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OZET

Tamoksifen, segici dstrojen reseptor modiilatorlerinden biridir. Giiniimiizde menapoz
Oncesi ve sonrasi yiiksek risk grubunda yer alan kadinlarda meme kanserinin 6nlenmesinde
ve meme kanserli hastalarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Tamoksifenin
menapoz Oncesi kadinlarda kullanilmasi, onlarin fertilitelerini etkileyebilir.

Sunulan tezin I. amaci; tamoksifenin puberta doneminde ovaryum follikiil atrezisi
ya da proliferasyonu iizerine etkilerini incelemektir. II. amaci; tamoksifenin ovaryum
tizerine yapacagi etkilerin mekanizmasinda Notch sinyal yolaginin énemli bir roliiniin
olup/ olmadigini belirlemektir.

Bu amaglarla hayvanlar; kontrol grubu (n: 20) , tamoksifenin eritildigi tasiyici
sollisyonun enjekte edildigi (n: 20) , 0.5mg/fare/gilin (n: 20) , 1.5mg/fare/giin (n: 20)
tamoksifen enjekte edilen olmak iizere 4 gruba ayrildi ve 5 giin siire ile subkutan
enjeksiyon yapildi.

Deney sonrasinda hayvanlarin ovaryum agirligi ve canli agirlik kazanci
degerlendirildi. Ovaryum kesitlerine genel yap1 ve follikiil sayimi i¢in; ii¢lii boyama,
apoptozisi belirlemek i¢in; Tunel yontemi uygulandi. Ayrica hiicre proliferasyonu i¢in; Ki
67, Notch 2 ve Jagget 1 ekspresyonunu belirlemek i¢in; immunohistokimyasal boyama
yontemi uygulanda.

Calismada, hayvan gruplar1 arasinda canli agirlik kazanci ve ovaryum agirligi
bakimindan istatistiksel olarak farklilik gozlenmedi. Tamoksifen uygulanan gruplarin
ovaryumunda, primordiyal follikiillerin sayisinin kontrol grubuna gore yiiksek, antral
follikiil sayisinin ve korpus luteum sayisinin ise az oldugu belirlendi. Bununla birlikte
tamoksifenin follikiillerde atreziyi arttirdigi, hiicre proliferasyon oranini azalttig1 gézlendi.
Tamoksifenin granuloza hiicrelerinde Notch 2 ekspresyonunu arttirdigi; fakat Jagget 1
ekspresyonu iizerine etkili olmadigi belirlendi.

Sonugta uygulanan tamoksifen dozlariin primordiyal follikiil havuzunu etkilemedigi;
fakat follikiil gelisimini baskiladig1 gézlenmistir. Ayrica tamoksifenin follikiiller iizerine

yaptig1 etkilerde Notch sinyal yolaginin rolii olabilir.

Anahtar Kelimeler: Tamoksifen, Ovaryum Follikiilleri, Notch, Fertilite



SUMMARY

The effect of Tamoxifen on the Ovarian Follicles and Notch Signaling Pathway

Tamoxifen is a selective estrogen receptor modulator. Currently, tamoxifen is being
used for the treatment of breast cancer and as a prophylactic agent in healthy women with
high-risk for breast cancer. Tamoxifen use in premenopausal women may affect their
fertility.

The first aim of this study is to investigate the effects of tamoxifen on ovary follicle
atresia or follicle proliferation in puberty. The second aim of this study is to determine if
the Notch signaling patway serves a role in mediating the effects of tamoxifen on the
ovary.

For these purposes, animals were divided to 4 groups: No injection group (n: 20) ,
vehicle injected group (n: 20) , 0.5 mg/mouse/day tamoxifen group (n: 20) , and

1.5 mg/mouse/day tamoxifen group (n: 20) . Mice were given daily s.c. injections for 5
days. At the end of the experiment, ovarian weights and body weights gain were
determined. Ovarian sections were stained with triple to examine the general structure of
the ovary and number of follicles. Tunel assay was used for apoptosis.
Immunohistochemical analyses were performed on sections to determine the expressions
of Notch 2 and Jagget 1 and Ki 67 for cell proliferation.

In the present study, there were no significant differences on weight gain and ovarian
weight between control groups and tamoxifen-treated groups. The number of primordial
follicles was higher while the number of antral follicle and corpus luteum was lower in the
tamoxifen-treated groups than in the control groups. In addition, tamoxifen treatment
increased follicular atresia and reduced cell proliferation. Tamoxifen caused an increase in
Notch 2 expression in the granulosa cells while it had no effect on Jagged 1 expression.

As a result, tamoxifen did not change primordial follicles pool but suppressed the
follicular development. However, the Notch signaling pathway may be involved in the

observed effect of tamoxifen on follicles.

Keywords: Tamoxifen, Ovarian Follicles, Notch, Fertility



GIRIS

Ovaryum, her siklusta farkli hormonlarin ve yardimci faktorlerin etkisiyle morfolojik
ve biyokimyasal degisiklikleri yasayan organizmanin dinamik bir organidir (1) .

Giintimiize kadar over fizyolojisi ve follikiil dinamigi iizerine yapilan incelemeler,
memeli ovaryumunun follikiil rezervinin f6tal hayatta belirlendigi, bununla birlikte follikiil
atrezisinin disinin tim hayati boyunca meydana geldigi ve follikiil populasyonunun siirekli
olarak azaldig1 yoniindedir. Ovaryumdaki primordiyal follikiiller, follikiillerin en erken
formunu temsil eder ve ovaryum rezervi primordiyal follikiillerin say1si1 tarafindan
belirlenir. Sinirli sayidaki primordiyal follikiiller, ovulasyon veya atrezi yoluyla
tiilkenmektedir. Ozellikle primordiyal follikiilleri hedefleyen herhangi bir toksik etki
reprodiiktif yagam araligini kisaltabilir ve prematiir over yetmezligi olusumuna neden
olabilir. Prematiir over yetmezliginde germ hiicrelerinin kitlesel ve hizli 6liimii (apoptozis)
soz konusudur. Oosite direkt, indirekt ya da oositi ¢evreleyen steroid iireten somatik hiicre
katmanlarina (granuloza ve teka hiicreleri) etki eden toksik maddeler apoptozise sebep
olabilir (2) .

Ovaryum follikiil rezervinin dogal siirecle ya da pek ¢ok eksojen etkene bagli olarak
azalmasi kadinlarda infertiliteye ya da erken menapoza sebep olmaktadir. Bu etkenlerin
basinda bugiin kanser tedavisinde kullanilan yiiksek doz radyoterapi ve kemoterapi
gelmektedir. Bu tedaviler kanserde hayatta kalma oranini belirgin olarak arttirmasina
ragmen geng hastalarda ovaryan yetersizlik ve infertilite gibi 6nemli etkilere de sebep
olmaktadir (3-5) .

Gilinlimiizde kanser tedavilerinde disi gonadlar1 radyoterapi ve kemoterapinin olumsuz
etkilerinden korumaya yonelik pek ¢ok yontem gelistirilmistir. Bunlar arasinda embriyo
ya da oosit dondurma, ovaryum dokusunu dondurma, oosit donasyonu ve ¢esitli
gonadotropin hormonlar ile ovaryum fonksiyonlarinin baskilanmasi en sik kullanilan
yontemlerdir (3, 6) . Ancak pratik kullanima tam adapte olmus bir yontem
bulunmamaktadir. Bu da yardimer iireme teknikleri alaninda daha ¢ok deneysel ¢alisma
yapilmasini zorunlu hale getirmektedir. Kanser teshisi konulan kadinlar fertilitelerini
koruma hususunda oldukga hassastir. Dolayisiyla kemotropik ilaglar kanser tedavilerinde
etkili olurken; diger organlar tizerinde 6zellikle fertilite iizerindeki etkileri genis ¢apli

aragtirma gerektiren bir konudur.



Meme kanseri, kadinlarda kansere bagli 6liimlerde, akciger kanseri ve kolorektal
kanserden sonra ligiincii sirada yer almaktadir. Goriilme siklig1 da giin gegtikge
artmaktadir (7) . Mamografi ile takip programlarinin yayginlagmasi ile hastalara daha
erken evrelerde tan1 konmaktadir. Meme kanseri kadinlarin % 25’ inde premenopoz
donemde goriilmektedir ve bunlarin % 60’ inda hormon reseptdorii pozitiftir (8) . 1985
yilina kadar kansere bagl 6liimlerde ilk siray1 alan meme kanserinin bugiin tiglincii siraya
inmesinin temel nedeni, erken evre olgularin artmasi ve cerrahi sonrasi uygulanan adjuvant
tedavi protokollerindeki gelismelerdir. Bu gelismelerden en ilgi ¢ekici olan1 1973 yilinda
klinik kullanima sunulan Tamoksifen’ dir (9) . Tamoksifen (TAM) 30 yildan daha uzun bir
stiredir Ostrojen reseptor pozitif (ER +) meme kanserlerinin tedavisinde basarili bir sekilde
kullanilmaktadir. Giliniimiizde TAM, menapoz 6ncesi ve menapozdaki kadinlarda gerek
meme kanserinin tedavisinde, gerekse meme kanseri olma riski yiiksek olan hastalarda
koruyucu olarak ¢ok sik kullanilmaktadir.

TAM, segici Ostrojen reseptor modiilatorlerinden biridir (SERM) . Endojen 6strojen
ile yarisarak Ostrojen reseptorlerine baglanir, boylece dstrojenik yada antidstrojenik
etkilerini dokuya spesifik olarak gosterirler. TAM’ in Gstrojen agonisti ya da antagonisti
olarak belirlenen biyolojik etkisi, doku tipine, konsantrasyonuna ve tiirlere gore
degismektedir (10, 11) . TAM gibi segici Ostrojen reseptor blokorlerinin doku spesifik
etkileri; (1) endojen dstrojen seviyesi, (ii) ER alfa ve betanin lokal konsantrasyonu ve
oranlari, (ii1) ER polimorfizmi, (iiii) ER koaktivatdrleri (6strojenik etki) ya da
sonucunda geligir (12) . TAM’ in meme kanserindeki etkisi onun antiostrojenik
ozelliginden kaynaklanmaktadir. TAM, meme dokusunda kanser hiicrelerinin G1 fazinda
kalmasini saglayarak hiicre gogalmasini bloke eder ve tiimor regresyonuna sebep olur (13).
Bu sebeple TAM, hormon bagimli meme kanserlerinde en yaygin kullanilan ilagtir.

TAM’ 1n antidstrojenik etkisinin yaninda disi genital kanallarda ve bazi1 organlarda
degisik doku bozulmalar ile sonuglanan dstrojenik etkisi de bulunmaktadir. /n vivo ve in
vitro yapilan ¢alismalarda endometriyum, karaciger, kemik ve vajinada gii¢lii strojenik
etkileri gdzlenmistir (12, 14, 15) . Ilacin ters etkileri endometriyum kanserlerine (16) ,
endometriyal poliplere (17) , adenomyomat6z poliplere (18) , adenomyosis (19) ,
leiomyoma (20) , servikal polip ve ovaryan Kistlere (21, 22) sebep olmaktadir. TAM’ 1n
ovaryum kanseri olusturmasi tizerine etkisi ise bildirilmemektedir (23) .

TAM’ 1n ovaryum iizerine etkileri ile ¢aligmalar oldukca sinirli sayidadir. Yapilan

taramalarda; Roshangar ve arkadaslar1 (24) , gebe farelere tek doz (100 pg i.p.) TAM
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uygulayarak dogan yavrularda follikiil gelisimini incelemislerdir. TAM uygulanan
yavrularda kontrol grubuna goére oosit kiimelerinin interselluler kdpriilerinin ayrilmadigini,
primordiyal follikiilden primer follikiile ge¢isin engellendigini ve sonug olarak TAM’ 1n
erken donemde follikiil gelismesini baskiladigini; fakat farklilasmis ovaryum follikiilleri
tizerine TAM” 1n etkisi olmadigini belirtmislerdir. Ayrica TAM’ 1n kisa siireli
kullanimlarinda menapoz 6ncesi kadinlarda, menapoz semptomlarinin gorildigi,
hipotalamus-over arasindaki baglantida bozulmalara neden oldugu; fakat bu etkilerin geri
doniistimlii oldugu, tedavi sonlandiginda ortadan kalktig1 belirtilmektedir (10) . Tsujioka
ve arkadaslar (25) farkli konsantrasyonlarda (0.005, 0.03 ve 0.2 mg/kg/giin oral) TAM’ 12
ve 4 hafta siirecince erigkin ratlara vererek TAM’ 1n fertilite ve ovaryum iizerindeki
etkilerini incelemislerdir. Sonug olarak 2 haftalik 0.2 mg/kg/giin ve 4 haftalik 0.2 ve 0.03
mg/kg/gilin dozlarda, atretik follikiillerin ve intersitisyel hiicrelerin sayisinda artis, yeni
gelisecek korpus luteum sayisinda azalma gozlemisler ve 2 haftalik uygulama ile 4 haftalik
elde edilen sonuglar arasinda farklilik olmadigini belirterek 2 haftalik uygulamanin toksik
calismada etkin olabilecegini belirtmislerdir.

