Kontrol 7 89,1 14,0 37,1 44,0 81,0 162,0
G1 7 40,86 2,85 7,54 33,00 40,00 56,00
G2 7 53,29 4,63 12,24 41,00 50,00 71,00
G3 7 36,71 3,26 8,62 21,00 37,00 50,00

Preantral foliklil sayilari non-parametrik Kruskal-Wallis testi ile degerlendirildi
(P=0,006). Testin anlaml cikmasiyla gruplar arasi farklar Mann-Whitney U testi ile

degerlendirildi.
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Kontrol grubuna ait preantral folikil sayisi Grup 1: Kemoterapi grubuna
(U=68,5; P=0,0452) ve Grup 3: Kemoterapi + NaCl grubuna (U=75,0; P=0,0048)
gore anlamh oranda ylksek gortlda. Kontrol grubu ile Grup 2: Rosiglitazone grubu
preantral foliklil sayisi arasinda istatistiksel olarak fark bulunmadi (U=53,5;
P=0,9488). Grup 1: Kemoterapi grubu ile Grup 2: Rosiglitazone grubu (U=42,5;
P=0,22) ve Grup 3: Kemoterapi + NaCl grubu (U=66,5; P= 0,08) arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. Grup 1: Kemoterapi grubunda preantral
foliklil sayisi Grup 2: Rosiglitazone grubuna goére daha az sayida iken bu fark
istatistiksel olarak bir anlamhlik gdstermemekteydi. Grup 2: Rosiglitazone grubu;
Grup 3: Kemoterapi + NaCl grubu’ndan anlamli oranda daha fazla preantral folikiile
sahipti (U=73,0; P=0,01) (Tablo 10, Sekil 35).

Tablo 10: Gruplarin preantral folikiil sayisi ortalamalari ve gruplar arasinda istatistiksel

farklar (P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamh kabul edilmis ve koyu karakterlerle
vurgulanmistir.).

Gruplar
Gruplar Preantral Folikiil # Ortalamasi karsilastirildiginda
P degeri
Kontrol 14,57
Grup 1 10,29 0,0452
Kontrol 14,57
Grup 2 14,43 0,9488
Kontrol 14,57
Grup 3 7,57 0,0048
Grup 1 10,29
Grup 2 14,43 02202
Grup 1 10,29
Grup 3 7,57 0,0811
Grup 2 14,43
Grup 3 7,57 00103

Antral folikll sayilar non-parametrik Kruskal-Wallis testi ile degerlendirildi
(P=0,034). Testin anlaml cikmasi ile gruplar arasi fark non-parametrik Mann-Whitney

U testi ile degerlendirildi.
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Kontrol grubuna ait antral folikil sayisi Grup 1: Kemoterapi grubuna (U=68,0;
P=0,0479) ve Grup 3: Kemoterapi + NaCl grubuna (U=70,0; P=0,027) gbére anlamli
oranda yulksek gorildi. Kontrol grubu ile Grup 2: Rosiglitazone grubu antral folikil
sayisi arasinda istatistiksel olarak fark bulunmadi (U=46,0; P=0,4335). Grup 1:
Kemoterapi grubu ile Grup 2: Rosiglitazone grubu (U=39,0; P=0,05897 ) ve Grup 3:
Kemoterapi + NaCl grubu (U=56,5; P= 0,6334) arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir fark bulunmadi. Grup 1: Kemoterapi grubunda antral folikiil sayisi Grup 2:
Rosiglitazone grubuna gdre daha az sayida iken bu fark istatistiksel olarak bir
anlamliik gbéstermemekteydi. Grup 2: Rosiglitazone grubu; Grup 3: Kemoterapi +
NaCl grubu’ndan fazla oranda antral folikiile sahipti ve bu fazlalk istatistiksel olarak
da anlamh bulundu (U=68,0; P=0,502) (Tablo 11, Sekil 35).

Tablo 11: Gruplann antral folikiil sayisi ortalamalari ve gruplar arasinda istatistiksel

farklar (P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamh kabul edilmis ve koyu karakterlerle
vurgulanmistir.).

