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OZET

Bir antikanser ilaci olan tamoksifenin, over rezervi Uzerine olan etkisini
arastirmayi amagcladik.

Bu calismada 30 adet, 25-30 gr agirliginda, 8-12 haftalik BALB/c digi fare
uzerinde caligildi. Fareler iki gruba ayrildi: kontrol ve deney. Vajinal smear ile Ostrus
sikluslari takip edildi. Deney grubuna 100 pl i.p. tamoksifen enjekte edildi. Kontrol
grubuna tamoksifenin eritildigi tasiyici soliisyon enjekte edildi. iki &strus siklusu
sonunda, fareler o6ldurildl, overleri gikarildi ve 1sik mikroskobunda folikal sayimi
yapildi. Ayni zamanda ~2cc kan alindi ve serum AMH dizeyine bakildi.

Grup-1: Tamoksifenin enjekte edildigi grup. (toplam 15 fare).

Her bir fareye intraperitoneal tek doz 100 pul tamoksifen etanol:misir yaginda
eritilerek enjekte edildi.

Grup-2: Kontrol grubu. (toplam 11 fare).

Her bir fareye intraperitoneal etanol:misir yagi enjekte edildi.

Tamoksifen grubu ve kontrol grubu karsilastirildiginda, gruplar arasinda AMH
degerleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farkliik saptanmadi (p>0.05).
Histolojik degerlendirmede iki grup arasinda primordiyal, primer, antral ve
siniflandiriimayan folikullerin sayisi agisindan anlamh farkhlik saptanmadi (p>0.05).
Her iki grup arasinda sekonder ve preantral folikuller agisindan anlamli fark saptandi
(p<0.05).

Calismamizda, tamoksifenin ge¢ safhadaki folikilleri baskiladigi, ancak over

rezervinin gostergesi olan primordial folikulleri etkilemedigi sonucuna ulasiimistir.

Anahtar kelimeler: Tamoksifen, anti mulleryan hormon, over rezervi,

folikilogenezis, fare.



SUMMARY

Investigating the Effects of Tamoxifen, Anticancer Drug on Ovarian,

Experimental Study

In our study we aimed to investigate the effects of tamoxifen, an anticancer
drug, on ovarian reserve.

Thirty adult BALB/c female mice were used in the present study. The female
mice were divided into two groups: control and experimental. The observation of a
vaginal plug was estrus cycle, the mice received 100 pul tamoxifen by i.p. injection. At
the end of two estrus cycle mice were killed and their ovaries were fixed and
prepared for light microscopic studies. Follicles were counted and classified. Also, a
blood sample of ~2cc was obtained from heart of mice for evaluating the level of Anti
Mullerian Hormone.

Grup-1: Tamoxifen injected group (15 mice)

A single dose of 100 ul tamoxifen, resolved in 1lcc corn oil, was injected
intraperitoneally to each mouse.

Grup-2: 1cc ethanol:corn oil injected intraperitoneally to each mouse (11 mice)

When two the groups were compared, AMH levels did not show any significant
difference (p=0,097). Microscopic studies revealed that the number of secondary and
pre-antral follicles were significantly (p<0.05) reduced in the experimental group
compared to the control group. However, the numbers of primordial and primary,
antral, unknown follicles in experimental and controls groups were not significantly
different (p>0.05).

The result of our study indicate that tamoxifen suppresses follicular
differentiation at late stages but does not affect the development of already

differentiated follicles.

Key words: Tamoxifen, anti mdadllerian hormon, ovarian reserve,

folliculogenesis, mouse.



GiRiS

Over, kadin hayati boyunca, vyapisinda ve fonksiyonunda
degisikliklerin oldugu dinamik bir ogandir. Folikil ise, overin en 6nemli
reproduktif ve endokrin kompartimanidir. Foliklllerin kalitesi ve sayisi,
kadinin Ureme potansiyelini ve Greme dmrind belirler ve yenilenemez (1, 2).

Kanser tedavisinde kullanilan bazi ilaglar, gonadal tahribata neden
olmaktadir. Bu negatif etkinin boyutu tedavinin sitotoksik potansiyeli, dozu,
suresi ve hastanin yasina bagli olarak degisebilmektedir.

Primordial folikaller, foliktllerin en erken ovaryan formunu temsil
ederler ve dormant fazda olduklari dusundlir. Over rezervi, primordial
foliklllerin sayisi tarafindan belirlenir. Ozellikle primordial folikiller Gzerine
olan toksik bir etki, reproduktif yagsam araligini kisaltabilir ve prematir over
yetmezligine neden olabilir. Oosit dogrudan ya da dolayli olarak etkilenebilir.
Oositi gevreleyen steroid Ureten somatik hicre katmanlarina (graniloza ve
teka hucreleri) toksik etki de bunlara neden olabilir (3).

Tamoksifen, meme kanserinde yaygin olarak kullanilan selektif
Ostrojen modulatéri (SERM) olan bir kemoterapdtiktir (4).

Kemirgenler de dahil olmak Uzere yapilan hayvan ¢aligmalari, insan ve
hayvan overleri arasinda farkliliklar olmasina ragmen, c¢esitli kanser
tedavilerinin  gonadotoksisitesini  gOstermekte  bize 6nemli  bilgiler

saglamaktadir.

1. Over Geligimi

1.1. Germ Hucre Geligimi

Fetal donemde, insan overinin gelisim slreci dort evrede
incelenebilir(2).

1. Farklilasmamigs gonad evresi

2. Farklilagsma evresi

3. Oogonal ¢ogalma ve oosit formasyonu donemi



4. Folikul olusma evresi

Fetal gelisimin yaklagsik 5. haftasinda, gonad cifti yapisal olarak
gonadal cikintilar olusturmak Uzere, mezonefroz Uzerinde ¢dlomik ¢ikint
seklinde yogunlasir. Bu noktada, gonadin morfolojik olarak over ya da testis
oldugu ayirt edilememektedir. Gonad, dista ¢olomik yuzey epitel hicreleri ile
ic ice olan ilkel germ hucreleri ve igte merkezde bulunan meduller
mezensimal dokudan olusmaktadir. Bu farkhlagsmamis donem yaklasik 7-10
gun suirmektedir (1).

Primordiyal germ hucreleri (PGH), ilkel ektodermden gelismektedir.
Germ hucreleri ilk olarak, fertilizasyondan sonraki ug¢incu haftanin sonunda
kaudal uctaki ilkel endodermde ve yolk kesesine komsu olan bolgede tespit
edilir ve ayrica arka barsaktaki (hindgut) splanknik mezodermde de kisa bir
sure sonra belirir (5, 6). Gonadal c¢ikinti, germ hucrelerinin hayatta
kalabilecegi tek yerdir. Germ hucreleri gebeligin 4. ve 6. haftalar arasinda
gonadal bdlgeye ameboid haraketlerle go¢ ederler. Gebeligin 7. haftasinda,
gonadal dokunun germ hucreleriyle kolonizasyonu tamamlanir (3).

PGH gonada ulasir ulasmaz, buyuk bir hizla ¢cogalirlar. Gebeligin 6.
haftasinda 10 bin, 8. haftasinda 600 bin sayisina ulasirlar. Bu hizdaki
mitozla, gebeligin yirminci haftasinda sayilari 6 milyona ulasir (5, 7, 8). Bu
gonadin ulagabilecedi maksimum kapasitedir. Bu donemden sonra, atrezi
baglar, germ hucre sayisi giderek azalir ve dogumda 1 milyon, pubertede
sadece 300-400 bin kalir. Germ hucrelerinin buyuk c¢ogdunlugu atrezi
gegirerek, yaklasik 300 tanesi, menopozdan once ovulasyona girebilir ve
menopozda overde sadece 1000 folikdl kalir (3, 9).

PGH, gonadlara ulastidinda oogonyum olarak adlandirilir.
Oogonyumlarin PGH'den daha fazla mitotik aktiviteleri vardir. Mayoza
girmeden once birka¢ defa mitoz gecirirler. Oogonyumun mitotik aktivitesi,
oosit havuzunun énemli belirleyicisidir. Oogonyumlarda mitoz, atrezinin arttigi
gebeligin 28. haftasinda sona erer. Bu nedenle over rezervinin olusmasinda
sadece mitoz degil, ayni zamanda atrezide 6nemlidir (3).

Oogonyumlar ilk mayoz bolinmeye girip profaz evresinde durduklar

donemde oositlere donusurler. Bu sure¢ 11-12. haftalarda baslar (10).



Mayozun diploten evresine ilerlemesi ancak gebeligin geri kalaninda olmakta
ve dogumda tamamlanmaktadir. Mayozun durdurulmasi, buyuk bir olasilikla
granlloza hucreleri tarafindan uretilen engelleyici maddeler ile saglanir. Bir
ovum, oositin iki kez mayotik bolunmesinden olugur; bu bolinmelerin birincisi
tam ovulasyon oncesinde, ikincisi (haploid ovumun olusmasi) ise sperm girigi
zamanindadir. Fazla genetik materyal ise, her mayotik bolinmede olusan
kutup cisimcigi (polar body) ile atiimaktadir (5).

1.2. Overde Folikiler Gelisim

Gestasyonun 18-20. haftalarinda, hucreden oldukga zengin olan
korteks daha derindeki medullar bolgeden kaynaklanan vaskuiler kanallar
tarafindan yavas yavas delinir ve bu folikil olusmasinin baslangicini belirtir
(11). Parmak seklindeki vaskuller cikintilarin kortekse girmesiyle korteks
sekonder seks kordlarinin goruntisunu alir. Kan damarlar invaze oldukga,
yogun Kkortikal hucre katlelerini gittikge daha kiuguk kisimlara ayirir.
Mezengimal ya da epitelyal kaynakli perivaskuler hucreler de damar ile
birlikte suruklenir ve bu hucreler mayozun birinci evresinde olan oositleri
cevreler. Sonug¢ olarak olusan birim, primordial folikil olarak adlandirilir.
Primordial foliktl; mayozun profaz evresinde duraklamis olan bir oosit (30—60
pgm) ve onun etrafinda bazal membran tarafindan gevrelenen tek katli ag
seklinde dncul granuloza hucreleridir.

Sonunda buatin oositler bu sekilde kaplanir. Primordial folikdl
olusumunda kullaniimayan mezensim kalintilari folikil aralarindaki ilkel
ovaryum stromasini olusturmakta kullanilir. Henlz netlik kazanmasa da,
granuloza hdcreleri ¢olemik epitelyum veya mezensim onculerinin
farkhlasmasindan olusur. Primordial folikller gelisim slreci, diploten
evresindeki batun oositlerin folikullerin icine alinmasina kadar surer, bu sureg
gebeligin 15. haftasinda baslar ve dogumdan alti ay sonrasina kadar
uzayabilir (5).

insan ve hayvanlarda yapilan transkriptomik ¢alismalarda, primordial
folikul gelisiminde rol alan birgok transkripsiyon faktoru (Fig | alpha), zona

proteinleri, mayoz-spesifik enzimler ve sinir buylime faktorleri tanimlanmigstir.



Ancak gunumuzde, over rezervini belilemede kullanilacak, primordial
foliktllerin hormonal ya da baska bir belirteci tanimlanamamigtir (3).

Oositin 6ncll grandloza hicreleri tarafindan ¢gevrelenmesinden hemen
sonra, folikilin tamami degisik derecelerde olgunlasmaya baslar. Onciil
granuloza hucrelerinden olusan tabakanin kubik granuloza hicre tabakasina
donusmesi ile primer folikilin olusumu belirlenir. Daha ileri bir farklilasma ile
gebeligin 6. ayinda daha tamamlanmis bir granuloza hlicre ¢ogalmasi ile

preantral folikdl belirir. Gebeligin sonunda ise antral foliklller belirir. Teka

hucrelerinin folikllleri gevrelemesi ancak son trimesterde olur (8) (Sekil-1).

= - : v‘o’ ~ - 0‘3’_:\'; -:-:.
Sekil-1: Over folikdlleri. A: primordial folikiller B: Sekonder folikuller C:
Preantral foliklller D: Antral folikuller (40).




1.2.1. Folikulogenez

Folikilogenez over korteksinde meydana gelmektedir.

1.2.1.1. Primordial Folikiil Olugsumu

Primordial foliktller, overin temel reproduktif birimleridir. CUnki tim
dominant folikullerin, dolayisiyla da menstruel siklusun kaynagini olustururlar.

Histolojik olarak primordial folikil, mayozun profaz evresinde
bekleyen, kugluk bir primer oosit (~25 um c¢apl), tek kath yassi veya
kollumnar dizilim gdsteren graniloza hicresi ve bazal lamina igcermektedir.
Bazal lamina sayesinde granuloza hucresi ve oosit, mikrogevrede bulunan
diger hucrelerle direkt temasta degildir. Primordial folikillerin bagimsiz bir
kanlanmasi yoktur, dolayisiyla endokrin sistemden daha sinirlh olarak
etkilenirler.