Notch sinyal yolagi, embriyogenesis sirasinda hiicrelerin kaderini belirleyen, postnatal
gelisim siirecinde ise hiicre proliferasyonu, farklilagsmasi ve apoptozis iizerine etkileri olan
bir mekanizmadir (26) . Notch ligand ve reseptorleri ile dstrojen arasindaki iligski birgok
caligmayla kanitlanmistir (27-32) . Meme kanser hiicrelerinde 6strodioliin, Notch
transkripsiyonal aktiviteyi azalttig1 (27) , bununla birlikte Gstrojenik bir bilesik olan
Genistein’ in prostat kanser hiicrelerinde Notch 1’ i baskiladig: bildirilmistir (28, 29) .
Buna benzer olarak 6strodioliin hipokampusteki néronlarda Notch sinyalini azalttig
gosterilmistir (30) . Yine strojenik 6zellige sahip olan bisphenol A, Xenopus laevis canli
tiirinde gamma sekretaz aktivitesini inhibe ederek Notch sinyalini bozmus ve
norogelisimsel anomaliye sebep olmustur (31) . Bununla birlikte 17-p stradioliin; meme
kanser hiicrelerinde (MCF7) Notch 1 ve Jagget 1’ in ekspresyonunu arttirdigi ortaya
konulmustur (32) .

Yapilan taramalarda TAM’ 1 ovaryum tizerine etkisi hakkindaki bilgiler ¢eliskili
olup, yeterli degildir. Ayrica TAM’ n farkli dozlarinin dstrojen kaynagi olarak fonksiyon
yapan ovaryum tiizerine etkisinde, Notch sinyal yolaginin etkili olup olmadigini belirleyen
bir ¢alismaya rastlanmamistir. Dolayisiyla sunulan tezin 1. amaci, iki farkli doz TAM’ in
ovaryum follikiil gelisimi lizerine etkisini, apoptozis ve proliferasyonu belirleyen kitlerle
detayli olarak incelemektir. Tezin 2. amaci, TAM’ 1n farkli dozlarinin dstrojen kaynagi

olarak fonksiyon yapan ovaryum iizerine etkisi ve TAM’ 1n ovaryum iizerine yapacagi
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etkilerin mekanizmasinda, kanserde ve follikiil gelisiminde 6nemli rol oynayan Notch

sinyal yolaginin etkili olup olmadigini belirlemektir.



GENEL BIiLGILER

OVARYUM

Ovaryumun Genel Yapisi

Ovaryum, uterusun her iki tarafinda lateral pelvik duvarlara yakin konumda fossa
ovarika i¢inde yerlesmis, salgiladig1 6strojen ve progesteron hormonlari ile disi genital
sisteminin biitiin organlari lizerinde etkili olan, genital siklusu diizenleyen, pembe beyaz
goriiniimlii badem sekilli bir organdir. Ovaryumda ii¢ katman gozlenir:
1. Epitelyum: Ovaryum yiizeyini Orten, tek sira kiibik epitelden yapilmistir. Germinatif
epitel olarak adlandirilir. Epitelin peritona bakan yiiziinde mikrovilluslar ve az sayida
kinosilyumlar izlenir. Hiicre sitoplazmasi mitokondriyonlar ve pinositoz vezikiillerinden
zengindir.
2. Tunika Albuginea: Bag dokusundan yapili kattir. Yas ilerledik¢e kalinlasir ve sertlesir.
Az damarly, diizensiz sik1 bag dokusu yapisindadir. Kollajen lifler yiizeye paralel demetler
olustururlar.
3. Ovaryum Stromasi: Ovaryumun temel ve destek dokusudur. Ovaryumlar dista
korteks, icte medulla olmak tizere iki bolgeye ayrilir:
a- Korteks (cortex ovarii) : Ovaryumun dis ve islevsel boliimiidiir. Cesitli gelisim
asamalarindaki ovaryum folikiillerini ve korpus luteum yapilarini igerir. Korteksin
yapisinda kollajen ve elastik lifler ile ince uzun mekik seklinde stroma hiicreleri yer alir.
Stroma hiicreleri fibroblastlardan farkli olarak hormon salgilayan teka interna hiicrelerine
doniisebilen hiicrelerdir.
b- Medulla (medulla ovarii) : Ovaryumun i¢ bolgesi olup, gevsek bir bag dokusu ve
damardan zengin bir yap1 gosterir. Korteks ile medulla bolgeleri arasinda kesin bir sinir
yoktur. Korteksteki degisimlere uygun olarak cogalip azalabilen kan ve lenf damar agina
sahiptir. Bu damarlar korteks-medulla sinirinda ag seklinde bir dagilim yaparlar. Bu
arteriyel dagilim kortekste follikiiller etrafinda zengin bir kapillar ag olusturur. Venler ise
postkapillar veniil olarak bagslar, arterlere eslik ederek hilus bolgesine dogru ters yonde
seyreder. Medullada ayrica oksidasyon enzimlerini ve diger enzimleri i¢eren hiicreler

bulunur; bunlarin sayilari yasla artar (33-35) .



Ovaryum Follikiil Yapis1 ve Fonksiyonu

Follikiiller, ovaryum {izerinde gelisen fonksiyonel yapilardir. Gelismis bir follikiil,
oosit ve oosit etrafindaki somatik granuloza hiicreleri ile dista teka hiicre katmanindan
olusmaktadir. Follikiillerin iki 6nemli fonksiyonu bulunmaktadir:
- Diside gametlerin iiretilmesi (gametogenezis)

- Steroid yapidaki hormonlarin sentezlenip salgilanmasi (33, 36) .

Follikiiler Gelisim

Ovaryum iizerinde bulunan primordiyal follikiillerin olgunlagma siirecine
follikiilogenezis denir (sekil- 1) (37) . Her bir primordiyal follikiilde, etrafi granuloza
hiicreleri ile ¢evrilmis bir tane oosit bulunur. Oositin biiyiimesi ve etrafindaki hiicrelerin

farklilasmasi ile birlikte follikiiliin yapisi degismektedir (33) .

Primordiyel  Antral  Cranuloza
Hilus follikQl follikal hlcreleri
: Teka
hicreleri
Graaf
follikGI0
Korpus -
albicans \ J
&/ Follikul
SIVISI
N - )
IKorpus. . 7 — Korpus
iedn | .. hemorrhagicum
ntersitisyum 7N .
2 Atretik :} Oosit
follikdl

Sekil- 1: Follikiil gelisimi; korpus luteum ve follikiil atrezisinin sematik gériiniimii (37) .

Histolojik olarak ii¢ tip ovaryum follikiilii bulunur:
1- Primordiyal follikiiller
2- Gelismekte olan follikiiller
a- Primer follikiiller
b- Sekonder follikiiller
c- Antral follikiiller
3- Graaf ( Tersiyer) follikiiller



Bir ovaryumda tiim tiplerdeki follikiiller ayni anda goriilmektedir ancak primordiyal

follikiiller en yaygin olan tiptir (33, 38) .

Primordiyal Follikiiller

Memelilerde primordiyal follikiiller, fotal gelisimde ovaryumda belirir. Erken gelisim
asamasinda bulunan primordiyal follikiiller gonadotropin uyarimindan etkilenmezler.
Olgunlasmis ovaryumda primordiyal follikiiller, Tunika albuginea’ nin hemen altinda
korteks stromasi i¢inde bulunur. Primordiyal follikiillerde oosit tek tabaka yassi follikiil
hiicreleriyle sarilmistir. Follikiil hiicrelerinin dig boliimii bazal lamina ile
siirlandirilmistir. Bu asamadaki follikiil i¢indeki oosit yaklasik 30 pm ¢apindadir.
Eksantrik yerlesmis niikleusu i¢inde ¢ok belirgin niikleolusu vardir. Oosit sitoplazmasinda
(ooplasma) balbiani cisimcigi goriiliir. Balbiani cisimcigi; golgi aygiti membranlar ve
vezikiilleri, endoplazmik retikulum, bir¢ok mitokondri ve lizozomlarin birikmesiyle

olusmus bir yapidir (34, 38) .

Gelismekte Olan Follikiiller
Primer Follikiiller

Cesitli faktorlerin etkisiyle oositler ve buna eslik edecek sekilde follikiil hiicreleri
biiyiime evresine girerler. Baslangi¢ olarak oosit hacimce biiyiir ve onu saran follikiil
epitel hiicreleri ¢ogalmaya baslayarak kiibik bir sekil alir. Primer follikiiller, cogunlugu
kiibik olmak iizere, hem kiibik hem de yass1 tek sirali granuloza hiicrelerine sahiptir (33) .
Sekonder Follikiiller

Biraz daha gelismis follikiillerdir. Oositin gelismesiyle birlikte, granuloza hiicreleri
cogalir ve cok sirali olarak oositi sarar. Oosit gelisimi devam ederken oosit ¢cevresinde
zona pellusida sekillenir. Sekonder follikiil gelisimi devam ettikge, ¢evresindeki stroma iki
tabakaya ayrilir: Sekonder follikiilii distan kusatan hiicre ve damardan zengin olan i¢
tabaka teka internadir. Hiicreleri epitoloid karakterde olup steroid hormon sentezlerler.
D1s kisimdaki tabaka (teka eksterna) , az sayida konsantrik yerlesimli bag doku yapisinda
olup, gelisen follikiiliin kapsiilii gérevini goriir (33, 35) .
Antral Follikiiller

Granuloza tabakasi 6-12 hiicre tabakasina ulagtiginda granuloza hiicreleri arasinda sivi
dolu bosluklar belirmeye baslar. Bu asamadaki folikiil ise antral fol/ikiil adin1 alir. Bu
hyaluronik asitten zengin siviya follikii/ Stvis: denir. Bu sivi birikmeye devam ettikce

bosluklar birlesir ve tek biiyiik bir bosluk halini alir ki buna da antrum denir. Antral
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follikiil asamasindan sonra eksantrik olarak yerlesmis oosit biiyliyemez ve azami 125 um

capinda kalir (33-36) .

Graaf (Tersiyer) Follikiiller

Insanda yaklasik 1 cm ¢apindadir ve ovaryum yiizeyinde ¢ikinti olustururlar. Antrum,
icinde s1v1 birikimden dolay1 giderek biiyiir ve granuloza hiicreleri ince bir tabaka halinde
bu boslugun i¢ yiiziinii déser. Bu evrede kumulus ooforus hiicreleri zona pellusidanin
hemen lizerinde prizmatik bir sekil alarak diizenlenir ve korona radiata hiicreleri olarak
tanimlanir. Gelisimin bu doneminde graaf follikiilii ¢evresindeki granuloza ve teka

hiicreleri, ovaryan hormonlari salgilamaya baslar (36) .

Ovulasyon

Graaf follikiiliindeki oosit etrafindaki korona radiata hiicreleri ile birlikte likor
follikiilii igersinde serbest kalir. Follikiil duvar yiizeye dogru incelir. Ovaryumun
korteksinde yer alan ve ylizeye dayanan graaf follikiilii, germinatif epitele basing yapar.
Oosit, follikiil sivisinin basinct ile etrafindaki korona radiata hiicreleriyle birlikte ovidukta
atilir. Bu olaya ovulasyon denir. Ovule olan oosit, infundibulum kismindan tuba uterina

igerisine girer ve 24 saat igerisinde sperm ile karsilasirsa fertilize olabilir (33-36) .

Korpus Luteum

Ovulasyondan sonra, follikiiliin granuloza ve teka interna hiicreleri, korpus luteum
(sar1 cisim) denilen gecici bir i¢ salgi bezini olusturmak iizere yeniden diizenlenir. Korpus
luteum, ovaryumun korteks bolgesinde goriiliir. Follikiil sivisinin bosalmasi ile follikiil
duvari kivrimli bir hal alir. Follikiil boslugunda bir miktar kanama olur; bu kan pihtilagir
(koagulasyon) ve daha sonra yerini bag dokusu alir. Bu bag dokusu ile birlikte giderek
ortadan kaldirilan kan pihtist artiklar1 korpus luteumun en i¢ kismini olusturur.

Ovulasyondan sonra granuloza hiicrelerinin boyutlarinda biiyiik bir artis olur (20-35
um c¢apinda) . Bunlar korpus luteum parankima hiicrelerinin yaklasik % 80’ ini olusturur
ve granuloza lutein hiicreleri olarak adlandirilirlar. Bu hiicreler, steroid salgilayan
hiicrelerin genel yapisal niteliklerine sahiptir. Teka internanin hiicreleri de teka lutein
hiicrelerine doniiserek korpus luteumun olusumuna katkida bulunur. Bu hiicreler
granuloza lutein hiicrelerine benzer yapida, ancak daha kiigiiktiir (yaklagik 15 um capinda)
ve daha koyu boyanirlar. Bu hiicreler korpus luteum duvarmin kivrimlarinda yerlesirler.

