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ONSOZ

Giliniimilizde evsel ve tarimsal amaglarla olduk¢a yaygin olarak kullanilan
endokrin bozucular, insan ve hayvan saglig1 yoniinden ciddi bir risk olusturmaktadir.
Bu endokrin  bozuculardan  birisi de DDT (1,1,1-trichloro-2,2-bis[4-
chlorophenyl]ethane)’nin yerine gelistirilen methoxychlor (MXC)’dur. Organik
klorlu bir pestisid olan MXC tarim ve hayvancilikta haserelerle miicadele igin
siklikla kullanilmaktadir. Ostrojenik aktiviteler gosteren MXC, erken ovaryum
gelisimini, folikiilogenezisi ve yetiskin ovaryum fonksiyonunu etkilemektedir.

Ovaryum gelisiminde ve folikiilogenezis stlirecinde pek ¢ok biiyiime
faktoriiniin rol aldigi bilinmektedir. Bu biiylime faktorlerinden bir tanesi de insiliin
benzeri biiyiime faktorii I (IGF-I)’dir. IGF-I ve reseptorii (IGF-IR), ovaryumun
gelisimi boyunca farkl diizeylerde eksprese olarak folikiiler gelisimi diizenlerler.

Endokrin bozucularin meydana getirdigi ovaryum fonksiyon bozukluklari,
infertilite gibi olumsuzluklarin, biiyiime faktorleri ve onlarin reseptdrlerinde
olusturduklart etkiler sonucunda ortaya g¢ikmast muhtemeldir. Ancak MXC’nin
bliylime faktorleri {izerine etkisine dair calismalar olduk¢a smirlidir. Bu
arastirmada, MXC’nin ovaryumda biiyiime faktorlerinden IGF-1 ile I1GF-I
Reseptorii (IGF-IR) iizerine olas:1 etkilerinin belirlenmesi, disi infertilitesinin
molekiiler mekanizmasinin aciga c¢ikarilmasi ve yeni tedavi yaklasimlarinin
ortaya konmasi yoniinden 6nemlidir.

Tezimin hazirlanmas1  siiresince  damismanligimi  yapan, bilgi ve
deneyimlerinden yararlandigim, her konuda yardim ve destegini yanimda hissettigim
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1. GIRIS

1.1. Ovaryum

1.1.1. Ovaryum Anatomisi

Ratlarda bobregin gerisinde lokalize olan ovaryumlar bursa ovarika ile sarilmistir ve
uterus kornulari ile baglantilidir (Krinke, 2000). Organa damar ve sinirlerin girip
ciktig1 bolge olan hilus, mezovaryum olarak adlandirilan bir bag dokusu ile uterusun
yan kenarlarinda uzanan ligamentum latuma asilidir. Yiizeyi ovulasyon baslamadan
once diizdiir, ovulasyon basladiktan sonra bu diizgiinliik kaybolur (Ozer ve ark.,

2010).

1.1.2. Ovaryum Histolojisi

Yiizeyt germinal epitel olarak adlandirilan basit prizmatik veya kiibik epitel ile
doselidir. Ancak bursa ovarikanin baglandigr hilus bolgesi tek katli yassi epitelle
doselidir (Krinke, 2000). Germinal epitel altinda tunika albuginea adi verilen
diizensiz siki bag dokusu yogun olarak yer alir. Bu tabakanin altinda ise cesitli
gelisim asamasinda folikiiller ile farklilagma yetenegine sahip hiicreleri igeren
korteks bolgesi bulunur (Krinke, 2000; Ozer 2010). Bu hiicrelerden fibrositler
interstisyel hiicrelere ddniiserek hormon (8strojen/ Ey) salgilarlar (Ozer, 2010). I¢
kisimda kalan medulla ise bag dokusundan olusur. Kollagen ve elastik iplikler ile az
sayida diiz kas hiicresi icerir. Bag doku igerisinde yaygin kan ve lenf damarlar ile

sinir telleri bulunur (Tanyolag, 1999).