Granuloza hucrelerinin mitotik potansiyel kazanmasi ve sekillerinde
yassidan kubik epitele donusum, folikll seciminin histolojik gostergeleri
olarak degerlendiriimektedir (3). Bunu gen aktivasyonu ve oosit gelisimi takip
eder. Hayvanlarda, granuloza—orijinli kit ligant (12), teka-orijinli kemik
morfogenetik protein (BMP)-7 (13) ve yuksek hipofiz FSH dlzeyi gibi
aktivatorler ve mullerian inhibe edici madde (MIS) gibi inhibitorler, bu gelisimi
(recruitment) pozitif veya negatif yonde kontrol eden faktorlerdir (14). Klinik
onemine ragmen insanda, folikil seciminin nasil kontrol edildigi hakkinda
henulz yeterli bilgi yoktur (3).

1.2.1.2. Folikul Geligiminin Basglamasi (Primordial Folikuliin
Primer Folikiile Gegisi)

Primer folikll; oosit etrafinda tek kat olarak dizilen bir veya daha fazla
kibik graniloza hicresinin gortlmesi ile tanimlanir. Primer folikllde izlenen
en onemli gelismeler; FSH reseptdrlu ekspresyonu, oosit buylimesi ve oosit
farkhlasmasidir.

Primordial foliklller, primer folikile gegene kadar uyku fazinda
(dormant faz) bekler. Bekleyen primordial foliktilden, biylyen primer folikile
gegis, recruitment olarak adlandiriimaktadir. Bu gegisin tek bir yol ile degilde,

oositler ve somatik hulcreler (granuloza hacreleri ve teka hucreleri),



ekstraselller matriks komponentleri, buyime faktorleri, otokrin ve parakrin
faktorlerin oldugu multi-faktoriyel yolla olduguna inanilir (15-18).

Bununla birlikte son zamanlarda farelerde vyapilan c¢alismalar,
primordial folikilleri uyku fazinda tutan bazi inhibitérlerin oldugunu
kanitlamigtir. Bunlar tumor suppressor tuberous sclerosis complex 1 (Tsc-1),
phosphatase ve tensin homolog deleted on chromosome 10 (PTEN),
Foxo3a, p27 ve Foxl2 kapsamaktadir. Folikller aktivasyon igin, bu inhibitor
molekullerin  fonksiyon kaybi, primordial folikil havuzunun erken
aktivasyonuna yol acar (19-22). Primordial folikullerin tamaminin aktive
olmasi, kacinilmaz olarak folikil havuzunun erken tikenmesine ve prematur
ovaryan yetmezlige neden olur (POF). Ancak, insanlarda, incelenen
genlerden sadece Foxl2 mutasyonunun, POF’la badlantih oldugu
gOsterilmigtir (23).

Primordial folikilin yassi granuloza hucreleri, kibik hucrelere
donugurken buna oositte meydana gelen dikkat c¢ekici degisiklikler eslik
etmektedir. Preantral dénem boyunca oosit, ~25 pm’den ~120 um’ye
ulasmaktadir. Bu devasa buylime, oosit genomunun reaktivasyonu sonucu
olusmaktadir (24).

Growth diferansiyasyon-faktori-9 (GDF-9) ve transforming growth
factor beta (TGF-B) ailesinin bazi uyeleri (BMP-4,BMP-7,BMP-6,BMP-15)
blylyen oositte eksprese olan diger Onemli proteinlerdir (25-28).
Calismalardan ortaya ¢ikan genel konsept, oosit tarafindan Uretilen yeni bazi
buyume faktorlerinin preantral folikilogenezisin regulasyonunda 6nemli rol
alabilecegi yénindedir (29). invitro olarak GDF-Qun insan preantral
folikdllerinin gelisimi Uzerinde sitimule edici etkisinin oldugu gosterilmistir
(25-27).

Primordial folikullerin gelisiminde, parakrin etkili blyame foktorleri ve
sitokinler de rol almaktadir. Ornegin kit-ligand (KL) ve leukemia inhibiting
factor (LIF: granuloza huclerinde sentezlenir). LIF ayni zamanda PGC’lerin
proliferasyonunu, oosit ve teka hicrelerinin gelismesini stimile eder (29,30).

Batin bu bulgular 1s1ginda, preantral folikilogenezis oosit bluylime

faktorleri ile ydnetiliyor gibi gérinmektedir. Ayrica, primordial folikiller FSH



reseptori eksprese etmezler ve primordial folikllin primer folikile gecis
asamasinda FSH gerekli degildir (15).

1.2.1.3. Folikiil Geligiminde Preantral ve Antral Agamalar

GranUlloza hucrelerinin mitotik ekspansiyonuyla, tek tabakali primer
folikll, cok katli sekonder folikile donusur. Oosit ¢capinin artmasi, bazal
lamina olusmasi, zona pellusida ve teka hucre tabakasinin olusumu gelisimin
diger bilesenleridir (31).

Preantral evrede folikll ¢api 40-60 um den, 120-150 um ulagsmaktadir.
Folikil daha fazla blyuyerek antral evrenin basinda 200 ym ulasir. Bu
asama sirasinda ayni zamanda, granuloza hucreleri arasinda daha sonra
antral kaviteyi olusturacak olan sivi bogluklar olusmaya baglar, teka hucre
tabakasinin damarlanmasi artar, teka ve granuloza hucrelerinin gogalmasi ve
oositin buyumesi devam eder.

insanlarda tek tabakali primer folik{lin, cok tabakal sekonder folikile
gelismesi aylar alir. Preantral foliktllerde FSH reseptorleri ekspre edilse bile,
bu yavas gelisim asamasinda gonodotropinlerin rolt yok gibi gorUnmektedir
(15).

Preantral folikil gelisiminde FSH’ n tartismali roline ragmen,
granuloza hucrelerinden (aktivinler) ve teka hucrelerinden (BMP-4 ve BMP-7)
lokal olarak salinan TGF [ ailesinin, yada oosit kaynakli GDF-9 ve BMP-15’in
kritik rolG vardir (3).

Teka hacrelerinin folikul gelisiminde pek ¢ok agidan énemli rolt vardir.
ilk olarak, graniloza hiicrelerinde sentezlenen &strojen prekiirsérlerinin
kaynagi olan androjenleri sentezlerler. ikinci olarak BMP-4 ve BMP-7 teka
orijinlidir. Uglinct olarak teka hicreleri ile graniiloza hiicreleri arasindaki iki
yonlU iletisimi saglayan, hepatocyte growth factor (HGF) ve keratinocyte-
growth factor (KGF) teka hicre kaynakhdir (32). Dérdincl olarak preantral-
antral folikil hizh  biyime dbéneminde, BMP-4 ve BMP-7 FSH
regulasyonunda rol alir, LH'1I inhibe ederek, progesteron sentezini azaltir ve
E2 sentezini artirir (33).

Preantral ve antral foliklil gelisiminde pek c¢ok aktivasyon faktorl

tanimlanmistir. Bunlardan en onemlileri granuloza hucre kaynakl aktivinler



ve teka hucre kaynakli TGF-B'dir. Aktivinin degigik formlar (aktivin A, AB, B)
olsa bile folikilogeneziste aktivin A 6nemlidir. Aktivin A lokal ve parakrin
etkiyle preantral folikll gelisimini ve granuloza hicre proliferasyonunu uyarir
(16, 34, 35).

TGF-B'nin 3 degisik izoformu (TGF-Bi, B2, B3) vardir. TGF- B,
granuloza hucrelerinin gogalmasini arttirir, progesteron ve ostrojen uretimini
uyarir (36).

AMHnin  preantral folikil gelisiminde negatif etkisi oldugu
disunilmektedir. Primordial folikiiller AMH sentezlemezler. ilk defa primer
folikul evresinde sekresyonlari baglar ve mid-antral doneme kadar devam
eder. AMH; sekonder, preantral ve antral folikilin ¢api 4mm altinda oldugu
donemde en ylksek dizeye ulasir. Bu bulgular primordial-primer gecisin
digsinda, preantral folikil gelisiminde AMHnin negatif etkisi oldugunu
gostermektedir (37, 38).

1.2.1.4. Antral Asamadan Sonra Folikil Gelisimi ve Dominant
Folikul Segimi

Antral asamadan sonra folikul gelisimi grantloza ve teka hucrelerinin
proliferasyonu, vaskularizasyonun artmasi, oosit gelisimi, folikll iginde antral
boslugun olusumu ile karakterizedir. FSH bu asamada kritik rol oynar.

Cesitli folikuler siniflamalar olmakla beraber Gougeon (39), graniloza
hicrelerinin sayisina ve foliklin bayukligine goére siniflama yapmistir (Sekil
2). Bu semaya gore primordial folikilden dominant folikul gelisimi yaklagik 1
yil surer. Bu uzun periyod boyunca (tahminen 300 gun) folikuller,
gonadotropinlerden bagimsiz olarak gelisir. Gonadotropinlerin etkisi son 50
gunde olur.

Normal sikluslari olan bir kadinda, dominant folikil menstriel siklusta
luteal fazin sonunda klas 5 folikullerden secilmektedir (39). Mid-luteal faz
sonrasinda granuloza hucrelerinde mitoz oraninda artis gorulmektedir. Bu da
luteolizisin, bir sekilde graaf foliklllerin granlloza hucrelerindeki mitozu

arttirdigini disundurmektedir.
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Sekil 2: Insan overinde folikiilerin gelisim agamalari (40).

Bir kohortdaki folikilde grantloza hucrelerinde mitoz orani rolatif
olarak artarken, ayni kohortdaki diger folikillerde graniloza hucrelerinde
proliferasyon yavaglamaktadir. Bu durum, seleksiyonun meydana geldiginin
ilk gostergesi olup, yaklasik olarak menstrlasyon zamanina denk
gelmektedir. Graaf folikil gelisim slrecinin geriye kalan kisminda, graniloza
ve teka hucrelerinin mitoz hizi yuksek olarak kalir. Folikuler faz ilerledikce
dominant folikul buyumesi hizlanir: 1-5. gunlerde 6,9 £ 0,5 mm iken, 6.-10.
gunlerde 13,7 £1,2 mm ve 11.-14. gunlerde 18,8 + 0,5 mm olarak
Olcllmektedir. Aksine, kohortdaki diger graaf foliklllerinde blylime daha
yavas ilerler (41).

Ovulasyondan 5-6 gun once folikul, granuloza hucre proliferasyonuna
ve antral sivi toplanmasina bagll olarak hizlica buylr ve overin yuzeyine
dogru ilerler. Folikalin hizli buyimesi mittelschmerz olarak da adlandirilan

pelvik agriya neden olur. Cyclin D2, ekspansiyondan sorumlu gendir. Bu



budyume evresinin tamamlanmasindan sonra folikul, graaf folikllu olarak
adlandirilir ve ovulasyon i¢in hazirdir (41).

Seleksiyonun altinda yatan mekanizma, plasma FSH dlzeyinde
gorulen sekonder artistir. Menstriel siklus boyunca, luteal fazin sonunda
plasma progesteron duzeyinin bazal seviyeye dusmesinden birka¢ gun 6nce
sekonder FSH artigi baglamaktadir. FSH seviyeleri siklusun folikiler fazinin
ilk haftasi boyunca yuksek kalir. Korpus luteumda Uretilen 6striol ve inhibin-A
miktarinin azalmasinin, sekonder FSH duzeyinin artisi ve dominant folikdl
secimi icin en dnemli nedenler olduguna inaniimaktadir. FSH’daki sekonder
artis, dominant folikil mikrogevresindeki folikiler sivi igerigindeki FSH
dizeyini artirir. Aksine, dominant olmayan folikullerde, folikiler sividaki FSH
seviyeleri dusuktir. Folikller sivi igerisine FSH'nin girmesi seleksiyon igin
gerekli stimulasyonu baslatir. Kohortdaki folikillerden sadece birinin
mikrogevresindeki FSH’y1 konsantre edebilme kapasitesini nasil kazandigi,
henlz bilinmemektedir (41).

1.2.2.0vulasyon Olugsumu

Ovulasyonu tetikleyen ana olay, over ile hipotalamo-hipofizer sistem
arasindaki hormonal etkilesimdir. Bu donemde salgilanan gunluk &strojenin
%80’i dominant folikllden, kalan kismi ise immatur folikullerden, periferal
testesteron, androstenedion ve Ostriolun donugumunden olugsmaktadir.
Serumda yeterli (50 saat sureyle, 200 pg/ml'nin Uzerinde) 6strojen esik
deg@erine ulasinca, Ostrojen tepe noktasindan yaklasik 12-24 saat sonra
pozitif feedback etki ile LH sekresyonu stimule olur. LH artimi ile dominant
folikil sivisinda bulunan ve primer oositinin mayoz boélinmenin 1.fazinda
duraklamasini saglayan oosit mayoz inhibitori (OIM) devre disi birakilarak,
mayoz bolinme tekrar bagslatilir. Ovulasyon sirasinda overden salinan oosit,
1.mayoz bélinmesi tamamlanmis, kromozom sayisi yariya dusmuas olan 23
kromozomlu sekonder oosittir. Ovulasyon ani, LH artisinin baslangicindan
34-36 saat, LH pikinden 10-12 saat sonrasina denk gelir. LH yuksekligi,
dominant folikilde granlloza hucre LH reseptorleri Gzerinden progesteron
yapimini artirir. Progesterondaki az fakat énemli olan kisa sureli yukselis,

pozitif feedback etki ile LH pikinin ortaya ¢ikisini ve mid-siklus FSH pikinin
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olusumunu hizlandirir. LH artigi, oositte durmus olan mayozun yeniden
baglamasini, granuloza hucrelerinin luteinizasyonunu, oosit ile ¢evresindeki
kimulus tabasinin serbestlesmesini ve folikll ruptlrl igin gerekli olan
prostaglandinlerin ve diger eikozanoidlerin sentezini saglamaktadir (1).