Teka internanin kapiller ve lenfatik damarlar1 korpus luteumun i¢ kismina dogru gelisir ve
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bu yapinin zengin damar agin1 olustururlar. Oosit IT atildiktan sonra follikiiliin
hiicrelerinin yeniden diizenlenmesi ve korpus luteumun olusmasi, ovulasyon dncesinde
salgilanan lutenize edici hormonun (LH) uyaris1 sonucu gerceklesir. LH uyarimiyla korpus
luteum hiicrelerinin enzimlerinde de degisiklik olur ve korpus luteum progesteron ile
Ostrojenleri salgilamaya baslar. Korpus luteumun durumu gebeligin olusup olusmamasina
baglidir. LH uyariminin ardindan korpus luteum, 10-12 giin siireyle hormon salgilamak
tizere programlanmistir. Bunun disinda hormonal uyar1 olmaz ve gebelik olusmazsa,
korpus luteum hiicreleri apoptozis ile dejenere olur. Gebelik olusmayinca, ovulasyondan
9-11 giin sonra korpus luteum hizla kiigiilmeye baslar ve progesteron, strojen, inhibin
seviyeleri diiser ve insanlarda menstruel kanama olur, diger taraftan inhibinin etkisinden
kurtulan follikiil uyarict hormon (FSH) artmaya baslar, boylelikle yeni menstruel siklus
baslar. Kisa bir siire varligini siirdiiren korpus luteum; korpus luteum periyodikum ya da
korpus luteum spurium olarak adlandirilir ve hiicresel kalintilar1 makrofajlar tarafindan
ortadan kaldirilir. Korpus luteumun bulundugu yer fibroblastlar tarafindan doldurulur ve
burada siki bag dokusundan olusan bir cisim gelisir. Bu cisme korpus albikans (corpus
albicans) denir.

Gebelik olusursa, embriyonun trofoblastik hiicrelerince sentezlenen insan karyonik
gonadotropin hormonu (HCG) , korpus luteumu uyaran sinyaller génderir. HCG’ nin
etkisi LH’ ye esdegerdir, boylece korpus luteumun dejenerasyonu engellenir. Korpus
luteum daha da biiyiir ve progesteron hormonu salgilar. Progesteron bu iglevlerinin yani
sira uterus bezlerinin salg1 yapisin1 da uyarir. Bu bezlerin salgilari, plasenta isleve
baslayincaya kadar embriyonun beslenmesi agisindan énemli goriilmektedir. Gebelikteki
korpus luteuma gebelik korpus luteumu (korpus luteum gravididas, korpus luteum
pregnansi, korpus luteum verum) denir. Gebelik korpus luteumu insanlarda 4-5 ay
stiresince aktiftir (34, 36) .

Intersitisyel Hiicreler

Poligonal sekilli, ortada yuvarlak gekirdegi ve belirgin ¢ekirdekgikleri olan epiteloid
hiicrelerdir. Sitoplazmalarinda kii¢lik yag damlaciklari bulunur. Luteinize hiicrelere
benzedikleri i¢in atreziye giden folikiillerin teka internalarindan olustuklari
diistiniilmektedir. Ayrica intersitisyel hiicreler granuloza hiicrelerinden ve primordiyal
follikiillerden de koken alirlar. Bunlar ovaryum stromasinda tek tek ya da gruplar halinde

bulunur ve 6strojen salgilarlar (34, 35) .



Atrezi

Ovaryumda bulunan follikiillerin ¢ok az bir kismi1 ovulasyon yoluna girer.
Follikiillerin biiyiik bir kismui atrezi olur. Atrezi, programlanmis hiicre 6liimii yani
apoptozis ile gergeklesir. Apoptozis, ovaryum fonksiyonlar1 ve gelisimi i¢in gereklidir ve
disilerde biyolojik zamanlamay1 yapan bir mekanizmadir. Fotal yasamda sadece oositlerde
apoptozis gozlenir ve oositlerin 2/3” ii dogumdan 6nce apoptozis ile liir. Yasamin ileri
donemlerinde apoptozis, gelisen follikiillerin granuloza hiicrelerinde ve teka hiicrelerinde
gozlenir.

Follikiil atrezisi FSH, LH gibi endokrin faktorlerle, ayrica insulin benzeri biiyiime
faktorii 1 (IGF-1) , epidermal biiyiime faktor (EGF) , basic fibroblast biiyiime faktor
(bFGF) , activin ve interlokin 18 (IL-18) gibi parakrin faktorlerle kontrol edilir. Lokal
olarak iiretilen biiylime faktorleri follikiil yasami i¢in 6nemli olmasina ragmen esas
fizyolojik diizenleyiciler gonadotropinlerdir. Oosit apoptozisindeki gibi primordiyal
follikiil apoptozisinde de kit-kit ligant baglantis1 ve EGF, bFGF ayrica kiiciik follikiillerin
yasami igin bilyiime farklilasma faktorii 9 (GDF-9) 6nemli bir yer tutar. Preantral
follikiillerin yasamu i¢in FSH etkili bir faktor degildir, bu donemde lokal {iretilen biiyiime
faktorleri 6nemli rol oynar. Normal siklus boyunca insan ve rodentlerde erken antral
follikiiller, follikiil gelisimi i¢in en kritik donemdedir. Bu donemde follikiiller yasam igin
FSH’ ye bagimli hale gelirler ve FSH reseptorii ifade ederler. Ratlarin erken antral
follikiilleri i¢in, FSH en 6nemli yagsamsal faktordiir. Ayrica IGF-1 ve IL-18 rat antral
follikiil kiiltiirlerinde follikiil yasami i¢in 6nemlidirler. Preovulator follikiiller LH
reseptori ifade ederler ayrica her iki gonadotropin de, bu déonemde follikiil yasami igin
gereklidir (39) .

Atrezi sonucu olusan morfolojik goriintii follikiiler evreye bagl olarak degisiklik
gosterir. Primordiyal ve gelisen kiiciik follikiillerin atrezisinde oosit kii¢iiliir ve dejenere
olur. Oosit ¢ekirdegi gogunlukla eksantrik pozisyonda ve oosit membrani ile iligkili olarak
bulunmaktadir. Atrezinin ileri evrelerinde, ¢ekirdek¢ik ooplazmada serbest olarak
bulunabilir. Benzer degisiklikler granuloza ve teka hiicrelerinde de goriiliir. Atrezide
oncelikle, hiicrelerin ¢ekirdeklerinde kromatin kiimeleri yogunlasir ve ¢ekirdek biiziismesi
gergeklesir. Buna ek olarak; granuloza hiicrelerinde ¢ekirdek zarlarinin yirtilarak
kromatinin sekilsiz graniiller seklinde pargalanip hiicreden atilmasi da goriilebilir.
Dejenere olan hiicreler makrofajlar tarafindan fagosite edildikten sonra, etraftaki stromal

hiicreler bu bolgeye go¢ eder ve atretik follikiilden bir iz kalmaz. Daha biiyiik follikiillerin
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atrezisinde oosit dejenerasyonu, granuloza hiicre dejenerasyonundan daha sonra meydana
gelir (40, 41) .

TAMOKSIFEN

Ik kez 1896 yilinda ileri evre meme kanserinin tedavisinde ooferektominin
(ovariectomy) etkili oldugunu gosterilmistir. O tarihlerde bu tedavinin etki mekanizmasi
ve hormon deyimi bilinmiyordu. Overlerin endokrin fonksiyonu ilk kez 1923 yilinda St.
Louis’ de Dr. Ailen ve Dr. Daisy tarafindan tespit edilmis ve over kaynakli bu kimyasal
maddelere dstrojen (estrus=¢ilginlik) adi verilmistir (42) . Overlerin cerrahi olarak
cikarilmasi veya radyoterapi ile ablasyonu 1950’ 1i yillarda hem metastatik hastaligin
tedavisinde hem de adjuvan uygulamalarda standart tedavi olarak kabul gormiistiir. 1966
yilinda Chicago Universitesi' nde dstrojen reseptdr proteini ilk kez bir sican uterusundan
izole edilmistir. 1971 yilinda meme kanseri hiicrelerinin bir kisminda 6strojen reseptorii
bulundugu ve 6strojen reseptorii bulunan tiimorlerin endokrin tedaviye daha iyi yanit
verecegi fikri ortaya atilmistir (43) . Ostrojen reseptdrii tastyan tiimorlerin endokrin
ablasyona % 60 oraninda yanit verdiginin gosterilmesi ile umutlar iyice artmis ve bunun
i¢in Ostrojenin meme dokusundaki etkilerini bloke edecek yeni bir antidstrojen ajan
arastirilmaya baslanmustir. ilk antidstrojen bilesik olan Etamoksitrifetol 1958 yilinda
sentez edilmistir (44) . Ancak siddetli yan etkileri nedeniyle kullanimi kisith olmustur.
Ilerleyen calismalarla birlikte daha sonra yeni ve daha az yan etkiye sahip bir antidstrojen
olan tamoksifen (TAM) gelistirilmistir. Yapilan ilk ¢aligmada 46 postmenopozal ileri evre
meme kanserli hastada denenen ilag, 10 hastanin olumlu yanit vermesi ile popiilarite
kazanmistir (45) . Bir nonsteroid antiostrojen olan TAM” 1n diger antidstrojenlere oranla
daha giiclii bir antitiimor etkisi ve daha az sistemik etkilerinin olmasindan dolay1 kullanimi1
artmigtir. TAM 1973 yilinda Nolvadex piyasa adiyla ilerlemis meme kanserinin tedavisi
amaciyla Ingiltere' de piyasaya ¢ikmis, 1977 de postmenopozal kadinlarda metastatik
meme kanseri tedavisi i¢gin Amerika’ da FDA (Food Drug Administration) onay1 almigtir
(9) . TAM’ 1n 6strojen reseptor pozitif premenopozal meme kanserli hastalarda, hastaliksiz
intervali arttirdiginin ve karsit memede meme kanseri gelisimini azalttiginin ¢aligsmalarla
gosterilmesi 15 yil almistir (46) .

Selektif dstrojen reseptor modiilatorlerinin atast sayilan TAM, meme dokusu iizerine

antiostrojenik etki gosterirken (47) , serum lipitleri (48) , kemik (49) ve endometriyum (50)
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tizerine belirgin Ostrojenik etki gostermekte ve buna bagli olarak TAM kullanan hastalarda
endometriyal patoloji gelisme riski artmaktadir (51) .

TAM hem premenapozal hem postmenapozal hastalarin tedavisinde yiiksek oranda
kullanilmaktadir (52, 53) . Giiniimiizde TAM, meme kanserine karsi yiiksek risk tasiyan
saglikli kadinlarin profilaksisinde (54) , iyi huylu meme hastaliklarinin tedavisinde (55) ve

infertil kadinlarda ovulasyon indiiksiyonunda (56) kullanilmaktadir.

Etki Mekanizmasi

Meme kanserinde endokrin tedavinin temel prensibi, tiimor hiicresinin dstrojenlerin
(Estron (E1) , Estradiol (E2) , Estron siilfat (Els) ) bliylimeyi uyarici etkisinden yoksun
birakilmasidir. Normal meme dokusunun biiyiime ve ¢cogalmasi esas olarak dstrojen ve
prolaktin hormonlar1 tarafindan diizenlenir (49) .

Meme kanserinin ortaya ¢ikmasindan ve ilerlemesinden primer olarak 6strojenler
sorumludur (49, 57) . ilk kez 1975 yilinda TAM’ 1n kiiltiir ortaminda Sstrojen reseptorii
tagiyan meme kanseri hiicrelerini inhibe ettigi ve bu etkinin ortama Gstrojen ilave
edildiginde geri dondiiriilebildigi gosterilmistir (58) . Bundan yaklasik 10 y1l sonra
birbirinden bagimsiz olarak TAM’ in meme kanseri hiicrelerini sikliisiin G1 fazinda bloke
ettigi tespit edilmistir (59, 60) .

TAM 6strojen reseptoriine baglandigi zaman reseptorde ii¢ boyutlu bir degismeye
neden olmakta ve DNA’ daki 6strojen baglanmasini inhibe etmektedir. Normal fizyolojik
kosullarda dstrojen stimiilasyonu, tiimor hiicre iirtinii transforming growth faktor B y1
(TGF-B) arttirmaktadir. TAM tiimér hiicre biiyiimesinin otokrin inhibitériidiir. Bu yollar
bloke eden TAM’ 1n net etkisi meme kanseri biiylimesinin otokrin stimiilasyonunu hiicreyi
G1 fazinda bloke ederek azaltmaktir. Buna ek olarak insiilin benzeri bitytime faktorii 1 in
(IGF1) lokal olusumunu da azaltir. IGF1 meme kanseri i¢in parakrin biiylime faktoriidiir
(61) .