1.1.3. Ovaryum Gelisimi ve Folikiilogenezis

1.1.3.1. Hiicre Boliinmesi ve Ovosit Yuvalarimin (Kistlerinin) Olusumu

Memeli ovaryumu somatik hiicreler ve germ hiicreleri olmak {izere iki genel hiicre
populasyonu igerir. Ovaryumun somatik unsurlari mezonefrozda olusan (Frojdman
ve ark., 1989) embriyonik genital kabartidan gelisir (Surani, 2001). Germ hiicreleri
ise vitellus kesesinindeki ekstraembriyonik (ekstragonadal) bolgeden koken alir.
Sicanlarda ekstragonadal bolgede post koitum (¢iftlesme sonrasi) 7,0-7,5. (PK7,0-
7,5) giinlerde germ hiicreleri primordiyal folikiile farklilasir ve gonad taslagina goge
baslarlar (Uzumcu ve Zachow, 2007). Post koitum 10,5-11,5. giinde arka bagirsak ve
mesenter boyunca go¢ ederek genital kabartiya yerlesirler (Surani, 2001; Clement ve
ark., 2007). Gog¢ esnasinda hizli bir proliferasyon gegiren primordiyal germ hiicreleri
(Tam ve Snow, 1981) genital kabartiya ulastiktan sonra da birka¢ mitoz bdlinme
daha gegirirler (Hirshfield, 1997). Bu siirecte disi ve erkek ayrimi yapilamaz.
Bununla birlikte Sertoli hiicrelerinde Y kromozomunun cinsiyet belirleyici
bolgesinin SRY geni, PK10,5. giinde genital bolgede, PK11,5. giinde iirogenital
alanda ve 12,5. giinde az miktarda testiste eksprese olur. Bu asamada bu genin
ekspreyonunun varli§i ya da yokluguna bagh olarak cinsiyet belirlenebilir.
(Koopman ve ark., 1990; Clement ve ark., 2007). Gonada girdikten sonra oogonia
olarak isimlendirilen germ hiicreleri ile ileri gelisimi desteklemede yardimci
fonksiyon goren somatik (pregranuloza) hiicreler birbirlerine karisirlar (Hirshfield
1997). Tek bir hiicre (progenitor hiicre), sitokin eksikliginde, senkronize bir sekilde
boliinerek birbirlerine sitoplazmik kopriilerle bagh kalan 2" sayida hiicre kiimeleri
meydana getirir (Pepling 2006). Bu olaylar farelerde PK10,5- 13,5. giine kadar siirer
(Pepling 2006) ve 13,5. giinden itibaren mitoz boliinmeleri tamamlamis oogonialar
mayoz bdliinmeye girerler (Pepling, 2006; Hirshfield, 1997). Mayoz bdliinmenin
baglamasiyla oogonialar “ovosit” olarak; pregranuloza hiicreleri ile iligkili ovosit
kiimeleri ise “ovosit Kistleri veya ovosit yuvalari” olarak adlandirilirlar (Choi ve

Rajkovic, 2006, Pepling, 2006). Ovositler 17,5. giinden itibaren, I. mayoz



boliinmenin profaz asamasmin diploten doneminde sabit olarak kalirlar (Pepling,

2006) (Sekil 1.1).

Primordial germ

hiicresi Ovosit vuvast Primordial folikiil
(kist) Ovosit vavalarmm vikimmi
Yuva olusumu T momomm m Primordial folikil
Yuva
e LR R L RN RN NN
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Gonada Germ hiicrelerinin diploten Dogum  Germ hiicre
ulasim mayoza girmeye asamada . aliimii
baslamas: beklemesi

Sekil 1.1. Erken donem fare germ hiicre gelisimi; germ hiicreleri sar1, somatik
hiicreler kirmizi ile sematize edilmistir (Pepling, 2006).

1.1.3.2. Ovosit Yuvalarimin Yikimi ve Primordiyal Folikiil Olusumu

Erken donem ovaryum gelisiminde 1. mayoz bdliinme asamasinda bekleyen
ovositleri iki anahtar gelisim siireci bekler, 1: Primordiyal folikiil olusumu, 2:
Primordiyalden primer folikiile ge¢is (McGee ve Hsueh, 2000). Bu siire¢ siganlarda
ovositlerin ¢ogunlugunun ovosit yuvaciklarinin igerisinde oldugu ve apoptozisin
gozlendigi E18-21. giinleri; apoptozisin ve primordiyal folikiil olusumunun pik
yaptig1 PNO-3. giinleri; tiim ovosit yuvaciklarinin yikimlanip primordiyal folikiilleri
sekillendirdigi icin artik ovaryum kesitlerinde ovosit yuvaciklarinin gozlenmedigi ve
primordiyalden primer folikiile gegisin oldugu PN4-7. giinleri kapsar (Hirshfield ve
DeSanti 1995; Pepling ve Spradling, 2001; Kezele ve Skinner, 2003) (Sekil 1.2).
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Apoptozis-ovosit Apoptozis- Primordiyal
yuvalarmin yikimi primordiyal folikiil folikiilden primer
olusumu folikiile gecis
Sekil 1.2. Sigcan ovaryumunda folikiiler gelisim donemlerinin sematik
gorinumul.

Ovaryumun erken folikiiler gelisimi, birbirleriyle olduk¢a koordineli ¢alisan,
ovaryuma spesifik faktorler, lokal biiyiime faktorleri, ovaryum steroid hormonlari ve
muhtemelen gonodotropinler araciligiyla diizenlenir (Skinner, 2005; Uzumcu ve
Zachow, 2007).