Gruplar
Gruplar Antral Folikiil # Ortalamasi karsilastirildiginda
P degeri
Kontrol 2,86
Grup 1 1,29 0,0479
Kontrol 2,86
Grup 2 3,71 0,4335
Kontrol 2,86
Grup 3 1 00270
Grup 1 1,29
Grup 2 3,71 0,0897
Grup 1 1,29
Grup 3 1 0,6334
Grup 2 3,71
Grup 3 1 0,05
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Korpora lutea sayilari non-parametrik Kruskal-Wallis testi ile degerlendirildi
(P=0,309). Test sonucunda anlamh bir sonu¢ elde edilemedigi icin gruplar arasi
farklihk degerlendirilmedi (Sekil 35).
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Sekil 35: Gruplara gore folikiil sayilari dagilhim.
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5. TARTISMA

Gen¢ hastalarda malign hastaliklarin tedavi edilebilmesiyle yasam stiresi
uzamistir. Eriskin nifusun yaklasik 1/1000'ini ¢ocukluk caginda malign hastaliklar
nedeniyle tedavi alanlar olusturmaktadir. Gelisen tedavi yontemleri hastalarin yasam

kalitelerini de arttirarak hastaliktan kurtulmalarini saglamaktadir.

Sag kalim oranlarinin artmasi kanser tedavisi sonrasinda fertilitenin korunmasi
beklentisini getirmistir (Revel ve Laufer). Kadin tireme sistemini kanser tedavilerinden
korumak veya tedavi sonrasi reproduktif yasamin devam edebilmesi icin deneysel

veya klinik pek gok galisma yapilmstir.

Kemoterapdtik ajanlar ve radyoterapi hiicrede DNA ve protein yapilar Gzerinde
toksik etkiler gosterir. Kemoterapétiklerin  metabolizmasi sonucu agida ¢ikan
molekiiller karacigerde antioksidan sistemlere zarar verir (Kaya, Oral ve Tahan).
Antioksidanlarin kullanildigi calismalarda antioksidan ajan kullaniminin overlerdeki
serbest oksijen radikali olusumunu azalttigi, bunun da kemoterapi ve radyoterapi
hasarindan koruyucu oldugu gosterilmistir. Biz de calismamizda benzer olarak
siklofosfamidin ovaryumda DNA kiriklarina neden oldugunu ve granuloza hiicrelerinde

apoptozu indikledigini gorduik.

Bugtline kadar kanser tedavilerinin kadin reme sistemi Uzerine olan etkilerinin
onlenmesi ile ilgili pek c¢ok calisma yapilmistir. Son yillarda radyoterapi ve
kemoterapinin over lzerine olan etkisinde apoptotik mekanizmalarin gdsterilmesi ile

dikkatler apoptoz dnleyici ydntemlere cevrilmistir.

Apoptozda pek cok genetik faktdriin rol oynadiginin gosterilmesi genetik
diizenlemelerin apoptozu Onleyebilecegini disiindirmistiir. Genetik faktorlerin
degistirilerek dodal menopozun geciktirilebilmesi ve radyoterapi ve kemoterapinin
neden oldugu prematiir menopozun Onlenebilecegi deneysel calismalarla
gosteriimeye calisilmistir  (Morita, Perez ve Maravei). Bax geninin artmig
ekspresyonunun insan ve sican overinde granuloza hiicrelerinde apoptozu arttirdigi
gosterilmistir (Tilly, Tilly ve Kenton) (Kugu, Ratts ve Piquette). Farelerde bax geni

hasarlanmis mutantlarda spontan primordial ve primer folikillerde hasarin 6nlendidi,
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Bcl-2 geni eksik mutant farelerde ise follikiil havuzunda daha az sayida follikil oldugu
gosterilmistir (Knudson, Tung ve Tourtellotte) (Perez, Robles ve Knudson) (Ratts,
Flaws ve Kolp). Bax geni hasarli farelerde doxurobisinin in vivo ve in vitro ortamda
neden oldugu apoptozun onlendigi gosterilmistir (Perez, Knudson ve Leykin). Genetik
degisikliklerle apoptoza karsi koruma saglandigi in vivo ve in vitro hayvan
calismalarinda gosterilmis olsa da insanda genetik tedaviyi saglayacak teknoloji heniiz

yeterli degildir.