TAM daha ¢ok tiimorstatik bir ila¢ oldugundan ve kisa siireli tedavi sonras1 TAM
kesildiginde tekrarlanabilme ihtimali oldugundan uzun siireli tedavinin (en az 5 y1l) en iyi
Klinik strateji oldugu belirtilmektedir (62, 63) . 5-10 yillik kullanim sonucunda TAM’ a
kars1 herhangi bir tolerans gelismezken, daha kisa siireli kullanimlardan sonra niikslerin
goriilme sikliginin arttig1 bildirilmektedir (64) . Bugiine kadar yapilan tiim aragtirmalar,

TAM’ 1n meme kanserli olgularda siirviyi % 10 oraninda arttirdigin1 desteklemektedir.
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NOTCH SINYAL YOLAGI

Notch sinyal yolagi, nonkovalent hiicre i¢i etki (NICD) ve hiicre dis1 etkiden olusan,
hetererodimer transmembran reseptorleri i¢eren evrimsel olarak korunmus bir yoldur.
Memelilerde, dort Notch reseptorii (Notch 1, Notch 2, Notch 3, Notch 4) ve bes ligand
(Jagget 1, Jagget 2, Delta-like 1, Delta-like 3, Delta-like 4) tespit edilmistir. Notch
reseptorleri ve ligandlari, transmembran proteinlerdir ve bu nedenle Notch sinyalizasyon
aktivasyonunda komsu hiicrelerle baglantida 6nemli rol oynarlar (26) . Ligandlar
reseptorlere baglandiklart zaman, Notch reseptorleri y-sekretaz kompleksi araciligiyla,
Notch Intracellular Domain’ ini (NICD) serbest birakarak proteolitik boliinmeye duyarli
hale gelirler. NICD niikleusa girer ve bir DNA baglanma alani i¢eren rekombinasyon
sinyal baglayici protein-JK ile kompleks olusturur. Bu kompleks, boliinmeyi arttirici (Hes)
ve Notch hedef genlerin Hes ile baglantili transkripsiyon faktorlerini (Hey) diizenler (65-
68) (Sekil- 2) . Bu hedef genler, farkl hiicrelerde diger genlerin hareketlerini diizenleyen

transkripsiyonel faktorler olarak calisir.

(ymp\a.\m 2,
Metalloproteases

Nucleus

Sekil- 2: Notch sinyal yolagi (69) .

Notch yiizey reseptorleri, cesitli hiicre tiplerince hiicre farklilagmasi ve proliferasyonu
gibi olaylarda ifade edilir. Notch 6zellikle embriyonik gelisim sirasinda uygun damar
olusumu i¢in ve dogum sonrasinda damarlarin onarilmasi ve yeniden sekillendirilmesi i¢in
onemlidir (70) . Notch sinyalizasyonu, merkezi sinir sistemi gelisiminde 6nemli rol
oynadigi gibi, hiicrelerin ¢ogalmasi, farklilasmasi ve apoptozun diizenlenmesi yoluyla
kardiyovaskiiler gelisim, pankreas, bagirsak ve kemik gelisiminde de 6nemli rol oynar (26,
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71) . Notch reseptorleri ve ligandlarinda goriilen mutasyonlar farelerde dolagim ve immun
sistem olmak iizere, bir¢ok sistemde diizensizliklere yol acar ve embriyonik dliimlere
sebep olur. Insanlarda goriilen Notch yolu mutasyonlarinda ise, Alagille sendromu,
Cadasil sendromu, Fallot tetralojisi, Spondilokostal dizostozis gibi kalitsal hastaliklar
gozlenmistir (72, 73) . Ayrica son yillarda yapilan ¢caligmalarda T-akut lenfoid l6semi gibi
kotii huylu hematolojik olusumlarda, solid tiimorlerde, meme kanserinin gelisimi ve
ilerlemesinde Notch’ un rolii oldugu bildirilmektedir (73-76) .

Notch sinyal yolaginin meme kanseri olan insanlarda, hiicre proliferasyonu, apoptotik
hiicre 6liimii, farklilasma, invazyon, anjiyojenez, tiimor metastazi ve kanser hiicrelerinin
kendini yenilemesinde kritik rol oynayan korunmus ligand-reseptor sinyallesme yolu
oldugu bildirilmektedir (75, 77) .

Memeli overlerinde yapilan ¢alismalarda, Notch sinyalizasyonu tiyelerinin (Notch 1,
Notch 2, Notch 3, Notch 4, Jagget 1, Jagget 2, Hes 1, Hes 5, Hey 1, Hey 2 ve Hey L)
follikiilogeneziste etkili oldugu bildirilmektedir (78, 79) .
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GEREC VE YONTEM

Deney Hayvanlar1 ve Bakim Kosullar:

Calisma Uludag Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme ve Arastirma Merkezi ve
Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
laboratuarinda yiiriitiildii. Calisma materyali olarak 80 adet ayni yas ve genetik yapiya
sahip (inbred) eriskin (8 haftalik) BALB/ ¢ 1rk1 disi fareler kullanildi. Fareler igin 6nerilen
uygun ¢evresel kosullar ayn1 merkez tarafindan saglandi ve fareler standart fare yemi ile
beslenerek, igme suyunu serbest olarak tiiketerek, 1siklandirilmasi 12 saat aydinlik-12 saat
karanlik, havalandirilmasi (% 60-70 nem) , oda 1s1s1 (20-24 °C) kontrol edilen bir odaya
yerlestirildi. Calismadaki tiim deneysel uygulamalar Uludag Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylandi (Karar no: 2012- 09/04) .

Deneysel Uygulama

Fareler ortama ve deney kosullarina uyum saglayabilmesi i¢in deneysel uygulamadan
2 giin Once tartilarak, kafes bagina 5 fare olacak sekilde yerlestirildi. Kafeslerin lizerine
gruplar ile enjeksiyonun baslangig ve bitis tarihini belirten plakalar yerlestirildi. Hayvanlar
4 gruba ayrildi; higbir enjeksiyon yapilmayan (kontrol A grubu) , TAM’ 1n eritildigi
tastyici soliisyonun enjekte edildigi (Kontrol B grubu) , 0.5mg/fare/giin TAM enjekte
edilen (0.5 TAM) ve 1.5mg/fare/giin TAM (1.5 TAM) enjekte edilen olmak tizere
gruplandirildi. Calismada her grupta 20 fare olmak tizere toplam 80 hayvan kullanildi.
TAM, % 10 etanol: % 90 musir yagi igerisinde eritildi ve bu eritme i¢in hazirlanan
soliisyon, kontrol B grubu igin kullanildi (0.1 ml/fare) . Eritilen TAM, 0.5 mg/fare ve 1.5
mg/fare dozda toplam 0.1 ml i¢inde subkutan yolla hayvanlara 5 giin boyunca enjekte
edildi. TAM enjeksiyon Oncesi her giin taze olarak hazirlandi, dokularin alinacag: giin

hayvanlara enjeksiyon yapilmadi.

Dokularin Alinmasi
Histolojik Prosediir

Deney sonrasinda, vaginal smear ile prodstrus doneminde olan hayvanlar ayrildi ve
agirliklar tartilarak ether inhalasyonu ile uyutuldu. Daha sonra hayvanlarin karin bolgeleri
acildi, her hayvanin sag ovaryumu aliarak stereo mikroskop altinda ¢evre yag

dokularindan temizlendi ve ovaryumlarin tartimlart yapildi. Bu ovaryumlar
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numaralandirilmis kasetler igerisinde Bouin tespit soliisyonuna alinarak 24 saat tespit
edildi. Tespit soliisyonunda bulunan ovaryumlar degisik derecelerde alkol (% 50, 70, 80,
90, absolii) , ksilol ve parafin serisinden gegirilerek, graniillii, 58-60 °C’ de eriyen parafinle
blokland.

Her bir grupta ovaryumlarin tam ortasindan gegecek sekilde parafin bloklardan yari
otomatik mikrotomla 5 mikrometre kalinliginda (Leica RM 2155, U.S.A.) 5’ er kesit alind1
ve bu kesitler % 30’ luk lizinle hazirlanmus, lizinli lamlara ¢ekildi. Her grupta bu ovaryum
doku kesitlerinin bir tanesi genel yapinin gézlenmesi ve follikiil sayimlarinin yapilmasi
i¢cin Crossmann’ 1in modifiye tiglii boyama yontemiyle (80) boyandi, diger kesitler ise

immunohistokimyasal degerlendirilmeler i¢in ayrildi.

Bouin Tespit Soliisyonunun Hazirlansi

Doymus Pikrik Asit................. 75 ml
Notr Formol................ooi 25 ml
Asetik ASit......oovviiiiiiiin.. 5 ml (Kullanilacagi zaman eklenir) .

Uclii Boyama Soliisyonlarimin Hazirlanisi

Weigert Hematoxylin Soliisyonu

Soliisyon A; Soliisyon B;

Hematoxylin ( Crist)............... 1 gr Distile su.........cocennen. 99 ml

%95alkol..........cooeiiiiiiiiil. 100 ml Demir-3-Klordir............. 1 gr (Siviile 4 ml)
HCL ... 1ml

Soliisyonlar hazirlandiktan sonra erimeleri i¢in bir gece bekletildi.

A ve B soliisyonlar1 esit miktarda hazirlanip karistirildi.

Metil Alkol (Metil Karbonat) Soliisyonu

Distile su........cocovviiiiiininn... 125 ml
Metil alkol (Metanol).............. 125 ml
Sodyum karbonat.................. 0.5 gr (Kendiliginden erimesi i¢in bir gece bekletildi) .
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Asit Fuksin Seliisyonu Fosfotungistik Asit Soliisyonu

Asit fuksin....................e 1.4 gr Phosphotungstic Asit....... 3or
Distile SU............coeiiiininnn 400 ml Distile su..................... 100 ml
Tymol.......cooviiiiii s 0.26 gr

Asetik asit..............oooeeeenin 4 ml

Anilin-Blue Soliisyonu Asetik Asit Soliisyonu
Anilin-Blue........................ 2 gr Asetik ASit................... 2 ml
Distile SU.......oeiiiiiiiiinn, 100 mi Distile SU......covvvreenn.. 100 ml
Asetik asit...........cooeiiiiinni 2 mi

Uclii Boyama Yontemi
Boyama i¢in hazirlanan lamlar koprii igersine yerlestirildi.
1. Koprii igersindeki lamlar deparafinizasyon islemi i¢in 6nce xylol I’ e (10 dakika) ve
daha sonra xylol I’ ye (10 dakika) alind1.
2. Dehidrasyon iglemi i¢in sirasiyla; - absolu alkol I (3 dakika) ,
- absolu alkol IT” ye gecirilip (3 dakika) ,
- % 96’ lik alkol (3 dakika),
- % 80’ lik alkol (3 dakika) ve
- % 70’ lik alkol (3 dakika) soliisyonlarindan
gecirildi.
3. Distile suda ¢alkalamaya alind1 (2x3 dakika) .
4. Kesitler sonrasinda ¢ekirdek boyamasi i¢in Weiger Hematoxylin soliisyonunda
bekletildi (8 dakika) .
5. Kesitler akarsuda yikamaya alind1 (5 dakika) .
6. Metil alkolde 1 dakika bekletildi.
7. Tekrar kesitler akarsuda yikamaya alind1 (5 dakika) .
8. Sonra distile suda yikama yapildi (2x3 dakika) .
9. Sitoplazma boyasi i¢in kesitler Asit Fuksin i¢ine alind1 (5 saniye daldirip ¢ikarilarak) .
10. Tekrar distile suda yikama islemi yapildi (2x3 dakika) .
11. Daha sonra kesitler fosfotungstik asit i¢ine alind1 (15 dakika) . Ancak pembe rengin
kontrolii i¢in mikroskop altinda kesitler incelendi.

12. Tekrar distile suda yikama yapildi (2x3 dakika) .
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13. Kesitler sonra bag doku boyamasi i¢in Anilin-Blue soliisyonuna alind1 (2 dakika) .
14. Tekrar distile suda yikama yapild1 (2x3 dakika) .
15. Sonra asetik asit i¢cine alind1 (1 dakika) .
16. Distile suda yikama yapild1 (2x3 dakika) .
17. Yikama isleminden sonra kesitler -%96’ lik alkol I (3 dakika) ,
-%96’ lik alkol II (3 dakika) den gegirilip,
-absollii alkol I (3 dakika) ve
-absollii alkol IT” ye alind1 (3 dakika) .
18. Kesitler daha sonra -xylol I (5 dakika) ,
-xylol 11 (10 dakika) ,
-xylol III” den (15 dakika) gegcirildi.

19. Kesitler iizerine entellan damlatilarak lamel ile kapatildi.

Immunohistokimya

Ovaryumlardan alinan kesitlere immunohistokimyasal olarak, hiicre proliferasyonunu
belirlemek i¢in Ki 67, ovaryum dokusunda Notch 2 ve Jagget 1 protein ekspresyonlarini
belirlemek icin spesifik antikorlar ile indirekt Streptavidin-Biotin Peroksidaz kompleks

yontemi uygulandi ve 1s1k mikroskobunda incelendi.