Primordiyal folikiillerin olusumu igin ovosit yuvalarinin rastgele apoptozis
gecirerek yikilmasi ve ovositlerin tek tek izole olmasi gerekir. Izole olan ovositler
yass1 pregranuloza hiicreleri ile baglanti kurarak primordiyal folikiilii sekillendirirler
(Skinner, 2005). Primordiyal folikiiliin olusmasi sirasinda, tiimor nekroz faktor alfa
(TNF-a) apoptozisi uyarirken, B-hiicre lemfoma 2 (Bcl-2) germ hiicrelerinin
korunmasini saglar (Marcinkiewicz ve ark., 2002; Skinner, 2005; Greenfeld ve ark.,
2007). Apoptotik bir faktor olan Bcl-2-iligkili X protein (Bax) da TNF-a gibi
apoptozisi uyarir ayrica yetersizliginde primordiyal folikiil sayisinda artis meydana
gelir (Tingen ve ark., 2009). Bu siiregte steroid hormonlardan progesteron (P4), TNF-
a’y1 baskilayarak ovaryumlarda apoptozisi inhibe eder ve ovosit yuvalarinin yikimini
azaltarak primordiyal folikiillerin sayisin1 6nemli dlglide diisiiriir. Diger bir steroid
hormon olan E; ise siganlarda folikiil olusumu iizerine hafif baskilayict bir etki
yaparken farelerde ovosit yuvalarmin yikimini, primordiyal folikiil olusumunu ve

primer folikiile gecisi siddetli bir sekilde azaltir (Uzumcu ve Zachow, 2007).



Embriyonik gelisim sirasinda gonaddan eksprese olan Wnt-4 germ hiicrelerinin
hayatta kalmasini saglar. Eksikliginde ise PK 14,5. giine kadar germ hiicreleri normal
sayidayken dogumla birlikte saglikli germ hiicre sayist %10 oraninda azalir (Tingen
ve ark., 2009). Sadece germ hiicre kiimeleri ile folikiilogenezis boyunca ovositlerde
goriilen ve zona pellusida organizatorlerini baglayan transkripsiyon faktorii olan
faktor in the germline alfa (figo, figla), farelerde E13. giin gibi erken doénemde
eksprese olur (Soyal ve ark., 2000; Choi ve Rajkovic, 2006). Figa nakavt fareler
kisirken, eksikliginde germ hiicrelerinin go¢ii, proliferasyon ve gonad morfolojisi
normaldir. Fakat ovosit yuvalari yikimlanirken tiim ovositler oliir ve sonugta
primordiyal folikiil gelisemez (Soyal ve ark., 2000; Choi ve Rajkovic, 2006; Tingen
ve ark., 2009).

Ovosit ya da somatik hiicrelerde iiretilen faktorler germ hiicre apoptozisi
sirasinda, sadece ovosit yuvalarin yikimini etkilemez ayni zamanda bir¢ogu
yuvalarin yikiminin baslama siirecinde goérev alir (Sekil 1.3). Ovaryuma spesifik
faktorlerden synaptonemal kompleks protein-1 (SCP1) ovosit yuvalarinin yikiminin
baslangicinda etkilidir. Sadece ovaryumlarda bulunan bu proteinin ekspresyonu
ovosit yuvalarinin yikimlanmaya basladigi dogum sonrasi1 24 saat i¢inde birden
azalir. Daha oOnemlisi SCP1 ekspresyonu ortadan kalktiginda ovosit diploten
asamasina erken girer ve erken yikilan yuvalar saglikli primordiyal folikiiller tiretir
(Tingen ve ark., 2009). Forkhead box L2 (FoxI2), yenidogan ovaryum homeobox
protein (Nobox) ve Notch sinyal yolagi iiyeleri ve transforme edici biiyiime faktori
(TGF-PB) siiper ailesi gibi pek ¢ok faktér ovosit yuvalarmin yikimi yaninda yikim
zamanini da etkileyebilir (Tingen ve ark., 2009). Bir transkripsiyon faktorii olan ve
granuloza hiicrelerinde eksprese edilen FoxI2’nin mutasyonunda granuloza hiicreleri
gelisimine devam edemez. Germ hiicre kiimeleri erigkin donemde varligini1 devam
ettirir ama primordiyal folikiil olusamaz, sonugta disi steril olur (Pepling, 2006).
Nobox da yine bir erken folikiilogenezis transkripsiyon faktoriidiir. Embriyonal 13,5.
giinde spesifik olarak germ hiicrelerde belirlenebilen bu proteinin ekspresyonu
E15,5. giinde ve sonrasinda 6nemli olgiide artar. Yenidogan ovaryum homeobox
protein germ hiicre kiimelerinde, primordiyal folikiilde ve folikiilogenezisin farkli