FSH, LH ve progesterondaki bu fizyolojik degigimlerin, folikil duvar
kollajeninin dejenerasyonuna, folikul duvarinin ince ve gergin hale gelmesine
ve sonugta da rUptlirine neden oldugu Uzerinde durulmaktadir. LHIn
ovulasyon tetigini ¢ekebilmek igin progesteron reseptorlerinin otokrin etkisine
ihtiyac duydugu Dbelirtiimektedir. Gonadotropinlerin etkisi altinda folikuler
sivida plazminojen aktivitorlerinin sentezi artar. Ovulasyon yaklastikga
granuloza hucre plazminojen aktivitorleri sekresyonu c¢ogalir ve
plazminojenden olusan plazmin etkisi ile de folikil duvarinin gerilim gtci
zayiflar.  Prostaglandinler, folikil duvarindan proteolitik enzimlerin
serbestlestiriimesine, histamin ve bradikinin olusturulmasina ve anjiyogenezis
ile hiperemik, inflamatuar bir ortam olusturulmasina neden olur. Diger yandan
prostaglandinlerin bir diger etkisi, folikil cevresindeki teka tabakasindaki diz

kaslarin kasilmasini saglayarak ovulasyona yardimci olmalaridir (Sekil-3)(1).

GRH. [ ¥ ¥ ¥ V] [PV VY ¥ ¥ V¥ Y Y

Luteal Follicular Luteal
phase phase phase
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FSH

- 1 1

Secretory Menses Proliferative Secretory

Endo

Sekil-3: Normal menstruel siklus (42).
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1.2.3. Korpus Luteum

Oosit salinmasi ile luteal faz baslar. Korpus luteum luteinize olmus
granuloza hucreleri ile teka interna ve teka eksterna tabakalarindan olusur.
Korpus luteumun asil gorevi, salinmig oositi desteklemek ve endometriumu
implantasyona hazirlamak igin progesteron salgilamaktir. Progesteron salgisi
LH salgisindan 6-8 gun sonra en yuksek noktaya ulagir (1, 43).

Granlloza hicrelerine endositoz yoluyla alinan LDL-kolesterol,
serbest kolesterol ve aminoasitlere hidroliz olur. Serbest kolesterol
mitokondride pregnanolon, progesteron ve az miktarda androjene donusur.
Ostrojen ve inhibinin de katkisi ile korpus luteumdan salgilanan progesteron,
lokal ve santral etki ile yeni folikilin gelisimini durdurur. Gebelik olmazsa
ovulasyondan 9-11 gun sonra korpus luteum hizla kigllmeye baslar ve
progesteron, 6strojen ve inhibin seviyeleri duser. Menstruel kanama olur.
Ayrica, inhibinin etkisinden kurtulan FSH artmaya baslar, boylelikle yeni
menstriel siklus baslar. Gebelik olustugu takdirde korpus luteumun gelisimi,
ilk 3 ay gebelikte artan human chorionic gonadotropin(HCG) tarafindan
desteklenmektedir (1).

2. Over Rezerv Testleri

2.1. Folikiil Stimulan Hormon (FSH)

FSH, over rezervini degerlendirmede en yaygin kullanilan testtir.
1980’li yillardaki IVF deneyimlerinde, erken folikuler fazdaki FSH seviyesinin
reproduktif sonuclarla iligkili oldugu saptanmistir (44).

Over rezervi iyi olan kadinlarda, siklusun erken déneminde kiguk
folikillerden salinan, ovaryan hormonlar sayesinde FSH diusuk seviyede
kalir. Aksine, zayif over rezervi olan kadinlarda, oosit sayisinin azalmasi ve
ovaryan hormon Uretimindeki (Ostradiol) azalma hipotalamik/hipofizer FSH
sekresyonu Uzerindeki negatif feedback etkisini kaldirarak FSH ylkselmesine
neden olur (44).
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Normal FSH degeri, fertiliteyi degerlendirmede yararl degildir. Fakat
yuksek anormal degerler (FSH >20 mlU/mL) ile spontan gebelik sansi ¢ok
azdir (45).

Bu bulgular 1s1ginda, 3.gin FSH dizeyi, distik maliyeti ve basit olmasi
nedeniyle over rezervini degerlendirmede en yaygin kullanilan testtir. FSH
degeri, 10 mlU/mL altinda oldugunda over rezervinin yeterli oldugu
disundlmektedir. 10 ile 15 mlU/ml arasi ise ara degerler olarak kabul
edilmektedir. FSH’In normal degerinin Ust esigi calisilan laboratuvara gore
degismektedir. Kullanilan laboratuvar metoduna ve kitine gore, cut off 10- 25
mlU/mL olarak kabul edilmektedir (46).

2.2. Serum Ostradiol Seviyesi (E2)

Fizyolojik olarak kadin d&stradiolinin &énemli bir kismi ovaryan
granuloza hucrelerinden kaynaklanir. Adipoz dokuda testesteronun ostradiola
cevrilmesi diger nongonadal kaynak olarak gosterilmistir. Ayrica E2 sinirli
miktarda adrenal korteks, beyin ve endotel hicrelerinde de Uretilir. Bazal E2
seviyesinin, overin gonadotropine olan cevabiyla ters bir korrelasyonu oldugu
gosterilmigtir (1)

IVF programindaki kadinlarda yapilan bir prospektif ¢calismada, bazal
3.gun E2 seviyeleri yuksek olan (>80 pg/ml) hastalarin daha yuksek siklus
iptali ve daha dusuk gebelik oranlari bulunmustur (47). Bu ¢alisma, Ostradiol
ile tedavi sonuglari arasinda acik bir iligki olmadigini soyleyen ¢alismalar ile
zithk olusturmaktadir. IVF hastalarinda bazal 6stradiolun tanisal degerini
arastiran 10 adet calismayl degerlendiren meta-analizde, koti gebelik
sonuglarl agisindan E2 testinin tanisal degerinin dusuk oldugu saptanmigtir
(48).

Over rezervini belirlemede, celiskili veriler olmasina ragmen, siklusun
3. gunu E2 seviyesi bakilmaya devam edilmektedir (48, 49). Genelde <80
pg/mL degerler, yeterli over rezervi olarak dusunulirken, degisik cut-off
degerlerde kullaniimaktadir. Yiksek 6stradiol degerleri, FSH'y1 baskilayabilir
ve perimenopozal kadinlarda dusUk over rezervini maskeleyebilir. Bundan

dolayl FSH ve E2 yanlis negatif sonuglari 6nlemek igin birlikte bakiimalidir.
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2.3. Antral Folikul Sayimi (AFS)

Yaglanma ile ovaryan rezerv kaybi, antral folikl sayisinin azalmasi ile
iliskili oldugundan dolayi infertilite tedavisi dncesi, transvajinal ultrasonografi
ile over yapisi ve aktivitesi goruntilenmektedir. Siklusun 2.-4. gunlerinde,
AFS 2-10’dan az oldugu zaman dusuk over rezervi olarak duagunulur (50).

AFS over rezervini ve cevabini dgerlendirmede iyi bir prediktor
olmasina ragmen, oositin kalitesi, IVF ile gebelik sansi ve gebelik sonugclarini
belirleme acisindan, over rezervini degerlendirmesine gére daha zayif bir
prediktordur (51).

2.4. Anti Mullerian Hormon (AMH)

Antimullerian hormon, transforming growth faktér B ailesine ait,
homodimerik disulfit bagla bagh, molekal agirhdr 140 kDa olan bir
glikoproteindir (52). Insanlarda 19. kromozomun kisa koluna yerlesmistir (53).
AMH geni 2750 Bp uzunlugunda ve 5 econ pargasindan olugsmaktadir.
Uclincli econ pargasi molekiiliin aktif kismini olusturmakta olup, guanin ve
sitozinden zengindir.

AMH, erkeklerde testikuler sertoli hicrelerinden puberteye kadar fazla
miktarda salinirken, kadinlarda granlloza hucrelerinden ve dogumdan
menopoza kadar salinir (53, 54).

Sadece reprodiktif organlara spesifik gibi goérinen AMH, kadin
internal reproduktif organlarin 6ncisu olan mullerian duktusun regresyonuna
neden olur. AMH yoklugunda ise her iki seks organlari gelisir (54-56).

AMH, 8 mm’den kugUk, preantral ve erken antral folikillerden
sentezlenir. AMH seviyesi primordial folikil havuzunun boyutunu yansitir.
Yetigkin kadinlarda, yasla birlikte primordial folikil sayisi azalirken, AMH
seviyesi de duser (57). Menopozda ise dlgulemeyecek seviyelere iner (58).

AMH seviyesi, azalan over fonksiyonlarinin erken, guvenilir, dogrudan
bir gostergesidir. Bununla birlikte, uygun esik degeri Uzerinde fikir birligi
yoktur (58-61). 0.5 ng/ml Gzerinde serum AMH seviyesi, iyi bir over rezervini
gOsterirken daha dusuk seviyeler tukenmis over rezervine isaret eder. IVF

basarisi, 0.15 ng/ml'den daha az AMH duzeylerinde ¢ok azalmaktadir (59).
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AMH olgumu, kanser hastalari gibi bazi hastalarda, azalmis over
rezervini belirlemede faydali rol oynayabilir (60). Ayrica preantral folikullerden
siklik olarak degil de, surekli olarak eksprese edildiginden, minimal
degiskenlik gosterir ve AMH olgumu igin menstriel siklusta belirli bir gune

gerek yoktur.

3. Selektif Ostrojen Reseptor Modiilatérleri (Serm’ler)

Ostrojenlerin, hedef hiicrelerde en az iki tip reseptériinin (ER alfa ve
ER beta) bulunmasi, bunlarin organlar arasinda dagiliminin ve farkhliginin
gOsterilmesi, doku veya organa selektif dstrojen agonist ve antagonistlerinin
geligtiriimesine yol agmistir (4).

Selektif dstrojen modulatérad  (SERM) olan, basglica 3 ilag
tanimlanmistir: Tamoksifen, Toremifen, Raloksifen (4). Bu Ug¢ ilag Ostrojen
reseptorlerine (ER) baglanan, 6strojenenin kompetetif inhibitéridir. Hepsinin
hedef dokularinda, mikst agonist ve antagonist aktivitesi vardir (62).

Bu Ozelliklere sahip ve uzun zamandir kullanilan tamoksifen,

SERM’lerin birinci kusaginin ayesidir.

3.1. Tamoksifen

1950 lerin sonlarinda, ilag firmalari kontraseptif olarak kullanilabilecek
anti-Ostrojen bilesikleri arastirmaya basladilar. 1966 da Dora Richardson, o
zaman ICI-46,474 olarak adlandirilan tamoksifeni sentezlemeyi basardi (63).

1980 sonunda tamoksifen infertilite ilaci olarak onay almasina ragmen
bu bilesikler hi¢ bir zaman kontraseptif olarak kullanilamadi (64).

Ostrojen ve meme kanseri arasindaki iligki yillardir bilinmekteydi (63).
Bu konuda ilk klinik ¢galisma, 1971 de Christie Hospital da yapildi ve ileri evre
meme kanserindeki etkisi gosterildi (66). Fakat o zamanlarda kanser
tedavileri 6ncelikli degildi ve 1972 de ICI (Imperial Chemical Industries -simdi
AstraZeneca-) Alderley Park Arastirma Laboratuvarlari’nin ilag gelistirme
programi fesih edildi. Tamoksifenin gelistirmesi 2. klinik ¢alismayla, Harold
W.C. Ward tarafindan Queen Elizabeth Hospital, Birmingham’da yapildi.
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Ward’in ¢alismasi, daha ylksek dozda daha etkin cevabi gosterdi.1973'de,
ileri evre meme kanserinde kullaniimasini saglayan yine de Walpole oldu
(64). Ardindan ABD’de 1977 yilinda onaylandi. Fakat ila¢ nispeten kiguk bir
piyasada diger hormonal ilaglarla yarisiyordu ve klinik ya da mali olarak
olaganustu degildi.