Immunohistokimyasal Gerecler

Primer Antikorlar: Ki 67 rabbit monoclonal antibody (Lab Vision-Clone SP6) , rabbit
polyclonal Notch 2 (Cell Signaling 5732) , goat polyclonal Jagget 1 antibody (sc 6011) .
Sekonder Antikorlar: Histostain Plus rabbit primary (Zymed kit: 85-6743) , InmPRESS
anti goat Ig Peroksidaz (MP-7405) .

Bufferlar ve Yikama Soliisyonu: Sitrat Buffer soliisyonu pH 6 (Sitrik asit monohydrate
(Merck-100244) , PBS tablet (Phosphat Buffer Saline pH 7.4) , % 30’ luk hidrojen peroksit
soliisyonu (Merck-K 33887597) , antibody diliient (Zymed 00-3118) .

Kromojen: DAB (3-3 Diaminobenzidin) (Zymed-00-2020) .

Poly-I-lysine soliisyonu (Sigma P8920-US), % 30’ luk lizin soliisyonunda hazirlanmig
lizinli lamlar, lamel, entellan, mikrotom bigagi, plastikten yapilan nemli bir ortam

(nemlendirme kutusu-Isin Tip-Tiirkiye) .
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Immunohistokimyasal Prosediir

Streptavidin-Biotin Peroksidaz yontemine gore yapilan boyamada;
1. Polilizinli lama cekilen dokular 37° C’ lik etiivde kurutuldu.
2. Deparafinizasyon islemi i¢in, dokular ksilole alind1 (2x15 dakika) .
3. Dokular % 100’ liik absolii alkol (2x5 dakika) , % 96’ lik alkol (2x5 dakika) , % 80’ lik
ve % 70’ lik alkol (5 dakika) ve distile suya ge¢irildi.
4. Dokulardaki antijeni agiga ¢ikarmak i¢in Sitrat Buffer (pH: 6) soliisyonu igersine alinan
kesitler mikrodalga firinda, 600 Watt’ lik devirde, 4 defa olmak tizere 5’ er dakikalik
1sitma iglemine tabi tutuldu. Daha sonra Sitrat Buffer soliisyonu igersindeki kesitler 20
dakika oda 1s1sinda sogumaya birakildi.
5. Sitrat Buffer soliisyonundan ¢ikarilan kesitler PBS ile yikandi.
6. Endojen peroksidaz aktivitesini 6nlemek icin, dokular % 3’ liik hidrojen peroksit (6ml
H,0,+64 ml distile su) soliisyonu igersinde 20 dakika inkiibe edildi.
7. Dokular PBS igersinde 3 defa olmak tizere 5’ er dakika yikand.
8. PBS soliisyonundan ¢ikarilan dokularin fazla sivis1 alinarak dokulara protein bloke edici
soliisyon (Ki 67 ve Notch 2 i¢in rabbit blocking serum, Jagget 1 i¢in horse blocking serum)
konuldu ve 60 dakika beklendi.
9. Dokular yikanmadan {izerlerine 1/500 oraninda sulandirilmis Ki 67; 1/400 oraninda
sulandirilmis Notch 2, 1/200 oraninda sulandirilmis Jagget 1 primer antikorlar damlatilarak
(30ul) , +4 °C° de 1 gece bekletildi.
10. Ertesi giin dokular PBS igersinde 3 defa olmak {izere 5’ er dakika yikandi.
11. PBS’ ten ¢ikan Ki 67’ li ve Notch 2’ 1i dokular iizerine Biotinli sekonder antikor
damlatilarak oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi ve daha sonra dokular PBS igersinde
3 defa olmak iizere 5’ er dakika yikandi. Jagget 1’ li dokulara ise reagent soliisyonu
damlatilarak 30 dakika inkiibe edildi ve PBS igersinde 3 defa olmak tizere 5° er dakika
yikandu.
12. PBS’ ten ¢ikan dokular tizerine, enzim olarak streptavidin-HRP kompleks damlatilarak
oda sicakliginda 15dakika inkiibe edildi (Ki 67 ve Notch 2 antikorlu dokular i¢in) .
13. DAB kromojen ve substrat karisimindan (1 ml distile suya 1, 2 ve 3 numarali
soliisyonlardan 1° er damla karistirilarak) dokularin {izerini kapatacak sekilde preparatlara
damlatilarak 5 dakika beklendi.
14. Daha sonra dokular distile su ile yikandi.
15. Distile sudan ¢ikan dokular ¢gesme suyunda yikandi.
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16. Daha sonra dokular karsi boyama i¢in 10 saniye Harris hematoksilen soliisyonunda
bekletildi.

17. Hematoksilen soliisyonundan ¢ikan dokular ¢esme suyu ve distile suda yikandi.

18. Daha sonra dokular dereceli alkollerden (% 96, 100) gegirilerek ksilole alindi (3x10
dakika) .

19. Dokular iizerlerine entellan damlatilarak lamel ile kapatildi.

Tunel Yontemi (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Mediated dUTP Nick End
Labeling)

Apoptozisin belirlenmesi amaci i¢in Tunel (terminal deoxynucleotidyl transferase
mediated dUTP nick end labeling) tekniginden yararlanildi.

Tunel tekniginde, DNA {izerindeki kiriklar apoptotik sinyaller olusturmaktadir, a¢iga
¢ikan DNA parcaciklarinin serbest 3'- OH uglarina terminal deoksiniikleotidil transferaz
(TdT) kullanilarak biotin ile isaretlenmis ve isaretlenmemis deoksiniikleotidler eklenir.
Daha sonra biotin ile isaretlenmis niikleotidler, streptavidin-horseradish peroksidaz
konjugati ile tespit edilir. Diaminobenzidine, isaretlenmis drnek ile tepkimeye girerek
DNA kirig1 bolgesinde ¢oziinemeyen bir substrat olusturur. Metil yesili ile zit boyama

yapilarak islem sonlandirilir.

Gerecler

Tunel label mix (Roche 11767291910) , Tunel enzim (Rochel1767305) , Tunel POD
(Roche 1772465) , Tunel dilution buffer (Roche 11966006001) , PBS tablet (Phosphat
Buffer Saline pH 7.4) , % 30’ luk hidrojen peroksit soliisyonu, Proteinaz K (Zymed 00-
3011), TritonX-100 (% 10 stok solusyon) , Sitrat buffer (pH 6.0) , DNase, Methyl Green.

Tunel Boyama Prosediirii

1. Lizinli lama ¢ekilen dokular 37° C’ lik etiivde 12 saat etiivde bekletildi.

2. Deparafinizasyon islemi i¢in, dokular ksilole alind1 (2x15 dakika) .

3. Dokular % 100’ liikk absolii alkol (2x5 dk) , % 96’ lik alkol (3 dakika) , % 80’ lik ve %
70’ lik alkol (3 dakika) ve PBS’ de (5 dakika) yikandi.

4. Permiabilizasyonu artirmak amaciyla Proteinaz K (10 dakika) preparatlar tizerine
(yaklasik 60 pL) eklenerek oda 1sisinda bekletildi.

5. Dokular PBS igersinde 2x5 dakika yikandi.
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6. Dokulara % 0.1 lik TritonX-100 karisimi (1 ml PBS+1 pL TritonX-100) konarak
(yaklasik 20 uL) buz iistiinde 5 dakika bekletildi.

7. Dokular PBS igersinde 2x5 dakika yikandi.

8. Pozitif kontrol yapmak i¢in dokulara DNase eklenerek 37 °C” de 10 dakika inkiibe
edildi.

9. Dokular PBS igersinde 2x5 dakika yikandi.

10. Hazirlanan Tunel enzim kiti (10 kisim enzim+20 kisim diliisyon buffer+45 kisim label
oraninda) dokulara eklenerek, 37 OC’ de karanlikta 1 saat inkiibasyona birakildi.

11. PBS ile 3x1 dakika dokular yikandi.

12. POD soliisyonu dokulara eklendi ve etiivde 30 dakika bekletildi.

13. PBS’ de 4x2 dakika yikandi.

14. PBS’ den ¢ikan dokular kurulanarak, tizerine DAB kromojen ve substrat (peroksidaz
substrat) karisimindan (75 pL) damlatilarak oda sicakliginda yaklasik 3 dakika inkiibe
edildi. Bu arada renk gelisimi mikroskop altinda incelendi.

15. Daha sonra dokular distile su ile 3x1 dakika yikanarak, 5 dakika distile su igerisinde
birakildi.

16. Dokular zit boyama i¢in 10 dakika % 0.5 methyl green soliisyonunda bekletildi.

17. Methyl green soliisyonundan ¢ikan dokular distile suda yikandi.

18. Daha sonra dokular % 100 N- butanolden gegirilerek ksilole alind1 (2 dakika) .

19. Dokular iizerlerine entellan damlatilarak lamel ile kapatildi.

Follikiillerin Morfolojik Simiflandirmasi

Triple boyama ile follikiillerin morfolojik siniflandirmasinda; granuloza hiicre sekli ve
hiicre katman sayis1 goz ontine alindi. Buna gore; oositi gevreleyen yassi tek sirali
granuloza hiicreleri igeren follikiil primordiyal follikiil, tek sirali kiibik granulosa hiicreleri
ile cevrili follikiil primer follikiil, iki ya da daha fazla siral kiibik granuloza hiicreli ve
granuloza hiicreleri arasinda bosluk (antrum) sekillenmemis, teka tabakasi belirginlesmeye
baslamis follikiiller sekonder follikzil, kiibik granuloza hiicreleriyle ¢evrili ve bu hiicreler
arasinda antral bosluklar belirmeye baslamis, teka follikiilleri daha belirgin olan follikiiller
antral follikiil, ¢ap1 en genis olan ve antral boslugun ileri derecede gelistigi ve kumulus
granuloza hiicre tabakasinin belirginlestigi follikiil graff follikiil (tersiyer follikiil) olarak
adlandirildi ve follikiiller siniflandirmaya gore sayildi (81) .
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Kantitatif Analiz ve Istatistiksel Degerlendirmeler

Canli Agwrlik Kazanct ve Ovaryum Agirlik Degerleri

Gruplarin canli agirlik kazanglarini belirlemek i¢in, deneyin baslangicinda ve sonunda
hayvanlarin agirliklar: tartilarak agirliklar arasindaki farklilik farelerin deney siiresince
canli agirlik kazanci olarak degerlendirildi.

Farelerin ovaryum agirliklarini belirlemek i¢in, deney sonrasi hayvanlar ether
inhalasyonu ile uyutulup karin bolgeleri agildi ve farelerin sag ovaryum alinarak,
ovaryumlarin tartimlar1 yapildi. Deney sonrasinda, hayvanlarin canli agirlik kazanci ve
ovaryum agirlik degerleri bakimindan gruplar arasindaki farkliliklar, istatistiki yonden

incelendi.

Ki 67 Degerlendirmeleri

Gruplarin ovaryumlarinda follikiil proliferasyonu, gruplardaki tiim hayvanlarin
ovaryum kesitlerinde Ki 67 boyanma gosteren granuloza hiicreli follikiillerin, total
follikiillere orantyla belirlendi (82) . Ki 67 pozitif reaksiyon veren follikiillerin
degerlendirilen tiim follikiillere oran1 bakimindan gruplar arasinda farkliliklar, istatistiksel

yonden incelendi.

Notch 2 ve Jagget 1 Degerlendirmeleri

Notch 2 ve Jagget 1 immunohistokimyasal degerlendirmeler, follikiillerde antikorlarin
boyanma siddetine gore yapildi. Siddetine gore; boyanma yok ise negatif (-) , hafif
siddette boyanma var ise hafif siddette (+) , orta siddette boyanma mevcut ise orta siddette
(++) , siddetli boyanma gézlendiyse siddetli (+++) olarak follikiiller degerlendirildi.
Siddetine gore yapilan skorlama sonucu, gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel yonden

incelendi (83) .

Tunel Degerlendirmesi

Follikiil siniflarinda Tunel ile isaretlenme, 0-2 skor degerleri ile gosterildi. Buna gore
Tunel pozitif isaretlenen granuloza hiicrelerinin orani, follikiildeki tiim granuloza
hiicrelerinin % 5’ inden az ise skor 0, bu oran % 5-10 arasinda ise +1, % 10 ve % 10’ dan
dan fazla ise skor 2 olarak degerlendirildi. Tunel boyanma gosteren follikiil siniflarinin
yukarida bahsedilen sekilde skor degerlendirmeleri yapilarak, gruplar arasindaki

farkliliklar istatistiksel yonden incelendi. Tunel skor degerleri ile gruplar arasinda
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follikiillerin apoptotik indeksi belirlendi. Follikiillerde, Tunel 2 skor degere sahip olan
follikiiller atretik follikiil olarak degerlendirildi. Ovaryum kesitlerinde atretik follikiillerin,
total follikiillere oran1 % olarak hesaplanarak ve gruplar arasinda atretik follikiil yilizdesi

belirlendi (84) .

