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OZET

Yiiksek Linsans Tezi

TAMOKSIFEN’IN FARE OVARYUMUNDA
IGF-I SINYAL YOLAGI UZERINE ETKIiSi

Ender Deniz ASMAZ

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Danmisman: Prof. Dr. Berrin ZIK

Bu calismada Insiilin benzeri biiyiime faktérii 1 (IGF-I) ve Insiilin benzeri biiyiime faktérii 1
reseptoriiniin - ovaryum folikiillerindeki ekspresyonlar1 incelenerek, ovaryum iizerinde
Tamoksifenin (TAM) gosterdigi etki mekanizmasinda IGF-I sinyal yolagmin roliiniin olup
olmadig1 arastirildi. Bu amagla eriskin farelere subkutan yolla iki farkli dozda Tamoksifen
enjeksiyonu yapildi ve hayvanlar 3 gruba ayrildi; tasit madde (kontrol) grubu (n: 20), 0.5
mg/fare/giin TAM grubu (n:20), and 1.5 mg/fare/giin TAM grubu (n:20). Ovaryumda IGF-I
ve IGF-IR’niin etkilerini belirlemek i¢in farelere subkutan yolla 5 giin boyunca yapilan
enjeksiyon sonrasi immunohistokimyasal yontem kullanilarak IGF-1 ve IGF-IR ekspresyonu
incelendi. Yiiksek doz TAM grubunda antral folikiillerin ve korpus luteumun kontrol grubuna
oranla ¢ok daha az oldugu goézlendi ve TAM gruplarinda atretik folikiillerin ve kii¢iik kistik
yapilarin sayisinda bir artig belirlendi. TAM’in granuloza hiicrelerinde IGF-I’in
ekspresyonunu degistirmedigi ancak IGF-IR’niin ekspreyonunu arttirdigi belirlendi.
Intersitisyel hiicrelerde TAM dozlarma bagh olarak hem IGF-I hemde IGF-IR
ekspresyonlarda bir artis gozlendi. Bununla birlikte TAM’1n oositlerde de hem IGF-I hemde
IGF-IR ekspresyonlarint arttirdigi tespit edildi. TAM korpus luteumda IGF-1 ekspresyonunu
degistirmezken IGF-IR’niin ekspresyonu diisiirmiistiir. Sonug¢ olarak; TAM’mn doza bagh
olarak, ovaryumda IGF-I ve IGF-IR ekspresyonlarini degistirdigi belirlendi. TAM'm ovaryum
folikiillerinde IGF'leri genel olarak stimiile ettigi ve Ostrojen agonist bir etkiye neden oldugu,
bununda farelerde polikistik over sendromuna neden olabilecegi sonucuna varilabilinir. Bu
da, uzun vadede kadin deneklerde infertilite sorunlarina yol agabilir.

Anahtar Kelimeler: Tamoksifen, ovaryum follikiilleri, disi tireme sistemi, IGF-1, IGF-IR
2017, xi + 71sayfa



ABSTRACT
Msc Thesis

THE EFFECT OF TAMOXIFEN ON IGF-I SIGNAL PATHWAY IN MOUSE
OVARY

Ender Deniz ASMAZ

Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Berrin Zik

This study was carried out to investigate expression of insulin like growth factor 1
(IGF-1) and insulin like growth factor 1 receptor (IGF-IR) on ovarian follicles and to
examined whether or not IGF-1 signaling pathway, plays a role in the effect
mechanism of Tamoxifen (TMX) on the ovary. For this purpose, TMX was
administered subcutaneously to adult mice in two different doses and animals were
divided to 3 groups: vehicle injected group (n: 20), 0.5 mg/mouse/day TMX group
(n:20), and 1.5 mg/mouse/day TMX group (n:20). Mice were injected
subcutaneously for 5 days and IGF-1 and IGF-IR expressions were examined using
immunohistochemical method to find out the effects of IGF-1 and IGF-IR in ovary. It
was determined that there were significantly fewer antral follicles and corpus luteum
in the higher dose TMX group than in the control group and the number of atretic
follicles and small cystic structures were increased in TMX group. It was found that
TMX did not affect IGF-I expression in granulosa cells, while IGF-IR expression
increased. Depending on the doses of TMX were observed to increase in expression
of both IGF-1 and IGF-IR in interstitial cells. It was also observed that doses of TMX
increased both IGF-I and IGF-IR expression in oocytes. TMX did not affect IGF-I
expression in the corpus luteum, but decreased IGF-IR expression. As a result; It has
been determined that TMX changes the IGF-1 and IGF-IR expressions in the ovary in
a dose-dependent manner. It can be concluded that TMX generally stimulates IGFs
in ovarian follicles and shows an agonist effect on estrogen and may cause polycystic
ovary syndrome in mice. This can lead to infertility problems in female subjects in
long terms.

Keywords: Tamoxifen, ovarian follicles, female reproductive system, IGF-1, IGF-IR
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1. GIRIS

Ovaryum her siklusta cesitli hormon ve faktorlerin etkisiyle morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal degisiklikleri yasayan organizmanin dinamik bir organidir (Balla ve ark.
2003). Memeli ovaryumunda follikiil rezervi fotal hayatta belirlenmekle birlikte follikiil
atrezisi disinin tiim hayati boyunca meydana gelir ve follikiil populasyonunun siirekli
olarak azalmasina neden olur. Ovaryumda bulunan follikiil rezervi dogal siiregle
azalabildigi gibi pek ¢ok eksojen etkenlere bagli olarakta azalmakta ve kadinlarda
infertilite ya da erken menapoza sebep olmaktadir. Bu etkenlerin baginda bugiin kanser
tedavisinde kullanilan yiliksek doz radyoterapi ve kemoterapi gelmektedir. Bu tedaviler
kanserde hayatta kalma oranini belirgin olarak arttirmaktadir ancak, gen¢ hastalarda
ovariyan yetersizlik ve sterilite gibi 6nemli yan etkilere de sebep olmaktadir (Meirow ve
Nugent 2001, Blumenfeld ve ark. 2002, Fong ve ark. 2008). Giiniimiizde kanser
tedavilerinde disi gonadlar1 radyoterapi ve kemoterapinin olumsuz etkilerinden
korumaya yonelik pek cok yontem gelistirilmektedir. Bunlar arasinda embriyo ya da
oosit dondurma, ovaryum dokusu dondurma, oosit donasyonu ve ¢esitli gonadotropin
hormonlar ile ovaryum fonksiyonlarinin baskilanmasi en sik kullanilan yontemlerdir
(Blumenfeld ve ark. 2002, Socie ve ark. 2003). Ancak su ana kadar pratik kullanima
tam adapte olmus bir yontem bulunmamaktadir (Giuseppe ve ark. 2007, Fong ve ark.
2008). Bu da yardimci iireme teknikleri alaninda daha ¢ok deneysel ¢alisma yapilmasini
zorunlu kilmaktadir. Kanser teshisi konulan kadinlar fertilitelerini koruma hususunda
oldukca hassastir. Dolayisiyla kanser tedavilerinde kullanilan kematropik ilaglar kanser
tedavisinde etkili olurken diger organlar iizerindeki etkileri 6zellikle fertilite {izerine
etkileri genis capli arastirma gerektiren bir konudur. Meme kanseri, kadinlarda kansere
bagli oliimlerde, akciger kanseri ve kolorektal kanserden sonra ii¢lincii sirada yer
almaktadir ve kadinlarda olusan kanserlerin dortte birinden sorumludur (Greenlee ve
ark. 2000). 1985 yilina kadar kansere bagli dliimlerde ilk siray1 alan meme kanserinin
bugiin {liciincli siraya inmesinin temel nedeni, erken evre olgularin artmasi ve cerrahi
sonras1 uygulanan adjuvant tedavi protokollerindeki gelismelerdir. Bu gelismelerden en
ilgi cekici olan1 1973 yilinda klinik kullanima sunulan tamoksifendir (Wyld ve ark.
1998). Tamoksifen (TAM) 30 yildan daha uzun bir siiredir Ostrojen reseptor pozitif
(ER+) meme kanserlerinin tedavisinde basarili bir sekilde kullanilmaktadir. Gliniimiizde

TAM menapoz 6ncesi ve menapozdaki kadinlarda gerek meme kanserinin tedavisinde



gerekse meme kanseri olma riski yiiksek olan hastalarda profilaktik olarak c¢ok sik
kullanilmaktadir. Ancak Ovaryumda tamoksifenin etkisi, ovaryumun kompleks hiicresel
yapisindan dolayr ¢ok fazla anlagilamamakta ve meme kanserli hastalarda kullanilan
tamoksifenin bu kanserli hastalarin ovaryumlar1 tizerindeki etkisi hakkindaki bilgiler de
celiskilidir. Tamoksifen, secici Ostrojen reseptdr modiilatoriidiir (SERM). Endojen
Ostrojen ile yarigarak Ostrojen reseptorlerine baglanir, bdylece Ostrojenik yada anti-
Ostrojenik etkilerini dokuya spesifik olarak gosterirler (Shang ve Brown 2002).
Tamoksifenin Ostrojen antagonist 6zelligi, 6zellikle ER pozitif meme kanserli hastalarin
tedavisinde onemlidir ve glinlimiizde bu amagla ¢ok sik kullanilmaktadir (Fisher ve ark.
1998). Tamoksifenin menapoz sonrasi olusan metaztazik meme kanserli hastalarin
tedavisinde ila¢ olarak kullanimi 1977 yilinda uluslararasi1 gida ve ila¢ komitesi
tarafindan onaylanmistir. Erken tedavi, metaztazik meme kanserli hastalarda hastaligin
ilerleyisini geciktirmektedir (Nicolini ve ark. 1997).  Yapilan arastirmalarda
tamoksifenin profilaktik olarak kullanimimin saglikli kadinlarda ER pozitif meme
kanserin insidensini %45 azalttif1 gozlenmis ve 1998 yilinda da menapoz Oncesi ve
sonrast kadinlarda koruyucu amagcla da kullanilabilecegi uluslararas1 komite tarafindan
kabul edilmistir (Fisher ve ark. 1998). Su anda Tamoksifen menapoz 6ncesi ve menapoz
sonrast kadinlarda meme kanserinin tiim evrelerinde kullanilabilmektedir.
Tamoksifen’in meme kanserindeki etkisi onun anti Ostrojenik 6zelliginden
kaynaklanmaktadir. Tamoksifen meme dokusunda, kanser hiicrelerinin G1 fazinda
kalmasii saglayarak, hiicre ¢gogalmasini bloke eder ve tlimor regresyonuna sebep olur
(Riggs ve Hartmann 2003). Bu sebeple hormon bagimli meme kanserlerinde en yaygin
kullanilan ilagtir. Tamoksifenin anti Ostrojenik etkisinin yaninda disi genital kanallarda
degisik lezyonlarla sonuglanan dstrojenik etkisi de bulunmaktadir. In vivo ve invitro
yapilan ¢aligmalarda endometrium, karaciger, kemik ve vajinada giiglii Ostrojenik
etkileri gozlenmistir (Peterson ve Novak 1956, Wolf ve Jordan 1992, Jordan ve
O'Malley 2007). Tamoksifenin GnRH, FSH ve LH’ nin iretiminde artisla Ostrojen
feedback mekanizmasini baskiladigi hipotalamusta ER bloklayarak ovaryumlar: asirt
uyardigl, Ostrojen sentezini arttirdigi ve sonu¢ olarak kistler olusturabilecegi
bildirilmektedir. Tamoksifen tedavisinde FSH ve LH seviyelerinin dalgali seyrettigi,
Ostrodioliin deney grubunda kontrol grubuna gore yiikseldigi bildirilmektedir (Sherman

ve ark. 1979). Bununla birlikte kardio vaskiiler sistem i¢in risk faktorii olabilecegi gibi,



uterus ve iskelet sisteminde de &strojen agonist etkileri gdsterilmektedir. Ilacin ters
etkileri endometrium kanserlerine (Killackey ve ark. 1985, Clarke ve ark. 1988, Fisher
ve ark. 1994, Bernstein ve ark. 1999) endometrial poliplere (Corley ve ark. 1992, Kedar
ve ark. 1994, Lahti ve ark. 1994), adenomyomat6z poliplere (Nasu ve ark. 1997),
adenomyosis (Cohen ve ark. 1995), leiomyoma (Dilts ve ark. 1992, Leo ve ark. 1994,
Kang ve ark. 1996), servical polip ve ovarial kistlere (Sawka ve ark. 1986, Barbieri ve
ark. 1993, Terada ve ark. 1993, Cohen ve ark. 1994, Shushan ve ark. 1996, Nasu ve ark.
1999) sebep olur. Tamoksifenin ovaryum kanser olusturmasi tizerine etkisi ise
bildirilmemektedir (Cohen ve ark. 1999, Metindir ve ark. 2005). Ting ve ark. (2008)
ovaryum ve ER pozitif meme kanser modellerinde tamoksifen uygulamasinin meme
kanserini 6nledigi fakat deneysel olusturulan ovaryum kanseri iizerine etkili olmadigini
belirtmislerdir (Ting ve ark. 2008). Bununla birlikte TAM’1n erigkin erkeklerde hipofiz,
hipotalamus, eklenti bezleri ve testisler iizerine Ostrojen agonist etki gosterdigi,
testikiiler seminifer epitelyumun bozuldugu ve multinukleotid hiicrelerin olusumunun
indiiklendigi (Krause ve ark. 1992, Souza 2004), fertilitenin diistigii bildirilmektedir
(Balla ve ark. 2003). ilacin 6strojen agonist etkisinin ise sinir sistemi iizerine olumlu
etkiler yaptigi, menapoz sonrasi kadinlarda o6zellikle Alzaymir gibi ndyrodejeneratif
hastaliklarin 6nlenmesinde diisik doz TAM ile yapilan tedavilerin etkili oldugu,
hipokampiisteki ndyronlarda anti apoptotik proteinlerin ekspresyonunu arttirdigi ve
apoptozisi Onledigi bildirilmektedir (Sharma ve Mehra 2008). Dolayisiyla TAM’in
Ostrojen antigonisti ya da agonisti olarak belirlenen biyolojik etkisi, doku tipine,
konsantrasyonuna ve tiirlere gore degismektedir (Long ve ark. 2001, Kennel ve ark.
2003). Tamoksifen gibi segici dstrojen reseptdr blokdrlerinin doku spesifik etkileri; (i)
endojen Ostrojen seviyesi, (ii) ER alfa ve betanin lokal konsantrasyonu ve oranlari, (iii)
Ostrojen reseptor polymorfizmi, (iiii) ER koaktivatorlerinin (6strojenik etki) yada
etmesi sonucunda gelisir (Jordan ve O'Malley 2007). Tamoksifen’in ovaryum iizerine
etkileri ile caligmalar oldukga sinirli sayidadir. Yapilan taramalarda; Roshangar ve ark.
(2010) gebe farelere tek doz (100 ug i.p) TAM uygulayarak dogan yavrularda follikiil
gelisimini incelemislerdir. TAM uygulanan yavrularda kontrol grubuna gore oosit
kiimelerinin interselluler kopriilerinin ayrilmadigii, primordiyal follikiilden primer

follikiile gecisin engellendigini ve sonu¢ olarak TAM’in erken donemde follikiil



gelismesini  baskiladigini fakat farklilasmis ovaryum follikiilleri i{izerine TAM’in
etkilemedigini belirtmislerdir (Roshangar ve ark. 2010). Ayrica TAM’in kisa siireli
kullanimlarinda, menapoz O©ncesi kadinlarda, menapoz semptomlariin gorildiigi,
hipotalamus-gonadal hatta bozulmalara neden oldugu fakat bu etkilerin reverzibl
oldugu, tedavi sonlandiginda ortadan kalktigi belirtilmektedir (Oktay ve ark. 2003).
Tsujioka ve ark. (2009) farkli konsantrasyonlarda (0.005, 0.03 ve 0.2 mg/kg/giinlik
oral) TAM’1 2 ve 4 hafta siirecince eriskin ratlara vererek tamoksifenin fertilite ve
ovaryum tizerindeki etkilerini incelemislerdir. Sonug olarak 2 haftalik 0.2 mg/kg/giin ve
4 haftalik 0,2 ve 0.03 mg/kg/giin dozlarda, atretik follikiillerin sayisinda, intersitisyel
hiicrelerin sayisinda artis, yeni gelisecek korpus luteum sayisinda azalma gozlemisler ve
2 haftalik uygulama ile 4 haftalik elde edilen sonuclar arasinda farklilik olmadigini
belirterek 2 haftalik uygulamanin toksik calismada etkin olabilecegini belirtmislerdir
(Tsujioka ve ark. 2009). Bununla birlikte, ratlarda ovotoksik etkili kanserojenik
ajanlarla (DMBA ve Cyclophosphamide) yapilan bir ¢alismada, TAM uygulamasinin
rat ovaryumunda kanserojenik ilaglara kars1 koruyucu etki gosterdigi, ovaryum follikiil
kaybin1 6nledigi ve follikiil rezervini korudugu, sonug olarakda premenapoz déneminde
kemoterapi goren kadinlarda fertilitenin ve ovaryum fonksiyonlarinin devami igin
TAM’1n kullanilabilecegini belirtmislerdir (Ting ve Petrof 2010). Ayrica Tamoksifen’in
Ostrojen benzer etkisiyle anti-oxidant ve anti-apoptotik 6zellikte oldugu bildirilmektedir
(Duncan ve ark. 1994, Nathan ve Chaudhuri 1998). Ovaryumda follikiilogenezis,
steroidogenezis, atrezi ve seleksiyon gibi olaylarda anahtar rol oynayan IGF-I ve IGF-
IR ile TAM’in iliskisi hakkinda yeterli bilgi ve literatiir bulunmamaktadir. Biiylime
hormonunun (GH), biiylime, kikirdak ve protein metabolizmasma etkileri
somatomedinler araciligiyla olmaktadir. Somatomedinler biiylime hormonunun uyarici
etkisiyle, karaciger ve diger dokulardan salinan polipeptid yapisindaki biiylime
faktorleridir. Daha sonralar1 da biiyiime faktorleri adi altinda toplanarak biiyiik bir
ailenin Ttyeleri halinde, bir¢ok farkli doku ve orgam1 etkileyen ¢ok cesitli
somatomedinler belirlenmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda en az dort farkli
somatomedin tespit edilmistir. Bunlardan bazilariin biiyiime {lizerindeki bir¢ok etkisi
insiilinin biiylime tizerindeki etkilerine benzedigi i¢in insiilin benzeri biiyiime faktorleri
olarak adlandirilmistir (Ganong 2002). Insanda kan dolasimindaki baslica