asamalar1 boyunca gelismekte olan ovositte eksprese olmaya devam eder (Choi ve



Rajkovic, 2006). Yenidogan ovaryum homeobox protein eksikliginde ovaryumda
biiyiime farklilasma faktorii (GDF9), kemik morfojenik protein (BMP15), Mos and
oktamer-baglayici transkripsiyon faktor (Oct4)’iinde i¢inde bulundugu g¢ok sayida
spesifik genin ekspresyonu baskilanir ve erken folikiilogenesiz bozulur. Sonugta
dogumda normal olarak olusan ovosit yuvalar siddetli bir sekilde yikilir ve pek ¢ok
germ hiicresi yikim tamamladiktan sonra yuva iginde kalir ayrica postnatal ovosit
kayb1 olur ve primordiyal folikiiliin primer folikiile gegisi ortadan kalkar (Rajkovic
ve ark., 2004; Choi ve Rajkovic, 2006; Tingen ve ark., 2009). Yuvalarin yikiminda
olduk¢a Onemli olan Notch sinyal yolagmin bilesenleri, yuvalar icindeki germ
hiicreleri ve etrafindaki pregranuloza hiicreleri tarafindan eksprese edilir. Bu sinyal
baskilandiginda ovosit yuva yikimi azalir ya da gecikir ve yuva i¢inde normale gore
daha fazla sayida germ hiicresi kalir, sinyalin tamamen ortadan kalkmasiyla da multi-
ovosit folikiil olusur (MOF). Multi-ovosit folikiil bir bazal membranla ayrilmadan iki
ya da daha fazla ovositin ayn1 folikiil i¢inde bulunmasidir. Bunlar yuvalarin yikimi
sirasinda germ hiicre c¢ekirdeklerini baglayan sitolazmik halkalarin kopmamasi

sonucu olusur ve fertilizasyon oranini olumsuz yonde etkiler (Tingen ve ark., 2009).

Embriyonal 9.5. giinde f6tal ovaryumunda bulunan ve folikiilogenezis
stiresince pregranuloza ve granuloza hiicrelerinden eksprese olan Kit ligand (KL)
ekspresyonunu aktivin (TGF-p ailesi iiyesi) diistiriir. Diisen KL diizeyiyle birlikte, kit
reseptoriiniin (c-Kit) germ hiicrelerinde ekspresyonunda da bir azalma olur. Sonugta
azalan c-kit germ hiicrelerinin mayoza girmeden proliferasyona devam etmesine ve
primordiyal folikiil sayisinin artmasina neden olur (Choi ve Rajkovic, 2006; Tingen
ve ark., 2009). Ovositte eksprese olan diger TGF-p ailesi iiyeleri GDF9 ve BMP15’in
primordiyal folikiil olusum siirecinde 6nemli rolleri yoktur, ancak GDF9 ovosit
cevresindeki granuloza hiicrelerinin biiylimesi ve farklilagmasi i¢in gereklidir ayrica
GDF9 ya da BMP15 eksikliklerinde daha fazla MOF olusur. (Pepling ve Spradling,
2001; Choi ve Rajkovic, 2006; Yan ve ark., 2001).

Ovosit yuvalarinin yikimi ve primordiyal folikiill olusumu sirasida heniiz
fonksiyonel folikiil stimulan hormon (FSH) ve luteinizan hormon (LH) reseptorleri

gelismediginden bu gonodaotropinlerin etkileri sinirlidir. Sekonder folikiile kadar



fonksiyonel FSH reseptoriine sahip olmasa da primordiyal folikiildeki pregranuloza
hiicreleri adenozin 3', 5'-siklik monofosfat (CMAP) yolag: aktivatorlerine aromataz
ve FSH reseptor artisiyla yanit verir (McGee ve Hsueh, 2000). Hamsterda FSH
noétralize edici antikorlarla ve FSH reseptor nakavt farelerde yapilan g¢alismalar
FSH’nin folikiilogenezisin erken sathalarinda bazi tiirlere spesifik fonksiyonlara

sahip oldugunu gostermistir (Uzumcu ve Zachow, 2007).