1980’lerde hentliz Ostrojen reseptérleri (ER) tanimlanmamisti ve klinik
deneyler tamoksifenin etkinligini tam olarak ortaya c¢ikaramiyordu. Fakat
1998 yilinda Oxford based Early Breast Cancer Trialists' Collaborative Group
tam olarak tamoksifenin etkinligini ortaya koydu ve erken evre meme
kanserinde hayat kurtardigini kanitladi (67).

3.1.1. Etki Mekanizmasi

Tamoksifen, hedef dokularda 6strojen reseptorlerine (ER) kompetitif
olarak baglanan, DNA sentezini azaltan, Ostrojen etkilerini inhibe eden,
triphenylethylene tlrevi, nonsteroid anti-inflamatuar ajandir. Hlcre siklusunu
GO fazindan G1 fazina gecisi asamasinda bloke eden, sitostatik bir ilagtir
(68).

Tamoksifenin kendisi on ilagtir, hedef proteine dugsuk afinite gdsterir.
Karacigerde cytochrome P450 ile metabolize olur ve aktif metaboliti olan 4-
hidroksitamoksifene doéner. 4-OH metaboliti, ana bilesige gore 50-100 kez
daha aktiftir (68).

Meme dokusunda Ostrojen reseptorlerine antagonist olarak baglanir,
Ostrojen reseptorlerini kodlayan genleri inhibe eder. Tamoksifen 06strojen
reseptorlerine  baglandiginda DNA da degisiklikler yapmaya baslar.
ER/tamoksifen kompleksi Ostrojen sentezleyen genleri durdurmak igin
koreseptorleri  kuvvetlendirir. Bu proteinlerden bazilari, NCoR and
SMRT’dir(69). Tamoksifenin fonksiyonu, ErbB2/HER2 gibi degisik growth
factor proteinleriyle dizenlenir. Yiksek ErbB2 dizeyleri tamoksifene direncli
kanserlerde gdsterilmistir (70). Tamoksifenin tam olarak antikanser etkisini
gosterebilmesi icin PAX2 proteinine ihtiyaci vardir (70-72). Yuksek PAX2
varliginda ER/Tamoksifen komleksi ErbB2 proteinini baskilayabilir. Tersine

AIB-lexpresyonu PAX2 den fazla olursa ER/Tamoksifen kompleksi, meme
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kanserinin ilerlemesine neden olacak ERBB2’nin expresyonuna neden olur.
(70-73).

Tamoksifen, meme dokusunda, Ostrojen reseptér antagonistidir.
Agonistik etkinligi zayif da olsa vardir, diger dokularda 6rnegin
endometriumda agonist gibi davranir bu nedenle gergekde parsiyel agonisttir.

Premenopozal veya postmenopozal donemdeki Ostrojen bagimli
(6strojen reseptori-pozitif) meme kanseri olgularinin palyatif tedavisi igin ve
adjuvan olarak kullanilir (74). Ayrica erkek meme kanserinin hormonal
tedavisinde kullanilir (75). Ayni zamanda, meme kanseri i¢in yuksek risk
tasiyanlarda kullanimi, FDA tarafindan onaylanmistir (76).

Tamoksifenin diger kullanim alanlari, McCune-Albright sendromunda
prematir puberte tedavisi icin (77-79), Amenore veya anovulatuvar
menstriel siklus nedeniyle infertil olan kadinlarin tedavisi i¢in klomifen ile
oldugu gibi kullanilir (80), jinekomasti (81), bipolar hastalik (82, 83), kanser
tedavisinde anti-anjiogenezis faktdr olarak (84, 85), gen ekspresyonu
calismalarinda (86), Riedel’s tiroidit'inde (87)’'de kullaniimaktadir.

3.1.2. Yan Etkileri

Kemik: Tamoksifenin yararli yan etkilerinden biri, kemik hicrelerinde
Ostrojen reseptor agonisti olarak etki gostererek, kemik kaybini dnlemesidir.
Osteoklastlari inhibe ederek, osteoporozu onler (88).

Endometrial kanser: Endometrium Uzerine parsiyel agonist olarak etki
gOstererek bazi kadinlarda endometrium kanserine neden olabilir. Bes yildan
fazla kullanimda endometrium kanseri riskini 2-4 kat artirir (89).

Kardiyovaskiler ve metabolik etkiler: Tamoksifenin, lipoprotein
metabolizmasi Uzerinde, parsiyel agonist olmasindan ileri gelen Ostrojenik
olumlu etkileri gosterilmistir. Ancak kronik kullanihsta kardiyoprotektif etkisi
ortaya konulamamistir (90). Bazi kadinlarda serum trigliseridinde artisa
neden olabilir. Major cerrahiden sonra ya da immobiliteden sonra
tromboemboli riskini artirir (90). Ayni zamanda karacigerde yaglanmaya
neden olur (91).

Santral sinir sistemi: Tamoksifenle tedavi edilen meme kanserli

hastalarda, en 6nemli yan etkilerden biri kognitif fonksiyonlarda azalmadir.
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Sematik hafiza skoru duser (92). Bu durum meme kanseri tedavisinde
kullanilan bir aromataz inhibitori olan anastrozolle karsilastirildiginda daha
az ciddidir (93).

Diger etkiler: En sik gorulen akut yan etkisi sicak basmasi, bulanti ve
kusmadir. Olgularin %25’inde ortaya c¢iktigi bulunmusgtur. Menstriasyon
bozuklugu, vajinal kanama, akinti ve ciltte dokuntu yapabilir. TUmorin
agrisini artirabilir. Lokopeni ve trombositopeni olugturabilir. YUksek dozda
seyrekde olsa retinopati yapabilir. Kemik metastazi olan hastalarda
hiperkalsemi yapabildigi bildirilmistir. Tamoksifenle tedavi edilen hastalarda
ortaya gikan diger dnemli yan etki ise libido azalmasidir (94, 95)

Calismamizin amaci, bir antikanser ilaci olan tamoksifenin, over

rezervi Uzerine olan etkisini arastirmaktir.
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GEREG VE YONTEM

Calisma projesi Uludag Universitesi Bilimsel Calisma Etik Kurulu'na
sunuldu ve onay alindiktan sonra galisma sureci baglatildi (etik kurul onay
tarihi: 27.03.2012 ve n0:2012-04/08).

Calismada, Uludag Universitesi Deney Hayvanlari Yetistirme ve
Arastirma Merkezi’nden alinan, ergin 30 adet BALB/c fare kullanildi.

BALB/c fareler, dunya genelinde en c¢ok kullanilan inbred soylardir.
Inbred soylar, erkek ve disi kardeslerin ciftlesmesiyle olusan ardisik 20 veya
daha fazla jenerasyonunun sonucudur. Erkek-disi kardeglerin eslesmesiyle
koloni icinde bireyler arasindaki tim genetik varyasyon ortadan kalkar.
Kolonideki tim hayvanlar genetik olarak aynidir (94).

Fareler igcin Onerilen uygun gevresel kosullar ayni merkez tarafindan
saglandi ve fareler isiklandiriimasi 12 saat karanhk-12 saat aydinlik,
havalandiriimasi (%60-70 nem), oda Isisi (20-24°C) kontrol edilen bir odaya
yerlestirildi. Fareler galisma boyunca, tabani ve yanlari plastik, Usti demir tel
orgu ile kapali olan, fare veya siganlar igin 6zel Uretilmis standart kafeslerde
yasatildi. Her kafese en fazla bes fare konuldu. Kafesin tabani daima kuru
agac talas! ile kaphydi. Bu talag iki gunde bir kez degistirildi. Hayvanlarin
beslenmesinde, standart pellet yemi ve sehir suyu kullanildi.

Ostrus dongiisi gostermeyen deneklerin dahil ediimesini engellemek
amaciyla, iki gunlik adaptasyon suresinin ardindan, bir siklusu tamamlayana
kadar vajinal smear takibi yapildi, bu surenin sonunda 4-5 glnlik &strus
siklusu gosterip, fazlari dizenli devam eden denekler ¢calismaya dahil edildi.

Hayvanlar Uzerine test ve kontrol muamelelerinin etkileri
kargilastiriimak istendiginde ve bireysel tepkinin bilinmedigi durumlarda,
mevcut hayvanlar kontrol ve test gruplarina rastgele dagitilir
(randomizasyon). Bu islem, bireyler arasi varyasyonun deney ve kontrol
gruplarina esit olarak dagilmasini saglar. Bu ¢aligmada da hayvanlar rastgele
2 gruba ayrildi. Kafeslerin Uzerine, gruplari ve enjeksiyonun tarihini belirtecek

plakalar yerlestirildi.
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Tamoksifen enjekte edilen (deney grubu), ve tamoksifen’in salt etkisini
gorebilmek icin tamoksifen’in eritildigi tasiyici solisyonun enjekte edildigi
(kontrol grubu) olmak Uzere 2 grup olusturuldu. Her bir grupta tamoksifen
enjeksiyonu igin 15; kontrol grubu igin 15 fare olmak tzere toplam 30 hayvan
kullanildi. Tamoksifen etanol: misir yaginda (%10 etanol:% 90 misir yagi)
eritildi ve 100ul dozda, intraperitoneal yolla, tek doz halinde deney
grubundaki farelere, proostrus doneminde enjekte edildi.

Ostrus siklusundaki degisimleri gdzleyebilmek amaciyla vajinal smear
yonteminden yararlanildi. Deney suresince her gun, bir kez smear alinmak
suretiyle, Ostrus fazlarn takip edildi. Vajinal smear yodntemi; farelerin
vajinasina distile su verildi ve bu sivi geri alinarak lama yayildi, g1k
mikroskobunda degerlendirildi.

Enjeksiyon sonunda iki 6strus siklusu geciren ve vajinal smear ile
proostrus doneminde oldugu tesbit edilen hayvanlar eter inhalasyonu ile
uyutuldu. Uygulamayi! takiben hayvanlarin gogus kafesi acilarak Anti-
Mdallerian Hormon seviyesini belirlemek igin kalpten 5 cc’lik vakumlu tuplerle
(venojet) ~ 2 cc kan 6rnekleri ependorf tiplere alindi. Ornekler 3000 devir/dk
da 15 dakika santrifije edildi ve serumlari ayristirildi. Biyokimyasal tetkik
yapilana kadar -20 C’de saklandi.

1. ELISA ile AMH Olgiimii

Farelerden elde edilen serum 6rneklerinde AMH duzeyleri Mouse Anti-
Mullerian Hormone (AMH) (Hangzhou Eastbiopharm Co. Ltd. Hangzhoui,
CHINA) kiti ile ELISA yontemi kullanilarak gahisildi. Prospektuste kitin analitik
duyarlihgi 0,05 ng/mL ve analiz sinirlari 0.1-40 ng/mL olarak bildiriimekteydi.

2. Over Dokusunun Histolojik incelenmesi

Kan alinimini takiben farelerin karin bdlgeleri acildi ve ovaryumlari
alindi. Alinan ovaryumlar numaralandiriimis kasetler igerisinde %10’luk
tamponlanmis noétur formol solusyonuna alinarak 24 saat tespit edildi. Tespit
solisyonunda bulunan ovaryumlar degdisik derecelerde (%50, 70, 80, 90,
absoll) alkol, ksilol ve parafin serisinden gegirilerek, granulli, 58-60°C’de

eriyen parafinde bloklandi.
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Parafine gomulen dokulardan, mikrotom ile 5 ym kalinliginda kesitler
alindi. Kontrol ve deneme grubuna ait ovaryumlarin merkezinden gegen en
buayuk kesitler, Crossmonn’un uc¢li boyama yontemi ile boyandi. Kontrol ve
deney grubuna ait ovaryum dokularinda yer alan primordial, gelisme
asamasindaki follikiller (Tablo-1) ve atretik follikiller belirlenerek, follikullerin
sayimi  yapildi.  Gruplar arasindaki farkhliklar istatistiksel olarak
degerlendirildi.

2.1. Follikiillerin Morfolojik Siniflandirmasi

Calismada, folikuller klasik folikil siniflandirmasi ve daha dnceki
yayinlar géz onune alinarak siniflandiriidi (97-99). Bu siniflandirmada,
granuloza hucre sekli ve hucre katman sayisi goz onune alinmaktadir. Buna
gore; oositi cevreleyen yassi tek sirali grantloza hicreleri igeren folikl,
Primordial folikil (A), tek sirali kiibik grantlosa hucreleri ile gevrili folikdl,
primer folikil (B), iki ya da daha fazla sirali kibik grantloza hucreleri ile
cevrili folikul, sekonder folikiil (C), ¢api diger folikillere gore oldukca genis,
granuloza hucreleri arasinda kuguk bosluklarin olustugu ve granuloza hucre
sirasinin 3’den fazla oldugu folikll preantral folikiil (D), ¢capi en genis olan ve
antral boslugun ileri derecede gelistigi folliktl, antral folikil (E), graniloza
hicrelerinin teka hucreleriyle cevrildigi, agikga oositin gortlmedigi folikuller
bilinmeyen folikil (F) olarak adlandirildi (Tablo-1).

Tablo-1. Folikdllerin siniflandiriimasi (99).