somatomedinler, IGF-I ve IGF-II’dir. Bu faktdrler, molekiil yapisindaki C zincirlerinin



ayrilmamis olmast ve A zincirlerinin ucunda D domeni denilen bir uzantiya sahip
olmalar1 harig, insiilin molekiiliine benzer. insiilinde, C peptid zinciri bulunmamaktadir.
IGF-1 ve IGF-II’de, A ve B zincirleri (domenleri) birbirlerine C peptidi bagi ile bagl
olup, ayrica bir D pargasina sahiptir. IGF-I biiyiimeye etkisini hiicre zarindaki
reseptorlerine baglanarak yapar ve hiicresel bliylimeyi artirir (Yilmaz 1999). Pek ¢ok
endokrin bozucunun (gevresel Ostrojenin) ovaryum ve uterus gibi Ostrojen duyarli
organlarda da IGF-1 ve IGF-IR ekspresyonunu etkiledigi bilinmektedir (Klotz ve ark.
2000). Ostrojenik 6zellikteki pek ¢ok madde, ERa’nin yani1 sira IGF-I ve &strojenin
sinyal iletim yolaklarmin bir pargasi olan MAPK sinyal kaskadini da aktive eder. Bu
kaskad hiicre biiylimesi, proliferasyon, farklilasma ve apoptozis gibi olaylarda etkilidir
(Liu ve ark. 1993, Frigo ve ark. 2004). Daha onceki ¢alismalarda IGF-IR’nin iki
ekstraseliiler a subunit ile iki transmembran 3 subunit igermekte oldugu belirtilmistir. o
subunitler IGF i¢in baglanma bolgeleridir, ligand baglayic1 6zelliklere sahiptir ve
disiilfid baglar1 ile baglanir. Konumlar1 ligand baglamasi i¢in gerekli olan sisteinden
zengin alanlar igermektedir ve yakin bolgeleri insiilin baglayic1 6zelligi gostermede
sorumludur (Jones ve Clemmons 1995). o subiinitinin intraseliiler komponenti
otofosforilasyon ile aktive edilen tirozin kinazdir. IGF-IR gii¢clii antiapoptotik sinyaller
gondererek hiicrelerin gelismesini, hiicrelerin transformasyonunu ve bazi hiicre
tiplerinde ise farklilagmay1 uyarmaktadir. Son yillarda IGF-IR ile yapilan in vivo ve in
vitro c¢aligmalarda, bu reseptoriin hiicre gelismesi ve farklilasmasinda 6nemli rol
oynadig1 goézlenmistir (Baserga 2000, Chen ve ark. 2000). IGF-IR, tirozin kinaz
aktivitesine sahip bir hiicre membran reseptoriidiir. Herhangi bir nedenle IGF-IR aktive
edilince, hiicre i¢i tirozin fosforilasyon zinciri indiiklenir ve bu da sonugta hiicre
proliferasyonu ve transformasyonu i¢in gerekli transkripsiyon faktorlerin aktivasyonuna

yol agar (Duncan ve ark. 1994).

Ovaryumda IGF-I ve IGF-IR’ iin ifadesi; IGF-1 ovaryumda hem &stradiol, hem de
progesteronun sentezinde etkilidir (Luigi ve ark. 1997). Si¢anlarin granuloza ve teka
hiicrelerinde IGF-I ifadeleri detayli arastirtlmistir (Giudice 1992, Adashi 1995, Erickson
1995). Bu arastirmalarda IGF-1’in, Gstrodiol ve progesteron iiretmek iizere granuloza
hiicrelerini FSH ile stimiile ederek es-gonadotropin gibi hareket ettigi, granuloza ve teka

hiicrelerinde LH reseptdrii ekspresyonunu uyardigr belirtilmektedir. Ayrica, granuloza



hiicrelerinde FSH reseptoriiniin  eskpresyonu i¢in IGF-I'in  gerekli oldugu
bildirilmektedir (Magoffin ve Weitsman 1994). Granuloza hiicrelerinde FSH ile inhibin-
a ekspresyonunun uyarilmasi, endojenik olarak iiretilen IGF-I’in protein tirozin
kinazlar aktive etmesiyle yani IGF-I sinyalizasyonunun yanit mekanizmasinda mecburi
oldugu bildirilmektedir (Bicsak ve ark. 1986, Li ve ark. 1998). IGF-I ayrica granuloza
ve teka hiicrelerinde DNA sentezini de uyarir (Bley ve ark. 1992). IGF' nin granuloza ve
teka hiicrelerinin farklilasmasi ve ¢ogalmasindaki roliine ilaveten, apoptozisi inhibe
edebildigi igin granulozanin hayatta kalmasinda 6nemli bir rol oynar (Hsueh ve ark.
1994). Nikleer DNA'min endoniikleaz vasitasiyla diizenli olarak boliinmesi ile
baglantili granuloza hiicre apoptozisi, folikiiler atreziyle iliskilidir (Tilly ve ark. 1992).
IGF-I ve IGF-IR esas olarak follikiillerin gelisim evrelerinde ifade olmaktadir (Wandji
ve ark. 1998). Bununla birlikte, yiiksek seviyede IGF-I ifadeleri ile over kanser gelisimi
arasinda giiclii bir iligki oldugu bildirilmistir (Burger ve ark. 2005). Ayrica dolagimda
IGF-I seviyesinin artmasi, polikistik over sendromunun olugmasina ve follikiil gelisimi
bozukluklarma neden oldugu belirtilmektedir (Rzepczynska ve ark. 2009). Ureme
cagindaki disilerin ovaryumunda bulunan folikillerin %99 dan fazlas1 atreziye
ugramaktadir (Hsueh ve ark. 1994). Atrezi, oositlerin ve folikiil hiicrelerinin apoptozisi
sonucunda ortaya cikmaktadir. Basarili bir folikiil gelisimi, ovaryumda folikiil
gelisimini destekleyen ve apoptozdan hiicreleri koruyan sagkalim faktorlerinin varligina
baglidir (Quirk ve ark. 2004). Yapilan arastirmalar, IGF’lerin, folikiiler geligimin farkli
evrelerinde, endokrin, parakrin ve otokrin mekanizmalar vasitasiyla ovaryum
fizyolojisini etkiledigini gostermektedir (Kaiser ve ark. 2001, Ulug ve ark. 2007).
Biiylime faktorlerinin, granuloza hiicreleri arasindaki hiicre 6lim-sagkalim dengesini
ayarladig1 goriilmektedir (Luciano ve ark. 2000), bunun yanisira ovaryumda folikiiller
gelisimin diizenlenmesinde de Onemli bir rol oynamaktadir (Monget ve ark. 2002,
Mazerbourg ve ark. 2003, Quirk ve ark. 2004).Sunulan ¢alismanin amaci, Ostrojen
kaynag1 olarak fonksiyon yapan ovaryumda, 6zellikle premenapoz déneminde meme
kanseri tedavisinde ya da koruyucu olarak ¢ok sik kullanilan TAM’1n ovaryum iizerine
yapacagi etkilerin mekanizmasinda, ovaryumda, giiclii antiapoptotik sinyaller
gondererek hiicrelerin gelismesini ve farklilagsmasini, folikiilogenesisi, steroidogenezisi

yakindan etkileyen IGFI sinyal yolaginin roliiniin olup olmadigin1 belirlemektir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. Ovaryum

2.1.1. Ovaryum Histolojisi

Ovaryumun ylizeyi germinal epitel olarak adlandirilan tek katli prizmatik veya kiibik
epitel ile doselidir. Ancak bursa ovarikanin baglandig1 hilus bolgesi tek katli yassi
epitelle doselidir. Epitelin peritona bakan yliziinde mikrovilluslar ve az sayida
kinosilyumlar gozlenir. Hiicrelerin sitoplazmasi ise mitokondriyonlar ve pinositoz
vezikiillerinden zengindir. Germinal epitel altinda ovaryuma beyazimsi rengini veren
tunika albuginea yer alir. Tunika albuginea yas ilerledik¢e kalinlasir ve sertlesir. Az
damarl, diizensiz siki bag dokusu yapisindadir. Kollajen lifler ylizeye paralel
demetler olustururlar (Tanyolag 1999, Junqueira ve Carneiro 2003, Ozer ve ark 2010).
Bu tabakanin altinda oositleri iceren farklilasma yetene8ine sahip ovaryum
folikiillerinin bol miktarda bulundugu kortikal bolge (korteks bolgesi) bulunmaktadir.
Folikiiller kortikal bolgenin bag dokusu (stroma) iginde gomiilidir. Stroma
ovaryumun temel ve destek dokusudur. Ovaryumlar dista korteks, i¢te medulla olmak
tizere iki bolgeye ayrilir. Korteks ve medulla bolgeleri arasinda kesin bir sinir yoktur

(Tanyolag 1999, Junqueira ve Carneiro 2003, Ozer ve ark 2010).

Korteks (cortex ovarii) : Ovaryumun dis ve islevsel bolimidiir. Cesitli gelisim
asamalarindaki ovaryum folikiillerini ve korpus luteum yapilarimi 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.

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 ¢ogalip azalabilen kan ve lenf
damar agina sahiptir. Bu damarlar korteks-medulla sinirinda ag seklinde bir dagilim
yaparlar. Bu arteriyel dagilim kortekste folikiiller etrafinda zengin bir kapillar ag
olusturur. Venler ise postkapillar veniil olarak baslar, arterlere eslik ederek hilus
bolgesine dogru ters yonde seyreder. Medullada ayrica oksidasyon enzimlerini ve diger
enzimleri igeren hiicreler bulunur; bunlarin sayilart yasla artar (Tanyolag 1999,

Junqueira ve Carneiro 2003, Girgin ve ark. 2010).



Stroma tipik ig biciminde fibroblastlar icerir ve bu fibroblastlar hormonal uyarilara
diger organlarin fibroblastlarindan farkli yanit verir. Fibrositler intersitisyel hiicrelere
dontiserek hormon (6strojen/ E2) salgilarlar. Ovaryumun en i¢ kismi gevsek bag doku
icinde zengin bir damar ag1 igeren mediiller (medulla bolgesi) bolgedir (Junqueira ve
Carneiro 2003). Bu bolge kollagen ve elastik iplikler ile az sayida diiz kas hiicresi igerir.
Bag doku icerisinde yaygin kan ve lenf damarlar ile sinir telleri bulunur (Tanyolag

1999).

2.1.2. Ovaryum Embriyolojisi

Farklilasmamig gonad doneminde, vitelliis kesesinden koken alan ilkel cinsiyet
hiicreleri (ICH) genital kabartiya dogru goc¢ eder. ilkel cinsiyet hiicrelerinin genital
kabartiya gelmesiyle, mezensim hiicreleri ve solom epitelinin ¢ogalmasiyla genital
kabart1 hizlica gelisir (Surani 2001). Genital kabartida, mezonefrik tubul ve korelen
glomerul kapsiil epitel hiicrelerinin olusturdugu diizensiz sekilli ilkel cinsiyet kordonlari
olusur. Bu ilkel cinsiyet kordonlar1 her iki cinste de yiizey epitel hiicreleriyle gegici
olarak baglantilidir. Bu donem gonadlarin farklilasmadigi donemdir (Seymen 2010).

Disi ilkel cinsiyet hiicreleri, iki X kromozomuna sahiptir. Y kromozomunun seks
belirleyen bolgesinde yerlesik SRY geni tarafindan kodlanmis testis-belirleyici faktor
(TBF) bulunmaktadir. Bu faktoriin varhigiyla fotusun cinsiyeti erkek tipinde,
yoklugunda da disi tipinde gelisir. ilkel cinsiyet hiicrelerinin varligi, gonadlarin
farklilasmasinda &nemlidir. Ilkel cinsiyet hiicreleri genital kabartiya ulasmaz ise ya da
anormal, dejenere yapidaysa (XO gibi) gonad geriler ve “streak ovaryum” meydana
gelir (Sadler 2012). Sicanlarda ICH’ler, ciftlesme sonras1 7.0-7.5. giinlerde, gelisimin
erken evrelerinde, gonad taslagina dogru arka barsak ve mezenter boyunca ilerleyerek
genital kabartiya yerlesirler (Uzumcu ve Zachow 2007). ICH ler gdg¢ esnasinda ve
genital kabartiya ulagtiktan sonrada mitoz bdliinme gegirerek genital kabartinin korteks
bolgesini isgal ederler (Hirshfield, 1997). Bu hiicreler genital kabartiya ulasamazsa
gonadlar gelisemez. Gonadlarin over ve testise farklanmasinda ICH’lerinin indiikleyici
etkisi vardir. Genital kabartinin korteksinde medullaya gére ¢ok daha fazla ICH yer
almaktadir ve bunlar o bélgede bulunan ve kdkeni hala tartisilan folikiil hiicreleri olarak
adlandirilan somatik hiicrelerle kaynasir (Hirshfield 1997). Folikiil hiicrelerinin

(pregranuloza) kokeninin  s6lom  epitelinden, mezonefrik kokenli cinsiyet



kordonlarindan ve her ikisinin kompozisyonundan olmak iizere {i¢ bolgeden geldigi ileri
siiriilmektedir (Choi ve Rajkovic 2006, Pepling 2006). Bu hiicrelerle sarilan ICH
ovogonyum olarak adlandirlir. Fotal ovaryumunda, farelerde ciftlesme sonrasi 13.5
giinden itibaren mitoz boliinmeleri tamamlanmis ovogonyumlar primer ovosit olmak
icin 1. mayoz bdoliinmenin profaz evresine girer ve crossing over (homolog
kromozomlarin ogul olmayan kromatidleri arasinda genetik bilgi aligverisi)’in
tamamlanmasindan sonra bu evrede beklerler (Hirshfield 1997, Pepling 2006).
Mayozun baglamasiyla ovogonyumlar ‘ovosit’ olarak, pregranuloza hiicreleri ile iliskili
oosit kiimeleri ise ovosit kistleri veya ovosit yuvalar’’ olarak adlandirilir (Choi ve
Rajkovic 2006, Pepling 2006). Primer ovosit ve folikiil hiicreleri birlikte primordiyal
folikiilleri olusturur. Ovogonyum ve ovositler birbirine sitoplazmik kopriilerle
baglanarak senkronize bir sekilde gelisirler. Ovogonyumlar hizlica mitoz gegirerek
cogalirlar baz1 tiirlerde sayilari milyona ulasir. Fakat cogu ovogonyum ve ovosit
yuvalar1 apoptozis yoluyla yikimlanarak, ovositler tek tek yassi folikiil hiicreleri ile
cevrilerek primordiyal folikiilleri olustururlar (Hirshfield ve DeSanti 1995, Kezele ve
Skinner 2003, Skinner 2005, Akkaya ve ark. 2017). Primordiyal folikiilii, folikiiler
gelisim ile birlikte iki farkli son bekler. Ya gelisimi normal bir sekilde tamamlayarak
ovulasyonla atilir ya da ¢esitli gelisim asamalarinda hiicresel apoptozis ile atretik
folikiile doniisiir. Ovulasyon ya da folikiiler atrezi sonucunda azalmaya baslayan
primordiyal rezervinin yeri asla doldurulamaz (Nelson ve ark. 1985, Kezele ve ark.
2002).

2.1.3. Ovaryumda Folikiiler Gelisim

Diside siklus ii¢ evreden olusur; folikiiler evre, ovulatuvar evre ve luteal evre. Folikiiler
evrede primordiyal folikiilden olgun folikiil ya da antral (Graaf) folikiilii gelisir. Gelisen
follikiiller, primer, sekonder ve preantral folikiil olarak ii¢ kategoriye ayrilir.
Ovaryumda tiim evrelerde folikiiller bulunur ancak primordiyal folikiil sayis1 daha
fazladir. Ovaryum {izerinde bulunan primordiyal follikiillerin olgunlagma siirecine
folikiilogenezis denir. Her bir primordiyal follikiilde, etrafi granuloza hiicreleri ile
cevrilmis bir tane oosit bulunur. Oositin biiyliimesi ve etrafindaki hiicrelerin

farklilagsmasi ile birlikte folikiiliin yapis1 degismektedir (Cizelge 2.1.).

Histolojik olarak ovaryum follikiilleri;



1- Primordiyal follikiiller
2- Primer follikiiller
3-Sekonder follikiiller

4- Preantral follikiiller

5- Antral folikiiller seklinde kisimlara ayrilarak incelenmektedir.

Cizelge 2.1. Ovaryum folikiillerinin siniflandirilmast (Uzumcu ve ark. 2006).

Folikiil Siniflar:

Ovosit

Ovositi Cevreleyen Folikiil Epitel

Hiicreleri

Primordiyal Folikiil

Primer Oosit

Tek katl yassi pregranuloza hiicreleri
ve en fazla 1 tane kiibik granuloza

hiicresi igerirler.

Primer Folikiil

Primer Oosit

Tek katli, iki ya da daha fazla sayida

kiibik granuloza hiicresi igerirler.

Sekonder Folikiil

Primer Oosit

Iki ya da ii¢ kath kiibik granuloza

hiicresi igerirler.

Preantral Folikiil

Primer Oosit

Ucg kattan daha fazla granuloza hiicresi
icerirler. Antrum sekillenmemistir ya
da granuloza hiicreleri arasinda kiigiik

araliklar olusmustur.