Istatiksel Analizler

Gruplarmin canli agirlik kazanci, ovaryum agirliklari, follikiil sayima,
immunohistokimyasal boyamalar ve Tunel yontemi ile elde edilen verilerin ortalama ve
standart hata degerleri bulunarak, gruplar arasindaki farkliliklarin istatiksel agidan 6nem
gosterip gostermedigi belirlendi. Gruplar arasinda istatistiksel farkliliklar One Way Anova
varyans analizi ile arastirildi. Gruplar arasindaki farkliligin hangi grup ya da gruplardan
kaynaklandigini belirlemek i¢in Tukey testi uygulandi. Giiven diizeyini gdstermede p<
0,01, p< 0,05 simgeleri kullanildi. Caligsmanin istatistiksel analizleri Sigma Stat programi

ile sekiller ise Sigma Plot programi kullanilarak yapildi.
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BULGULAR

Canh Agirlik ve Ovaryum Agirhik Degerlendirmeleri

Deney sonrasinda, hayvanlarin ortalama canli agirlik kazanglari, kontrol A grubunda
1,07 + 0,21 gr, kontrol B grubunda 0,93 + 0,18gr ve 0.5 TAM grubunda 1,27 + 0,18 gr, 1.5
TAM grubunda 1,67 + 0,27 gr olarak saptandi. Ortalama canli agirlik kazanci bakimindan,
gruplar arasinda istatistiki yonden 6nem belirlenmedi (p > 0,05) (Tablo- 1, Sekil- 3A) .

Deney sonrasinda hayvanlarin ovaryum agirliklar1 degerlendirildiginde; ortalama
kontrol A grubunda 4,6 + 0,39, kontrol B grubunda 4,5 + 0,45, 0.5 TAM grubunda 4,9 +
0,49, 1.5 TAM grubunda 3,8 + 0,39 olarak belirlendi. Gruplar arasinda ovaryum agirliklari
bakimindan da istatistiksel farklilik gézlenmedi (p > 0,05) (Tablo- 2, Sekil- 3B) .

Tablo- 1: Gruplarin deney sonrasi ortalama canli agirlik kazanci (gr) ve ovaryum agirlik
(mg) degerleri.

Kontrol A Kontrol B 0.5mg TAM 1.5mg TAM
Grup|ar X £ Sx X £ Sx X £ Sx X £ Sx
Canh agirhk (gr) 1,07+ 0,21 0,93+0,18 1,27+0,18 1,67 +0,27
Ovaryum agirhk (mg) 4,6 +0,39 4,5+ 0,45 4,9+ 0,49 3,8+ 0,43
6 25
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Sekil- 3: Gruplarin deney sonrasi, (A) ortalama canli agirlik kazanci (gr) ve (B) ovaryum
agirlik (mg) degerleri.
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Ovaryum Histolojisi ve Follikiil Sayilar:

Deneysel prosediiriin sonunda kontrol A, kontrol B grubu hayvanlardan alinan
ovaryum kesitlerinde korteks ve medulla ayiriminin yapilamadigi, ovaryuma follikiillerin
hakim oldugu gozlendi. TAM enjekte edilen gruplarda ise gelismekte olan follikiillerin ve
korpus luteumun oldukga az oldugu, ovaryum yiizeyinde korteks ve medulla ayiriminin
belirgin oldugu, intersitisyel alanin oldukca genis ve intersitisyel hiicrelerin artmig oldugu
gbzlendi. Bununla birlikte ovaryumda kistlerin yer aldig1 belirlendi ( Sekil- 4A, B ve
Sekil- 5) .

Sekil- 4: Kontrol A grubu (A) ve 1.5 TAM grubunun (B) ovaryumundan genel
goriinim. Uglii boyama, Bar 200 um.

Sekil- 5: TAM uygulanan grubun ovaryumunun medullasindan goriiniim. Uglii boyama,
Bar 100 um.
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Follikiil Sayilar:

TAM’ 1n follikiil sayilari iizerine etkisini belirlemek i¢in, deney sonrasinda
hayvanlardan ovaryumlar alindi ve bu ovaryumlarin tam ortasindan gegen en biiyiik iki seri
kesit degerlendirildi. Degerlendirmede ti¢lii boyama ve Tunel boyama yonteminin
sonuglarindan yararlanildi. Buna gore, ovaryum yiizeyindeki follikiiller, saglikli ve atretik
olmak tizere iki gruba ayrildi. Gruplarda follikiil siniflarina gore saglikl follikiil sayilari;
Primordiyal Follikiil; Ortalama olarak kontrol A ovaryum kesitlerinde primordiyal
follikiiller 18,14 + 2,44, kontrol B grubunda 20,86 + 2,81, 0.5 TAM grubunda 32,17 +
2,66, 1.5 TAM grubunda 34,43 + 5,35 olarak bulundu. Primordiyal follikiil sayilari
bakimindan kontrol A ve 1.5 TAM grubu arasinda p < 0,01diizeyinde istatistiki dnem
gozlenirken, 1.5 TAM grubu kontrol B ile ayrica 0.5 TAM grubu hem kontrol A hem de
kontrol B gruplari ile p < 0,05 diizeyinde istatistik onem gostermistir. 1.5 TAM grubu ile
0.5 TAM gruplari arasinda ise istatistiki 6nem gozlenmemistir (p > 0,05) (Tablo- 2, Sekil-
6A) .

Primer Follikiil; Ortalama olarak kontrol A grubunda primer follikiil sayis1 3,57 + 0,79,
kontrol B grubunda 3,00 + 0,44, 0.5 TAM grubunda 3,43 + 0,65, 1.5 TAM grubunda 5,43
+ 1,33 olarak belirlendi. Primer follikiil sayilart bakimindan gruplar arasinda istatistiki
yonden 6nem belirlenmedi (p > 0,05) (Tablo- 2, Sekil- 6B) .

Sekonder Follikiil; Ortalama olarak kontrol A grubunda sekonder follikiil sayis1 8,43 +
1,49, kontrol B grubunda 8,00 + 1,38, 0.5 TAM grubunda 5,27 + 0,29, 1.5 TAM grubunda
6,29 + 0,71 olarak belirlendi. Sekonder follikiil sayilar1 bakimindan gruplar arasinda
istatistiki yonden 6nem belirlenmedi (p > 0,05) (Tablo- 2, Sekil- 6C) .

Antral Follikiil; Ortalama olarak kontrol A grubunda antral follikiil sayis1 4,14+0,88,
kontrol B grubunda 4,29 + 0,75, 0.5 TAM grubunda 2,00 + 0,22, 1.5 TAM grubunda 1,86
+ 0,51 olarak belirlendi. Antral follikiil sayilar1 bakimimdan kontrol A ve kontrol B
gruplari, 0.5 TAM ve 1.5 TAM gruplari ile p < 0,05 diizeyinde istatistiki yonden 6nem
gosterdi (Tablo- 2, Sekil- 6D) .

Korpus Luteum; Ovaryum doku kesitlerinde kontrol A grubunda 3,86+0,86, kontrol B
grubunda 3,17 + 1,33, 0.5 TAM grubunda 1,29 + 0,64, 1.5 TAM grubunda 0,57 = 0,30
ortalama korpus luteum sayilari belirlendi. Gruplar arasinda korpus luteum sayilari
bakimindan kontrol A ve kontrol B gruplari, 0.5 TAM grubu ile p < 0,05 diizeyinde,
kontrol A grubu 1.5 TAM grubu ile p < 0,01 diizeyinde istatistiki yonden 6nem gosterdi
(Tablo- 2, Sekil- 6E) .
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Total Follikiil; Total saglikli follikiil sayilari kontrol A grubunda 34,29 + 4,65, kontrol B
grubunda 36,14 + 2,65, 0.5 TAM grunda 38,29 + 5,0, 1.5 TAM grubunda 48,0 + 5,98
belirlendi. Total follikiil sayis1 bakimindan gruplar arasinda istatistiki yonden 6nem

belirlenmedi (p > 0,05) (Tablo- 2, Sekil- 6F) .

Tablo 2: Gruplarda follikiil siniflar1 ve follikiil sayilar

Primordiyal Primer Sekonder Antral Korpus Luteum  Total

Gruplar X + Sx X + SX X + SX X £ SX X+ 8x X + Sx

Kontrol A 18,14 + 2,44 357+0,79 8,43+1.49 4,14+ 0,88 3,86 £ 0,86 34,29 + 4,65
Kontrol B 20,86 £ 2,81 3,00+0,44  8,00+1,38 4,29+ 0,75 3,17 +1,33 36,14 + 2,65
0.5 TAM 32,17+2,66° 3,43+0,65 527+0,29 2,00+£0,22° 1,29+0,64° 38,29+5,0

15 TAM 34,43+535* 543+133  6,29+0,71 1,86 +051° 0,57 +0,30° 48,0 + 5,98

a, Ayni siitunda, kontrol A’ dan farkli (p < 0,01), b, ayni siitunda, kontrol B’ den farkl1 (p
<0,05), ¢, Ayni siitunda, kontrol A ve kontrol B’ den farkli (p <0,05) .

*QGruplar arasindaki farklilik, kontrol gruplarina goére belirlenmistir.
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Sekil- 6: Gruplarda follikiil siniflar1 ve follikiil sayilart (A) Primordiyal follikiil, (B) Primer
follikiil, (C) Sekonder follikiil, (D) Antral follikiil, (E) Korpus luteum, (F) Total follikiil
sayisi. a, Ayni siitunda, kontrol A’ dan farkli (p <0,01) , b, ayn1 siitunda, kontrol B’ den
farkli (p <0,05) , ¢, Ayni siitunda, kontrol A ve kontrol B’ den farkli (p < 0,05) .
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Atretik Follikiil Degerlendirmeleri
Tunel ve Uglii Boyama Degerlendirmeleri

Ovaryum ylizeyindeki follikiiller histolojik olarak incelenerek, follikiiller saglikli ve
atretik olmak tizere iki gruba ayrildi (Sekil- 7) . Ovaryum kesitlerinde apoptozisi
belirlemek i¢in, Tunel boyama yontemi uygulandi. Tunel degerlendirmeleriyle elde edilen
veriler liclii boyama yontemiyle boyanan kesitlerle dogrulandi. Tunel metodunda
reaksiyon hiicre ¢ekirdeklerinde gézlendi. Tunel kontrol dokularinda tiim hiicre
¢ekirdeklerinin Tunel pozitif (+) reaksiyon verdigi, enzim uygulanmayan negatif kontrol

dokularinda ise reaksiyon gozlenmedigi belirlendi.

e B g

ol ) W

Sekil- 7: Saglikli follikiil (oklar) , apoptotik granuloza hiicrelerinin hakim oldugu atretik
follikiil (ok baslar1) . Uclii boyama, Bar 200 pm

Saglikli follikiillerde bazen az sayida granuloza hiicrelerinin follikiil antrumuna
dokiildiigii ve apoptotik yap1 gosterdigi fakat follikiil i¢erisindeki ¢cogu granuloza
hiicrelerinin ¢ok i1yi organize bir sekilde yerlestigi ve hiicre membran biitiinliigliniin
bozulmadig belirlendi. Bu saglikli follikiillerin Tunel boyama yontemiyle negatif (-)
reaksiyon verdigi gézlendi. Ovaryum ylizeyindeki saglikli follikiillerin arasinda ayrica
apoptotik 6zellik gosteren granuloza hiicrelerinin ¢ogunlukta oldugu ve bazen granuloza
tabakasinin tamamen ortadan kalktig1 atretik follikiillere de rastland1 (Sekil- 7) . Bu atretik
follikiillerin Tunel boyama yontemiyle pozitif (+) reaksiyon verdigi gozlendi (Sekil- 8) .

Uclii boyama ydntemi ile atretik follikiillerdeki granuloza hiicrelerinin saglikli granuloza
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hiicrelerinden ayrildigi, piknotik ¢ekirdekli ve kromatin yogunlagmasi gibi apoptozisin
morfolojik 6zelliklerine sahip oldugu ve antrum igerisine dokiildiikleri belirlendi. Yapilan
degerlendirme sonucunda, tiim gruplarda primordiyal ve primer follikiillerde atrezi
goriilmezken, baz1 sekonder ve antral follikiillerde atrezi gézlendi. Gruplar arasinda hem
ticlii boyama hemde Tunel pozitif reaksiyon gosteren atretik follikillerin tim
degerlendirilen follikiillere oran1 % olarak belirlendi (Tablo- 3) . Atretik follikiil yiizde
degerlendirilmesi bakimindan gruplar arasinda istatistiksel bir farklilik gdzlenmedi.
Bununla birlikte 1.5 TAM grubunda ve 0.5 TAM gruplarinda atretik follikiil yiizdesi diger
kontrol gruplarina gore yiiksek belirlendi (Tablo- 3, Sekil- 9A) .

Sekil- 8: Tunel pozitif reaksiyon gosteren atretik follikiiller (oklar) , Tunel negatif
reaksiyon gosteren saglikli follikiiller (ok baslari) . Bar 100 um.