Adlandirma | Tanim

Primordial Tek katli yassi granuloza hicre (GH) katmani

Primer Tek katli kiibik (GH) katmani

Sekonder 2-3 sirali kubik (GH) katmani

Preantral 3< sirahh GH’li genis antral bosluk, belirgin teka
tabakall

Antral Kumulus-oosit kompleksi, antral bosluk ve belirgin
teka tabakall

Bilinmeyen | Granuloza hicreleri teka hicreleri ile gevrili ancak
00sit yok

GH: grantiloza hicre.

21



3. lIstatistiksel Yontem

Calismada; surekli ve kesikli degiskenler, betimleyici istatistik olarak
medyan (minimum-maksimum) degerleriyle; kategorik degiskenler, frekans
ve ilgili ylzde degerleriyle ifade edilmistir. Gruplar arasinda yapilan
istatistiksel karsilastirmalarda, Mann Whitney U testi kullaniimistir.
Calismanin analizleri SPSS 20.0 programinda yapilmig olup p<0.05

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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BULGULAR

Calismaya dahil edilen deney hayvanlarinda, her 2 grupta deney
basari ile tamamlandi.

Kontrol grubuna, tamoksifen’in eritildigi tasiyici solisyon (etanol:misir
yagl) enjekte edildikten 2 giin sonra 4 fare 6ldu. Olen farelerin batini agildi,
olasl barsak perforasyonu agisindan de@erlendirildi. Ancak 6lim sebebini
aciklayabilecek herhangi bir patolojik bulgu saptanamadi.

1. Tamoksifen ve Kontrol Grubu AMH Degerleri Karsilagtiriimasi
[Gosterim: Medyan (Minimum-Maksimum)];

Kontrol grubunda odds ratio (OD) degeri 1450 (635-1596) olarak
bulunmustu. Tamoksifen grubunda OD degeri 1401 (1304-1503) olarak
bulunmustu. Gruplar arasinda AMH degerleri bakimindan istatistiksel olarak
anlamli bir farkhlik saptanmadi (p=0.097)(Tablo-2, Sekil-3, 4, 5).

Tablo-2: Tamoksifen ve Kontrol grubu arasinda, AMH(ng/ml)

seviyelerinin karsilastiriimasi.

Tamoksifen (n,15) Kontrol (n,11)

Medyan min.-max. Medyan | min.-max.

6,1374 5,47-6,84 6,4725 5,21-7,47

Mann Whitney U testi kullanildi. *: p< 0.05 anlamli
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Sekil-5: Tamoksifen grubu AMH degerleri (ng/ml).
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Kontrol grubu Tamoksifen grubu

Sekil-6: Tamoksifen ve kontrol grubu AMH (ng/ml) degerlerinin
karsilastiriimasi.

2. Tamoksifen ve Kontrol Grubu Folikul Sayilari Karsilagtiriimasi

Kontrol ve deney gruplarina ait ovaryum kesitleri, Crossmann’in Ggla
boyama yontemi ile boyanip incelendi. Hazirlanan preparatlarda primordial,
primer, sekonder, preantral, antral ve siniflandirlamayan folikil sayimi
yapildi (Sekil-7, 8, 9, 10, 11, 12).

Sekil-7: Tamoksifen grubunda ovaryumun genel gérinimi, Crossmann’in
ucll boyama yontemi ile stereo mikroskop goéruntusu (X4’'lik buyutme).
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Sekil-8: Tamoksifen grubunda preantral ve sekonder foliktllerin gérinimu,
Crossmann’in Ugli boyama yéntemi ile stereo mikroskop goértnttsi (X10’lGk
blayutme).

Sekil-9: Tamoksifen grubunda primordial folikilin géranimu, Crossmann’in
ucli boyama yontemi ile stereo mikroskop goruntusu (X40'lUk bayutme).
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Sekil-10: Kontrol grubuhda ovryumun genel.gérUnUmU, Crossmann’in Ugla
boyama ydntemi ile stereo mikroskop goértntisiu (X4'lik buyltme).

Sekil-11: Kontrol grubunda folikullerin genel gérinimu, Crossmann’in Uglu
boyama yontemi ile stereo mikroskop goruntusit (X20'lUk bayutme).
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Sekil-12: Kontrol grubunda primer folikilin goérinimu, Crossmann’in Ggla
boyama ydntemi ile stereo mikroskop goruntisit (X60’lUk blayutme).

istatistiksel degerlendirmede Mann Whitney U testi kullanildi ve
p<0.05 anlamli olarak kabul edildi.

Tum gruplarda bakilan parametrelerin, medyan (minimum-maksium)
degerleri Tablo-2'de verilmistir.

Tamoksifen grubuna ait 15 farenin ovaryumlarinin mikroskobik
incelemesinde, medyan primordial folikll sayisinin 4(0-12), kontrol grubuna
ait 11 farenin ovaryumlarinin mikroskobik incelemesinde medyan primordial
folikiil sayisi 3(2-11) olarak saptandi. iki grup arasinda istatistik olarak fark
saptanmadi (p=0,878).

Tamoksifen grubu medyan primer folikul sayisi 4(1-8), kontrol grubu
primer folikll sayisi 3(1-6) olarak bulunmustur. iki grup arasinda istatistik
olarak fark saptanmadi (p=0,507).

Tamoksifen grubu medyan sekonder folikul sayisi 3(1-5), kontrol grubu
sekonder folikiil sayisi 6(1-11) olarak saptandi. iki grup arasinda istatistiksel

olarak fark saptandi (p=0,011).
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Tamoksifen grubu medyan pre-antral folikil sayisi 5(0-7), kontrol
grubu pre-antral folikiil sayisi 8(1-15) olarak saptandi. iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p=0,002).

Tamoksifen grubu medyan antral folikil sayisi 3(1-6), kontrol grubu
antral folikil sayisi 2(0-7) olarak saptandi. iki grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmadi (p=0,799).

Tamoksifen grubu medyan siniflandirilamayan folikal sayisi 5(0-7),
kontrol grubu siniflandirilamayan folikiil sayisi 5(0-13) olarak saptandi. iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0,330) (Tablo-
3).

Tablo-3: Tamoksifen ve Kontrol grubu arasinda folikll sayilarinin

karsilastiriimasi.

Tamoksifen (n,15) Kontrol (n,11)

Ortalama | (min.-max.) | Ortalama | (min.-max.)
Pirimordial 4 (0-12) 3 (2-11)
4 (1-8) 3 (1-6)
Sekonder 3 (1-5) 6 (1-12)
5 (0-7) 8 (1-15)
3 2
5

Primer

Pre-antral

Antral (1-6) (0-7)

(0-13)

Siniflanamayan 5 (0-7)

Mann Whitney U testi kullanildi. *: p< 0.05 anlamli
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TARTISMA

Meme kanseri, kadinlarda gorulen kanserlerin dortte birini olusturur.
Kadinlarda, kansere bagl olumlerde, akciger kanseri ve kolorektal kanserden
sonra uguncu sirayi alir. 1985 yilina kadar kansere bagli 6limlerde, ilk sirayi
alan meme kanserinin bugun tg¢uncu siraya dugmesinin temel nedeni, erken
evre olgularin artmasi ve cerrahi sonrasi uygulanan adjuvan tedavi
protokollerindeki gelismelerdir (100). Bu gelismelerden en ilgi gekici olani
1973 yilinda Klinik kullanima sunulan tamoksifendir (101).

Meme kanseri tedavisinin 3 amaci vardir (102).

1-Primer tumoru kontrol altina almak

2-Metastatik hastalik risklerini azaltmak

3-Hastanin hayat kalitesini artirmak

Bizde, meme kanseri tedavisinde en ¢ok satilan ve kullanilan ilag olan
tamoksifenin, folikll gelisimi ve farklilasmasina olan etkisini dederlendirmek
amaci ile yaptigimiz g¢alismanin sonugclarini, literatir bulgular 1si1ginda
tartismak istedik.

Tamoksifen oral olarak iyi tolere edilen, sentetik nonsteroid yapida,
ER’yi kompetitif olarak bloke eden, antidstrojen ajandir. Fakat ayni zamanda
agonistik 6zelliginden dolay! Ostrojenik etkileri de vardir. Bu degisik etkileri,
doza, organa, ture ve hucre tipine baghdir. Bu ikiligin kesin mekanizmasi
tam olarak anlagilamamistir. Fakat belirli hicrelerin ER cesitliligine bagh
oldugu dustnulmektedir (103).

Meme kanserli hastalarda, tamoksifenin over rezervi ya da folikl
havuzuna olan etkisini net olarak degerlendirmek mumkun dedgildir.
Hastalarin yasi, genetik yapisi, tumoérun evresi, lenf nodu tulumunun varligi,
BMI farklihgr ya da aldiklari degisik kemoterapi rejimi gibi faktorler, net bir
degerlendirme yapmayi mumkun kilamamaktadir. Biz ¢alismamizi deneysel
calisma olarak dizenlerken, ayni genetik yapiya sahip, ayni agirlikta kardes

fareler secerek bireysel farklligi en aza indirmeyi hedefledik.
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Gunumuzde Tamoksifen, ovulasyonu stimule etmek ya da antikanser
ila¢ olarak, iki farkli endikasyonda kullaniimaktadir. Tamoksifen, GhRH ve
gonadotropinleri kontrol eden, santral sinir sisteminde ve hipofizde anti-
Ostrojendir. Normal ovulatuar premenopozal kadinlar tamoksifenle tedavi
edildiginde, gonadotropin duzeyinin artmasi, multifolikiler gelisime, multipl
ovulasyonun olmasina ve Ostrojen ve progesteronun artmasina neden
olmaktadir. Kanser tedavisinde ise, meme dokusundaki ostrojen hormonu
reseptorlerini durdurarak kanserin yayilmasini énlemektedir (68).

Kirk yasin altindaki gen¢ kadinlarda meme kanseri insidansinin
artmasi ve g¢ocuk sahibi olma yasinin giderek ertelenmesi, meme kanseri
tedavilerinde fertilite koruyucu rejimlerin 6n plana ¢ikmasina neden olmustur
(1101). Meme kanseri tanisi alan kadinlarin %25’i 40 yasin altindadir. Geng
meme kanserli hastalar, sistematik tedavinin neticesinde fertilitelerinin
azalmasi konusunda korku igindedir. Son yapilan anketlerde, bu hastalarin
yaridan fazlasinin, infertilite hakinda bilgi sahibi olmak istedikleri, bu konuyla
ilgili sorular sorduklari ve en az %30’unun tedavi tecihlerinde, infertilitenin
belirleyici oldugu gosterilmigstir (104).

Premenopozal meme kanserli hastalarda, primer timoértn asil tedavisi
olan cerrahi ya da radyasyon gibi lokal tedaviler, hastalarin Ureme
fonksiyonunu etkilememektedir (104). infertilite, uzun kombine kemoterapi
rejimlerinden sonra gorulmektedir. Hatta kemoterapi esnasinda, hala adet
goren  hastalarda  bile infertilite  gelistigi  gozlenmigtir  (105).
Cyclophosphamide, methotrexate ve 5-fluorouracil gibi ya da daha siklikla
anthracycline temelli kemoterapiyle iligkili amenore insidansi hastalarin
%68’inde raporlanmistir (106). Tedavi esnasindaki hastanin yasi ve ilacin
toplam dozu, bu sinif ilaglarin etkisini degistiren énemli faktorlerdir. Over
yetmezligine neden olan bu ilaglar G¢ sinifa ayrilabilir: Cyclophosphamide
gibi kesinlikle gonadal toksisiteye neden olanlar, methotrexate, ve 5-
fluorouracil ve 6-mercaptopurine gibi gonadal toksisiteye neden olma ihtimali
olanlar ve doxorubicin, bleomycin, vinka alkaloidleri (vincristine ve vinblastin),
cisplatin, nitrosoureas, cytosine, ve arabinoside gibi gonadal toksisite etkisi

bilinmeyenler (106).
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Sukumvanich ve ark.(107) yaptiklari bir ¢alismada, meme kanseri
tedavisinde kullanilan standart kemoterapi rejimleri, amenore yapmalari
agisindan karsilastinlmis. Calismanin  sonucunda, cyclophosphamide,
methotrexate, ve 5-fluorouracil (CMF); doxorubicin and cyclophosphamide
(AC); doxorubicin, cyclophosphamide, and paclitaxel (ACT)’den olusan bu ¢
protokol arasinda, amenore orani benzer olarak bulunmustur.

Goodwin ve ark.(108)nin yaptigi ve diger pek ¢ok calismada,
kemoterapiye bagli menopoz riskinde en énemli faktérin, hastanin teshisdeki
yas! oldugu gosterilmistir. Otuz bes yasinin altinda menopoz riski yaklasik
olarak %15 olarak bildiriimisken, 40 yasin Ustinde risk %40’dan fazla
bulunmustur.