Antral Folikiil

Primer Oosit

Cok katli granuloza hiicreleri igerirler

ve antrum sekillenmistir.

2.1.3.1. Folikiil Gelisimi -Primordiyal Folikiiller

Primordiyal folikiil, folikiil gelisiminin en erken evresidir. Farelerde apoptozisin ve

primordiyal folikiil olusumunun pik yaptigi postnatal 0-3. giinleri; tiim ovosit

yuvaciklarmin yikimlanip primordiyal folikiilleri sekillendirdigi icin artik ovaryum

kesitlerinde ovosit yuvaciklarinin gozlenmedigi ve primordiyalden primer folikiile




gecisin oldugu postnatal 4-7. giinleri kapsar (Hirshfield ve DeSanti 1995, Pepling ve
Spradling 2001, Kezele ve Skinner 2003). Primordiyal folikiillerin gelisimi, heniiz
fonksiyonel olmayan folikiil stimulan hormon (FSH) ve luteinizan hormon (LH)
reseptorleri gelismediginden gonodotropinin stimiilasyonundan bagimsizdir. Olgun
ovaryumda primordiyal folikiiller korteks stromasinda tunika albugineanin hemen
altinda yer almaktadir. Oositi tek bir tabaka halinde yass1 folikiil epitel hiicreleri
cevreler. Folikiil hiicrelerinin dis yiizeyi bazal lamina ile sinirlandirilmistir. Bu asama

oosit ve onu ¢evreleyen folikiil hiicreleri birbirlerine sikica yaklasmislardir (Ross ve ark.
2003).

2.1.3.2. Folikiil gelisimi- Primer Folikiiller

Primer folikiil, bliylimekte olan folikiiliin gelisiminde ilk evredir. Bir primordiyal
folikiil, bliylimekte olan folikiile doniistiiglinde, oositte, folikiil hiicrelerinde ve komsu
stromada degisiklikler meydana gelir. Ilk olarak oosit biiyiir, evcil hayvanlarda 30-120
um c¢apinda ve oositi ¢evreleyen yassi folikiil hiicreleri kiibik seklini alirlar. Folikiil
hiicrelerinin kiibik hal aldig1 bu evredeki folikiil epitel hiicreleri granuloza hiicreleri
olarak adlandirilirken, olusan folikiile primer folikiil denir (Ross ve ark. 2003). Gelisim
siiresince primer folikiilde ovosit sitoplazmasinda kortikal graniillerin olusumunu da

iceren pek ¢cok morfolojik degisiklikler sekillenir.

2.1.3.3. Folikiil gelisimi- Sekonder Folikiiller

Oosit biiyiidiikkge 6zel proteinler salgilanir ve bu proteinler bir araya gelerek oosit
cevresinde ekstraseliiler bir Ortii olan zona pellusidayr olusturur. Bu yap1 oosit ve
granuloza hiicreleri arasindaki baglantiy1 saglar. Bu katman en az {i¢ farkli glikoprotein
icerir (Junqueira ve Carneiro 2003). Bunlarin i¢inde en énemlisi ZP3 glikoproteinidir.
ZP3, spermatozoa-baglanma reseptdrii ve akrozom reaksiyon indiikleyicisi olarak
fonksiyon gérmektedir. Glikozaminoglikanlar, glikoproteinlerden zengin ve periyodik
asid- Schiff (PAS) reaksiyonu ile boyanan ZP’ nin sentezine hem oositlerin hem de
folikiil hiicrelerinin katkida bulundugu diisiniilmektedir (Ross ve ark. 2003, Junqueira
ve Carneiro 2003). Sekonder folikiilde yer alan granuloza hiicreleri proliferasyona
ugrayarak 2-3 kath kiibik ya da prizmatik hiicreler olusturur. Granuloza hiicreleri

proliferasyona ugrarken folikiiliin ¢evresindeki stromal hiicreler, bazal laminanin hemen
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disinda teka folikdilii ad1 verilen bir bag dokusu, kilif seklinde folikiilii sarar. Daha sonra
bu yap1 iki tabakaya ayrilir; teka interna ve teka eksterna. Gelisimin ilerleyen
dénemlerinde, intersitisyel hiicrelerden koken alan teka interna ve diiz kas hiicrelerinin
degismesiyle teka eksterna tabakasi olusur (Erickson 1993). Teka interna yiiksek
diizeyde vaskiilarizedir ve kiibik salgi hiicrelerinden olusmus i¢ tabakadir. Buradaki
hiicreler steroid iireten hiicrelerin ince yap1 6zelliklerine ve ¢ok sayida Liiteinize edici
hormon (LH) reseptorlerine sahiptir. LH stimiilasyonu ile 6strojen prekiirsorii olan
androjenlerin sentez ve salinimi artar. Teka internada sekretuar hiicrelere ek olarak
fibroblast, kollajen fibrilleri ve endokrin organlarda oldugu gibi iyi gelismis bir damar
ag1 mevcuttur. Teka eksterna ise, bag dokusunun dis katmanidir. Ana olarak, diiz kas
hiicreleri ve kollajen lifleri igerir. Teka tabakalar1 arasindaki ayirim belirgin degildir.
Ancak bazal lamina, granuloza hiicre tabakas ile teka interna arasinda belirgin bir sinir
cizer. Bu yap1 teka internadaki zengin damar yatag ile avaskiiler granuloza katini ayirir.
Gonadotropinler (FSH ve LH), reseptorlerinin sekonder folikiil asamasinda ekspre

olmasiyla birlikte folikiil gelisimi boyunca etkin bir sekilde rol alirlar (Ross ve ark.
2003).

2.1.3.4. Folikiil Gelisimi- Sekonder Folikiil’den Preantral Folikiile Gecis

Sekonder folikiiliin gelisiminin devam etmesiyle licten fazla granuloza hiicre katmanina
sahip antrum igermeyen ya da granuloza hiicreleri arasinda kiiciik bosluklar halinde
yavas yavag sekillenen bir antruma sahip preantral folikiil olusur (Uzumcu ve ark.
2006). Bu olaylarin tam zamani tartisilmakla birlikte tiire spesifik olarak farkli
zamanlarda gelisir. Bu siirecte de granuloza hiicre fonksiyonlarimin ¢ogu, oositin
salgiladig: faktorler tarafindan diizenlenmekte ve bunlarin basinda da granuloza hiicre
fonksiyonu ve boliinmeleri, LH reseptor olusumu, steroidogenesis ve ayni zamanda
kumulus hiicre biiylimesini diizenleyen faktorler gelmektedir (McGee ve Hsueh 2000).

Preantral evrede folikiil ¢ap1 40-60 um den, 120-150 pm ulasmaktadir. Folikiil daha
fazla biiyliyerek antral evrenin basinda 200 pm ulasir. Bu asama sirasinda ayni
zamanda, granuloza hiicrelerinin arasinda daha sonra antral kaviteyi olusturacak olan
sivi bosluklar olusmaya baglar ve hiicrelerarasi bosluga follikiil sivisi birikir (Lee ve
ark. 2001). Bu sivi glikozaminoglikan, proteoglikan ve hormon baglayici proteinler

iceren kan plazmasi benzeri bir sividir. Follikiil sivist hormonlardan progesteron,
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Ostradiol, inhibin, follistatin ve FSH ile LH salinimini diizenleyen aktivin icerir (Garner
ve ark. 2001, Ross ve ark. 2003). Teka hiicre tabakasinin damarlanmasi artar, teka ve
granuloza hiicrelerinin ¢ogalmas1 ve oositin biiyiimesi devam eder. Insanlarda tek
tabakali primer folikiiliin, ¢ok tabakali sekonder folikiile gelismesi aylar alir. Preantral
folikiillerde FSH reseptorleri ekspre edilse bile, bu yavas gelisim asamasinda

gonodotropinlerin rolii olduk¢a azdir (Lee ve ark. 2001).

Teka hiicrelerinin folikiil gelisiminde pek cok ac¢idan 6nemli rolii vardir. Ilk olarak,
granuloza hiicrelerinde sentezlenen ostrojen prekiirsorlerinin kaynagi olan androjenleri
sentezlerler. ikinci olarak BMP-4 ve BMP-7 teka orijinlidir. Ugiincii olarak teka
hiicreleri ile granuloza hiicreleri arasindaki iki yonli iletisimi saglayan, hepatosit
biiyiime faktorii (HGF) ve keratinosit biiyiime faktorii (KGF) teka hiicre kaynaklhidir.
Dordiincii olarak preantral -antral folikiil hizli bliyiime doneminde, BMP-4 ve BMP-7
FSH regiilasyonunda rol alir, LH’1 inhibe ederek, progesteron sentezini azaltir ve E2
sentezini artirir (Akduman ve ark. 2014). Gonadotropinler (FSH ve LH), reseptorlerinin
sekonder folikiil asamasinda ekspre olmasiyla birlikte folikiil gelisimi boyunca etkin bir
sekilde rol alirlar (Uzumcu ve Zachow 2007, Zama ve Uzumcu 2010). Gonotropinler
preantral folikiillerin biiylimesini ve farklilagmasini uyarsa da gonodotropin yoklugunda
da folikiiller antral asamaya kadar gelisebilirler (Uzumcu ve Zachow 2007, Zama ve
Uzumcu 2010) fakat daha ileriki asamalarinin goriilebilmesi i¢in preantral folikiiliin
maturasyonu sirasinda FSH ve LH salgilanmasi gereklidir (Uzumcu ve Zachow 2007).
Aktivin, FSH ile birlikte genglerde folikiilerin sekillenmesini ve biiylimesini aktive
eder. Neonatal dsSnemde FSH’nin, inhibin ve dstrojen iiretimindeki uyarmmin tetikler. In
vivo olarak sekonder folikiilden salinan aktivin kiiclik antral folikiillerin duragan
kalmasina neden olur. Bununla birlikte aktivinin erken folikiil gelisiminde, asamalara

bagli etkileri tam olarak aydinlatilmis degildir (McGee ve Hsueh 2000).

2.1.3.5. Folikiil Gelisimi- Antral (Graaf) Folikiilii

Granuloza tabakasi 6-12 hiicre tabakasina ulastiginda granuloza hiicreleri arasinda sivi
dolu bosluklar belirmeye baslar. Bu asamadaki folikiil ise antral follikiil adin1 alir. Bu
hyaluronik asitten zengin siviya follikiil sivisi denir. Bu siv1 birikmeye devam ettik¢e

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 ¢apinda kalir (Ross ve ark. 2003, Girgin ve ark. 2010). Olgun folikiil, matiir
sekonder oosit igerir. Antral folikiiliin ¢ap1 yaklasik olarak 10 mm (1cm)’dir. Folikiiliin
boyutu nedeniyle, ovaryum kortesinin kalinlig1 artar ve bulundugu ovaryum yiizeyinde
bir siskinlik-¢ikinti olusturur. Folikiil maksimum boyuta ulastiginda granuloza
hiicrelerinin mitotik aktivitesi azalir. Antrum boyutu attikga stratum graniillozum
tabakasi incelir. Ovulasyona hazirlanirken, granuloza hiicreleri arasindaki bosluklar
genisler, oosit ve kumulus hiicreleri ile geriye kalan granuloza hiicreleri arasindaki
baglar gevser. Oositin hemen ¢evresindeki kumulus hiicreleri krona radiatanin tek
hiicre tabakasini olusturur. Bu hiicreler ve bunlara gevsekce bagli kumulus hiicreleri

ovulasyonda oositle kalirlar.

Folikiil maturasyonun bu periyodunda teka tabakalar1 daha belirgin hale gelir. Teka
interna hiicrelerinin sitoplazmasinda yag damlaciklar1 goriilmeye baslar ve hiicreler,
steroid tlireten hiicrelerle ayni yapisal 6zellikleri gosterir. LH uyarisiyla teka interna
hiicrelerinden Ostrojen prekiirsorii olan androjenler salinir. Androjenlerin bazilari
granuloza hiicrelerinin diiz endoplazma retikulumlarina taginir. FSH’a yanit olarak,
granuloza hiicreleri androjenlerin Gstrojenlere doniisiimiinii katalizler (Ross ve ark.
2003) Granuloza hiicreleri, 6strojenlerin dogrudan tiretimi igin gerekli olan enzimlere
sahip degildir. Bu nedenle folikiiler hiicreler folikiilogenez sirasinda steroid
prekiirsorlerini {iretemezler (Kierszenbaum 2006). Ostrojen granuloza hiicrelerini
prolifere olup folikiil boyutunu arttirmak {izere stimiile eder. Folikiiler ve sistematik
kaynaklardan gelerek artan Ostrojen diizeyleri, gonadotrop hiicrelerin gonadortopin
serbestlestirici hormona duyarlilig1 arasinda korelasyon vardir. Ovulasyondan yaklasik
24 saat once adenohipofizde FSH ya da LH saliverilmesinde ani bir artis indiiklenir.
LH’1n ani artigina yanit olarak granuloza hiicrelerindeki LH reseptorleri azalir ve artik
granuloza hiicreleri LH’a yanit olarak Ostrojen tretmezler. Primer oositin birinci
mayotik boliinmesi ani artis tarafindan tetiklenerek kaldigi yerden devam eder. Bu
dalgalanmanin kesilmesi ile primer oosit I. mayozunu tamamlar. Bu olay LH pikinden
12-24 saat sonra gergeklesir, sekonder oosit ve I. polar cisimcik olusumu ile
sonuglanir. Granuloza ve teka hiicreleri ise liiteinize olur ve progesteron iiretmeye

baslar (Ross ve ark. 2003).
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2.1.4. Ovulasyon

Graaf folikiilii, FSH ve LH’1n etkisiyle ani bir biiylime gosterir ve ovaryum yiizeyinde
Kistik bir kabart1 olusur (Balasch ve ark. 1995). Stigma, kisa siirede kiiglik damarsiz bir
nokta seklinde bu kabartinin yiizeyinde belirir. Ovulasyon Oncesi, sekonder oosit ve
kumulus ooforusun bazi hiicreleri gerginlesmis folikiiliin i¢ ylizeyinden ayrilir.
Ovulasyon, LH iiretimindeki ani yiikselisle tetiklenir. LH diizeyinin artmasi sonucu
uyarilan teka eksterna ve tunika albuginea igindeki proteolitik etkinlik, olgun Graaf
(antral) folikiiliin yirtilmasinmi kolaylastirir (Kierszenbaum 2006). Ovulasyon genellikle
LH artisindan 12-24 saat sonra olur. LH artis1 stigmanin disariya balonlagsmasina yol
acarak bir vezikiil olusturur. Daha sonra stigma patlar ve sekonder oosit folikiil sivistyla
birlikte atilir. Oositin atilmasi, folikiil i¢i basincin artmasi ve teka eksternadaki diiz
kaslarin, prostaglandin uyarimina bagli olarak kasilmasmin bir sonucudur. Folikiil
duvarinin enzimlerle pargalanmasi, ovulasyona neden olan ana mekanizmalardan biri
olarak goriilmektedir. Atilan sekonder oosit; zona pellusida, bir ya da daha fazla
tabakali 1sinsal tarzda dizilmis folikiil hiicrelerinin olusturdugu korona radiata ve
kumulus tabakasi ile sarilmistir. Boylece oosit-kumulus kompleksi olusur (Hyttel ve
ark. 2010). Disar1 atilan 00sit, ovaryuma ¢ok yaklagsmis olan ovidukta girer.
Ovulasyondan birkag saat 6nce folikiiler hiicre tabakasi ve teka interna korpus luteuma

doniismeye baslar (Kierszenbaum 2006).

2.1.5. Korpus Luteum

Ovulasyondan sonra luteal faz baglar geride kalan folikiillerin (granuloza ve teka interna
hiicrelerinin) hiicre tabakas1 biiziigiir ve hormon salgilayan major bir bez olan korpus
luteuma doniisiir. Bu doniisiimiin izledigi evreler su sekilde 6zetlenebilir; 1) Folikiiliin
bazal mebram yikilir 2) Oncesinde damarsiz olan folikiiler hiicre kiimesi igine kan
damarlar1 girmeye baglar. Antrum bosluguna kan dolar ve pihtilagir; boylece, gegici bir
yapt olan korpus hemorajikum olusur. Daha sonra, yeni olusmus kan damarlari
(anjiyogenez), fibroblast ve kollajen lifler fibrin piht1 i¢ine girer. 3) Folikiiler hiicreler
ve teka interna hiicrelerinin degisimi. Folikiil hiicreler, folikiiler lutein hiicrelere
doniistip tipik olarak steroid sentezleyen hiicre oOzelellikleri gosterir (Kierszenbaum
2006). Teka internanin kapiller ve lenfatik damarlar1 korpus luteumun i¢ kismina dogru

gelisir ve bu yapinin zengin damar agini olustururlar. Oosit II atildiktan sonra folikiiliin
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hiicrelerinin yeniden diizenlenmesi ve korpus luteumun olusmasi, ovulasyon dncesinde
salgilanan lutenize edici hormonun (LH) uyarisi sonucu gergeklesir (Junqueira ve
Carneiro 2003). Bundan sonrasinda FSH ve LH uyarisina yanit olarak progesteron ve
Ostrojen salgilar. Folikiiler hiicrelerde LH reseptorlerinin goriilmeye baslanmasi,
liiteinizasyon i¢in kritik bir olaydir. Teka interna hiicreleride teka liitein hiicrelerine
dontisiir ve LH uyarisina yanit olarak androstenoidon ve progesteron iiretir. Teka liitein
hiicreleri androstenoidon saglayarak folikiiler hiicrelerle isbirligi yapar. Androstenoidon
daha sonra folikiiler liitein hiicrelerinde ostrodiyole ¢evrilir. Korpus luteum biiylimeye
devam eder ve gebelik gerceklesmemisse ovulasyondan sonra gerileme evresine girer.
Fertilizasyon olmussa, korpus luteum biiylimeye devam eder ve progestron ile dstrojen
tretmeyi siirdiiriir. Korpus luteumun yasamasin1 saglayan implante embriyonun
trofoblast hiicrelerinde tiretilen ‘insan koryonik gonadotropik’in (hCG) uyarici etkisidir
(Kierszenbaum 2006). hCG’ nin etkisi LH’ ye esdegerdir, boylece korpus luteumun
dejenerasyonu engellenir. Korpus luteum daha da biiylir ve progesteron hormonu
salgilar (Junqueira ve Carneiro 2003). Luteoliz sonucundan korpus luteumun
gerilemesiyle korpus albikans olusur. Bu siiregte korpus luteumun dejenere olan luteal
hiicre kiimelerinin yerini stromal bag dokusu alir (Kierszenbaum 2006). Gebelikteki
korpus luteuma gebelik korpus luteumu (korpus luteum gravididas, korpus luteum
pregnansi, korpus luteum verum) denir. Gebelik korpus luteumu insanlarda 4-5 ay

sliresince aktiftir (Junqueira ve Carneiro 2003).