Over dokusunu kanser kemoterapisinin neden oldugu hasardan koruyan
antioksidanlardan olan glutatyon ile yapilan galismada siklofosfamid ile tedavi edilen
farelere glutatyon sentezini inhibe eden biitionin silfoksimin (BSO) verildiginde,
siklofosfamidin neden oldudu apoptozisin daha fazla oldugu gériilmiistiir. Ozellikle
antral follikiillerde BSO verilmesinin apoptozu histolojik olarak arttirdigi fakat TUNEL
yontemi ile bu artisin olmadigi goésterilmistir. Primer follikiillerde ise bu degisiklik
izlenmemektedir. Siklofosfamid ile birlikte BSO kullanilan farelerde over dokusunda
glutatyon dizeyleri sadece siklofosfamid verilen gruba gore azalmaktadir. Glutatyon
seviyesinin azalmasi apoptoz oranini arttiriyor gibi gériinmektedir (Lopez ve Luderer).
Biz de calismamizda histolojik olarak yogun ve yaygin apoptoz oldugunu gézlemledik.
TUNEL analizi ise Lopez ve arkadaslarinin calismasina benzer bir paralellik gosterdi.
TUNEL pozitif hiicre yogunlugu histolojik olarak apoptotik goriintli sergileyen hiicre

yogunlugundan daha azdi.

Kaya ve arkadaslarinin yaptidi calismada Wistar susu 100-160 g agirligindaki
sicanlara 100 mg/kg dozunda siklofosfamid intraperitoneal olarak uygulanmistir.
Cahsmacilar TUNEL kiti ile DNA fragmantasyonunu, kaspaz-3 proteinin
immunohistokimyasal olarak isaretlenmesi ile de apoptozu géstermislerdir. Ozellikle
antral foliktllerde kaspaz-3 ve TUNEL pozitif hicrelerin istatistiksel olarak anlaml
sekilde arttigini rapor etmislerdir. Calismada kullandiklar Sfingozin-1-fosfat'in ise
kemoterapinin neden oldugu apoptozu azalttigini gostermislerdir. (Kaya, Desdicioglu
ve Sezik) Biz de galismamizda TUNEL pozitif hlicre sayisinin Grup 2 ve 3 arasinda

anlaml olarak farkl oldugunu gozlemledik. Calismamizda kemoterapi uygulanan grup
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1 ve 3 kontrol grubuna gére TUNEL pozitif hlicre sayisinda artis gosterrken bu artis

istatistiksel olarak bir anlamlilik tagimiyordu.

Lemos ve arkadaslarinin yaptigi calismada Wistar susu 60 glinliik sicanlara 6
mg/kg dozunda siklofosfamid intraperitoneal olarak 5 gin enjeksiyon ve 2 gin
dinlenme olmak Ulizere 7 ginlik siklus halinde 3 defa uygulanmistir. Calismada
siklofosfamidin Ureme Uzerindeki negatif etkilerini engelleyecegi disiinilen GnRH
antagonisti tedavi grubuna ait deneklere siklofosfamid uygulanmadan 1 saat 6nce
uygulanmistir. Calisma sonunda deneklerin ovaryumlarindan seri kesitler alinmis ve
200 pm uzaklikta 4 preperatta folikil sayimi yapilmistir. Calisma sonucunda
siklofosfamid uygulamasinin preperat basina diisen primordial folikll sayisini azalttigi
ancak bunun istatistiksel bir anlamhlik tagimadigi gosterilmistir (Lemos, Reis ve
Pena). Biz de calismamizda Lemos ve arkadaslarina paralel olarak siklofosfamidin
primordial folikiil sayisini azalligini gozlemledik. Ancak bizim calismamizda
siklofosfamidin etkilerini azaltici olarak sectigimiz ajan Rosiglitazone sadece
siklofosfamid uygulanan gruplara gore pimordial folikil sayisini istatistiksel olarak

anlaml bir sekilde korumustur.

Meirow ve arkadaslari yaptiklari calismada inbred Balb/c geng ergin farelere
tek doz halinde intraperitoneal enjeksiyon ile 20, 50, 75 ve 100 mg/kg dozunda
siklofosfamid uygulamistir. Uygulamadan 7 giin sonra denekleri sakrifiye etmis ve 75
mg/kg dozundaki siklofosfamidin ovarian primordial foliklil rezervini %54 oraninda
dislrdigini rapor etmiglerdir. Ancak uygulanan dozlarin reprodiiktif performansi
etkilemedigini, siklofosfamidin neden oldugu ovulasyon engelleyici etkinin kisa siirede
yok oldugunu ve ovulasyonun gergeklestigini gozlemlemislerdir.  Uygulamanin
gebelik, ovulasyon ve ciftlesme (izerinde anlamli bir etkisi bulunmazken primordial
folikl rezervini azallug icin erken menapoza neden oldugunu rapor etmis;
siklofosfamid tedavisi goren ciftlerde diizenli ovulasyonun yaniltici olabilecegini ve bu
ciftlerin gocuk sahibi olma planlarini ertelememesi gerektigini vurgulamiglardir
(Meirow, Lewis ve Nugent). Biz de calismamizda ratlarda kontrol grubuna ait folikil
sayisl %100 kabul edildigi takdirde 100 mg/kg dozundaki siklofosfamidin ovarian

rezervi %55 ila %59 oraninda azaltabilecedini ancak Rosiglitazone’un bu orani %41’e
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dislrebilecegini gozlemledik. Calismamizda ayrica Rosiglitazone’un siklofosfamidin
preantral ve antral folikiiller Uzerindeki dejenere edici etkisini azalttigini da

gozlemledik.