Hormon reseptoria pozitif olan meme kanserli hastalarda, kemoterapi
yalniz basina tedavide yetersiz kalmaktadir. Bu hastalara endokrin tedavi
Onerilmektedir (109). Geleneksel tedavi tamoksifendir. Ancak LHRH
anologlari, ooferektomi, over radyasyonu alternatif tedavi olarak ya da
tamoksifenle kombine olarak kullaniimaktadir. Premenopozal kadinlarda,
kemoterapiden sonra, tamoksifenin yalniz basina kullaniimasimi, yoksa
ovaryan supresyonla birlikte kullanilmasimi daha iyi oldugu konusu henuz
netlik kazanmamistir (110-114). Bunun 6tesinde tamoksifenle optimal tedavi
suresi 5 yildir, teratojenitesi nedeniyle tedavi tamamlanana kadar hastalar
gebeligi ertelemek zorunda kalmakta ve yasla birlikte fertilite dodal olarak
azalmaktadir (115).

Gunumuzde henuz folikilogenezisin mekanizmasi, net olarak
aydinlatilamamistir. Ancak, disi Ureme sisteminin gelisim basamaklarinin
herhangi bir doneminde, maruz kalinan 0&strojenin, kadinlarin ve cesitli
hayvan turlerinin Ureme fonksiyonuyla iligskisi oldugu kesindir (116, 117).
Germ hducreleri parakrin ya da endokrin yolla kendi geligsimlerini dogrudan
etkileyen o&strojenleri sentezleyebilirler (118). E2 eksikligi olan sigcanlarda
primordial ve primer folikil havuzunun azaldi§i yapilan calismalarda
gOsterilmigtir (119, 120). Sonug olarak E2, primordial folikil havuzu Uzerinde
rol oynar (121). S6z konusu kanitlara gore kuvvetle Onerilmektedir Ki,

tamoksifenle foliklilogenezis arasinda bir iliski olmahdir (122).
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Pamela ve ark.(108) yaptiklari, yas ortalamasi 43.7 olan (tumor, nod,
evre siniflamasina gore T1-3 NO-1 MO0) 183 premenopozal kadini
degerlendikleri ¢alismalarinda, hastalarin %45.4’ine CMF, %13.7’sine FEC
ve %25’ine cerrahi sonrasi adjuvan tamoksifen kullandilar. Bu c¢alismada,
menopoz riskinin yasla, herhangi bir kemoterapi rejimiyle veya yalniz
tamoksifenle artmis oldugu saptanmistir.

Fornier ve ark.(123) 2005de yayinladiklar retrospektif analizde,
Memorial Sloan-Kettering Cancer Merkezi’'nde yas ortalamasi 36 olan (27-40
yas), 166 premenopozal meme kanseli hastayr degerlendirdiler. Olgularin
tamami duzenli sikluslari olan hastalardan olugsmaktaydi. Adjuvan
anthracycline ve taxane tedavisinin sonunda, 25 hastada (15%) uzun donem
amenore gelisti ve 141 hastanin (85%) duzenli sikluslari devam etti. 82 hasta
kemoterapiden sonra tamoksifen aldi. Bunlarin arasinda amenore, hastalarin
%17’inde saptandi.

Swain ve ark.(124)nin 2009 yilinda vyaptiklari, NSABP B-30
calismasinda, AC-Taxotere alan 708 hasta, ayni zamanda amenore
agisindan da degerlendirildi. Bu hastalarin tedavilerine tamoksifen
eklendiginde amenore oraninin anlamli olarak arttigi gosterildi.

Roshangar ve ark.(125) ¢alismalarinda, tamoksifenin, oosit ve folikiler
gelisim ve diferansiyasyonu Uzerindeki etkisini arastirmak icin gebe farelere,
tamoksifen verip, yavru farelerin overlerini histolojik olarak degerlendirdiler.
Yaptiklari morfometrik c¢alismalarda, oosit nestlerinin sayl ve c¢aplarinin
calisma grubunda kontrol grubuyla karsilastiniidiginda, anlamli sekilde
azaldigi, bununla birlikte primordiyal ve primer foliklllerin sayi ve c¢aplari
arasinda anlamh farkhlik bulunmadigini  saptadilar. Sonug¢ olarak
tamoksifenin, folikuler diferansiyasyonu erken fazlarda suprese ettigini fakat
farklilagsmig folikulleri etkilemedigini, tamoksifenin Ureme sistemini negatif
yonde etkiledigini vurguladilar.

Balasinor ve ark.(126, 127) yaptiklari 2 ayri ¢galigmada, uzun stre oral
tamoksifen tedavisi verilen yetigkin erkek farelerin, testis, aksesuar bez ve
hipotalamo hipofizer akslarinda Ostrojenik etkileri gosterdiler. Ayrica erkek

farelerin yavrularinda implantasyondan once ve sonra artmis dusuk oranlari
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saptadilar. Tamoksifenin embriyo gelisimini etkiledigini ve fertiliteyi azalttigini
gosterdiler.

Birgok kanser ilaci ¢ogalan hucrelere etki eder. Bu nedenle folikilde
¢ogalmayan oositlerden daha ¢ok, granuloza ve teka hucrelerinin etkilenmesi
beklenir. Tipik olarak, kemoterapiye maruz kalmig overlerde primordial
folikiller ¢ok az etkilenirken, matur folikiller ¢ok daha buydk oranda
azalmaktadirlar (128, 129).

Bu histolojik bulgularin klinik yansimalari pek ¢ok kadinda gozlenir.
Ozellikle 40 yasin altinda, kemoterapi sirasinda amenore gériliir, serum FSH
duzeyi artar, kemoterapinin kesilmesinden sonrada pek c¢ok hastada
menstriel sikluslar ve fertilite geri doner (130-132).

Literaturde taranan galigmalarin hepsinde menopoz belirleyicisi olarak
amenore insidansinin degerlendirildigi gozlendi. Ancak amenore ile over
rezervini  de@erlendirmek yanlis olacaktir. Muhtelemen amenore,
tamoksifenin hipotalomo-hipofizer aksa yaptigi hormonal supresyon sonucu
gbzlenmektedir. Hastalarin buyuk bir kisminda tedavi kesildikden sonra
menstruel sikluslarinin baslamasi ve 35 yas altinda istatistiksel anlamlilk
olmamasi bu goérlisu desteklemektedir. Fertilitenin asil belirleyicisi, over
rezervinin en dogru gostergesi olan primordial folikul sayisinin azaldigi ya da
AMH’nin azaldigi hi¢ bir calismada goOsterilememistir. Bizim yaptigimiz
calismada, tamoksifenin folikller gelisimi bazi asamalarda inhibe ettigdi,
overde sekonder ve preantral folikil sayisini azalttigi gosterildi. Bununla
birlikte, primordial folikil sayisinda ve AMH duzeyinde, deney ve kontrol
grubu arasinda anlaml fark saptanmadi. Ostrojen antagonisti olan
tamoksifenin olusturdugu hipodéstrojenik cevrede preantral asamadaki
foliktllerin etkilenmesinin dogal oldugu dusunuldld. Ancak sayisi sabit olan
primordial folikuller Gzerine etkisinin olmamasi, tamoksifenin over rezervini

etkilemedigi kanisini destekledi.
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Sonug olarak;

— Duzenli 6strus siklusu gosteren BALB/c soyu disi fareler kullanildi.

— Tamoksifen 100 pl dozunda intraperitoneal olarak uygulandi.

— Tamoksifen grubu ve kontrol grubu arasinda AMH degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi.

— Histolojik degerlendirmede her iki grup arasinda,

a) Primordial, primer, antral ve siniflandirilamayan folikillerin

sayisi agisindan, anlamh farklihk saptanmadi.
b) Sekonder ve preantral folikiller agisindan, anlamh fark

saptandi.

Sonug olarak, tamoksifenin ge¢ safhadaki folikilleri baskiladigi, ancak
over rezervinin gostergesi olan primordial folikulleri etkilemedigi gdsterilmistir.
Premenopozal meme kanserli hastalar, kanser tedavisi sirasinda
erken menopoza girmekte, dogurganlik kapasitelerinin yaninda, menopozun
pek c¢ok etkisine gen¢ yasta maruz kalmaktadirlar. Adjuvan tedavilerin
menopoza katkilari oldugu dusunulse de, bunu kanitlamak igin daha g¢ok

calismaya ihtiyag vardir.

35



KAYNAKLAR

1. Seperoff L, Glass R.H, Kase. Clinical. Endocrinology and Infertility.In:
N.G,eds.Clinical Gynocologic Endocrinology and Infertility.6th edition.
Baltimore:Lippincott Williams & Wilkins,1999.

2. Rabinovici J, Jaffe RB. Development and regulation of growth and
differentiated function in human and subhuman primate fetal gonads.
Endocr Rev 1990;11:532-57.

3. Oktem O, Urman B. Understanding follicle growth in vivo. Hum Reprod
2010;25:2944-54.

4. Cosman F, Lindsay R. Selective estrogen receptor modulators: clinical
spectrum. Endocr Rev 1999;20:418-34.

5. Baker TG. A quantitative and cytological study of germ cells in human

ovaries. Proc R Soc Lond B Biol Sci 1963;158:417-33.

Wylie C. Germ cells. Cell 1999;96:165-74.

Motta PM, Makabe S, Nottola SA. The ultrastructure of human

reproduction. I. The natural history of the female germ cell: origin,

migration and differentiation inside the developing ovary. Hum Reprod

Update 1997;3:281-95.

8. Gondos B, Bhiraleus P, Hobel CJ. Ultrastructural observations on
germ cells in human fetal ovaries. Am J Obstet Gynecol
1971;110:644-52.

9. Oktem O, Oktay K. The ovary: anatomy and function throughout
human life. Ann NY Acad Sci 2008;1127:1-9.

10.Gondos B, Westergaard L, Byskov A. Initiation of oogenesis in the
human fetal ovary: ultrastructural and squash preparation study. Am J
Obstet Gynecol 1986; 155:189-95.

11. Ammini AC, Pandey J, Vijyaraghavan M, Sabherwal U. Human female
phenotypic development: role of fetal ovaries. J Clin Endocrinol Metab
1994;79:604-8.

12.Parrott JA, Skinner MK. Kit-ligand/stem cell factor induces primordial
follicle development and initiates folliculogenesis. Endocrinology
1999;140:4262-71.

13.Lee WS, Otsuka F, Moore RK, Shimasaki S. Effect of bone
morphogenetic protein-7 on folliculogenesis and ovulation in the rat.
Biol Reprod 2001;65:994-9.

14.Findlay JK, Drummond AE, Dyson ML, et al. Recruitment and
development of the follicle; the roles of the transforming growth factor-
beta superfamily. Mol Cell Endocrinol 2002;191:35-43.

15.0ktay K, Briggs D, Gosden RG. Ontogeny of follicle-stimulating
hormone receptor gene expression in isolated human ovarian follicles.
J Clin Endocrinol Metab 1997;82:3748-51.

16.Oktay K, Karlikaya G, Akman O, Ojakian GK, Oktay M. Interaction of
extracellular matrix and activin-A in the initiation of follicle growth in
the mouse ovary. Biol Reprod 2000;2:457-61.

N o

36



17.Eppig JJ. Oocyte control of ovarian follicular development and function
in mammals. Reproduction 2001;6:829-38.

18.Skinner MK. Regulation of primordial follicle assembly and
development. Hum Reprod Update 2005;5:461-71.

19.Castrillon DH, Miao L, Kollipara R, Horner JW, DePinho RA.
Suppression of ovarian follicle activation in mice by the transcription
factor Foxo3a. Science 2003;5630:215-8.

20.Rajareddy S, Reddy P, Du C, et al. p27kipl (cyclin-dependent kinase
inhibitor 1B) controls ovarian development by suppressing follicle
endowment and activation and promoting follicle atresia in mice. Mol
Endocrinol 2007;9:2189-202.

21.Reddy P, Liu L, Adhikari D, et al. Oocyte-specific deletion of Pten
causes premature activation of the primordial follicle pool. Science
2008;5863:611-3.

22.Adhikari D, Zheng W, Shen Y, et al. Tsc/mTORCL1 signaling in oocytes
governs the quiescence and activation of primordial follicles. Hum Mol
Genet 2010;3:397-410.

23.De Baere E, Beysen D, Oley C, et al. FOXL2 and BPES: mutational
hotspots, phenotypic variability, and revision of the genotype-
phenotype correlation. Am J Hum Genet 2003;2:478-87.

24.Rankin T, Familari M, Lee E, et al. Mice homozygous for an insertional
mutation in the Zp3 gene lack a zona pellucida and are infertile.
Development 1996;9:2903-10.

25.Dong J, Albertini DF, Nishimori K, et al. Growth differentiation factor-9
is  required during early ovarian folliculogenesis. Nature
1996;6600:531-5.

26.Carabatsos MJ, Elvin J, Matzuk MM, Albertini DF. Characterization of
oocyte and follicle development in growth differentiation factor-9-
deficient mice. Dev Biol 1998;2:373-84.