2.1.6. Intersitisyel Hiicreler

Folikiil atrezisi esnasinda granuloza hiicreleri ile oositler ¢oziiliip bozulmasina ragmen,
teka interna hiicreleri korteks stromasinda ¢ogu kez tek ya da kiiciik gruplar halinde
kalir (Junqueira ve Carneiro 2003). Bu hiicreler, poligonal sekilli, ortada yuvarlak
¢ekirdegi ve belirgin ¢ekirdekgikleri olan epiteloid hiicrelerdir ve intersitisyel hiicreler
adin1 alirlar. Sitoplazmalarinda kiiciik yag damlaciklart bulunur. Ayrica intersitisyel
hiicreler granuloza hiicrelerinden ve primordiyal follikiillerden de koken alirlar. Bunlar
LH tarafindan uyarilarak Ostrojen (steroid) salgilarlar (Tanyolag 1999, Junqueira ve
Carneiro 2003).
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2.2. Tamoksifen

[lk kez 1896 yilinda ileri evre meme kanserinin tedavisinde ovorektominin
(ovariectomy) etkili oldugu gosterilmistir. Overlerin endokrin fonksiyonu ise ilk kez
1923 yilinda St. Louis’ de Dr. Ailen ve Dr. Daisy tarafindan tespit edilerek over
kaynakli bu kimyasal maddelere Ostrojen (estrus=cilginlik) adi verilmistir (Ailen ve
Doisy 1923). Overlerin cerrahi olarak ¢ikarilmasi veya radyoterapi ile ablasyonu 1950’
li yrillarda hem metastatik hastaligin tedavisinde hem de adjuvan uygulamalarda standart
tedavi olarak kabul gdérmiistiir. 1966 yilinda Chicago Universitesi' nde dstrojen reseptor
proteini ilk kez bir sican uterusundan izole edilmistir. 1971 yilinda meme kanseri
hiicrelerinin bir kisminda ostrojen reseptorii bulundugu ve Ostrojen reseptorii bulunan
timorlerin endokrin tedaviye daha iyi yanit verecegi fikri ortaya atilmistir (Jensen ve
ark. 1971). Ostrojen reseptdrii tasiyan tiimorlerin endokrin ablasyona % 60 oraninda
yanit verdiginin gosterilmesi ile umutlar iyice artmis ve bunun i¢in dstrojenin meme
dokusundaki etkilerini bloke edecek yeni bir antidstrojen ajan arastirilmaya
baslanmistir. ilk antidstrojen bilesik olan Etamoksitrifetol 1958 yilinda sentez edilmistir
(Lemer ve ark. 1958). Ancak siddetli yan etkileri nedeniyle kullanimi kisith olmustur.
llerleyen calismalarla birlikte daha sonra yeni ve daha az yan etkiye sahip bir
antiostrojen olan Tamoksifen (TAM) gelistirilmistir. Yapilan ilk ¢alismada 46
postmenopozal ileri evre meme kanserli hastada denenen ilag, 10 hastanin olumlu yanit
vermesi ile popiilarite kazanmistir (Cole ve ark. 1971). Bir nonsteroid antidstrojen olan
TAM’ 1n diger antidstrojenlere oranla daha giiclii bir antitlimor etkisi ve daha az
sistemik etkilerinin olmasindan dolay1 kullanim1 artmistir. TAM 1973 yilinda Nolvadex
piyasa adiyla ilerlemis meme kanserinin tedavisi amaciyla Ingiltere' de piyasaya ¢ikmus,
1977 de postmenopozal kadinlarda metastatik meme kanseri tedavisi icin Amerika’ da
FDA (Food Drug Administration) onay1 almistir (Wyld ve ark. 1998). TAM’ 1n Gstrojen
reseptOr pozitif premenopozal meme kanserli hastalarda, sag kalim sansini arttirdiginin
ve karst memede meme kanseri gelisimini azalttiginin calismalarla gosterilmesi 15 yil
almigtir (Ward 1973). Selektif Ostrojen reseptor modiilatorlerinin atasi sayilan TAM,
meme dokusu iizerine antidstrojenik etki gosterirken (Ward 1973), serum lipitleri
(Saarto ve ark. 1996), kemik (Love ve ark. 1994) ve endometriyum (Decensi ve ark.
1996) tizerine belirgin Ostrojenik etki gostermekte ve buna bagli olarak TAM kullanan
hastalarda endometriyal patoloji gelisme riski artmaktadir (Barakat ve ark. 1995). TAM
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hem premenapozal hem postmenapozal hastalarin tedavisinde yiiksek oranda
kullanilmaktadir (Goldrisch ve ark. 1991, Sunderland ve Osborne 1991). Giiniimiizde
TAM, meme kanserine karsi yiiksek risk tasiyan saglikli kadinlarin profilaksisinde
(Powles ve ark. 1990), iyi huylu meme hastaliklarinin tedavisinde (Fentiman ve Powles
1987) ve infertil kadinlarda ovulasyon indiiksiyonunda (Weseley ve Melnick 1987)

kullanilmaktadir.

2.2.1. Etki Mekanizmasi

Meme kanserinde endokrin tedavinin temel prensibi, tiimor hiicresinin Ostrojenlerin
(Estron (E1) , Estradiol (E2) , Estron siilfat (E1s) ) biiyiimeyi uyarict etkisinden yoksun
birakilmasidir. Normal meme dokusunun biiyiime ve ¢ogalmasi esas olarak ostrojen ve

prolaktin hormonlari tarafindan diizenlenir (Love ve ark. 1994).

Meme kanserinin ortaya ¢ikmasindan ve ilerlemesinden primer olarak Ostrojenler
sorumludur (Trichopoulos ve ark. 1983, Love ve ark. 1994). ilk kez 1975 yilinda
TAM’ m kiiltlir ortaminda Gstrojen reseptdrii tasiyan meme kanseri hiicrelerini inhibe
ettigi ve bu etkinin ortama Ostrojen ilave edildiginde geri dondiiriilebildigi
gosterilmistir (Lippman ve Bolan 1975). Bundan yaklagik 10 yil sonra birbirinden
bagimsiz olarak TAM’ 1 meme kanseri hiicrelerini sikliisiin G1 fazinda bloke ettigi
tespit edilmistir (Osborne ve ark. 1983, Sutherland ve ark. 1983). TAM G&strojen
reseptoriine baglandig1 zaman reseptorde ii¢ boyutlu bir degismeye neden olmakta ve
DNA’ daki Ostrojen baglanmasini inhibe etmektedir. Normal fizyolojik kosullarda
Ostrojen stimiilasyonu, tiimor hiicre iirlinii transforming growth faktor f° y1 (TGF-B)
arttirmaktadir. TAM tiimor hiicre biiylimesinin otokrin inhibitoriidiir. Bu yollar1 bloke
eden TAM’ 1n net etkisi meme kanseri biiylimesinin otokrin stimiilasyonunu hiicreyi
G1 fazinda bloke ederek azaltmaktir. Buna ek olarak insiilin benzeri biiyiime faktorii 1°
in (IGF-I) lokal olusumunu da azaltir. IGF-I meme kanseri igin parakrin biiyiime
faktoridiir (Gilman 1996). TAM daha ¢ok tiimorstatik bir ila¢ oldugundan ve kisa
stireli tedavi sonrast TAM kesildiginde tekrarlanabilme ihtimali oldugundan uzun
stireli tedavinin (en az 5 y1l) en iyi klinik strateji oldugu belirtilmektedir (Jordan ve ark.
1979, Jordan 1983). 5-10 yillik kullanim sonucunda TAM’ a kars1 herhangi bir tolerans

gelismezken, daha kisa siireli kullanimlardan sonra niikslerin goriilme sikliginin arttig1
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bildirilmektedir (Jordan 1978). Sonug olarak, TAM’ in meme kanserinde hayatta kalim

oranini %10 arttirdig1 diigiiniilmektedir.

2.3. Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii

Insiilin benzeri biiyiime faktdrleri (IGF-1 ve IGF-1I), ilk olarak 1957'de Salmon ve
Daughaday tarafindan (Salmon ve Daughaday 1957) sigan kikirdagina -siilfatin
katilmasini stimiile etme kabiliyeti ile "siilfatlayici faktor" olarak tanimlanmistir (Laron
1971). Froesch ve ark. (1963) ise IGF’leri, iki serum bileseninin (NSILA I ve II)
baskilanamayan insiilin benzeri aktivitesi (NSILA) olarak tanimlamislardir (Froesch ve
ark. 1963). 1972'de, siilfatlayict faktér ve NSILA tanimlamalarinin yerini
"somatomedin™ terimi almistir (Daughaday ve ark. 1972). Rinderknecht ve Humbel
(1976) proinsiilinin yapisal benzerliklerine bagli olarak "insiilin benzeri biiylime faktori
1 ve 2" (IGF-I ve 1) olarak yeniden isimlendirilen iki aktif maddeyi insan serumundan
izole etmislerdir (Laron 1999). Dolasimdaki IGFnin asil kaynagi karaciger olsa da, pek
¢ok dokuda oldugu gibi, ozellikle dogum sonrasi gelisim esnasinda, genis c¢apta ifade

olduklar1 goriilmektedir (Daughaday ve Rotwein 1989).

IGF'ler relaxin protein hormonunu da igeren insiilinle baglantili peptid ailesinin bir
tiyesidir (Blundell ve Humbel 1980). IGF sistemi pek ¢ok elemanin birlesimi ile
meydana gelmektedir. Sistem iki adet ligand (IGF-I ve II) ve iki adet reseptor
icermektedir. IGF-IR insiilin reseptoriine yliksek homoloji gdsteren ancak daha yliksek
konsantrasyonlara sahip tirozin kinaz ailesinin bir transmembran reseptoriidiir (Sekil
2.3.) (Izadyar ve ark. 1998). Insiilin reseptorii (IR) karacigerde, yag ve kas dokusunda
baskinken, IGF-IR hemen hemen biitiin hiicre tiplerinde baskindir ve genellikle
fibroblastlar, kontrositler ve osteoblastlarda ¢ok daha yaygin bulunmaktadir (Kritsch
2000).
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Sekil 2.2. insiilin ve Insiilin benzeri biiyiime faktorii 1 reseptorii (IGF-IR) arasindaki
benzerlik (Laron 2001).

2.3.1. insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii I (IGF-1)

IGF-1I, 7649 kDa'lik molekiil agirligina sahip, 70 amino asitten olusan kiigiik bir
peptiddir (Daughaday ve Rotwein 1989). IGF-I, insiilin'e benzer sekilde, disiilfid
baglariyla bagli A ve B zincirine sahiptir. C-peptid bolgesi IGF-1 de 12 amino asitten
meydana gelmektedir. IGF-I'in insiiline yapisal benzerligi, insiilin reseptoriine baglanma
kabiliyetini de (diisiik afinite ile) agiklamaktadir (Laron 2001).

IGF'ler bir¢ok hiicre tipinden hormon sentezlemesinde rol oynarlar. IGF-1 ve IGF-II,
ovaryumun granuloza ve teka hiicrelerinden hormon sentezini ve sekresyonunu uyarir
ayrica FSH ve 0strojen ile birlikte karsilikli sinerjik etkiler gostermektedir (Giudice
1992). Timus epitel hiicreleri tarafindan timulin hormonun salgis1 da yine IGF-I
tarafindan stimiile edilmektedir (Timsit ve ark. 1992). Adrende fasikiilata hiicrelerinin
IGF-I ile tedavisi ACTH reseptor sayisini arttirir ve ACTH'ye yanit olarak steroid
hormon sentezini gii¢lendirir (Penhoat ve ark. 1989). Diger bir taraftan, bu hiicrelerin
ACTH ile tedavisi IGF-I sentezini uyarir; bu sentez ACTH etkisini daha da
giiclendirmek i¢in bir otokrin faktor olarak mevcuttur (Penhoat ve ark. 1989). IGF-I

20



aynt zamanda Leydig hiicrelerinden ve tiroid folikiil hiicrelerinden hormon

sentezlenmesini uyarmaktadir (Lowe 1991).

IGF'ler genis ol¢iide pek ¢ok hiicreye ozgii islevi de etkileyebilir. Ornegin in vitro
olarak hipofiz somatotropinlerinde, IGF-I dogrudan GH sentezini inhibe eder
(Yamasaki ve ark. 1991). Ayrica, IGF-I ve IGF-1l, IGF-I reseptorii araciligiyla,
immiinoglobiilin E'ye yanit olarak bazofillerden histaminin salinmasii giiclendirir
(Koshino ve ark. 1993). Purkinje hiicrelerinde ise IGF-I, 7-amino biitirik asitin glutamat
uyarimiyla salimin1 engelleyerek bu hiicreler i¢in in vivo olarak bir néromodiilator
olarak islev gorebilir (Castro-Alamancos ve Torres-Aleman 1993). Bunun yanisira,
IGF-I degisiminin T lenfositlerde (Tapson ve ark. 1988), bronsiyal epitel hiicrelerinde
(Shoji ve ark. 1990), endotel hiicrelerinde (Grant ve ark. 1987), melanom hiicrelerinde
(Stracke ve ark. 1989) ve retinal pigment epitel hiicrelerinde (Grant ve ark. 1990)
kemotaktik  migrasyonu  arttirdigi  bildirilmistir.  Bununla  birlikte, insan
rhabdomiyosarkom hiicrelerinde, IGF-II'ye kemotaktik bir cevaba karst IGF-II
reseptoriiniin  aracilik ettigi gosterilmistir (Minniti ve ark. 1992). IGF-1 ayrica
keratinositlerin gogiinii de uyarmaktadir (Ando ve Jensen 1993). IGF'lerin metabolik
etkileri, mitojenik etkilerden farkli yolaklarla saglanir ve bazi hiicrelerde reseptor tirozin
kinaz aktivitesinin uyarilmasi gerekmeyebilir (McClain ve ark. 1990). Fonksiyonel IGF-
I reseptorlii hiicrelerin ¢ogunda, IGF'ler belli bir dereceye kadar amino asit, glikoz
alimim ve genel protein sentezini uyarmaktadir. iskelet kasinda in vitro galismalarda,
IGF-T'in, glukoz alimi, glikoliz ve glikojen sentezi iizerinde insiilin benzeri uyarici
etkilere sahip oldugu fakat insiilinin aksine glikoz oksidasyonunu uyarmadigi
gosterilmigtir (Dimitriadis ve ark. 1992). IGF-I, ekstraselliller matriks (ECM)
proteinlerinin, Ozellikle kollajenlerin ve proteoglikanlarin sentezini arttirmak igin
kondrositleri (Trippel ve ark. 1989, Hill ve ark. 1992), osteoblastlari, fibroblastlar1 ve
endotel hiicrelerini de uyarir (Lowe 1991). IGFmnin hareket mekanizmasinda
somatomedin modeli, GH'niin IGF-I seviyelerini kontrol altinda tuttugunu ve IGF-I' in
direkt olarak hiicresel seviyede hareket ettigini Ongormiistiir. Baslangicta
somatomedinlerin GH'e cevap olarak karaciger tarafindan sentezlenen dolasimdaki
hormonlar olarak islev gordiigi diisiiniilmekteydi. Bazi1 dokulardaki IGF-I mRNA

diizeyleri ve lenfdeki peptid konsantrasyonlarmmin GH ile tedaviden sonra arttigi
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gosterilmistir dolayisiyla dokulardaki IGF-I seviyeleri GH'na da bagimlidir (Roberts ve
ark. 1987, Davis ve ark. 1992). IGF-I yaygin olarak lokal bazda sentezlenir ve
dokularda potansiyel bir parakrin-otokrin etkiye sahiptir. Epifizyal biiylime plag
(Jennische ve ark. 1992), ovaryum (Giudice 1992) ve bobrek (Chin ve ark. 1992) gibi
lokal IGF-I sentezinin yapildigi dokularda kismen GH ile diizenlenir, bdylece endokrin
seviyelerinin yanisira somatomedin modeli de her iki otokrin / parakrin mekanizmasi

i¢in de gecerliligini korur.

Ostrojen sentezini kontrol ettigi goriilen uterus gibi diger dokularda (Murphy ve ark.
1987), IGF-1 ekspresyonu GH'dan bagimsizdir. IGF-II,’nin ekspresyonunun
diizenlenmesi ise, ¢ogunlukla GH'den bagimsizdir. Hem IGF-I hem de IGF-II
ekspresyonun GH'dan bagimsiz oldugu durumlarda, fotal gelisim sirasinda baskin
olarak mezenkimal orijinli hiicreler tarafindan dokularda ekspre olur (Han ve ark.
1992). IGF-I seviyeleri GH'ye bagimli hale geldiginde, serum seviyeleri dogum sonrasi
yasamda ¢ok daha disiiktiir (Daughaday ve Rotwein 1989). Fotiiste IGF hareketi bu

nedenle ¢ogunlukla otokrin / parakrin ve GH'den bagimsizdir.