Fotal veya neonatal donemde pek ¢ok faktoriin etkisi altinda meydana gelen bu
olaylar disinin reprodiiktif yasami1 boyunca kullanacagi primordiyal folikiil havuzu
olusturur. Etrafi tek katli yass1 pregranuloza hiicreleriyle ¢evrili ovosite sahip, birinci
mayoz bdliinmenin profaz asamasinda olan primordiyal folikiilii, folikiiler gelisimin
baslamasiyla birlikte iki farkli son bekler. Ya gelisimi tamamlayarak ovulasyonla
atilir ya da cesitli gelisim asamalarinda hiicresel apoptozis ile atretik folikiil olur.
Ovulasyon ya da folikiiler atrezi sonucunda azalmaya baglayan bu primordiyal
rezervinin yeri asla doldurulamaz genellikle orta yas sonrasi biter ve sonugta
menopoz sekillenir (Hirshfield ve Tinkle, 1975; Peters ve ark., 1975; Cran ve Moor,
1980; Nelson ve ark., 1985; Kezele e ark., 2002).
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Sekil 1.3. Primordiyal folikiil tizerine molekiiler diizenleyicilerin etkisi. “Disi
germ hiicre yuvalarinin yikimi ve sonrasinda olusan primordiyal
folikiiliin kaderinde molekiiler diizenleyiciler rol alir. Pek ¢ok
molekiiler faktér germ hiicrelerinin yikimlanarak primordiyal folikiil
olusturma zamaninin ve yikim diizeyininin kontrolde birbirleriyle
etkilesiminin i¢indedir. Anormal yikim germ hiicre kaybina ya da
MOF olusumuna yol agabilir. Olusan primordiyal folikiiller ya
atreziye ugrar ya primordiyal folikiil olarak kalmaya devam eder ya
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da gelisim siirecine girerler” (Tingen ve ark., 2009).



1.1.3.3. Primordiyal Folikiilden Primer Folikiile Gegis

Primordiyal folikiilin tek katli kiibik pregranuloza hiicreleri ile gevrili bir ovosite
sahip olan primer folikiile gecisi ile folikiil gelisim siireci baslar. Bu gegis disi
reprodiiktif yasaminin siirekliligi i¢in son derece 6nemlidir. Bu siiregte Kit ligand
(KL), 16kemi inhibitor faktor (LIF), kemik morfojenik protein 4 ve 7 (BMP4; 7),
trombosit kokenli biiyiime faktorii (PDGF), temel fibroblast biiylime faktorii (bFGF/
FGF2) ve 7 (FGF-2; 7)’nin de ig¢inde bulundugu pek ¢ok faktoriin diizenleyici roli

vardir.

Steel faktor, stem cell (kok hiicre) faktér ya da multipotent biliylime faktorii
olarak bilinen KL granuloza hiicrelerinde eksprese olur (Sekil 4) ve mutasyonunda
erken folikiilogenezis doneminde folikiil gelisimi sekteye ugrar (McGee Hsueh,
2000; Skinner, 2005; Choi ve Rajkovic, 2006; Clement ve ark., 2007). Kit ligandin
primordiyal folikiilden primer folikiile gecisteki 6neminin belirlenmesinde kullanilan
anti ¢ kit (ACK-2) antikoru ile KL’nin bloke edilmesi, primordiyal folikiil
olusumunda herhangi bir etkiye neden olmazken, primer folikiil gelisimini engeller
(Parrott ve Skinner, 1999). In vitro KL ilavesi ise primordiyal folikiilden primer
folikiile gegisi hizlandirir (Skinner, 2005; Choi ve Rajkovic, 2006). Kit ligandin
primordiyal folikiil gelisimindeki rolii tam olarak aydinlatilamamakla birlikte
primordiyal folikiilin primer folikiile gecisinde olduk¢a onemli bir faktor oldugu

agiktir.

Lokemi inhibitor faktdr pek cok dokuda eksprese olan ve cok farkli
fonksiyonlara sahip bir sitokindir. Ovaryumda primordiyal ve primer folikiillerin
granuloza ve somatik hiicrelerinde bulunur (Choi ve Rajkovic, 2006) (Sekil 4). 4
giinliik sigan organ kiiltiirinde LIF uygulanmasi primordiyalden primer folikiile
gecisi atirir. Primordiyal folikiil sayis1 hizla azalirken gelisen folikiil sayis1 artar
(Nilsson ve ark., 2002). “Granuloza hiicre kiltiirlinde LIF ilavesi hiicre
proliferasyonunu etkilemez, diger yandan KL mRNA miktarinda bir artis meydana
gelir. Bu durum LIF’in primordiyal folikiilden primer folikiile gegiste KL
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ekspresyonunu indiikleyerek indirek olarak etki ettigini disiindiiriir” (Choi ve
Rajkovic, 2006).

Erken folikiiler gelisimde rol alan 6nemli faktorlerden birisi de norotropin (NT)
ailesi liyesi olan sinir biiyiime faktéri (NGF)’diir. Bu faktér folikiil olusumu
oncesinde somatik hiicrelerden ve ovositten eksprese olur ve primordiyal folikiilden
primer folikiile gegiste rol alir. sinir biliylime faktoriiniin yoklugu ovosit yuvasi
icindeki ovosit sayinda artis ile birlikte basarili bir sekilde folikiil yapisina katilan
ovosit, primer ve sekonder folikiil sayisinda azalmaya neden olur. Yetersizligi ise
pregranuloza hiicrelerinde proliferasyonun azalmasina yol agar (Dissen ve ark., 2001;
Choi ve Rajkovic, 2006). Yine bir norotropin olan NT3 de primordiyalden primer

folikiile geciste uyarici bir rol iistlenir. (Nilsson ve ark., 2009).