Tiazolidinedionlarin antifibrotik olarak etkilerinin oldugunu goésteren in vitro
calismalarin ardindan in vivo calismalarla da karacier hasarinda onarici etkileri
gosterilmistir. Galli ve arkadaslar, gerek CCl4 verilerek gerekse de safra kanali
badlanarak olusturulan deneysel hepatik fibrozis modelinde, hem rosiglitazone hem
de pioglitazonun fibrotik doku birikimini ve fibrogenik hcrelerin proliferasyonunu
engelledigini gostermistir (Galli, Crabb ve Ceni). Biz de calismamizda ovaryum
dokusunda siklofosfamide bagh olarak kortikal fibrosis ve folikiiller ¢evresinde bag
doku artisi gelistigini gozlemledik. Rosiglitazone’ un histolojik boyamalarla ovaryum
dokusunda siklofosfamide badli olarak ortaya cikan kortikal fibrosisde ve bag doku

artisinda engelleyici etkisi oldugunu goérduik.

Aksakal ve arkadaslar sican uterin boynuz adhezyonu modelinde melatonin ve
rosiglitazone’ un adhezyon olusumuna karsi koruyucu etkilerini aragtirmiglardir.
Calismalarinda Wistar susuna ait albino siganlar kullaniimistir. Rosiglitazone siganlara
1 mg/kg dozunda 15 gln suresince verilmistir. Calisma sonucunda melatoninin
adhezyon olusumunu engelleyici bir etkisi bulunmazken 1 mg/kg dozundaki
rosiglitazone’ un bu hayvan modelinde adhezyonu 6nleyici oldugunu rapor etmislerdir
(Aksakal, Yiimaz ve Gungor). Biz de calismamizda kemoterapiden 3 gin o6nce
baslayarak kemoterapinin ardindan on bes glin slireyle devam eden Rosiglitazone
uygulamasinin ovaryum dokusunda kemoterapiye bagh bag doku artisini engelledigini

ve apoptozu azalltigini gézlemledik.

Minge ve arkadasglari C57BL/6 fareler Uizerine yaptiklari calismada fareleri
oncelikle yiksek yad iceren diyet ile besleyerek kilo almalarini saglamistir. Bu
calismada obezitenin neden oldugu fertilite kaybi ve oosit kalitesindeki dusls
modellenmek istenmistir. Yiksek yag iceren diyet ile obezite ve insilin direnci
yaratilan farelere ciftlesmeden 4 glin dnce baslayarak ciftlesme giniine dek farkli

insulline karsi duyarlastirici ilaglar uygulanmistir. Bu ilaglar arasinda rosiglitazone da
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bulunmaktadir. Calismada uygulanacak rosiglitazone dozu 10 mg/kg/glin olarak
secilmistir. Ciftlesmeden sonra sicanlardan zigotlar toplanmis ve in vitro ortamda
gelisimleri analiz edilmistir. Calisma sonucunda rosiglitazone’un istatistiksel olarak
anlamh oranda karaciger cevresindeki yag dokuyu azalttigi ve burada biriken yag
dokuyu kaybettirdigi icin anlamli bir sekilde kilo kaybina neden oldugu gorilmuisttir.
Sakrifikasyon sonrasi toplanan kanda lipit, glikoz ve insilin oranlar analiz edilmistir.
Rosiglitazone grubunda kandaki serbest yag asitlerinin ve kan glikozunun ve insulinin
anlamli sekilde distligii gozlenmistir. Yine rosiglitazone grubunda rosiglitazone
grubunun diger gruplara goére hepatik radikal temizleyici Cd36 mRNA’ nin
ekspresyonunu arttirdidi, hepatik intraseliiler transporter Fabp4’ (in transkripsiyonunu
arttrdigi  gorilmistir. Rosiglitazone grubuna dahil deneklerin  4-8 hiicreli,
morula/kompakt morula ve gelisen blastosist embriyo sayilari diger gruplardan
anlamli oranda yiksek oldugu ve yiiksek yag iceren diyetle beslenmeyen gruba yakin
sonuglar verdigi rapor edilmistir (Minge, Bennett ve Norman RJ). Biz de galismamizda
Rosiglitazone uygulanan deney grubunda kemoterapinin neden oldugu folikdil

atrezisindeki artisi ve apoptozu azalttigini gdzlemledik.
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6. SONUC VE ONERILER