2.3.2. Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-I Reseptorii IGF-IR)

Glikoprotein yapidaki IGF-IR hiicre membraninda konumlanmistir. IGF-IR, iki 6zdes
a-altbiriminin ve iki 6zdes B-altbiriminin tetrameridir (LeRoith ve ark. 1995, Stewart ve
ark. 1996, Sepp-Lorenzino ve ark. 1998). Yapisal olarak, IGF-IR, insiilin reseptoriinii
andirir ve aralarinda % 60 homoloji bulunur. IGF'ler ve insiilin, tercih edilen ligand
haricinde ¢ok daha zayif baglanma afinitesine sahip olsa da birbirlerinin reseptdriine

capraz baglanabilmektedir (Steele-Perkins ve ark. 1988, Frattali ve ark. 1993).

IGF-IR’ iin Insiilin reseptorii ile benzerligi, IGF-IRa’nin bolca sistein iceren bir hormon
baglama bolgesine sahip olmasindan ve IGF-IRB’nin tirozin kinaz aktiviteli sitoplazmik
bolgesinden kaynaklanmaktadir (Baserga 2000). Insiilin benzeri bilyiime faktorii I’in
reseptoriine (IGF-IRa altbirimine) baglanmasi; tirozin fosforilasyonu ile birlikte insulin-
reseptOr substrat-1 (IRS-1) ve Shc gibi adaptor proteinlerin fosforilasyonuna neden olur
(Dudek ve ark. 1997). Boylece proliferatif ve antiapoptotik bir sinyal baslar sonugta

hiicrenin ¢ogalmasinda ve hayatta kalmasinda rol alan Ras / Raf / mitojen-aktive edici
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protein kinaz (MAPK)’n ya da fosfatidilinositol-3 kinaz (PI-3K) yolaginin aktivasyonu
gibi insiliin reseptoriiniin etkilerine benzer olaylar meydana gelir (Poretsky ve ark.
1999). IGF-IR ifadesi steroid hormonlar1 ve biiylime faktorleri tarafindan diizenlenir
(Stewart ve ark. 1996, Sepp-Lorenzino ve ark. 1998). Yiiksek IGF-1 seviyeleri, IGF-
IR'de diisiise neden oldugundan, IGF'ler IGF-IR ifadesini baskilamaya yonelik negatif
feedback sinyalleri seklinde gorev yapabilir (Yang ve ark. 1996, Hernandez-Sanchez ve
ark. 1997). IGF'lerin etkisinin tersine, bazik FGF, PDGF ve EGF de dahil olmak {izere
diger biiytime faktorleri IGF-IR ekspresyonunu uyarir (Rosenthal ve ark. 1991, Rubini
ve ark. 1994, Sepp-Lorenzino ve ark. 1998). IGF-IR ekspresyonu ayrica Ostrojen,
glukokortikoidler, GH, FSH, luteinize edici hormon ve tiroid hormonlari tarafindan da
uyarilir (LeRoith ve ark. 1995, Sepp-Lorenzino ve ark. 1998). IGF'lerin IGF-IR'ye
baglanmasi, sinyal iletim yolunda pek ¢ok melekiiliin reaksiyon kaskadini tetiklemenin
yant sira reseptoriin tirozin kinaz aktivitesini aktive eder. IGF-IR i¢in iki farkli sinyal
iletim yolu belirlenmistir. Birinci yol; Ras proteinini, Raf proteinini ve Mitojen-
aktiviteli protein kinazi (MAPK)’1 aktive eder. Bu yolun aktivasyonu hiicre biiyiimesi,
gelisimi ve cogalmasina baghdir. ikinci yol ise Fosfodiinotositol 3-kinaz (P13-kinaz) ve
Akt aktivasyonunu igerir. Bu yolun aktivasyonu ise hiicre metabolizmasi, biiylimesi ve
antiapopitotik siireglere baglidir (Jones ve Clemmons 1995, LeRoith ve ark 1995).
MAP-kinaz (ERK-1-2) transkripsiyon faktorlerini aktive eder. Ayrica DNA sentezini ve
IGF-1 stimiilasyonu ve mitogenezisi diizenledigi bilinmektedir. PI3-kinaz glikoz
transportunun stimiilasyonu, protein ve gikojen sentezi, apoptozisin inhibisyonu, IGF-I
ve insiilinin metabolik biiyiime ve fonksiyonel etkilerinin tasinmasi igin etkilidir
(Saetrum ve Wang 2005). Bunun disinda IGF-IR ile baslatilan diger sinyal iletim
yollarinin varligida muhtemeldir (Lopaczynski 1999). Ligand baglanmas: ile IGF-
IR'niin aktivasyonu, IGF'lerin aktivitesine aracilik etmesini sagladig: icin gereklidir.
IGF'lerin mitojenik ve antiapoptotik etkilerine aracilik etmenin yan sira IGF-IR hiicre
donilisimiinde de etkin rol oynamaktadir. In vitro deneyler, IGF-IR genini ortadan
kaldirarak, hiicre ekspresyonunu baskilayarak veya fonksiyonunu inhibe ederek hiicre
zarmdan  IGF-IR'nin  uzaklagtirilmasmin  hiicre  transformasyonunu  ortadan

kaldirabilecegini gostermistir (Baserga 1995).
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2.3.3. IGF Baglayici Proteinler IGFBP)

Plazmada, IGF'lerin % 99'u, serbest IGF-I'in dokulara uygunlugunu modiile eden bir
baglayici protein ailesi ile kompleks olusturmaktadir. Hem IGF-I'in hemde IGF-II' nin
kontroliinde biyolojik olarak kullanilabilen, yiiksek afinite ile baglanmasina yardimei
olan alt1 adet baglayict protein bulunmaktadir (Baxter 2000). IGFBP’ler tiim biyolojik
stvilarda bulunmaktadir ve iki grupta siniflandirilabilmektedir: (1) serumda bulunan
IGFBP-I, -2, -4, -5 ve -6 (24-35 kDa); ve (2) serumda en baskin IGFBP olarak kabul
edilen IGFBP-3'tiir. Bu sividaki IGFBP-3 agirlikli olarak IGF-I veya -1I'den olusan ve
aside dayaniksiz olarak 85 kDa altbiriminden olusan 150 kDa formunda bulunur.
Serumda IGFBP-1 ve -II'nin konsantrasyonlari negatif olarak diizenlenip GH'dan
etkilenmezken, IGFBP-3"iin konsantrasyonu GH ve IGF-I ile pozitif olarak diizenlenir
(Monget ve ark. 2002). IGFBP'ler, IGF'lerin hedef hiicrelerdeki hareket aktivitesini
inhibe edebilecegi gibi giiclendiredebilir. IGFBP'lerin IGF-I ve -II igin afinitesi tip |
reseptOriiniin  afinitesi ile ayni1 siralamaya sahiptir dolayisiyla IGF'lerin hareket
mekanizmasin1 engelleyerek bunlarin etkisini inhibe edebilirler. Bununla birlikte
IGFBP'ler ECM'ye (ekstra seliiler matrikse) (IGFBP-5) baglandiginda veya proteolize
girdiklerinde (IGFBP-3 ve 4) GFBP'lerin IGF'lere afinitesi azaltilabilir (Spicer 2004).
Bu proteoliz, hiicre zar1 seviyesinde meydana gelebilir (Baxter 2000). IGF'lerin biyo
yararlaniminin artmasi, IGF'lerin IGFBP'ler i¢in afinitesini azaltabilir ve bu durum
ligandlarin hareketinde bir inhibisyondan ziyade bir potansiyelizasyona neden olabilir
(Monget ve ark. 2002). Genel olarak, IGFBP'lerin IGF aktivitelerinin diizenlenmesinde
dort temel fonksiyonu vardir: 1; plazmada transport proteinleri olarak davranabilirler, 2;
metabolik klirenslerini diizenleyerek IGF'lerin yar1 6mriinii uzatirlar, 3; Doku ve hiicre
tipine spesifik hedefleme mekanizmasinda rol alir ve 4; dogrudan IGF'lerin reseptorleri
ile olan etkilesimini modiile ederek dolayli yoldan biyolojik aktivitelerini kontrol eder
(Silva ve ark. 2009).

24



3. MATERYAL VE YONTEM

Sunulan tez calismasinda, baska materyal kullanma ilkesine uygun olarak (replacement)
tekrar deney hayvam kullanilmamasi igin, Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Histoloji- Embriyoloji Anabilim dalinda bir onceki projede (Tibitak 1120574)
asagidaki deneysel prosediirii uygulanan hayvanlardan elde edilen ovaryum doku

bloklar1 kullanildi.

3.1. Deney Hayvanlar1 ve Bakim Kosullari

Calisma Uludag Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme Uygulama ve Arastirma
Merkezi ve Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali laboratuarinda yiiriitiilmistiir. Caligma materyali olarak 60 adet ayni yas ve
genetik yapiya sahip (inbred) eriskin (8 haftalik) BALB/ ¢ wki disi fareler
kullanilmistir. Fareler icin Onerilen uygun cevresel kosullar ayni merkez tarafindan
saglanmis ve fareler standart fare yemi ile beslenerek, igme suyunu serbest olarak
tilketerek, 1siklandirilmasi 12 saat aydinlik-12 saat karanlik, havalandirilmasi (% 60-70
nem), oda 1sis1 (20-24 0C) kontrol edilen bir odaya yerlestirilmistir. Caligmadaki tiim
deneysel uygulamalar Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan onaylanmigtir (Karar no: 2012- 09/04).

3.2. Deneysel Uygulama

Fareler ortama ve deney kosullarina uyum saglayabilmesi i¢in deneysel uygulamanin 2
giin oncesinde kafes basina 5 fare olacak sekilde yerlestirilmistir. Kafeslerin {izerine
gruplar ile enjeksiyonun baslangi¢ ve bitig tarihini belirten plakalar yerlestirilmistir.
Deney hayvanlari aragtirma merkezinden temin edilen hayvanlar, 3 gruba ayrilmis; 1.
grup; Hayvanlara subkutan olarak (s.c.) 0.5mg/fare TAM, Il. grup; 1,5mg/fare TAM ve
III. grup; tasit madde (kontrol grubu) etanol: susam yagi (%10 etanol:% 90 susam yag1)
5 giin siire ile uygulanmistir (Zhang ve ark. 2005, Madisen ve ark. 2010). Her bir grupta
20 fare olmak iizere toplam 60 hayvan kullanilmigtir. TAM’1n dozlar1 tagit madde i¢inde

hazirlanmastir.
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3.2.1. Dokularin Alinmasi

3.2.1.1. Histolojik Prosediir

Deney sonrasinda, vaginal smear ile prodstrus déoneminde olan hayvanlar ayrilmis ve
ether inhalasyonu ile uyutulmustur. Daha sonra hayvanlarin karin bélgeleri a¢ilmis, her
hayvanin sag ovaryumu alinarak stereo mikroskop altinda c¢evre yag dokularindan
temizlenmistir. Bu ovaryumlar numaralandirilmis kasetler igerisinde Bouin tespit
sollisyonuna alinarak 24 saat tespit edilmistir. Tespit soliisyonunda bulunan ovaryumlar
degisik derecelerde alkol (% 50, 70, 80, 90, absolii), ksilol ve parafin serisinden
gegirilerek, graniillii, 58-60 °C’ de eriyen parafinle bloklanmustir.

Daha onceden bu asamaya kadar deneysel prosediire tabi tutulan hayvanlardan elde
edilen bu ovaryum dokulari, sunulan tez projesinde kullanilmistir. Ovaryum doku
bloklarindan, yar1 otomatik mikrotomla 5 um kalinliginda (Leica RM 2155, U.S.A.) 5’
er kesit alind1 ve bu kesitler % 30’ luk lizinle hazirlanmuis, lizinli lamlara ¢ekildi. Her bir
gruptaki ovaryum doku kesitlerinden birer tanesine ovaryumun genel yapisi incelemek
amaciyla, Crossmann’ 1in modifiye ti¢lii boyama yontemi uygulandi (Crossmon 1937),
diger ovaryum doku kesitlerinde ise IGF-1 ve IGF-IR ekspresyonunu belirlemek

amactyla immunohistokimyasal degerlendirmeler i¢in ayrildi.

Bouin Tespit Soliisyonunun Hazirlanisi

Doymus Pikrik Asit................. 75 ml
Notr Formol............o.oooonie. 25 ml
Asetik Asit.....ooooiiiii, 5 ml (Kullanilacag1 zaman eklenir).

Uclii Boyama Soliisyonlariin Hazirlanisi

Weigert Hematoksilen Soliisyonu

Soliisyon A; Soliisyon B;

Hematoxylin ( Crist)............... 1 gr Distile su............... 90 ml

%95 alkol.................. 100 ml Demir-3-Kloriir......... 1mil
HCL ..., I ml

Soliisyonlar hazirlandiktan sonra erimeleri i¢in bir gece bekletildi.

A ve B soliisyonlar1 esit miktarda hazirlanip karistirildi.
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Metil Alkol (Metil Karbonat) Soliisyonu

Distile su........coceviieiiiiin.n. 125 ml
Metil alkol (Metanol).............. 125 ml
Sodyum karbonat.................. 0.5 gr (Kendiliginden erimesi i¢in bir gece bekletildi)

Asit Fuksin Soliisyonu

Asit fuksin..................l 1.4 gr
Distile su......cocevveiiiiiiin. 400 ml
Tymol.........ooooiviiinii.. 0.26 gr
Asetik asit..........oooviiiiiiinn 4 ml

Anilin-Blue Soliisyonu

Anilin-Blue........................ 2 gr
Distile SU...uuneeeeeeeeeeeeane, 100 ml
Asetik asit...............oi. 2 ml

3.2.1.2. Uclii Boyama Yontemi
Deparafinizasyon ve Dehidrasyon
Ksilen :

%100 Alkol :

%96 Alkol :

%80 Alkol :

%70 Alkol :

%50 Alkol :

Distile Su :

Boyama

Musluk suyu :

Weigert Hematoksilen:
Musluk suyu :

Metil karbonat :
Musluk suyu :

Distile su :

Fosfotungistik Asit Soliisyonu
Phosphotungstic Asit....... 3gr

Distile su.......ccon. ... 100 ml

Asetik Asit Soliisyonu
Asetik Asit................... 2 ml

Distile SU......vvuenennann.. 100 ml

2 x 10 dakika
2 x 3 dakika
3 dakika

3 dakika

3 dakika

3 dakika

2 x 3 dakika

5 dakika

10 dakika (Cekirdek boyamast)
5 dakika

1 dakika

5 dakika

2 x 3 dakika
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Asit fuksin : 2 x 2 saniye (Sitoplazma Boyamasi)

Distile su : 2 x 3 dakika
Fosfotunsgistik asit: 15 dakika (Mikroskopta renk kontrolii)
Distile su : 2 x 3 dakika

Anilin Blue: 2 dakika (Bag doku boyasi)
Distile su: 2 x 3 dakika

Alkol Serilerinden Gecirilmesi

% 96 Alkol 2 x 3 dakika

%100 Alkol 2 x 3 dakika

Ksilende Parlatma

Ksilen 1 5 dakika

Ksilen 2 : 10 dakika

Kapatma

Boyanan kesitler entellan ile kapatildi.

3.2.1.3. immunohistokimya

Parafin bloklardan elde edilen 5-7 pum kalinligindaki ovaryum doku kesitlerinde,
TAM’mn IGF-lI ve IGF-IR ekspresyonlar1 iizerine etkisini belirlemek igin, spesifik
antikorlar ile indirekt Streptavidin-Biotin Peroksidaz immunohistokimyasal yontem

uygulandi ve 151k mikroskobunda incelendi.
Immunohistokimyasal Gerecler
Primer Antikorlar: IGF-1 (G-17) Santa Cruz sc: 1422
IGF-IR (C-20) Santa Cruz sc: 713
Sekonder Antikorlar: InmPRESS anti goat Ig Peroksidaz (MP-7405).
ImmPRESS anti rabbit Ig Peroksidaz (MP-7401).

Bufferlar ve Yikama Soliisyonu: Sitrat Buffer solisyonu 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).
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Kromojen: DAB (3-3 Diaminobenzidin) (Steady DAB/Plus (ab103723).

Poly-I-lysine soliisyonu (Sigma P8920-US), % 30’ luk lizin soliisyonunda hazirlanmis

lizinli lamlar, lamel, entellan, mikrotom bigagi, plastikten yapilan nemli bir ortam

(nemlendirme kutusu-Isin Tip-Tiirkiye).

Soliisyonlar

PBS

Sodyum klorid, NaCl :
Sodyum dihidrojen fosfat, NaH,PO42H,0 :
Disodyum dihidrojen fosfat, Na,HPO42H,0 :

Distile su :

Sitrat Buffer pH 6 soliisyonu

Sitrik asit:
Distile su :
pH, HCL ve NaOH ile 6’a ayarlandi.

Hidrojen Peroksit

Distile su :

%3’liik hidrojen peroksit :

Primer Antikor (IGF-I, IGF-IR)
IGF-I: 1/150

IGF-1 primer antikoru :

Antikor diliient soliisyonu :
IGF-IR: 1/100

IGF-I primer antikoru :

Antikor diliient soliisyonu :
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7,209
0,43 g
1,48 g
1000 ml

2,19
1000 ml

64 ml
6 ml

1ml
149 ml

1ml
99 ml



Substrat-Kromojen Soliisyonu

Steady DAB/Plus Buffer:

Konsantre Steady DAB/Plus Kromojen:

Harris Hematoksilen

Hematoksilen krist (Hematoxylin crystals):

%100 Alkol :
[TPotasyum allum :

ODistile su :

[JMerkurik oksit [Mercuric oxide (red)] :

1ml
20 ul (1 damla)

59

50 ml
100 g
1000 ml
259

Hematoksilen alkol icinde, potasyum allum sicak distile su icinde eritildi. iki solusyon

karistirildi ve karisim kaynama noktasina geldiginde atesten alinip iizerine yavasca

Merkurik oksit ilave edildi. Su icerisinde menekse-mor rengini alana kadar sogutularak

hazirlandi.