27.Vitt UA, McGee EA, Hayashi M, Hsueh AJ. In vivo treatment with
GDF-9 stimulates primordial and primary follicle progression and theca
cell marker CYP17 in ovaries of immature rats. Endocrinology 2000;
10:3814-20.

28.Nilsson EE, Skinner MK. Bone morphogenetic protein-4 acts as an
ovarian follicle survival factor and promotes primordial follicle
development. Biol Reprod 2003;4:1265-72.

29.Nilsson EE, Skinner MK. Kit ligand and basic fibroblast growth factor
interactions in the induction of ovarian primordial to primary follicle
transition. Mol Cell Endocrinol 2004;1-2:19-25.

30.Nilsson EE, Skinner MK. Growth and differentiation factor-9 stimulates
progression of early primary but not primordial rat ovarian follicle
development. Biol Reprod 2002;3:1018-24.

31.Knight PG, Glister C. TGF-beta superfamily members and ovarian
follicle development. Reproduction 2006;2:191-206.

32.Kezele P, Nilsson EE, Skinner MK. Keratinocyte growth factor acts as
a mesenchymal factor that promotes ovarian primordial to primary
follicle transition. Biol Reprod 2005;5:967-73.

37



33.Shimasaki S, Zachow RJ, Li D, et al. A functional bone morphogenetic
protein system in the ovary. Proc Natl Acad Sci USA 1999;13:7282-7.

34.Smitz J, Cortvrindt R, Hu Y, Vanderstichele H. Effects of recombinant
activin A on in vitro culture of mouse preantral follicles. Mol Reprod
Dev 1998;3:294-304.

35.0ktem O, Oktay K. The role of extracellular matrix and activin-A in in
vitro growth and survival of murine preantral follicles. Reprod Sci
2007;4:358-66.

36.Liu X, Andoh K, Abe Y, et al. A comparative study on transforming
growth factor-beta and activin A for preantral follicles from adult,
immature, and diethylstilbestrol-primed immature mice. Endocrinology
1999;6:2480-5.

37.Weenen C, Laven JS, Von Bergh AR, et al. Anti-Mullerian hormone
expression pattern in the human ovary: potential implications for initial
and cyclic follicle recruitment. Mol Hum Reprod 2004;2:77-83.

38.Visser JA, Themmen AP. Anti-Mullerian hormone and folliculogenesis.
Mol Cell Endocrinol 2005;1-2:81-6.

39.Gougeon A. Dynamics of follicular growth in the human: a model from
preliminary results. Hum Reprod 1986;1:81-7.

40.Jerome F. Strauss Il and Carmen J. Williams. The ovarian life cycle.
In: Strauss JF, Barbieri RL (eds). Yen and Jaffe’s reproductive
endocrinology: physiology, pathophysiology, and clinical management.
6th edition. Saunders and Elsevier Inc. Philadelphia,2009.

41.Erickson GF. The graafian follicle: A functional definition. In: Adashi
EY (ed). Ovulation: Evolving scientific and clinical concepts. Springer-
Verlaag, New York, 2000.

42.Janet E. Hall. Neuroendocrine control of the menstrual cycle. In:
Strauss JF, Barbieri RL (eds). Yen and Jaffe’s reproductive
endocrinology: physiology, pathophysiology, and clinical management,
6th edition. Saunders and Elsevier Inc. Philadelphia,2009.

43.Cevrioglu SA. Ovaryan fizyoloji. In: Cigek N, Akyurek C, Celik C,
Haberal A (eds). Kadin hastaliklari ve dogum bilgisi. Ankara: Gines
Kitabevi,2004.

44.Abdalla H, Thum MY. An elevated basal FSH reflects a quantitative
rather than qualitative decline of the ovarian reserve. Hum Reprod
2004;19:893-8.

45.Jain T, Soules MR, Collins JA. Comparison of basal follicle-stimulating
hormone versus the clomiphene citrate challenge test for ovarian
reserve screening. Fertil Steril 2004;82:180-5.

46.Kuohung W, Hornstein MD, Evaluation of female infertility. [Internet]
Uptodate [cited 2013 April 21] Available from:
http://www.uptodate.com/contents/evaluation-of-female-infertility

47.Smotrich DB, Widra EA, Gindoff PR, et al. Prognostic value of day 3
Ostradiol on in vitro fertilization outcome. Fertil Steril 1995;64:1136—40.

48.Broekmans FJ, Kwee J, Hendriks DJ, Mol BW, Lambalk CB. A
systematic review of tests predicting ovarian reserve and IVF
outcome. Hum Reprod Update 2006;12:685—718.

38


http://www.uptodate.com/contents/evaluation-of-female-infertility

49.Licciardi FL, Liu HC, Rosenwaks Z. Day 3 d&stradiol serum
concentrations as prognosticators of ovarian stimulation response and
pregnancy outcome in patients undergoing in vitro fertilization. Fertil
Steril 1995;64:991-4.

50.Rombauts L, Onwude JL, Chew HW, Vollenhoven BJ. The predictive
value of antral follicle count remains unchanged across the menstrual
cycle. Fertil Steril 2011;96:1514-8.

51.Hsu A, Arny M, Knee AB, et al. Antral follicle count in clinical practice:
analyzing clinical relevance. Fertil Steril 2011;95:474-9.

52.Cate RL, Mattaliano RJ, Hession C, et al. Isolation of the bovine and
human genes for Mullerian inhibiting substance and expression of the
human gene in animal cells. Cell 1986;45:685-98.

53.Cohen-Haguenauer O, Picard JY, Mattéi MG, et al. Mapping of the
gene for anti-mullerian hormone to the short arm of human
chromosome 19. Cytogenet Cell Genet 1987;44:2-6.

54.Rey R, Lukas-Croisier C, Lasala C, Bedecarras P. AMH/MIS: what we
know already about the gene, the protein and its regulation. Mol Cell
Endocrinol 2003;211:21-31.

55.Teixeira J, Maheswaran S, Donahoe PK. Maillerian inhibiting
substance: an instructive developmental hormone with diagnostic and
possible therapeutic applications. Endocr Rev 2001;22:657-74.

56.Knebelmann B, Boussin L, Guerrier D, et al. Anti-Mullerian hormone
Bruxelles: a nonsense mutation associated with the persistent
Mullerian duct syndrome. Proc Natl Acad Sci USA 1991;88:3767-71.

57.Seifer DB, Baker VL, Leader B. Age-specific serum anti-Mdullerian
hormone values for 17,120 women presenting to fertility centers within
the United States. Fertil Steril 2011;95:747-50.

58.de Vet A, Laven JS, de Jong FH, Themmen AP, Fauser BC.
Antimdllerian hormone serum levels: a putative marker for ovarian
aging. Fertil Steril 2002;77:357-62.

59.Gnoth C, Schuring AN, Friol K, et al. Relevance of anti-Mullerian
hormone measurement in a routine IVF program. Hum Reprod
2008;23:1359-65.

60.Lutchman Singh K, Muttukrishna S, Stein RC, et al. Predictors of
ovarian reserve in young women with breast cancer. Br J Cancer
2007;96:1808-16.

61.Weghofer A, Dietrich W, Barad DH, Gleicher N. Live birth chances in
women with extremely low-serum anti-Mullerian hormone levels. Hum
Reprod 2011;26:1905-9.

62.Conzen SD, Ellis M. Mechanisms of action of selective estrogen
receptor modulators [Internet] Uptodate [cited 2013 April 21] Available
from: http://www.uptodate.com/contents/mechanisms-of-action-of-
selective-estrogen-receptor-modulators

63.Sneader W. Tamoxifen, hormone analogues (ch 18). In: Sneader W
(ed). Drug discovery: a history. 1st edition. New York: Wiley;2005.

64.Jordan VC. Tamoxifen: a most unlikely pioneering medicine. Nat Rev
Drug Discov 2003;2:205-13.

39


http://www.uptodate.com/contents/mechanisms-of-action-of-selective-estrogen-receptor-modulators
http://www.uptodate.com/contents/mechanisms-of-action-of-selective-estrogen-receptor-modulators

65.Jordan VC. Tamoxifen (ICl46,474) as a targeted therapy to treat and
prevent breast cancer. Br J Pharmacol 2006;147:S269-76.

66.Cole MP, Jones CT, Todd ID. A new anti-oestrogenic agent in late
breast cancer. An early clinical appraisal of 1C146474. Br J Cancer
1971;25:270-5.

67.Tamoxifen for early breast cancer: an overview of the randomised
trials. Early breast cancer trialists' collaborative group. Lancet
1998;351:1451-67.

68.Kayaalp SO. Androjenler, anabolik steroidler ve antiandrojenik
ilaglar(Bolum:8,Konu:81) In: Kayaalp SO (ed). Tibbi farmakoloji. 10.
Baskli. Ankara: Hacettepe-TAS; 2002.

69.Derman O, Kanbur NO, Kutluk T. Tamoxifen treatment for pubertal
gynecomastia. Int J Adolesc Med Health 2003;15:359-63.

70.0sborne CK, Bardou V, Hopp TA, et al. Role of the estrogen receptor
coactivator AIB1 (SRC-3) and HER-2/neu in tamoxifen resistance in
breast cancer. J Natl Cancer Inst 2003;95:353-61.

71.Hurtado A, Holmes KA, Geistlinger TR, et al. Regulation of ERBB2 by
oestrogen receptor-PAX2 determines response to tamoxifen. Nature
2008;456:663-6.

72.72 Alkner S, Bendahl P, Grabau D, et al. The role of AIB1 and PAX2
in primary breast cancer: validation of AIB1 as a negative prognostic
factor. Ann Oncol 2013;24:1244-52.

73.Nakamura T, Imai Y, Matsumoto T, et al. Estrogen prevents bone loss
via estrogen receptor alpha and induction of Fas ligand in osteoclasts.
Cell 2007;130:811-23.

74.BIG 1-98 Collaborative Group, Mouridsen H, Giobbie-Hurder A, et al.
Letrozole therapy alone or in sequence with tamoxifen in women with
breast cancer. N Engl J Med 2009;361:766-76.

75.Eggemann H, Ignatov A, Smith BJ, et al. Adjuvan therapy with
tamoxifen compared to aromatase inhibitors for 257 male breast
cancer patients. Breast Cancer Res Treat 2013;137:465-70.

76.U.S. Food and Drug Administration, Center for Drug Evaluation and
Research [Internet] Tamoxifen [cited 2013 April 21] Available from:
http://www.fda.gov/NewsEvents/Testimony/ucm115118.htm

77.Eugster EA, Shankar R, Feezle LK, Pescovitz OH. Tamoxifen
treatment of progressive precocious puberty in a patient with McCune-
Albright syndrome. J Pediatr Endocrinol Metab 1999;12:681-6.

78.Arnheim N. Preimplantation genetic diagnosis--a rolling stone gathers
no moss! Hum Reprod 1992;7:1481.

79. Sawathiparnich P, Osuwanaratana P, Santiprabhob J, Likitmaskul S.
Tamoxifen improved final height prediction in a girl with McCune-
Albright syndrome: patient report and literature review. J Pediatr
Endocrinol Metab 2006;19:81-6.

80.Steiner AZ, Terplan M, Paulson RJ. Comparison of tamoxifen and
clomiphene citrate for ovulation induction: a meta-analysis. Hum
Reprod 2005;20:1511-5.

40


http://www.fda.gov/NewsEvents/Testimony/ucm115118.htm

81.Akgul S, Kanbur N, Guger S, Safak T, Derman O. The
histopathological effects of tamoxifen in the treatment of pubertal
gynecomastia. J Pediatr Endocrinol Metab 2012;25:753-5.

82.Zarate CA Jr, Singh JB, Carlson PJ, et al. Efficacy of a protein kinase
C inhibitor (tamoxifen) in the treatment of acute mania: a pilot study.
Bipolar Disord 2007;9:561-70.

83.Yildiz A, Guleryliz S, Ankerst DP, Ongur D, Renshaw PF. Protein
kinase C inhibition in the treatment of mania: a double-blind, placebo-
controlled trial of tamoxifen. Arch Gen Psychiatry 2008;65:255-63.

84.Mele T, Generali D, Fox S, et al. Anti-angiogenic effect of tamoxifen
combined with epirubicin in breast cancer patients. Breast Cancer Res
Treat. 2010 Oct;123(3):795-804.

85.Blackwell KL, Haroon ZA, Shan S, et al. Tamoxifen inhibits
angiogenesis in estrogen receptor-negative animal models. Clin
Cancer Res 2000;6:4359-64.

86.Feil R, Brocard J, Mascrez B, et al. Ligand-activated site-specific
recombination in mice. Proc Natl Acad Sci USA 1996;93:10887-90.

87.Dabelic N, Jukic T, Labar Z, et al. Riedel's thyroiditis treated with
tamoxifen. Croat Med J 2003;44:239-41.

88.Krum SA, Miranda-Carboni GA, Hauschka PV, et al. Estrogen protects
bone by inducing Fas ligand in osteoblasts to regulate osteoclast
survival. EMBO J 2008;27:535-45.