TGF-p siiperailesi iiyesi olan BMP ailesi iiyelerinden BMP15, 7 ve 4 erken
folikiiler gelisim agsamasinda rol oynarlar. Ovositlerde eksprese olan BMP15’nin
primordiyal folikiil gelisimiyle iligkili olugu bilinmesine ragmen primordiyal
folikiilden primer folikiile gegisteki diizenleyici etkisi tam olarak aydinlatilmis
degildir. Kemik morfojenik protein 7 stromal hiicreler ve primordiyal folikiil
arasinda etkilesimde rol alir (Skiner, 2005). Kemik morfojenik protein 4 ise
primordiyal folikiilden primer folikiile ge¢isi uyarmakla birlikte ovositlerin
canliliklarii1 devam ettirebilmesinde de etkin bir role sahiptir (Nilsson ve Skinner,
2003) (Sekil 1.3). Diger BMP’lerde erken donemdeki folikiiler gelisimden ziyade
antral folikiil diizeyinde etkili olur. (Skiner, 2005).

Primer folikiiliin ovositinde eksprese olan bir diger TGF-f siiperailesi liyesi
olan GDF9 pek ¢ok tiirde folikiiler gelisim siirecinde olduk¢a dnemlidir (McLaughlin
ve Mciver, 2009) (Sekil 1.4). Bu faktor ovositi ¢evreleyen granuloza hiicrelerinin
biiyliylip farklilagmasi, antral folikiil gelisimi ve ovulasyon i¢in gereklidir. Biiyiime
farklilasma faktorii 9 yoklugu folikiillerin biiytimesini primer folikiil asamasinda
duraklatir ve sonugta disilerde infertiliteye sebep olur (Choi ve Rajkovic, 2006). Yine

erken gelisim doneminde ovositte eksprese olan ve komsu granuloza ve teka
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hiicrelerini etkileyen PDGF, ovositte eksprese olan bFGF ile teka hiicrelerinde
belirlenen FGF7 de primordiyal folikiilden primer folikiile gecisi uyaran diger
faktorlerdir (Nilsson ve ark., 2001) (Sekil 1.3 ve Sekil 1.4). Temel fibroblast biiyiime
faktorti, primordiyal folikiil gelisim siirecinde ovosit stroma ve teka hiicrelerinin
proliferasyonu uyarir (Nilson ve ark., 2001) ve diger bir biliylime faktorii olan KL
mRNA ekspresyonunu artirir. (Nilsson ve Skinner, 2004). bFGF yine bir biiylime
faktorii olan vaskular endotelial biiyiime faktorii (VEGF) ile birlikte ovaryum

anjiyogenezinde rol alir (Losordo ve Dimmeler, 2004).

Primordiyal folikiilden primer folikiile gegiste uyarici faktorlerin yani sira Anti
Miillarian hormon (AMH) ve ovositte eksprese edilen ve bir kemokin olan stromal
hiicre kaynakli faktor 1 (SDF1) gibi baskilayici faktorlerin de diizenleyici rolii
biiytiktiir. Bu faktorler primordiyal folikiilden primer folikiile gegisi inhibe ederler
(Holt ve ark., 2006). AMH null farelerde primer folikiil gecis silirecine dahil olan
primordiyal folikiil sayisinda bir artig olurken (Durlinger ve ark., 1999; Durlinger ve

ark., 2001), AMH uygulanmas folikiil gelisimini azaltir (Durlinger ve ark., 2002).
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° Oz @D YunPegmmvEmRami Q. Btk Progmmdens Hamms

Sekil 1.4. “Primordiyal ve primer folikiil olusumunda rol alan 6nemli genler.
Folikiil yapisi ovosit, zona pellusida ve granuloza hiicrelerini
icermektedir. Hiicre-hiicre etkilesimlerine KITL, FGF2, FGF7,
GDF9, BMP15, NGF, NT4 / 5, BDNF, AMH ve FOXL2 aracilik
eder. Transkripsiyonel diizenlemeler figa (figla) ve NOBOX
tarafindan  kontrol edilir.  Zona pellusida proteinlerinin
trapskripsiyon baglamama bolgelerinin yukarisinda lokalize olan E-
Box, figa’nin baglandigi organizatér bir motiftir. NBE,
NOBOX’un baglayict bir unsuru kabul edilir. NOBOX’un, Oct4,
GDF9, ZAR1 ve Mos’a dogrudan veya dolayli etki gosterip
gostermedigi bilinmemektedir. FBE FOXL2’nin baglayici bir
unsuru olarak kabul goriir. figa ve Nobox ise germ hiicre
yuvalarinda ki ovositler ile primordiyal ve daha ileri asamadaki
folikiillerde eksprese olur” (Choi ve Rajkovic, 2006).