Immiinohistokimyasal Yontem

Streptavidin-Biotin Peroksidaz yontemine gore yapilan boyamada;

Polilizinli lama ¢ekilen dokular 37° C’ lik etiivde kurutuldu.

Deparafinizasyon ve Rehidrasyon

Ksilen :
%100 Alkol :
%96 Alkol :
%80 Alkol :
%70 Alkol : :
%50 Alkol :
Distile Su :

Antijen retriavel (antijenlerin agiga ¢ikarilmasi)

Sitrat Buffer (pH 6) :

Oda 1s1sinda sogumaya birakma:

3 x 5 dakika
2 x 3 dakika
3 dakika
3 dakika
3 dakika
3 dakika
2 x 3 dakika

3x5 (Mikrodalga firin, 600 W)
20 dakika



Yikama

PBS: 3 x 5 dakika
Endojen peroksit aktivitesinin giderilmesi

H,0, (%3) : 10 dakika
Yikama

PBS: 3 x 5 dakika
Bloking

Normal Horse Serumu %2.5 (kit igerisinde): 20 dakika
Inkiibasyon

Kesitler, IGF-1 1/150, IGF-IR 1/100 konsantrasyonlarda antikor diliient igerisinde
hazirlanan primer antikorda, negatif kontrol preparatlarina ise sadece antikor diliient
konularak + 4 °C’de 1 gece (16 saat) inkiibe edildi.

Yikama

PBS :3 x 5 dakika

Sekonder Antikor Uygulamasi

Reagent anti Goat IGF-I i¢in : 30 dakika
Reagent anti Rabbit IGF-IR igin: 30 dakika
Yikama

PBS: 3 x 5 dakika
Substrat-Kromojen Uygulamasi

DAB substrat-kromojen soliisyonu : 5 dakika (Kontrollii)
Yikama

Distile su : 5 dakika

Zit Boyama

Harris hemotoksilen : 30 saniye
Cesme suyu : 10 dakika
Distile su : 5 dakika

Alkol Serilerinden Gecirilmesi
% 96 Alkol : 3 dakika
%100 Alkol : 3 dakika

Ksilen 'de Parlatilma
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Ksilen 1 : 5 dakika
Ksilen 2 : 5 dakika
Kapatma

Boyanan kesitler entellan ile kapatildi.

3.3. Degerlendirme

Immunohistokimyasal degerlendirme; hedef hiicrelerin boyanip boyanmamasina,
boyanma karakterine ve boyanan hedef hiicrelerdeki boyama yogunluguna bakilarak
yapildi. Boyanmanin yogunluguna; boyanmama (-), zayif boyanma (+), orta siddette
boyanma (++), siddetli boyanma(+++) o6zelliklerine gore 0’dan 3’e kadar degerler

verilerek skorlama yapildi (Fromowitz ve ark. 1987, Ergin ve ark. 2008).

3.4. istatistiksel Analiz

Immunohistokimyasal boyamalar ile elde edilen verilerin ortalama ve standart hata
degerleri bulunarak, gruplar arasindaki farkliliklarin istatiksel agidan Snem gosterip
gostermedigi belirlendi. Deney ve kontrol gruplar1 arasinda IGF-1 ve IGF-IR
ekspresyonlar1 bazinda istatistiksel farkliliklar Non-Parametrik Kruskal Wallis testi ile
arastirildi. Gruplar arasindaki farkliligin hangi grup ya da gruplardan kaynaklandigini
belirlemek i¢in 2’11 bagimsiz de§isken arasinda istatistiki 6nemi analiz eden Mann-
Whitney U testi kullanildi. Giiven diizeyini gostermede p< 0,001, p< 0,05 simgeleri
kullanild. Istatistiki farkliliklar hem tablo hemde grafikler iizerinde *’Farkli harfler
tasiyan gruplar arasinda istatistiki yonden onem gozlenmistir’® ibaresiyle a-b-c
harfleriyle gosterildi. Calismanin istatistiksel analizleri SPSS 23.0 (Statiscal Package

For Social Sciences) programi kullanilarak yapildi.
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4. BULGULAR
4.1. Folikiil Kompozisyonu ve Ovaryum Histolojisi

Deneysel prosediiriin sonunda, kontrol grubundaki ovaryum kesitlerinde folikiillerin
tim ovaryum ylizeyinde yayildigi, korteks medulla ayiriminin yapilmadigr gézlendi
(Sekil 4.1.1.A). Uclii boyama ile boyanan ovaryum kesitlerinde primer oositi igeren tek
katl1 yass1 pregranuloza hiicreleri ile ¢evrili primordiyal folikiiller (PO), tek katl, iki
veya daha fazla kiibik folikiil epitel hiicreleri ile sarilmis primer folikiiller (PR), iki ya
da ti¢ kath, kiibik granuloza hiicreleri ile kusatilmis sekonder folikiiller (S), dort yada
daha fazla katli granuloza hiicreleri ile ¢evrili primer oositten olusan ve antrumun hentiz
sekillenmedigi ya da granuloza hiicreleri arasinda kiiclik araliklarin goriildigi
preantral folikiiller (PA), cok katli granuloza hiicreleri ile kusatilmis primer oosit

iceren ve antrumun sekillendigi antral folikiiller (A) gozlendi.

TAM enjekte edilen gruplarda ise, ovaryum yiizeyinde korteks ve medulla ayiriminin
belirgin oldugu, intersitisyel alanin olduk¢a genis, folikiillerin 6zellikle antral
folikiillerin kontrol grubuna goére ¢ok az oldugu gozlendi. Ayrica TAM’1n dozuna bagh
olarak ovaryum yiizeyinde korpus luteumun olduk¢a az oldugu belirlendi (Sekil 4.1.).
Ovaryum yiizeyinde gerek kontrol gerekse deney gruplarinda saglikli ve atretik
folikiiller gozlendi. Uglii boyama yontemi ile atretik folikiillerdeki granuloza
hiicrelerinin piknotik ¢ekirdekli ve kromatin yogunlagmasi gibi apoptozisin morfolojik
ozelliklerine sahip oldugu ve antrum igerisine dokiildiikleri belirlendi. Saglikli
folikiillerin bir kisminda ise, az sayida granuloza hiicrelerinin folikiil antrumuna
dokiildiigii ve apoptotik yap1 gosterdigi fakat folikiil icerisindeki ¢ogu granuloza
hiicrelerinin ¢ok iyi organize bir sekilde yerlestigi ve hiicre membran biitiinliigiiniin
bozulmadig: belirlendi. Bu morfolojik degerlendirmeye bagli olarak, kontrol grubuna
gore deney grubunda, doza bagl olarak atretik folikiillerin ovaryum yiizeyinde oldukca
fazla oldugu, ayrica medulla bolgesinde kiiciik kistik yapilarin varligi belirlendi.
Yapilan degerlendirmeler sonucunda, tiim gruplarda primordiyal ve primer folikiillerde
atrezi goriilmezken, bazi sekonder, preantral ve antral folikiillerde 6zellikle deney

grubunda kontrol grubuna gore daha fazla atretik folikiil gozlendi (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.1. (A); Kontrol grubu, (B); 0,5 TAM grubu ve (C); 1.5 TAM grubunun
ovaryumundan genel gériiniim. Uglii boyama, Bar 50 pm.

Sekil 4.2. 1,5 TAM grubunun ovaryumunda atretik ve saglikli folikiiller. ok: atretik
folikiiller, ok bas1: saglikli folikiiller, yildiz: intersitisyel hiicreler. Uglii boyama. Bar 25
pm.
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4.2. immunohistokimyasal Bulgular
4.2.1. IGF-I

A. Kontrol Grubu

Folikiillerin oositlerinde IGF-1 ekspresyonu: Kontrol grubunun ovaryumunda yer
alan folikiillerin oositlerinde negatif ile orta siddet arasinda degisen IGF-I ekspresyon
seviyelerine rastlandi. IGF-I ekspresyonu sekonder ve preantral folikiillerin oositlerinde
orta siddette iken, primer ve antral folikiillerde negatif ile zayif arasi siddette bir
reaksiyon gosterdi (Sekil 4.3. ve Sekil 4.6.) En az immiinreaksiyon gosteren folikiil

grubu ise, primordiyal folikiillerin oositleri oldu (Cizelge 4.1.).

Granuloza hiicrelerinde IGF-I ekspresyonu: Folikiillerdeki granuloza hiicrelerinde
IGF-I ekpresyonlar1 incelendiginde IGF-IR’ de oldugu kadar yogun bir reaksiyon
olmadigi dikkat c¢ekti. Tim folikiil gruplarmm granuloza hiicrelerinde IGF-I
ekspresyonu zayif siddette gozlendi. En siddetli denebilecek 6ne ¢ikan bir folikiil grubu
belirlenemedi (Sekil 4.3. ve Sekil 4.7.) (Cizelge 4.2.).

Korpus luteum, Teka ve Intersitisyel hiicrelerde IGF-I ekspresyonu: Korpus luteum
ve intersitisyel hiicrelerde IGF-I ekpresyon diizeyleri yakin degerlerde olup zayif ile
orta aras1 siddette reaksiyon belirlendi. Teka hiicreleri ise genel olarak folikiil
gruplarinda zayif reaksiyon gosterdi (Sekil 4.3. ve Sekil 4.8.) (Cizelge 4.3. ve Cizelge
4.4).
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Sekil 4.3 Kontrol grubu ovaryumunda IGF-I ekspresyonu. (A); genel goriiniim. Bar 50
um. (B); oosit sitoplazmasinda, (C); granuloza hiicrelerinde ve intersitisyel hiicreler,
(D); korpus luteum, teka hiicreleri ve intersitisyel hiicrelerde IGF-1 ekspresyonu.

G: Graliinoza hiicresi, O: Oosit, Yildiz: Intersitisyel hiicreler, KL: korpus luteum, ok:
teka hiicreleri. Bar 25 pm.

B. Deney grubu
Doz: 0.5mg/fare/giin TAM Enjeksiyonu
Tamoksifen’in giinliik 0.5mg doz, 5 giin silireyle uygulanan fare deney gruplarinda IGF1

ekspresyonu incelendi.

Folikiillerin oositlerinde IGF-1 ekspresyonu; Folikiil gruplarinda, oositler zayif ile
orta siddetli aras1 reaksiyon gosterdi. Orta siddette boyanma gosteren sekonder folikiil
oositleri en giiglii IGF-1 ekspresyonu gosteren folikiil grubu oldu (Sekil 4.4. ve Sekil
4.6.). Diger folikiil gruplarinda (PO, PR,PA,A) IGF-I immunreaksiyon zayif siddette
gozlenirken, PA ve A folikiil oositlerinin sitoplazmasindaki reaksiyon siddeti, PO ve PR
den daha siddetli gozlendi. (Cizelge 4.1.).
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Granuloza hiicrelerinde IGF-1 ekspresyonu; Folikiillerin granuloza hiicrelerinde
IGF-I immunreaksiyon, negatifle ile zayif arasinda reaksiyon gosterdi (Sekil 4.4. ve
Sekil 4.7.). Granuloza hiicrelerinde en siddetli reaksiyonu zayif siddeti ile (+) primer
folikiillerde belirledik (Cizelge 4.2.).

Korpus luteum, Teka ve Intersitisyel hiicrelerde IGF-I ekspresyonu; Korpus
Luteum hiicrelerinde zayif ile orta siddetli arasinda boyanma gosteren IGF-I,

intersitisyel hiicrelerde orta siddette reaksiyon gosterdi (Sekil 4.4. ve Sekil 4.8.). Genel

olarak folikiillerdeki teka hiicrelerinde IGF-I’in ekspresyonu zay1f siddette goriilmiistiir
(Cizelge 4.3. ve Cizelge 4.4.).

Sekil 4.4. 0,5 TAM grubu ovaryumunda IGF-1 ekspresyonu. (A); sekonder folikiil oosit
sitoplazmasinda ve intersitisyel hiicrelerde, (B); preantral folikiillerin o0o0sit
sitoplazmasinda, intersitisyel ve granuloza hiicrelerinde, (C); korpus luteum, teka ve
intersitisyel hiicrelerde IGF-I ekspresyonu. G: graliinoza hiicresi, O: 00sit sitoplazmasi,
yildiz: intersitisyel hiicreler, ok; teka hiicreleri, ok basi; korpus luteum. Bar 25 pm.
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Doz: 1.5mg/fare/giin TAM Enjeksiyonu
Tamoksifen’in giinliik 1.5mg doz, 5 giin siireyle uygulanan fare deney gruplarinda IGF1

ekspresyonu incelendi.

Folikiillerin oositlerinde IGF-1 ekspresyonu; Oositlerde negatif ile orta siddet
arasinda IGF-I ekspresyon diizeyleri belirlendi. En siddetli IGF-1 ekspresyonu orta
siddetiyle preantral folikiil oositlerinde gozlendi (Sekil 4.5. ve Sekil 4.6.). Genel olarak
ekspresyon diizeyleri, primordiyal folikiilden, preantral folikiile dogru artis gdsterdi,
ancak degerlendirme yapilabilecek kadar yeterli sayida antral folikiile rastlanilmadi

(Cizelge 4.1.).

Granuloza hiicrelerinde IGF-1 ekspresyonu; Folikiillerde bulunan granuloza
hiicreleri iizerinde IGF-I ekspresyon seviyesi zayif siddetli belirlendi (Cizelge 4.2.). En
az ekspresyon seviyesi, negatif ile zayif siddetli arasinda olusuyla primer folikiillerin
granuloza hiicrelerinde goriiliirken, zayif siddette boyanma gosteren primordiyal,
sekonder ve preantral folikiillerin granuloza hiicreleri arasinda belirgin bir farka
rastlanmadi (Sekil 4.5. ve Sekil.4.7.).

Korpus luteum, Teka ve Intersitisyel hiicrelerde IGF1 ekspresyonu; Intersitisyel
hiicrelerde orta ile siddetli arasinda IGF-I immiireaksiyonu gozlenirken, teka hiicreleri
zayif siddette IGF-1 ekspresyonu gosterdi (Sekil 4.5 ve Sekil 4.8.). Ovaryum yiizeyinde
degerlendirme yapabilecek kadar korpus luteum bulunamadigi i¢in 1.5 mg dozda TAM
enjekte edilen farelerde IGF-I ekspresyonu ile ilgili herhangi bir degerlendirmede

bulunulamadi (Cizelge 4.3. ve Cizelge 4.4.).
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Sekil 4.5. 1,5 TAM grubu ovaryumunda IGF-1 ekspresyonu. (A); preantral folikiil oosit
sitoplazmasinda, granuloza hiicreleri ve intersitisyel hiicrelerde, (B); 00sit
sitoplazmasinda, intersitisyel, granuloza ve teka hiicrelerinde IGF-1 ekspresyonu. G:
grallinoza hiicresi, O: oosit sitoplazmasi, yildiz: intersitisyel hiicreler, ok; teka hiicreleri.
Bar 25 pm.

Cizelge 4.1. Kontrol ve deney gruplarindaki folikiillerin oositlerinde IGF-I
ekspresyonu. Farkli harfler tasiyan gruplar arasinda istatistiki yonden Onem
gbzlenmistir. a ve b arasinda **p<0,001, a ve c; b ve c arasinda *p<0,05.

Degisken Grup N Ortalama + P
SH
PO Kontrol Grubu 20 0,33 +£0,12 0,160
0,5 Deney Grubu 20 0,67 0,12
1,5 Deney Grubu 20 0,40 +£0,13
PR Kontrol Grubu 20 0,87 £ 0,09 0,253
0,5 Deney Grubu 20 0,67 0,12
1,5 Deney Grubu 20 0,60 £0,13
S Kontrol Grubu 20 2,20+0,26 0,667
0,5 Deney Grubu 20 2,00+ 0,19
1,5 Deney Grubu 20 1,80 £ 0,39
PA Kontrol Grubu 20 2,00+ 0,00® | 0,001**; 0,05*
0,5 Deney Grubu 20 1,20 +0,14°
1,5 Deney Grubu 20 2,40 +0,32°
A Kontrol Grubu 20 0,67,+0,25 0,126
0,5 Deney Grubu 20 1,00 + 0,00
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Sekil 4.6 Kontrol ve deney gruplarinda folikiiler diizeyde oosit sitoplazmalarinda IGF-
I'in ekspresyon siddetleri. Farkli harfler tasiyan gruplar arasinda istatistiki 6nem
gozlenmistir.

Cizelge 4.2. Kontrol ve deney gruplarindaki folikiillerin granuloza hiicrelerinde IGF-I
ekspresyonu. Gruplar arasinda istatistiki yonden 6nem gézlenmedi p> 0.05.

Degisken Grup N Ortalama + P
SH

PO Kontrol Grubu 20 1,00 + 0,00
0,5 Deney Grubu 20 1,00 £ 0,09 1,00

1,5 Deney Grubu 20 1,00 + 0,00

PR Kontrol Grubu 20 1,00 + 0,00
0,5 Deney Grubu 20 1,20 +£ 0,14 0,067

1,5 Deney Grubu 20 0,87 = 0,09

S Kontrol Grubu 20 1,13+ 0,09
0,5 Deney Grubu 20 1,13+0,13 0,837

1,5 Deney Grubu 20 1,07 +£ 0,07

PA Kontrol Grubu 20 1,07 £0,07
0,5 Deney Grubu 20 0,87 +0,19 0,445

1,5 Deney Grubu 20 1,00 £ 0,00

A Kontrol Grubu 20 1,00 £ 0,00
0,5 Deney Grubu 20 0,60 +0,13 0,061
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Sekil 4.7. Kontrol ve deney gruplarinda folikiiler diizeyde granuloza hiicrelerinde IGF-I
ekspresyon siddetleri.

Cizelge 4.3. Kontrol ve Deney gruplari arasinda, korpus luteum hiicrelerinde IGF-I
ekpresyonu. Gruplar arasinda istatistiki yonden 6nem gozlenmedi p> 0.05.