Ki 67 Degerlendirmeleri

Ki 67 protein ekspresyonu, follikiillerin granuloza hiicre sitoplazmasinda ve
cekirdeklerinde gozlendi (Sekil- 10) . Antikor uygulanmayan negatif kontrol dokularinda
ise boyanma goézlenmedi. Ovaryumun intersitisyel alaninda ve korpus luteumlarda ¢cok
zayif siddette sitoplazmik boyanmis Ki 67 pozitif hiicrelere rastlandi. Tiim gruplarda Ki
67 pozitif reaksiyon, sekonder follikiiller ve antral follikiillerin granuloza hiicrelerinde
gozlendi. Atretik follikiillerin granuloza hiicrelerinde ise immunreaksiyon gézlenmedi
(Sekil- 11) . Gruplar arasinda Ki 67 immunreaksiyon siddeti bakimindan farklilik

belirlenmedi. Bununla birlikte Ki 67 pozitif reaksiyon veren follikiillerin, degerlendirilen
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tiim follikiillere oran1 bakimindan gruplar arasinda istatistiksel farkliliklar belirlendi. Buna
gore, gruplar arasinda proliferasyon gdsteren follikiillerin yiizdesi, 0.5 TAM ve 1.5 TAM
gruplarinda diistik olarak belirlendi ve bu gruplar hem kontrol A hemde kontrol B gruplari
ile p < 0,05 diizeyinde istatistiki onem gosterdi (Tablo- 3, Sekil- 9B) .

Tablo- 3: Gruplarin ovaryumunda Ki 67 pozitif follikiil ve atretik follikiillerin degerleri
(%)

Ki 67 pozitif follikiiller Atretik follikiiller
Gruplar X £ Sx X £ Sx
Kontrol A 32,14 +£5,54 12,43 +£8,71
Kontrol B 28,86 + 3,60 13,14 + 6,81
0.5 TAM 16,71 + 2,87° 15,57 +7,16
1.5 TAM 15,29 + 3,79¢ 17,85+ 11,68

¢, Ayni siitunda, kontrol A ve kontrol B’ den farkli (p < 0,05) .
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Sekil- 9: Total follikiillerde, (A) Atretik follikiillerin yiizde degeri. (B) Ki 67 pozitif
reaksiyon veren follikiillerin ylizde degeri; ¢, Ayni siitunda, kontrol A ve kontrol B’ den
farkli (p <0,05) .
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Sekil- 11: Kontrol A grubunda Ki 67 immunreaksiyon veren follikiiller (oklar) .
Bar 200 um.

Notch 2 Degerlendirmeleri

Notch 2 protein ekspresyonu hiicrelerin sitoplazmalarinda tespit edildi. Ovaryum
dokusunda Notch 2 protein ekspresyonu tiim follikiillerin granuloza ve teka hiicrelerinde,
ovaryum yiizey epitel hiicreleri ve korpus luteumlarda belirlendi (Sekil- 12) . Tim
gruplarin intersitisyel hiicrelerinde Notch 2 protein ekspresyonu belirlenmezken, oosit
sitoplazmalarinda ve atretik follikiillerin granuloza hiicrelerinde ¢ok zayif siddette (+1)

immunreaksiyon gozlendi. Yiizey epitel hiicrelerinde, follikiillerin teka hiicrelerinde ve
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korpus luteum hiicrelerinde ise siddetli (+3) boyanma gozlendi. Reaksiyon siddeti
bakimindan granuloza hiicrelerinin, teka hiicrelerine ve korpus luteumlara gore daha zayif
immunreaksiyon gosterdigi belirlendi.

Gruplar arasinda, Notch 2 boyanma siddeti bakimindan farkliliklar, granuloza
hiicrelerinde ve bu farklilik 6zellikle kontrol gruplariyla, 0.5 TAM ve 1.5 TAM gruplart
arasinda daha belirgindi (Sekil- 13A, B) . Gruplar arasinda granuloza hiicrelerinde Notch
2 ekspresyonu kontrol A grubunda 1,43 + 0,20, kontrol B grubunda 1,57 + 0,20, 0.5 TAM
grubunda 2,29 + 0,18, 1.5 TAM grubunda 2,29 + 0,18 olarak saptandi. Istatistiki
degerlendirme sonucunda, 0.5 TAM grubu kontrol A ve kontrol B gruplart ile p < 0,05
diizeyinde, 1.5 TAM grubu ise kontrol A ile p <0,05 diizeyinde, kontrol B ile p <0,01

diizeyinde 6nem gostermektedir (Sekil- 14) .

Sekil- 12: Kontrol A grubunda Notch 2 immunreaksiyonun genel goriiniimii. Bar 200 pm.
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Sekil- 13: (A) kontrol A grubu granuloza hiicrelerinde orta siddette (+2) , (B) 1.5 TAM
grubunda siddetli (+3) Notch 2 immunreaksiyon. Bar 100 pm.

30 1 mmm Kontrol A
B Kontrol B
= 0.5 TAW
25 mm 15TAM

204

Notch Boyanma §iddeti

05 4

0.0
Granuloza Hiicresi

Sekil- 14: Follikiillerin granuloza hiicrelerinde Notch 2 boyanma siddeti.
¢, kontrol A ve kontrol B’den farkli (p <0,05) , d, kontrol A’ dan farkli (p < 0,05),
e, kontrol B’ den farkli (p <0,01) .

Jagget 1 Degerlendirmeleri

Ovaryum dokusunda Jagget 1 baslica saglikli follikiillerin oosit sitoplazmasinda,
intersitisyel hiicrelerde, korpus luteum hiicrelerinde ve follikiillerin teka hiicrelerinde
gozlendi (Sekil- 15) . Ayrica bazi follikiillerin granuloza hiicrelerinde zayif siddette pozitif
reaksiyon gdzlendi. Immunreaksiyon, atretik follikiillerin granuloza ve teka hiicrelerinde
ayrica ylizey epitel hiicrelerinde gézlenmedi. Jagget 1 protein ekspresyonu hiicre
sitoplazmalarinda belirlendi. Reaksiyon siddeti bakimindan gruplar arasinda farklilik
belirlenmedi. Tiim gruplarda intersitisyel hiicrelerde ve korpus luteum hiicrelerinde
siddetli (+3) , follikiillerin teka hiicrelerinde ve oosit sitoplazmasinda ise orta siddette

reaksiyon (+2) gozlendi (Sekil- 16) .
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Sekil- 16: 1.5 TAM grubunda oosit sitoplazmasinda (0k) ve intersitisyel hiicrelerde
(y1ldizlar) Jagget 1 immunreaksiyon. Bar 100 pm.
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TARTISMA VE SONUC

Tamoksifen Ostrojen reseptor pozitif meme kanserlerinde tedavi amaciyla ¢ok sik
kullanilan segici Ostrojen reseptor modiilatorlerinden biridir. TAM dokular tizerinde farkli
biyolojik aktiviteye sahiptir ve doku spesifik olarak dstrojen agonist veya strojen
antagonist etkiler gosterir. TAM’ 1n bu etkileri uygulama siiresine ve dozuna bagli olarak
degismektedir (25, 85) .

TAM’ in diger SERM bilesiklerine benzer olarak, yem tiikketimi, enerji balansi, viicut
agirlig1 yoniinden Ostrojen agonist olarak rol oynadigi bildirilmektedir (86) .
Calismamizda gruplar arasinda canli agirlik kazanci ve ovaryum agirliklar1 bakimindan
istatistiksel anlamda 6nemli bir farklilik gézlenmedi, bununla birlikte yiiksek doz TAM
uygulanan grupta diger gruplara gore canli agirlik kazancinin yiiksek oldugu belirlendi.
Bizim ¢aligmamiza benzer olarak Hoskin ve arkadaslari (87) , TAM uygulanan
premenapoz kadinlarda canli agirlik kazancinin arttigini bildirmislerdir. Ayrica daha
onceki galigmalarda TAM gibi SERM” lerin gelisimi etkiledigi bildirilmistir (88, 89) .
Calismamizda uygulanilan yiiksek doz TAM’ n canli agirlik iizerine dstrojen agonist etki
gosterdigini diistinmekteyiz. Ovaryum agirliklari ise canli agirlik kazancinin aksine,
yiiksek doz TAM uygulanan grupta, kontrol gruplarina gore azaldig: fakat diisiik doz
TAM’ 1n ovaryum agirligi iizerine etkisi olmadig belirlendi. Bizim sonuglarimiza benzer
olarak Tsujioka ve arkadaslari (25) , 2 ve 4 hafta boyunca farkli dozlarda oral olarak TAM
uygulanan hayvanlarda ovaryum agirliginin azaldigini gézlemislerdir. Calismamizda
uygulanilan TAM dozlarinin gézledigimiz ovaryum morfolojisiyle ilgili olarak ovaryum
tizerinde olumsuz etki yaptigini diisiinmekteyiz.

Sunulan ¢alismada TAM’ 1n saglikli ve atretik follikiil sayilar1 iizerine etkisini
belirlemek i¢in ovaryum Kesitlerine ti¢lii boyama ve Tunel boyama yontemi uygulandi.
Buna gore TAM uygulanan gruplarda diger kontrol gruplarina gore primordiyal follikiil
sayisinin yiiksek, saglikli antral follikiil sayisinin diigiik oldugu belirlendi. Bizim
sonuglarimiza benzer olarak Kossoy ve arkadaslari (85) , meme tiimorlii ratlara TAM
uygulayarak, TAM uygulanan gruplarda primordiyal follikiil sayisinin ve atretik follikiil
sayisinin yiiksek, korpus luteum sayisinin ise diisiik oldugunu bildirmislerdir. Ayrica bazi
arastirmalar diger bir SERM bilesigi olan Raloksifen uygulamasinin, farelerde follikiil
gelisimini baskiladigini, korpus luteum sayisini azalttigini belirterek, ovaryumda

anovulator hemorajik follikilleri gézlemislerdir (11, 90) . Tsujioka ve arkadaslari (25)
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farkli konsantrasyonlarda (0.005, 0.03 ve 0.2 mg/kg/giinliik oral) TAM’ 1 2 ve 4 hafta
stirecince erigkin ratlara uygulayarak TAM uygulanan gruplarda doza bagli olarak atretik
folikiil sayisinin arttigini, korpus luteum sayisinin azaldigini belirtmislerdir. Bizim
calismamizda da arastirmalara (11, 85) benzer olarak TAM uygulanan gruplarda, korpus
luteum sayisinin kontrol gruplaria gore diisiik, atretik follikiil sayisinin ise yliksek oldugu,
Tsujioka ve arkadaslarinin (25) bildirdigi gibi, ovaryumda follikiil gelisiminin baskilandigi
ve antral follikiil sayisinin azaldig1 gozlendi. TAM’ 1n follikiil gelisimi lizerine etkisi
follikiiliin her safhasinda, primordiyalden primere, primerden preantral follikiillere ya da
preantralden antrale gegis sirasinda olabilir. Sunulan ¢aligmada TAM’ 1n follikiilogenezis
tizerine etkisi, follikiil sayilarinin istatistiksel degerlendirmesine gore preantral follikiillerin
antral follikiillere gecis doneminde gozlenmistir. Bizim ¢alismamizin aksine, son yillarda
Mahran ve arkadaslar1 (91) ratlara 1 mg/kg dozda uyguladigt TAM’ 1n, radyoterapinin
etkilerine kars1 koruyucu bir rol oynadigini, radyoterapinin olusturdugu diizensiz hormon
seviyesini TAM’ 1n diizenledigini bildirmiglerdir. Bu ¢alismada ayrica TAM uygulanan
grupta primordiyal ve antral follikiil sayilarinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu ve
TAM’ 1 ovaryum follikiil gelisimini uyardigi bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda ise
follikiilogenezisin baskilandig1 gbzlenmistir. Bu farkliligin uygulanan TAM dozuyla ilgili
olabilecegini diisiinmekteyiz. Ayrica Ting ve arkadaslar1 (92) bazi kemoterapatik ajanlarin
ve ¢evresel toksik ajan olan DMBA’ nin ovaryumda olusturdugu follikiil hasarina kars1
TAM’ 1n koruyucu rol oynadigini, ovaryumda primordiyal follikiil rezervinin korundugunu
bildirmislerdir. Bu durumun hipotalamus-hipofiz-ovaryum dongiisiiniin bozulmasiyla,
TAM’ im GnRH agonist etki gostererek follikiil gelisimini baskiladigini ileri siirmiislerdir.
Bu sebeple premenapoz doneminde kemoterapi goren kadinlarda fertilitenin ve ovaryum
fonksiyonlarimin devami i¢in TAM’ 1n kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Bizim ¢aligmamizda da primordiyal follikiil sayis1 TAM uygulanan gruplarda, kontrol
gruplara gore yiiksek gézlenmistir. Yapilan taramalarda, TAM’ in ovaryum lizerine
etkisinin agonist ya da antagonist olabilecegi ve bunun uygulama siiresi ve doza bagh
olarak degisebilecegi bildirilmektedir (25, 85) . Antidstrojenik TAM mekanizmasinda,
TAM’ 1n gegici olarak hipotalamusta dstrojen reseptdriinii bloklayarak hipotalamusa
ulasan serum Gstrojen seviyesini diisiirdiiglinii bunun GnRH, dolayl olarak hipofiz
gonadotropin sekresyonunu arttirarak ovaryumu uyardigi ve follikiil gelisimini tetikledigi
bildirilmektedir (93, 94) . Bir bagka arastirmada da (95) TAM’ 1n ovaryum iizerine direkt
etki ederek strodiol seviyesinin yiikseldigi ve ovaryumda follikiil kistlerinin gelisimine

sebep oldugu belirtilmektedir.
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Melchor ve arkadaslari (96) , premenopoz meme kanserli hastalarda TAM tedavi
sonrast Ostradiolde artis, menopoz sonrasi kadinlarda ise FSH’ da azalma gdzlemislerdir.
Ayrica Donath ve arkadaslar1 (97) TAM uygulanan ratlarda FSH ve LH seviyesinin
diistiigiinii belirtmislerdir. Bu sonuglara benzer olarak Terada ve arkadaslar1 (95) , diisiik
doz TAM uygulanan premenapoz kadinlarda serum 6strodiol seviyesinin yiikseldigini buna
karsin FSH ve LH seviyesinin diistiigiinii bildirmislerdir. Bununla birlikte uzun siireli
TAM uygulamasinin hiperdstrojenik etkiye sebep olarak premenapoz ve postmenapoz
donemdeki kadinlarin ovaryumunda kist olusumuna neden oldugu bildirilmektedir (98) .