89.Jones ME, van Leeuwen FE, Hoogendoorn WE, et al. Endometrial
cancer survival after breast cancer in relation to tamoxifen treatment:
pooled results from three countries. Breast Cancer Res 2012;14:R91.

90.Esteva FJ, Hortobagyi GN. Comparative assessment of lipid effects of
endocrine therapy for breast cancer: implications for cardiovascular
disease prevention in postmenopausal women. Breast 2006;15:301-
12.

91.Decensi A, Maisonneuve P, Rotmensz N, et al. Effect of tamoxifen on
venous thromboembolic events in a breast cancer prevention trial.
Circulation 2005;111:650-6.

92.Eberling JL, Wu C, Tong-Turnbeaugh R, Jagust WJ. Estrogen- and
tamoxifen-associated effects on brain structure and function.
Neuroimage 2004;21:364-71.

93.Bender CM, Sereika SM, Brufsky AM, et al. Memory impairments with
adjuvan anastrozole versus tamoxifen in women with early-stage
breast cancer. Menopause 2007;14:995-8.

94.Mortimer JE, Boucher L, Baty J, et al. Effect of tamoxifen on sexual
functioning in patients with breast cancer. J Clin Oncol 1999;17:1488-
92.

95.Cella D, Fallowfield L, Barker P, et al. Quality of life of
postmenopausal women in the ATAC ("Arimidex”, tamoxifen, alone or
in combination) trial after completion of 5 years' adjuvan treatment for
early breast cancer. Breast Cancer Res Treat 2006;100:273-84.

96.Broman KW. The genomes of recombinant inbred lines. Genetics
2005;169:1133-46.

41



97.Pedersen T, Peters H. Proposal for a classification of oocytes and
follicles in the mouse ovary. J Reprod Fertil 1968;17:555-7.

98.Parrott JA, Skinner MK. Kit-ligand/stem cell factor induces primordial
follicle development and initiates folliculogenesis. Endocrinology
1999;140:4262-71.

99.0ktay K, Schenken RS, Nelson JF. Proliferating cell nuclear antigen
marks the initiation of follicular growth in the rat. Biol Reprod
1995;53:295-301.

100. Siegel R, Ward E, Brawley O, Jemal A. Cancer statistics, 2011: the
impact of eliminating socioeconomic and racial disparities on
premature cancer deaths. CA Cancer J Clin 2011;61:212-36

101. Lawrenz B, Neunhoeffer E, Henes M, et al. Management of fertility
preservation in young breast cancer patients in a large breast cancer
centre. Arch Gynecol Obstet 2010;282:547-51.

102. Barbieri RL. The Breast. in: Jerome F. Strauss, Robert L. Barbieri.
(eds)Yen & Jaffe's Reproductive Endocrinology. 6™ edition
Philadelphia: Saunders, an imprint of Elsevier Inc.; 2009.

103. Clemons M, Danson S, Howell A. Tamoxifen ("Nolvadex"): a review.
Cancer Treat Rev 2002;28:165-80.

104. Lee MC, Gray J, Han HS, Plosker S. Fertility and reproductive
considerations in premenopausal patients with breast cancer. Cancer
Control 2010;17:162-72.

105. Poniatowski BC, Grimm P, Cohen G. Chemotherapy-induced
menopause: a literature review. Cancer Invest 2001;19:641-8.

106. Badawy A, Elnashar A, EI-Ashry M, Shahat M. Gonadotropin-
releasing hormone agonists for prevention of chemotherapy-induced
ovarian damage: prospective randomized study. Fertil Steril
2009;91:694-7.

107. Sukumvanich P, Case LD, Van Zee K, et al. Incidence and time
course of bleeding after longterm amenorrhea after breast cancer
treatment: a prospective study. Cancer 2010;116:3102-11.

108. Goodwin PJ, Ennis M, Pritchard KI, Trudeau M, Hood N. Risk of
menopause during the first year after breast cancer diagnosis. J Clin
Oncol 1999;17:2365-70.

109. Aebi S, Gelber S, Castiglione-Gertsch M, et al. Is chemotherapy
alone adequate for young women with oestrogen-receptor-positive
breast cancer? Lancet 2000;355:1869-74.

110. International Breast Cancer Study Group (IBCSG), Castiglione-
Gertsch M, O'Neill A, Price KN, et al. Adjuvan chemotherapy followed
by goserelin versus either modality alone for premenopausal lymph
node-negative breast cancer: a randomized trial. J Natl Cancer Inst
2003;95:1833-46.

111. Ovarian ablation in early breast cancer: overview of the randomised
trials. Early Breast Cancer Trialists' Collaborative Group. Lancet
1996;348:1189-96.

112. Kaufmann M, Jonat W, Blamey R, et al. Survival analyses from the
ZEBRA study. Goserelin (Zoladex) versus CMF in premenopausal

42



women with node-positive breast cancer. Eur J Cancer 2003;39:1711-
7.

113. De Placido S, De Laurentiis M, De Lena M, et al. A randomised
factorial trial of sequential doxorubicin and CMF vs CMF and
chemotherapy alone vs chemotherapy followed by goserelin plus
tamoxifen as adjuvan treatment of node-positive breast cancer. Br J
Cancer 2005;92:467-74.

114. Early Breast Cancer Trialists' Collaborative Group (EBCTCG).
Effects of chemotherapy and hormonal therapy for early breast cancer
on recurrence and 15-year survival: an overview of the randomised
trials. Lancet 2005;365:1687-717.

115. Gabriel CA, Domchek SM. Breast cancer in young women. Breast
Cancer Res 2010;12:212.

116. Susiarjo M. ldentification and characterization of estrogen mediated
effect on female meiosis: Studies of bisphenolA and estrogen
receptors. [internet] [cited 2013 April 21] Available from:
http://etd.ohiolink.edu/send-
pdf.cqi/Susiarjo%20Martha.pdf?case1158685403

117. Britt KL, Saunders PK, McPherson SJ, et al. Estrogen actions on
follicle formation and early follicle development. Biol Reprod
2004;71:1712-23.

118. Solakidi S, Psarra AM, Nikolaropoulos S, Sekeris CE. Estrogen
receptors alpha and beta (ERalpha and ERbeta) and androgen
receptor (AR) in human sperm: localization of ERbeta and AR in
mitochondria of the midpiece. Hum Reprod 2005;20:3481-7.

119. Zachos NC, Billiar RB, Albrecht ED, Pepe GJ. Developmental
regulation of baboon fetal ovarian maturation by estrogen. Biol
Reprod. 2002;67:1148-56.

120. Vitt UA, McGee EA, Hayashi M, Hsueh AJ. In vivo treatment with
GDF-9 stimulates primordial and primary follicle progression and theca
cell marker CYP17 in ovaries of immature rats. Endocrinology
2000;141:3814-20.

121. Couse JF, Korach KS. Estrogen receptor null mice: what have we
learned and where will they lead us? Endocr Rev 1999;20:358-417.
122. De Vos FY, van Laarhoven HW, Laven JS, et al. Menopausal status
and adjuvan hormonal therapy for breast cancer patients: a practical

guideline. Crit Rev Oncol Hematol 2012;84:252-60.

123. Fornier MN, Modi S, Panageas KS, Norton L, Hudis C. Incidence of
chemotherapy-induced, long-term amenorrhea in patients with breast
carcinoma age 40 years and younger after adjuvan anthracycline and
taxane. Cancer 2005;104:1575-9.

124. Swain SM, Land SR, Ritter MW, et al. Amenorrhea in
premenopausal women on the doxorubicin-and-cyclophosphamide-
followed-by-docetaxel arm of NSABP B-30 trial. Breast Cancer Res
Treat. 2009;113:315-20.

125. Roshangar L, Rad JS, Afsordeh K. Maternal tamoxifen treatment
alters oocyte differentiation in the neonatal mice: inhibition of oocyte

43


http://etd.ohiolink.edu/send-pdf.cgi/Susiarjo%20Martha.pdf?case1158685403
http://etd.ohiolink.edu/send-pdf.cgi/Susiarjo%20Martha.pdf?case1158685403

development and decreased folliculogenesis. J Obstet Gynaecol Res
2010;36:224-31.

126. Balasinor N, Gill-Sharma MK. Effect of paternal administration of an
antiestrogen, tamoxifen on embryo development in rats. Mol Cell
Endocrinol 2002;190:159-66.

127. Balasinor N, Parte P. Effect of tamoxifen on sperm fertilising ability
and preimplantation embryo development. Mol Cell Endocrinol
2001;178:199-206.

128. Warne GL, Fairley KF, Hobbs JB, Martin FI. Cyclophosphamide-
induced ovarian failure. N Engl J Med 1973 Nov;289:1159-62.

129. Nicosia SV, Matus-Ridley M, Meadows AT. Gonadal effects of
cancer therapy in girls. Cancer 1985 May;55:2364-72.

130. Siris ES, Leventhal BG, Vaitukaitis JL. Effects of childhood leukemia
and chemotherapy on puberty and reproductive function in girls. N
Engl J Med 1976;294:1143-6.

131. Bakri YN, Pedersen P, Nassar M. Normal pregnhancy after curative
multiagent chemotherapy for choriocarcinoma with brain metastases.
Acta Obstet GynecolScand 1991;70:611-3.

132. Hershlag A, Schuster MW. Return of fertility after autologous stem
cell transplantation. Fertil Steril 2002;77:419-21.

44


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Balasinor%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11997189
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Balasinor%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11403910

Ekler

Ek-1: Kisaltmalar

AMH: Antimulleriyan hormon

PGH: Primordiyal germ hucresi
FSH: Folikul stimtdlan hormon

LH: Luteinizan hormon

MIS: Mdiller inhibe edici madde
OIM: oosit mayoz inhibitoru

POF: Premattire ovarian failure
AFS: Antral folikil sayimi

HCG: human chorionic gonadotropin
TGF-B: transforming growth faktor B

ER: dstrojen reseptoru
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TESEKKUR

Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Kadin Hastaliklari ve Dogum
Anabilim Dal’'nda aldigim uzmanlik egitimim suresince yardimlarini
esirgemeyen, tez danismanim ve degerli hocam Dog. Dr. Kemal OZERKAN’a
en igten tesekkur ve saygilarimi sunarim.

Aragtirma suUresince buyuk yardimlarini gordugum, bilgi ve
deneyimlerinden yararlandigim, Histoloji-Embriyoloji ABD 06gretim Uyesi
Sayin Prof. Dr. Berrin ZIK'a aragtirma boyunca anlayis ve rehberligi i¢in en
derin tesekkurlerimi sunarim. Farmakoloji ABD oOgretim Uyesi Dog. Dr.
Mehmet CANSEV'e, Histoloji-Embriyoloji ABD Ars. Goér. Sabire PEKER'e
yardimlarindan dolayi ayrica tesekkur ederim.

Tez projemi destekleyerek bana maddi olanak saglayan U.U Bilimsel
Arastirma Projeleri Birimi'ne;

Uzmanlik egitimim boyunca bilgi ve tecrubelerinden yararlandigim,
Prof. Dr. Sakir KUCUKKOMURCU, Prof. Dr. Candan CENGIZ, Prof. Dr.
Mehpare TUFEKQi, Prof. Dr. Ahmet ESMER, Prof. Dr. Hakan OZAN, Prof.
Dr. Girkan UNCU, Prof. Dr. Osman DEVELIOGLU, Prof. Dr. Tufan BILGIN,
Prof. Dr. Yalgin KIMYA, Doc. Dr. M. Baris ATA, Yrd. Dog. Dr. Bilge
CETINKAYA DEMIR ve Yrd. Dog. Dr. M. Aral ATALAYa; birlikte calismaktan
zevk aldigim asistan arkadaslarima, klinik-poliklinik hemsire ve ¢alisanlarina;

Sevgili esime, canim kizima, bugunlere gelmemde emedi olan tim
hocalarima ve bana her turl egitim ve 6grenim olanagi sunan aileme sonsuz

tesekkur ederim.

Dr Ayse TOPCU AKDUMAN
Bursa-2013
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OZGEGMIS

12 Aralik 1977 tarihli, Kayseri dogumluyum. ilk, Orta ve Liseyi Sivas’da
tamamladiktan sonra inéni Universitesi, Tip Fakiiltesi’ne kaydoldum. 2003
yilinda mezun olduktan sonra, Istanbul Buyiksehir Belediyesi Kayisdagi
Darlilaceze, Kocaeli 2 nolu F Tipi Yiiksek Giivenlikli Kapali Ceza infaz
Kurumu, Uskiidar Pasakapisi Kadin Kapali Ceza infaz Kurumu’nda doktor
olarak gorev yaptim. 2005-2008 yilinda Haydarpasa Numune Egitim Ve
Arastirma Hastanesinde i¢ Hastaliklari AD’da arastirma gorevlisi olarak
calistim. 2008 vyilindan beri, Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Kadin
Hastaliklari ve Dogum AD’da arastirma goérevlisi olarak ¢alismaktayim.

Yabanci dilim Ingilizce olup, evli ve bir gocuk annesiyim.
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