Degisken Grup N Ortalama +SH P
Korpus Luteum Kontrol 20 1,60 +£ 0,21
Grubu 0,330
0,5 Grubu 20 1,53 +0,13

Cizelge 4.4. Kontrol ve Deney gruplar1 arasinda, intersitisyel ve teka hiicrelerinde IGF-
| ekpresyonu. Farkli harfler tagiyan gruplar arasinda istatistiki 6nem gozlenmistir. ab ve
c arasinda **p<0,001, b ve c arasinda *p<0,05.

Degisken Grup N Ortalama £SH P
intersitisyel Kontrol 20 1,47+024%
Hiicreler Grubu 20 2,20+0,11° | 0,001**; 0,05*
0,5 Grubu 20 2,60 +0,23°
1,5 Grubu
Teka Hiicreleri Kontrol 20 1,20 £ 0,26
Grubu 0,495
0,5 Grubu 20 1,13+ 0,09
1,5 Grubu 20 1,00 + 0,00
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Sekil 4.8. Kontrol ve Deney gruplarinda intersitisyel, teka ve korpus luteum
hiicrelerinde IGF-I ekspresyon siddetleri. Farkli harfler tasiyan gruplar arasinda
istatistiki onem gozlenmistir.

Sonug olarak;
Preantral folikiillerin oositlerinde tiim gruplar arasinda istatistiki 6nem belirlenmistir

(Cizelge 4.1. ve Sekil 4.6.).

Granuloza hiicrelerinde, korpus luteumda ve teka hiicrelerinde gruplar arasinda
istatistiki bir 6nem saptanmamistir (Cizelge 4.2., Cizelge 4.3. ve Czelge 4.4.) ( Sekil
4.7. ve Sekil 4.8.).

Intersitisyel hiicrelerde, kontrol ve diisiik doz TAM uygulanan gruplar disinda, diger
gruplar arasinda istatistiki onem saptanmustir (Cizelge 4.4. ve Sekil 4.8.).

42.2. IGF-IR
A. Kontrol Grubu

Folikiillerin Oositlerinde 1GF-IR Ekspresyonu; Yapilan c¢alismada kontrol
gruplarinda IGF-IR ekspresyonu primordiyal, primer, sekonder ve preantral folikiillerin
oositlerinde negatifle zayif arasinda, antral folikiilde ise baskin olarak zayif, nadiren
orta arasinda degisen bir siddette gdzlendi. Primordiyal folikiillerde negatif siddetinde
ifade olan IGF-IR’niin, sekonder ve preantral folikiillerde ifade olma siddeti arasinda

herhangi bir fark gézlenmedi. Kontrol grubunda folikiil gelisim agamalar1 arasinda (PO-
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PR-S-PA-A) IGF-IR ekspresyon diizeyleri degerlendirildiginde, kontrol grubunun
oositlerinde IGF-IR ekspresyonunun primordiyalden antral folikiile dogru arttig1 tespit
edildi (Sekil 4.9. ve Sekil 4.12.) (Cizelge 4.5.).

Granuloza hiicrelerinde IGF-IR ekspresyonu; Genel olarak folikiillerin granuloza
hiicrelerinde, orta ile siddetli arasinda ekspresyon seviyeleri gozlendi. Folikiil gelisim
asamalar1 arasinda (PO-PR-S-PA-A) granuloza hiicrelerinde IGF-IR ekspresyonu
incelendiginde, genel olarak, primordiyal folikiillerden antral folikiile kadar orta ile
siddetli arasinda artarak degisen immunreaksiyon belirlendi. Granuloza hiicrelerinde
IGF-IR’niin en siddetli ekspresyonu preantral folikiillerin granuloza hiicrelerinde
gozlendi (Sekil 4.9. ve Sekil 4.13.) (Cizelge 4.6.).

Korpus luteum, Teka ve Intersitisyel hiicrelerde IGF-IR ekspresyonu; Korpus
luteum hiicrelerinde IGF-IR ekspresyonu orta ile siddetli arasinda bir reaksiyon
gostermistir. Teka hiicrelerinde ve intersitisyel hiicrelerde ise genel olarak tiim folikiil
gruplarinda zayif ile orta siddette bir reaksiyon belirlendi (Sekil 4.9. ve Sekil 4.14.)
(Cizelge 4.7. ve Cizelge 4.8.).
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Sekil 4.9. Kontrol grubu ovaryumunda IGF-IR ekspresyonu. (A); genel goriinim. Bar
50 um. (B); preantral folikiiliin granuloza hiicrelerinde, (C); preantral folikiillerin
granuloza hiicrelerinde, korpus luteumda, teka ve intersitisyel hiicrelerde IGF-IR
ekspresyonu. G: gralunoza hiicresi, yildiz: intersitisyel hiicreler, KL: korpus luteum, ok;
teka hiicreleri. Bar 25 pm.

B. Deney Grubu

Doz: 0.5mg/fare/giin TAM enjeksiyonu
Tamoksifen’in gilinliik 0.5mg doz, 5 giin siireyle uygulanan fare deney gruplarinda IGF-

IR ekspresyonu incelendi.

Folikiillerin oositlerinde IGF-IR ekspresyonu; Folikiillerin oositlerinde IGF-IR
immunreaksiyonu negatifle ile orta siddetli arasinda gozlendi. Primordiyal folikiillerin
oositlerinde negatife daha yakin bir reaksiyon goriiliirken, primer folikiillerin
oositlerinde zayif ile orta arasi siddette reaksiyon goézlendi (Sekil 4.12.). Sekonder
folikiillerin oositlerinde primer folikiil oositlerinden daha zayif olmakla birlikte zayif
boyanma, preantral folikiillerin oositlerinde ise zayifa yakin negatifle zayif arasinda bir

immiinreaksiyon gozlendi. Folikiiler diizeyde oositlerde IGF-IR eskpresyonu en siddetli
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olarak (orta siddette) antral folikiil oositlerinde tespit edildi. Genel yapr itibariyle PO-
PR; PR-S; S-PA; PA-A folikiillere dogru oositlerdeki reaksiyon siddeti
degerlendirildiginde; primordiyal folikiil oositlerinden primer folikiil oositlerine gegiste
reaksiyon artist gozlemlenirken, hem primer folikiil oositlerinden sekonder folikiil
oositlerine geciste hem de sekonder folikiillerden preantral folikiil oositlerine gegiste
IGF-IR’niin ekspresyonunun azaldigi goriilmiistiir. Preantral folikiillerden antral folikiil
oositlerine gegerken immiinreaksiyon siddetine bakildiginda, negatifle zayif arasi bir
siddetten orta seviyede bir boyanma siddetine dogru artis goézlenmistir (Sekil 4.10.)
(Cizelge 4.5.).

Granuloza hiicrelerinde IGF-IR ekspresyonu; Folikiillerde granuloza hiicreleri
acisindan IGF-IR’niin ifade siddetine bakildiginda, genel olarak orta siddetle siddetli
aras1 bir reaksiyon gosterdigi tespit edildi. Folikiiller {izerinde orta ile siddetli arasinda
bir reaksiyon gosteren granuloza hiicrelerinde, en siddetli reaksiyon antral folikiillerde
(+++) gorildii. Antral folikiiliin hemen ardindan sirasiyla; Preantral, sekonder,
primordiyal, primer folikiil granuloza hiicrelerinde orta ile siddetli arasi bir reaksiyon

gozlendi (Sekil 4.10. ve Sekil 4.13.) (Cizelge 4.6.).

Korpus luteum, Teka ve Intersitisyel hiicrelerde IGF-IR ekspresyonu; Korpus
Luteum kontrol grubunda oldugu kadar, 0.5 deney grubunda ovaryum dokusu icerisinde
sik gozlenmese de IGF-IR ekspresyonu agisindan orta siddette bir reaksiyon gosterdigi
tespit edildi. Genel olarak teka hiicreleri orta ile siddetli arasinda reaksiyon gosterirken,
intersitisyel hiicreler zayif ile orta siddette reaksiyon gostermistir (Sekil 4.10. ve Sekil

4.14.) (Cizelge 4.7. ve Cizelge 4.8.).
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Sekil 4.10. 0,5 TAM gurubu ovaryumunda oosit sitoplazmasinda, granuloza
hiicrelerinde, korpus luteumda, teka ve intersitisyel hiicrelerde IGF-IR ekspresyonu. O:
oosit sitoplazmasi, G: granuloza hiicreleri, KL: korpus luteum, ok: teka hiicreleri, yildiz:
intersitisyel hiicreler. Bar 25 um.

Doz: 1.5mg/fare/giin TAM Enjeksiyonu
Tamoksifen’in gilinliik 1.5mg doz, 5 giin siireyle uygulanan fare deney gruplarinda IGF-

IR ekspresyonu incelendi.

Folikiillerin oositlerinde IGF-IR ekspresyonu; Folikiillerin oositlerindeki IGF-IR
ekspresyonu genel olarak negatif ile zayif arasinda bir boyanma gosterdi. Primordiyal
folikiilerin oositlerinde ekspresyon negatifken, primer folikiillerin ve sekonder
folikiillerin oositlerinde ekspresyon diizeyi negatif ile zayif arasinda degisti. Preantral
folikiiller zayif ile orta siddette boyanma gosterdi (Sekil 4.11. ve Sekil 4.12.) (Cizelge
4.5)).

Granuloza hiicrelerinde IGF-IR ekspresyonu; Folikiillerin granuloza hiicrelerinde
ekspresyon siddeti ise, zayif ile siddetli arasinda degisti. IGF-IR preantral folikiillerde
oldukea siddetli immunreaksiyon gosterirken, bu reaksiyon siddetine esit seviyede
reaksiyon gosteren sekonder ve primer folikiiller izledi (Sekil 4.11. ve Sekil 4.13.).
Zayif reaksiyon siddetiyle en az boyanmayi primordiyal folikiillerdeki granuloza
hiicrelerinde tespit ettik (Cizelge 4.6.).
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Teka ve Intersitisyel hiicrelerde IGF-IR ekspresyonu; Interstisyel hiicreler orta ile
siddetli arasinda bir boyanma gosterirken, teka hiicreleri genel olarak zayif ile orta
arasinda reaksiyon gosterdi (Sekil 4.11 ve Sekil 4.14.). Yiiksek doz TAM grubunun
ovaryum dokularinda degerlendirme yapacak diizey ve miktarda antral folikiil ve korpus

luteuma ise rastlanmadi (Cizelge 4.7. ve Cizelge 4.8.).

Sekil 4.11. 1,5 TAM gurubu ovaryumunda oosit sitoplazmasinda, granuloza, teka ve
intersitisyel hiicrelerde IGF-IR ekspresyonu. O: oosit sitoplazmasi, G: granuloza
hiicreleri, ok: teka hiicreleri, yildiz: intersitisyel hiicreler, ok basi: atretik folikiiller. Bar
25 um.
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Cizelge 4.5. Kontrol ve deney gruplarindaki folikiillerin oositlerinde IGF-IR
ekspresyonu. Farkli harfler tasiyan gruplar arasinda istatistiki 6nem gozlenmistir. PR
folikiillerde; a ve b; b ve ac arasinda **p<0,001, PA folikiillerde a ve b arasinda
*p<0,05 , A folikiillerde a ve b arasinda **p<0,001

Degisken Grup N Ortalama+SH P

PO Kontrol Grubu 20 0,00 +0,00
0,5 Deney Grubu 20 0,13+ 0,09 0,129
1,5 Deney Grubu 20 0,00 + 0,00

PR Kontrol Grubu 20 0,20+ 0,11°
0,5 Deney Grubu 20 1,20 £0,14° 0,001**
1,5 Deney Grubu 20 0,20 +0,11%

S Kontrol Grubu 20 0,73 £0,12
0,5 Deney Grubu 20 1,00 £ 0,14 0,268
1,5 Deney Grubu 20 0,73 +£0,12

PA Kontrol Grubu 20 0,73 +£0,12%
0,5 Deney Grubu 20 0,87 + 0,16 0,003*
1,5 Deney Grubu 20 1,60 +021°

A Kontrol Grubu 20 1,06 + 0,06°
0,5 Deney Grubu 20 2,00+ 021" 0,001**

H Kontrol
25 m0,5

N

=
"

[EnY

b
T
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b
I
3 a
CTiI ?i I
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Oosit Sitoplazmalarinda
IGF1R Ekspresyon Siddeti
o
(05

o

R FolikiiGruplari  PA

Sekil 4.12. Kontrol ve Deney gruplarinda folikiiler diizeyde oosit sitoplazmalarinda
IGF-IR'niin ekspresyon siddetleri. Farkli harfler tagiyan gruplar arasinda istatistiki 6nem
gozlenmistir.
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Cizelge 4.6. Kontrol ve deney gruplarindaki folikiillerin granuloza hiicrelerinde IGF-IR
ekspresyonu. Farkli harfler tasiyan gruplar arasinda istatistiki 6nem goézlenmistir. PO
folikiillerde; a ve b arasinda *p<0,05, a ve c; ¢ ve b arasinda **p<0,001. S folikiillerde
ave b arasinda **p<0,001.

Degisken Grup N Ortalama +SH P

PO Kontrol Grubu 20 1,80+ 0,11°
0,5 Deney Grubu 20 2,47 40,16 0,001**; 0,05*
1,5 Deney Grubu 20 1,00 + 0,00°

PR Kontrol Grubu 20 2,07+0,18
0,5 Deney Grubu 20 2,20+ 0,11 0,480
1,5 Deney Grubu 20 2,00 £ 0,00

S Kontrol Grubu 20 2,67 +0,12°
0,5 Deney Grubu 20 2,60 +0,13% 0,001**
1,5 Deney Grubu 20 2,00 + 0,00°

PA Kontrol Grubu 20 2,80+0,11
0,5 Deney Grubu 20 2,67+0,16 0,624
1,5 Deney Grubu 20 2,87 +£0,09

A Kontrol Grubu 20 2,27 +0,12°
0,5 Deney Grubu 20 3,00 + 0,00° 0,001**

H Kontrol

w

oV kL, LM N UL W W,

mO0,5

b
a
b T 2 b - 3 m15
7
a T
PO PR s PA A

Folikil Gruplari

N

(=)

Granuloza Huicrelerinde
IGF1R Ekspresyon Siddeti
=

Sekil 4.13. Kontrol ve deney gruplarinda folikiiler diizeyde granuloza hiicrelerinde IGF-
IR'niin ekspresyon siddetleri. Farkli harfler tasiyan gruplar arasinda istatistiki dnem
gozlenmistir.
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Cizelge 4.7. Kontrol ve deney gruplar arasinda, Korpus Luteum hiicrelerinde IGF-IR
ekpresyonu. Farkli harfler tasiyan gruplar arasinda istatistiki onem gozlenmistir

**p<0,001.
Degisken Grup N Ortalama £SH P
Korpus Luteum Kontrol 20 2,80+0,11°
Grubu 0,001**
0,5 Grubu 20 2,00 £0,00°

Cizelge 4.8. Kontrol ve deney gruplari arasinda, Intersitisyel ve teka hiicrelerinde IGF-
IR ekpresyou. Farkli harfler tasiyan gruplar arasinda istatistiki onem gozlenmistir

*p<0,05.
Degisken Grup N Ortalama +SH P
Interstisyel Kontrol 20 1,80 + 0,20°
Hiicreler Grubu 0,002*
0,5 Grubu 20 1,67 + 0,19a
b
1,5 Grubu 20 2,53£0,13
Teka Hiicreleri Kontrol 20 1,93 +0,12
Grubu 0,173
0,5 Grubu 20 2,20+ 0,14
1.5 Grubu 20 1,80 £ 0,17
| Kontrol
=05

N w
w

IGF1R Ekspresyon Siddeti
o =

b a 1,5
a b
intersitisyel Hiicreler Korpus Luteum

Teka Hucreleri

Sekil 4.14. Kontrol ve deney gruplarinda intersitisyel, teka ve korpusl luteumda IGF-IR

ekspresyon siddetleri.

gozlenmistir.
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Sonug olarak;
Primer folikiillerin oositlerinde kontrol ve yiiksek doz TAM grubu arasinda istatistiki
bir 6nem gozlenmezken diger gruplar arasinda istatistiki onem belirlenmistir (Sekil

4.12. ve Cizelge 4.5.).

Preantral folikiillerin oositlerinde yiiksek doz TAM grubu diger gruplar ile istatistiki
onem gostermistir (Sekil 4.12. ve Cizelge 4.5.).

Antral folikiillerin oositlerinde gruplar arasinda istatistiki 6nem gozlenmistir (Sekil

4.12. ve Cizelge 4.5.).

Primordiyal folikiillerin granuloza hiicrelerinde gruplar arasinda istatistiki Onem

gozlenmistir (Sekil 4.13. ve Cizelge 4.6.).

Sekonder folikiillerin granuloza hiicrelerinde yiiksek doz TAM grubu diger gruplar ile
istatistiki onem gostermistir (Sekil 4.13. ve Cizelge 4.6.).

Antral folikiillerin granuloza hiicrelerinde, gruplar arasinda istatistiki 6nem gozlenmistir

(Sekil 4.13. ve Cizelge 4.6.).

Korpus luteumda gruplar arasinda istatistiki 6nem gozlenmistir (Sekil 4.14. ve Cizelge

4.7).

Intersitisyel hiicrelerde, yiiksek doz TAM uygulanan grup diger gruplar ile istatistiki
onem gostermistir (Sekil 4.14. ve Cizelge 4.8.).