Calismamizda TAM uygulanan gruplarda ovaryum morfolojisi incelendiginde,
ovulasyonun ¢ok az dolayistyla korpus luteumun az olmasi, ¢ok sayida atretik ve kistik
preantral follikiillerin goriilmesi, stromanin genis yer almasi ratlarda polykistik over
sendromuna (PCOS) benzer morfolojik sonuglari gdstermektedir (99) . Ostrojenler follikiil
gelisimi iizerine pozitif etki gosterirken yiiksek dozlarda uygulandiginda Chakravorty ve
arkadaslariin (100) belirttigi gibi follikiil gelisimini bozabilirler.

Bu literatiir bilgilerinin 15181nda, ¢alismamizda kullanilan TAM dozlarinin ovaryum
tizerine hiperdstrojenik etki gosterdigini ve dstrodioliin pozitif feedback etkisini
baskilayarak gonadotropin sekresyonunu dolayistyla follikiil gelisimini baskiladigini
diistinmekteyiz.

Calismamizda gruplar arasinda hiicre proliferasyonunu belirlemek i¢in
immunohistokimyasal olarak Ki 67 protein ekspresyonu incelendi. Ki 67 antijeni hiicre
siklusunun aktif fazinda, hiicrelerin onarimi sirasinda veya hiicre siklusunun baglamasiyla
ekspre edilmektedir (101) . Calismamizda Ki 67 pozitif reaksiyon, antral ve sekonder
follikiillerin granuloza hiicrelerinde gozlendi. Atretik follikiillerin granuloza hiicrelerinde
ise immunreaksiyon gozlenmedi. Calismamizda TAM uygulanan gruplarda, proliferasyon
gosteren follikiillerin yiizdesinin kontrol gruplarina gore diisiik oldugu belirlendi. Ki 67
proteinin 6zellikle tiimor dokularinda ekspresyonu artmaktadir. Koruyucu ya da tedavi
amaciyla TAM kullanan kadinlarda endometrial kanser riskinin arttig1, dolayisiyla bu
dokularda Ki 67 immunreaksiyonun arttig1 (102) ayrica erkek ve disi ratlarda TAM’ 1n
karaciger kanserine (103) , neonatal ve eriskin ratlarda uterus timoriine sebep oldugu
bildirilmektedir (104, 105) . Cirpan ve arkadaslar1 (106) , TAM uygulanan ratlarda
ovaryum ve uterustaki proliferasyon ve apoptozis markerlerinin immunohistokimyasal
degerlendirmesini yaparak, TAM uygulamasinin korpus luteum ve endometriyum
bezlerinde de Ki 67 ekspresyonunun énemli oranda yiiksek oldugunu gézlemislerdir.

Bununla birlikte TAM uygulamasinin granuloza hiicre tiimoriine sebep oldugu ile ilgili
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veriler de bulunmaktadir (107) .

Calismamizda TAM gruplarinda atrezinin fazla olmasi, ovaryumda kistlerin
gozlenmesi, antral follikiil sayilarinin az olmasi, follikiil gelisiminin baskilandigin
dolayisiyla follikiil proliferasyonunda rol oynayan Ki 67 protein ekspresyonu gosteren
follikiillerin oraninin kontrol grubuna gére TAM uygulanan gruplarda diigiik olmasini
kacinilmaz kilmaktadir.

Calismamizda ayrica, TAM’ 1n ovaryum lizerine Notch sinyal yolagi {izerinden etkili
olup olmadigini belirlemek i¢in ovaryum kesitlerinde Notch 2 ve onun ligand1 Jagget 1’ in
protein ekspresyonu ilk defa tarafimizca incelenmistir.

Memelilerde, Notch sinyal mekanizmasi; dort reseptor (Notch 1-4) ve bes Notch
ligandin1 (Jagget 1, Jagget 2, Delta-like 1, Delta-like 3, Delta-like 4) igerir (26) . Notch
sinyal yolu omurgalilarda merkezi sinir sistemi, kardiovaskiiler sistem, pankreas, mide,
kemik, ovaryum gibi organlarin gelisimi siirecinde dokularda apoptozis, farklilagsma ve
proliferasyon olaylarini diizenler. Bununla birlikte Notch sinyal yolaginin ovaryum
kanserleriyle birlikte ve pek ¢ok kanser tiirlerinde etkili oldugu ve kanser tedavilerinde
Notch inhibitorlerinin kullanilmasi gerektigi belirtilir (108, 109) . Notch 2’ nin granuloza
hiicrelerinde, Jagget 1’ in ise oosit sitoplazmasinda ifade edildigi ve Notch sinyal yolaginin
hiicre-hiicre baglantisiyla aktifleserek, bu proteinlerin oosit ve granuloza hiicre arasindaki
baglantida rol oynadig bildirilmektedir (78, 110) . Johnson ve arkadaslari1 (78) , memeli
ovaryumunda Notch reseptor ve ligandlarmi in Situ hibridizasyon yontemiyle belirleyerek
Notch 2, 3 ve Jagget 2’ y1 gelisen follikiillerin granuloza hiicrelerinde, Jagget 1° 1 ise oosit
sitoplazmasinda gozlemisler ve memeli follikiilogenezisin diizenlenmesinde Notch sinyal
yolaginin 6nemli rol oynadigin belirtmislerdir. Ayrica Notch 2 reseptor yiiksek seviyede
neonatal ve erigkin fare ovaryumunun pregranuloza ve granuloza hiicrelerinde gézlenmistir
(111, 112) . Son yillarda Xu ve Gridley (113) , ilk defa genetik fonksiyon kayipli bir
calismada, Notch reseptorlerinin memeli oogenezis ve ovaryum gelisiminde 6nemli
fizyolojik rol oynadigini ortaya koymuslardir. Ayrica ex vivo neonatal fare ovaryum
kiiltiirlerinde y-secretase inhibitorlerle yapilan ¢alismalarda primordiyal follikiil olusumu
ve granuloza hiicre proliferasyonunda defektler belirlenmistir (111, 112) . Ayni zamanda
Jovanovic ve arkadaslar1 (114) , Notch sinyalizasyon yolunun bloklanmas ile fare
ovaryumlarinda follikiilerin gelisiminin bozulacagini belirtmislerdir.

Notch reseptor ve ligandlarin ovaryumda follikiilogenezis tlizerinde etkili oldugu
goriilmektedir fakat yapilan taramalarda TAM’ 1n Notch sinyal yolag1 tizerine etkisiyle

ilgili bir ¢alismaya rastlanmamistir. Calismamizda Notch 2 immunreaksiyonu tiim
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gruplarin granuloza hiicrelerinde, teka hiicrelerinde ve korpus luteumda gozlendi.
Intersitisyel hiicrelerde immunreaksiyon gdzlenmezken, oosit sitoplazmalarinda ve atretik
follikiillerde ise ¢ok zayif Notch 2 protein ekspresyonu belirlendi. Calismamizda Notch 2’
nin ovaryumdaki lokalizasyonu diger arastirmalara (78, 110) benzer olarak gbzlenmistir.
Immunreaksiyon siddeti bakimindan ise Notch 2 immunreaksiyonu, TAM uygulanan
gruplarin granuloza hiicrelerinde kontrol gruplarina gore daha siddetli belirlendi. Bu
durumun TAM’ 1n ovaryum iizerine 0strojen agonist etkisinden kaynaklanabilecegini ve
yiiksek seviyede dstrojenik etkiden dolay1 granuloza hiicrelerinde Notch 2’ nin
ekspresyonunu arttirdigini diistinmekteyiz.

Calismamizda Jagget 1 ekspresyonu, Johnson ve arkadaslarinin (78) eriskin farelerde
gbzledigi gibi oosit sitoplazmasinda belirlendi. Bunun disinda tiim gruplarda intersitisyel
hiicrelerde, korpus luteum hiicrelerinde siddetli (+3) , follikiillerin teka hiicrelerinde ise
orta siddette reaksiyon (+2) belirlendi. Skrtic ve arkadaslari1 (99) eriskin olmayan
sicanlarda deneysel olarak polykistik over sendromu (PCOS) olusturarak, bizim
sonuglarimiza benzer olarak Jagget 1 immunreaksiyonunu, oosit sitoplazmasinda,
granuloza hiicrelerinde ve luteal hiicrelerde farkli siddetlerde pozitif olarak gozlerken
atretik ve preantral follikiillerde ¢ok zayif siddette belirlemislerdir. Ayrica Vorontchikhina
ve arkadaslar (79) , Jagget 1 immunreaksiyonu korpus luteum igerisindeki endotel
hiicrelerinde gozlemislerdir. Calismamizda da ovaryum dokusunda diger arastirmalara
benzer olarak (79, 99) Jagget 1 protein lokalizasyonu belirlenmistir. Calismamizda Jagget
1 immunreaksiyonun siddeti bakimindan, gruplar arasinda farklilik gézlenmedi. Elde
edilen bu sonu¢ TAM’ 1n ovaryum iizerine 6strojen agonist etkisi oldugu diisiintildiiglinde,
Rizzo ve arkadaslarinin da (27) belirttigi gibi dstrodioliin Jagget 1 ekspresyonu iizerine
etkili olmadigini diisiinmekteyiz.

Sonug olarak ¢aligmamizda uygulanan yiiksek doz TAM’ 1n canli agirlig arttirdigy,
ovaryum agirhigimni ise azalttig1 gdzlenmistir. ki TAM grubunda da, primordiyal follikiil
sayisinin yiiksek oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte TAM’1n gonadotropine duyarlh
gelismekte olan follikiiller tizerine etkili oldugu ve follikiil gelisimini baskiladig1
gozlenmistir. TAM’ 1 granuloza hiicrelerinde Notch 2 ekspresyonu tizerine etkili oldugu
fakat Jagget 1 iizerine etkili olmadig: belirlenmistir. TAM’ 1n follikiiller tizerine yaptig1

etkilerde Notch sinyal yolaginin rolii olabilir.
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TESEKKUR

Tez konumun segilmesi, planlanmasi, yiiriitiilmesi ve sonuglandirilmas: siiresince
bilimsel ve manevi destegini gordiiglim, bilgi ve tecriibeleriyle yetismemi saglayan,
benden hosgoriisiinii hi¢ esirgemeyen, 6grencisi olmaktan mutluluk duydugum ¢ok degerli
hocam Prof. Dr.Berrin ZIK’ a sonsuz saygi ve tesekkiirlerimi sunuyorum. Bilgi
birikimlerinden yararlandigim ve desteklerini her zaman hissettigim Histoloji-Embriyoloji
Anabilim Dali Baskani, Prof. Dr. Hatice ERDOST’ a, Prof. Dr. Nesrin OZFILiZ’ e, Yard.
Dog. Dr. Cansel G. OZGUDEN AKKOC’ a ve Yard. Dog. Dr. Tuncay ILHAN’ a ¢ok
tesekkiir ediyorum. Tez ¢alismam boyunca 6zellikle laboratuar ¢alismalarinda benden
yardimini, destegini, sabrini esirgemeyen Aras. Gor. Sabire PEKER’ e ¢ok tesekkiir
ediyorum. Yine katki ve de arkadasliklari ile yanimda olan Doktora 6grencisi Eser INCE
ve Laborant Nesrin SALCA AKTAS’ a ¢ok tesekkiir ediyorum.

Bunun disinda tiim yasamim boyunca yanimda olan ve destek veren canim aileme ¢ok

tesekkiir ediyorum.
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