1.1.3.4. Sekonder ve Preantral Folikiil Gelisimi ve Farklilasmasi

Primer folikiil, granuloza hiicrelerinin koklii degisiklikler gecirmesiyle farkl
ozelliklere sahip iki yada ii¢ sira granuloza hiicrelerinin bulundugu sekonder folikiile
dontisiir (Uzumcu ve ark., 2006). Ovosit gelisimi devam ederken zona pellusida
sekillenir, zona pellusida folikiiliin etrafin1 ¢evirir ve folikiilii besleyecek damarlar

olusur (McGee ve Hsueh, 2000). Sekonder folikiiliin gelisiminin devam etmesiyle de
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ticten fazla granuloza hiicre katmanina sahip antrum icermeyen preantral folikiil
olusur (Uzumcu ve ark., 2006). Bu olaylarin tam zamani tartisilmakla birlikte tiire
spesifik olarak farkli zamanlarda gelisir (McGee ve Hsueh, 2000). Bu donemde de
ovosit-granuloza etkilesimi olduk¢a onemlidir. Immature ovosit ile granuloza
hiicreleri arasinda baglantilarin olmadig1 durumlarda ovosit gelisemezken, ovosit ve
granuloza hiicreleri gap junctionlar araciligiyla iletisim sagladiginda ovosit normal
oranlarda biyilir. Bu baglantida konneksin 37 olduk¢a onemli role sahiptir ve
eksikliginde ise bu siire¢ normal isleyemez. Konneksin 37 yoklugunda folikiillerde
zona pellusida olusur, granuloza hiicreleri normal gelisimine devam eder ancak gap
junctionlarin yetersizligine bagl olarak ovosit-granuloza iletisimi bozulur; normal
stirecte folikiil gelisimine devam eder sinirli sayida kiiciik antral folikiil meydana
gelir. Sonugta ovosit tam boyutuna ulagsamaz ve mayoz bdliinme yetenegine sahip
olmaz (McGee ve Hsueh, 2000). Bu siiregte de granuloza hiicre fonksiyonlarinin
¢ogu, ovositin salgiladag: faktorler tarafindan diizenlenmekte ve bunlarin baginda da
granuloza hiicre fonksiyonu ve boliinmeleri, LH reseptdr olusumu, steroidogenesis
ve aymt zamanda kumulus hiicre biiylimesini diizenleyen faktorler gelmektedir

(McGee ve Hsueh, 2000).

Gonadotropinler (FSH ve LH), reseptorlerinin sekonder folikiil asamasinda
(PN7) eksprese olmasiyla birlikte folikiil gelisimi boyunca etkin bir sekilde rol alirlar
(Uzumcu ve ark., 2007; Zama ve Uzumcu, 2010). Postnatal 10-20 arasinda artan
FSH seviyeleri ve ilk folikiiler gelisim dalgas1 arasinda gii¢lii bir korelasyon vardir.
Gonotropinler preantral folikiillerin biiyiimesini 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 folikiilin maturasyonu sirasinda FSH ve LH
salgilanmasi gereklidir (Uzumcu ve ark., 2007). Aktivin, FSH ile birlikte genclerde
folikiilerin sekillenmesini ve biiylimesini aktive eder. Neonatal donemde FSH’nin,
inhibin ve 6strojen iiretimindeki uyarrmimi tetikler. In vivo olarak sekonder
folikiilden salinan aktivin kiiciik antral folikiillerin duragan kalmasina neden olur.
Bununla birlikte aktivinin erken folikiil gelisiminde, asamalara bagh etkileri tam

olarak aydinlatilmis degildir (McGee ve Hsueh, 2000). Steroid hormonlarin ise
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preantral folikiil gelisimindeki rolii tam olarak bilinmemekle birlikte androjen
uygulamasi maymunlarda preantral ve kiigiik antral folikiil sayisini, farelerde de
preantral folikiil biiyiimesini artirir (McGee ve Hsueh, 2000). Sekonder folikiilde
yiiksek diizeyde eksprese olan KL ve GDF9, preantral folikiil gelisimde de rol
oynarlar (McGee ve Hsueh, 2000). Kit ligand ayrica teka hiicrelerinin olusumunda
gorev alir. Kemik morfojenik protein 15, FGF-7, inhibinler, ve NT preantral folikiil
gelisimini diizenleyen diger faktorlerdir (Zama ve Uzumcu, 2010). Sicanlarda
preantral folikiil gelisimi sirasinda postnatal donemde IGF-lI ve IGF-IR diizeyi
yiiksektir ancak IGF I yoksun mutant farelerde de folikiiller erken antral asamaya

kadar nispeten normal olarak gelisir (McGee ve Hsueh, 2000).