Teka hiicrelerinde gruplar arasinda istatistiki bir onem saptanmamistir (Sekil 4.14. ve

Cizelge 4.8.).
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5. TARTISMA ve SONUC
5.1. Genel Morfolojik Yap1

Yapilan ¢alismada kontrol grubunda, ovaryum folikiillerinin tim ovaryum yiizeyinde
yayildigi, korteks medulla ayiriminin yapilmadigi gorilirken, TAM uygulanan
gruplarda ovaryum yiizeyinde korteks ve medulla ayiriminin belirgin oldugu,
intersitisyel alanin oldukg¢a genis, Ozellikle korpus luteumun ve antral folikiillerin
kontrol grubuna gore ¢ok az oldugu tg¢lii boyama yontemiyle belirlendi. Ayrica TAM
uygulanan deney grubunda, doza bagli olarak atretik folikiillerin ovaryum yiizeyinde
oldukga fazla oldugu gozlendi. Yapilan ¢alismaya benzer olarak, Tsujioka ve ark.
(2009) disi farelerin fertilitesiyle ilgili yaptiklari ¢alismada, TAM’in, biiyiik atretik
folikiillere neden oldugunu, intersitisyel alani arttirdigint bununla birlikte Kkorpus
luteumunda ¢ogunlukla gozlenemedigini belirtmislerdir. Ayrica Akduman ve ark.
(2014) da TAM uygulamasindan sonra, korpus luteum ve antral folikiil sayisinin kontrol
grubuna gore belirgin bir sekilde azaldigini ve deney grubunda atretik folikiillerin de
oldukga arttigini, folikiil rezervinin ise etkilenmedigini belirtmislerdir. Zik ve ark.
(2012) da TAM’mn follikiil rezervi iizerine etkili olmadigini, fakat antral follikiil
sayisinin ve korpus luteum sayisinin kontrol grubuna gore az oldugunu bildirmislerdir.
Ayrica Ting ve Petrof (2010) da bazi kemoterapatik ajanlarin ve ¢evresel toksik ajan
olan DMBA’nin ovaryumda olusturdugu folikiil hasarna karsi, giinlik 1mg/kg
miktarinda enjekte edilen TAM’ 1n, koruyucu rol oynadigini, ovaryumda primordiyal

follikiil rezervini korudugunu belirtmislerdir.

Sunulan calismada ayrica, TAM uygulamasi sonrasinda ovaryumun medulla bdlgesinde
kiigiik kistik yapilarin varligimi gézledik. Bizim ¢aligmamiza benzer olarak, Tucker ve
ark. (1984) TAM onkojenitesi iizerine yaptiklar1 bir caligmada, 5 ve 50 mg / kg TAM
uygulanan iki grup disi farede granuloza hiicre tiimorlerinin ve kistik yapilarin goriilme
sikligimin % 36 oraninda arttigini1 gostermislerdir. Kedar ve ark. (1994) premenopozal
hastalarin  ovaryumlarinda, TAM’in hipotalamus-hipofiz-ovaryum geri bildirim
mekanizmasini etkileyerek Ostrojen iiretimini uyardigint belirtmislerdir. Sherman ve
ark. ise (1979) TAM tedavisi sirasinda hiperdstrojenizmi tanimlayarak TAM’mn

ovaryum folikiillerinde gonadotropin stimiilasyonunu arttirdigin1  bildirmislerdir.

52



Chakravorty ve ark. (1991) da yaptig1 ¢calismada yiiksek seviyede Ostrojenin ovulasyonu
engelledigini belirtmislerdir. Yapilan c¢alismalardaki bulgular 1s1ginda, ¢alismamizda
TAM uygulama sonrasi fare ovaryum ylizeyinde olusan kistlerin de TAM’1n Gstrojen

seviyesini yiikseltmesiyle iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

5.2. Immunohistokimya
5.2.1. Oositte IGF-1 Ekspresyonu

Sunulan ¢alismada, kontrol ve deney grubuna ait ovaryum dokularinda IGF-I
ekspresyonu, folikiillerin oositlerinde genel olarak negatif ile orta siddet arasinda
degisen bir immunreaksiyon gosterdi. Ayrica folikiil gelisim evreleri incelendiginde
sadece kontrol ve deney gruplarinin preantral folikiillerinde istatistiki Onem
saptanmigtir. Ozellikle yiiksek doz TAM grubunda, diger gruplara gore oositte IGF-I
immunreaksiyonu oldukc¢a siddetliydi. Feng ve ark. (1988) IGF-I’'in oosit
maturasyonunda ve folikiillerin gelisiminde rol oynadigini, Silva ark. (2009) da IGF-I'in
oositin olgunlagsmas1 ve folikiil farklilagmasinin uyarilmasinda otokrin veya parakrin
mekanizmanin etkili oldugunu belirtmistlerdir. Ayni zamanda Sherman ve ark. (1979)
TAM uygulamasinin Ostrojen tretimini uyardigini ve yiiksek seviyedeki Ostrojenin
folikiilogenezis tlizerinde olumsuz bir etki yaptigini bildirmislerdir. Literatiir bilgileri
goz Oniine alindiginda, sunulan ¢alismada yliksek doz TAM 1, preantral folikiillerin
oositlerinde ovaryum 0Gstrojen seviyesini etkileyerek IGF-I ekspresyonunu arttirdigi ve
bunun sonucunda da antral folikiil sayisinin az oldugu da diisiiniilerek gelismekte olan

bu preantral folikiillerin atreziye olabilecegi kanisina varilabilinir.

5.2.2. Granuloza Hiicrelerinde IGF-I’in Ekspresyonu

Yapilan caligmada, pek ¢ok aragtirmada oldugu gibi (Monniaux ve Pisselet 1992,
Wandji ve ark. 1998, Armstrong ve ark. 2000) kontrol ve deney gruplarinda, biitiin
folikiil gruplarmin granuloza hiicrelerinde IGF-I ekspresyonunu gozledndi. Kontrol ve
TAM enjeksiyonu yapilan gruplarda genel olarak zayif bir immiin reaksiyon gozlendi.
Gruplar arasinda IGF-I immunreaksiyon siddeti bakimindan istatistiki olarak dnemli bir
fark gozlenmezken, TAM gruplarinda 6zellikle sekonder folikiilden itibaren preantral ve
antral folikiillerde IGF-1 ekspresyonunun azaldigi belirlendi. Bizim ¢aligmamiza benzer

olarak, Akkaya ve ark. (2017) endokrin bozucu bir pestisit olan metoksikloriiriin de
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sekonder, preantral ve antral folikiil gruplarinin granuloza hiicrelerinde IGF-1 ifadesini
azalttigini  belirtmiglerdir.  IGF-I'in ~ granuloza  hiicrelerinin  ¢ogalmasini,
folikiilogenezisin uyarilmasini, ayrica folikiilleri apoptozisden koruyarak folikiil
atrezisini onledigi bilinmektedir (Guthrie ve ark. 1998, Hu ve ark. 2004, Quirk ve ark.
2004). Dolayisiyla ¢alismamizda gelisimin ileri asamasinda bulunan folikiillerde IGF-I
immunreaksiyonun azalmasi, ¢alismamizda gbzlenen ovaryum morfolojiside

diisiiniildiiglinde bu folikiillerin atreziye olabilecegini diisiindiirmektedir.

5.2.3. Korpus Luteum, Teka ve interstisyel Hiicrelerde IGF-I’in Ekspresyonu

Yaptilan c¢aligmmada, kontrol ve deney gruplarinda IGF-I ekspresyonunu korpus
luteumlarda, teka ve intersitisyel hiicrelerde gozledik. Ancak yiiksek doz TAM
uygulamasindan sonra ovaryum dokusunda degerlendirmeye alinacak yeterlilikte
korpus luteum gdzlenememistir. Yapilan calismaya benzer olarak pek ¢ok arastirmada
da (Tusujioka ve ark. 2009, Akduman ve ark. 2014) TAM uygulamasi sonrasi benzer
bir sonug elde edilmistir. Kontrol ve diisik doz TAM gruplarinda IGF-1 ekspresyonu
bakimindan herhangi bir istatistiki fark belirlenmemistir. Dolayisiyla TAM’in IGF-I’
den bagimsiz bir mekanizmayla progesteron {liretimini etkiledigini diisiinmekteyiz.
Ovaryum, teka ve intersitisyel hiicrelerde Era’nin, granulosa hiicrelerinde ise Erf’nin
ekspresyonunun varligi bildirilmektedir (Han ve ark. 2013). Yapilan calismada, TAM
dozuyla paralel olarak intersitisyel hiicrelerde IGF-I ekspresyonu artrmistir. Dolayisiyla
TAM’mn Era’ y1 intersitisyel hiicrelerde stimiile edici bir etkisinin olabilecegini
diisinmekteyiz. Rzepczynska ve ark. (2009) yaptiklari ¢alismada intersitisyel hiicrelerde
IGF-I ekspresyonunun artiginin polikistik over sendromu ile dogrudan iliskili oldugunu
ortaya koymustur. Yaptigimiz caligmada intersitisyel hiicrelerde TAM uygulamasi
sonras1 IGF-I ifadesinin artis1 ayrica ovaryum morfolojisi de gbz Oniine alindiginda
deney gruplarinda ovaryumda goriilen kistik yapilarin polikistik over sendromuyla

iliskili olabilecegini akla getirmektedir.

LH, teka hiicresinde reseptoriine baglandiginda, kolesterol, P450scc, P450c17 ve 3f-
hidroksisteroid dehidrojenaz ile androjen, androstenoidon ve testosterona doniistiirtiliir.
Ayni zamanda teka hiicreleri, teka liitein hiicrelerine doniiserek LH uyarisina yanit

olarak androstenoidon ve progesteron iiretir (Han ve ark. 2013). Sunulan g¢alismada
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kontrol ve deney gruplari arasinda teka hiicrelerinde IGF-I ekspresyonlar1 bakimindan
istatistiki yonden bir 6nem saptanmamustir. Calismada TAM’1n intersitisyel hiicrelerde
IGF-1 ekspresyonunu arttirmasi, bununla birlikte teka hiicrelerinde kontrol grubuna
benzer olarak zayif siddette immunreaksiyonun gbzlenmesi, androstenoidonun
Ostrodiyole ¢evrilmesini IGF-I"den bagimsiz bir mekanizma ile sagladig1 sonucunu akla

getirmektedir.

5.2.4. Oositte IGF-IR’iin Ekspresyonu

Onceki calismalara (Zhou ve ark. 1991, Qu ve ark. 2000) benzer olarak yapilan
calismada IGF-IR ekspresyonu tiim folikiillerin oositlerinde gozledik. Kontrol grubunun
oosit sitoplazmalarinda primordiyal folikiilden antral folikiile dogru IGF-IR
ekspresyonunda bir artis gozlenmistir. Deney gruplarinda da genel olarak folikiil
gelisimine paralel olarak IGF-IR ekspresyonunun arttigi gozlendi. Bu sonuglarla
uygulanan c¢aligmada, IGF-IR ekspresyonu bakimindan kontrol ve deney gruplari
arasinda primer, preantral ve antral folikiil gruplarinda, istatistiki bir onem saptanmuistir.
Tsujioka ve ark.’in (2009) belirttigi gibi yiiksek doz TAM grubunda IGF-I de oldugu
gibi degerlendirmeye alacak sayida antral folikiil bulunmamaktadir. Sonuclar
incelendiginde yiiksek doz TAM’1n folikiil gelisimine paralel olarak antral folikiillerin

oositlerinde de IGF-IR ekspresyonunu arttirabilecegi diigiiniilmektedir.

Preantral folikiil gruplarinin oositlerinde yiliksek doz TAM uygulamasindan dolayr hem
IGF-1 hem de IGF-IR ekspresyonunda kontrol ve deney gruplar arasinda istatistiki
acidan bir 6nem saptanmustir. Yapilan ¢alismalarda (Mazerboug ve ark. 2003) farelerde
biiyiik preantral folikiillerde IGF-I'in ekspresyonundaki artisin, fonksiyonel FSH
reseptOrlerinin  sayisin1  arttirdii  ve bunun da IGF-IR’de artisa yol agtif1
belirtilmektedir. Bunun da FSH’nin yiiksek seviyesi, antrumun olusumu ve follikiillerde
aromataz ve LH reseptorlerinin ekspresyonu gibi pozitif geri besleme dongiisiinden
kaynaklandigint belirtmislerdir (Mazerboug ve ark. 2003). Sunulan ¢alismada diger
caligmalara paralel olarak TAM’1n oositlerde hem IGF-I hemde IGF-IR ekspresyonunu
arttirdigini - gozlendi dolayisiyla TAM’in  oosit maturasyonunda etkili oldugu

diisiinebilir.
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5.2.5. Granuloza Hiicrelerinde IGF-IR’in Ekspresyonu

Yapilan taramalarda IGF-IR ekspresyonu insan ve ¢esitli hayvan tiirlerinin
ovaryumunda folikiillerin granuloza hiicrelerinde belirlenmistir (Zhou ve ark. 1991,
Toda ve ark. 2002, Kwintkiewicz ve Giudice 2009). Sunulan c¢alismada kontrol ve
deney gruplarinin tiim folikiil siniflarmin granuloza hiicrelerinde, IGF-IR ekspresyonu
zayif ile siddetli arasinda degisen diizeyde gozlendi. Kontrol ve deney gruplarindaki
folikiillerin granuloza hiicrelerinde IGF-IR ekspresyonunun genel olarak folikiil
gelisimi ile dogru orantili olarak primordiyal folikiilden antral folikiile dogru arttigi
belirlendi. Kontrol ve deney gruplarinin ayni gelisim asamasindaki primordiyal,
sekonder ve antral folikiillerin granuloza hiicrelerinde IGF-IR ekspresyonlari
bakimindan istatistiki bir Onem saptanmistir (p<0,001). Yiiksek doz TAM’in
primordiyal folikiillerin granuloza hiicrelerinde zayif IGF-IR immunreaksiyona sebep
olurken, diger tiim folikiillerde gerek diisiik gerekse yiiksek doz TAM’mn IGF-IR
immunreaksiyonunu orta ile siddetli arasinda degistirdigi belirlendi. Arastirmada,
TAM’in dozlarinin, o&zellikle gelismis folikiillerin granuloza hiicrelerinde zayif
immunreaksiyon gostermesiyle IGF-I ekspresyonunu baskiladigi, bununla birlikte bu
folikiillerde IGF-IR ekspresyonunu ise arttirdigi belirlendi. Yapilan ¢aligmalarda
(Werner ve ark. 1990, Thissen ve ark. 1994, Fu ve ark. 2001, Cruickshank ve ark. 2005)
IGF-I ile IGF-IR diizeylerinde ters bir orant1 oldugu ve IGF-I deki artisin IGF-IR de
azalmaya neden oldugu bildirilmistir. Sunulan ¢aligmada da granuloza hiicrelerinde
IGF-I ekspresyonundaki zayif immunreaksiyon, IGF-IR diizeyinde artisa sebep olarak

granuloza hiicrelerinde siddetli immunreaksiyona sebep olmus olabilir.

5.2.6. Korpus Luteum, Teka ve Interstisyel Hiicreler Uzerinde IGF-IR niin
Ekspresyonu

Sunulan ¢aligmada, IGF-IR ekspresyonunu diger pek ¢ok arastirmada oldugu gibi,
korpus luteumlarda (Perks ve ark. 1999), teka hiicrelerinde (Leon ve Chamberlain
1998) ve intersitisyel hiicrelerde (Zhou ve ark. 1991) gozlendi. Arastirada diger
yapilan ¢alismalara (Matsuda ve ark. 1997, Tusujioka ve ark. 2009, Akduman ve ark.
2014) benzer olarak, yiksek doz TAM wuygulanan fare ovaryumlarinda,
degerlendirmeye alinacak sayida korpus luteum gézlenememistir. Kontrol ve diisiik doz

TAM uygulanan farelerin korpus luteumlarindaki IGF-IR ekspresyonu arasinda
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istatistiki onem gozlenirken, ekspresyon siddeti kontrol grubunda orta ile siddetli arasi,
diisiik doz TAM uygulamasinda ise orta siddette bir ekspresyon gozlenmistir. TAM’1n
IGF-I ekspresyonunda etkili olmadig1 bununla birlikte diisiik doz TAM uygulamasinda
ise IGF-IR ekspresyonunu diisiirerek korpus luteumun regresyonuna neden olabilecegi
bununda TAM’in neden oldugu hiper Ostrojenik etkiden dolayr olabilecegini
diistiniilmektedir. Sonu¢ olarak TAM’mn steroidogenezis ve folikiillogenezis iizerinde

etkili olabilecegi kanisina varilmistir.

Intersitisyel hiicrelerde ise yiiksek doz TAM uygulamasiyla, IGF-IR’niin ifadesinde
kontrol grubuyla istatistiki agidan 6nemli olacak sekilde bir artis gozlenmistir. Aym
zamanda c¢aligmada IGF-I’in de hem diisitk hemde yiiksek TAM dozunda ekspresyonun
doza bagl olarak arttig1 belirlenmistir. Terada ve ark. (1993) TAM’1n ovaryum {izerine
direkt etki ederek dstradiol seviyesini yiikselttigini ve dstrojen agonist etki gosterdigini
belirtmektedirler. Intersitisyel hiicrelerin strojen sentezinde aktif rolii gdz Oniine
alindiginda (Cara ve ark. 1988), Terada ve ark. (1993)’na benzer olarak, TAM’in IGF-I
ve IGF-IR ekspresyonunu arttirarak Ostrojen sentezinde stimule edici bir fonksiyon

yaptigu diistiniilmektedir.

Sonug olarak;

- Yiiksek doz TAM’1n antral folikiil ve korpus luteum olusumunu etkiledigi ve ¢ok

sayida kistik folikiile neden oldugu belirlendi.

-TAM’m o6zellikle, folikiillerin oosit sitoplazmalarinda ve intersitisyel alanda IGF-I
ifadelerini, korpus luteum ve granuloza hiicrelerinde ise doza bagli olarak IGF-IR
ifadesini degistirdigi gézlendi.

-IGF’lerin Ostrojen ve progesteron liretimini ve aromataz aktivitesini aktive ettigi ve
ayni zamanda FSH ve LH'nin etkisini modiile ettigi diisliniildiiglinde, ylksek doz ve
uzun siireli TAM uygulamalarinin Ostrojeni arttirict bir etki gostererek farelerde

polikistik over sendromuna neden olabilecegi sonucuna varilabilinir. Bunun da uzun

vadede disi bireylerde infertilite sorunlarina yol acabilecegi kanisina varilda.
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