Siklofosfamid birgok solid timdrde tedavi amaciyla kullaniimaktadir. Ergenlik
oncesi ve ergenlik doneminde kanser tanisi nedeniyle kemoterapi goren kadinlarda
kemoterap6tik ajanlarin  ovaryumda geri donisimsiiz etkilere neden oldugu
bilinmektedir. Bu etkileri azaltabilmek ve tedavi sonrasi fertiliteyi koruyabilmek igin
bircok calisma yapilmaktadir. Kanser tedavisindeki gelismeler ve sag kalim orani

arttikca bu calismalarin sonuclari da oldukca énem kazanmaktadir.

Deneyimizde ilk olarak siklofosfamidin ovaryum (zerindeki olumsuz ve
dejeneratif etkilerini ortaya cikarmayi amagladik. Bu amagla kemoterapi uyguladigimiz
deneklerden alinan ovaryum dokusu Hematoksilen-Eozin, Masson'’s trikrom histolojik
boyamalariyla  morfolojik olarak  dederlendiriidi. DNA fragmantasyonunun
degerlendiriimesi amaciyla TUNEL isaretleme yapildi. Degerlendirmeler sonucunda
siklofosfamid ile kemoterapi uygulanan deneklerde ovaryum dokusunda 6zellikle
gelismekte olan ve olgun folikiillerde ve korpora luteada yogun apoptoz; kortekste
fibrosis; korpora lutea ve olgun folikiillerin cevresinde de bag doku fibrillerinde artis

goruldu.

Calismamizda Rosiglitazone’'un siklofosfamidin ovaryum (zerindeki geri
donisiimsiiz etkilerini engelleyici, ovaryum fizyolojisini, fonksiyonunu ve Uretkenligini

koruyucu 6zelligi olup olmadigini ortaya gikarmayi amagladik.

Rosiglitazone uygulanan deney grubunda ovaryum dokusunda vyine
kemoterapiye bagl olarak gelisen ve olgun folikiillerde, korpora luteada apoptoz
gorulirken bu gruptaki apoptoz orani Rosiglitazone uygulanmayan gruplardan daha
az orandaydi. Rosiglitazone grubunda ovaryum dokusunda kortekste anormal bir bag
dokusu artisina ve fibrosise rastlanmadi. TUNEL analizinde; TUNEL pozitif hlicre sayisi

diger gruplardan daha az sayidaydi.
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Rosiglitazone’un antienflamatuar, immun baskilayici, ve antioksidan etkileri
literatlirde yer bulurken ilk olarak bizim calismamizda bu etkileri kemoterapi hasarina

karsi calisiimistir.

Calismamizda Rosiglitazone’un siklofosfamidin neden oldugu folikiiler hiicre
apoptozunu, kortikal fibrosisi ve folikiiller cevresindeki bag doku artisini azaltici etkisi

ortaya koyulmustur.

Bunlara ek olarak calismamizda siklofosfamidin ovarial primordial folikll rezervi
Uzerinde geri donlsiimstliz etkileri oldugunu ve primordial folikiil sayisini 6nemli
oranda dusirdigini ortaya koyduk. Rosiglitazone’un siklofosfamidin primordial
foliklil sayisini azaltic etkisini azalttigini ve belli 6lclide engelledigini gosterdik.
Siklofosfamidin preantral ve antral folikiil sayilarini azalttigini ve Rosiglitazone’un bu
etkiyi istatistiksel olarak anlaml oranda indirgedigini ortaya koyduk. Rosiglitazone’un
siklofosfamidin ovarial folikiller Gzerindeki bu geri ddonlisimsliz ve dejeneratif etkisi

karsisindaki etkinligi ilk kez bizim ¢alismamizda ortaya koyulmustur.

Gelecek calismalarda Siklofosfamid hasarina karsi farkl Rosiglitazone dozlari
denenmesi ve etkinligi en yiiksek dozun belirlenmesi gerekmektedir. Bunlara ek
olarak Rosiglitazone’un kemoterapi hasarindan koruyucu mekanizmasi molekiler
calismalarla anlagiimalidir. Calismamizin bu alanda daha sonraki calismalara 1sik

tutacagini diisiinliyoruz.
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