Neonatal ve infantil donemde ovosit gelisimi hizliyken daha sonraki
doénemlerde ovositlerin mayoz boliinme siireci yavaslar (Hirshfield, 1991; McGee ve
Hsueh, 2000). Ayrica preantral folikiillerin gelisimi biiylik antral folikiillere gore
daha yavas ilerler, bu durum ovaryum biiylime farklilagsma genlerinin gelisimin erken
doneminde baskilanmasiyla miimkiin olmaktadir. Primer folikiil granuloza
hiicrelerinde yiiksek diizeyde, sekonder folikiilde daha diisiik seviyede, ilerleyen
asamalarda ise onemsiz miktarlarda “Wilms” tiimor geni (WT1) eksprese eder. Bu
gen, farkl: hiicre tiirlerinde pek ¢ok biliylime faktorii ve reseptoriiniin ekspresyonunu

degistirebilir (McGee ve Hsueh, 2000).

1.1.3.5. Folikiil Secimi, Antral Folikiil Gelisimi

Folikiiler gelisimin ilerleyen asamalarinda folikiiller arasindan folikiilogenezi ve
ovulasyonu tamamlayacak monoovulatorlerde bir, poliovulatorlerde birkag adet
folikil segilir (Zama ve Uzumcu, 2010). Bu sec¢im folikiilogenezisin antral agamasi
sirasinda gergeklesir. Secilen folikiil biiyiidiik¢e folikiiliin antrumu folikiiler siv1 ile

dolar, diger yandan da teka ve granuloza hiicrelerinin sayisi artmaya devam eder.
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Granuloza hiicrelerinde, CAMP indiiksiyonunu diizenleyen FSH bagimli sinyal
iletimi, steroidojenik akut diizenleyici protein (StAR), sitokrom P450 yan zincir
boliinme (P450scc, CYP11A), 3B hidroksisteroid dehidrojenaz tip 1 (3p-HSD) ve
P450 aromataz (CYP19) gibi proteinlerin ekpresyonunu artirir. Bu sinyal iletim yolu
kolesteroliin progesterona doniismesinin yani sira androstenedionun ve testosteronun
ostrojene Ozellikle de E,’ye aromatizasyonunu tesvik eder (Uzumcu ve Zachow,
2007). Teka ve granuloza hiicrelerinin igbirliginde 6strojen liretimi, segilen folikiilde
nispeten yiiksek diizeyde tutulur (Zama ve Uzumcu, 2010). Biiytik antral folikiillerde
inhibin iiretiminin baglamasiyla birlikte hipofizden gonodotropinlerin sekresyonu
bloke edilir. Secilen folikiilde inhibin araciligiyla gonadotropinler daha da baskilanir.
Buna ragmen segilen folikiiliin, diger secilmeyen folikiillere gére FSH’ya duyarl
oldugu, bunu da bulundurdugu daha fazla sayida FSH reseptorii (FSHR) ile sagladig:
ifade edilir. FSH etkisinin ortadan kalmasiyla birlikte secilmeyen folikiillerin
granuloza hiicrelerinde apoptozis baslar ve sonugta atrezi sekillenir (Uzumcu ve
Zachow, 2007). Bu siirecte ki ince ayarlara ise insiilin benzeri biiylime faktori (IGF),
aktivinler, hepatosit biiyiime faktorii, TGF-a ve B ile FGF7 gibi lokal biiyiime
faktorleri aracilik eder. Bunlardan IGF’ler folikiil olgunlagmasi i¢in ¢ok 6énemli kabul
edilirler ve bu yilizden co-gonodotropinler olarak ifade edilirler. IGF-I yetersiz
fareler, FSH nakavt (FSH-KO) farelere benzer ovaryum fenotipi gosterir. IGF-I
cesitli tlirlerin granuloza hiicrelerinde hiicre ¢gogalmasi ve steroidogenezi uyarirken,
IGF baglayici proteinler (IGFBP) de IGF-I protein ile kompleks olusturup
aktivasyonunu baskilayrak, atreziye yol agan FSH baglh folikiiler biiyiimeyi ve
farklilasmay1 6nleyebilir (Zama ve Uzumcu, 2010).

1.1.3.6. Ovulasyon

“Ovulasyon oncesi asamada FSH ve LH yiikselisi segilen folikiilde steroidogenezisi
artirir ve luteinizasyonu baglatir, boylece Ostrojen iiretimine 6zel olan granuloza
hiicreleri Ostrodiol ve progesteron iiretimine geger. Bu siiregte yaklasan ovulasyon
icin LH reseptor (LHR) geninin de i¢inde bulundugu ¢ok sayida gende artis olur.

Yiiksek oranda LH, daha diisiik oranda FSH, luteinizasyon i¢in onemli olan
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granuloza hiicrelerinin terminal farklilasmasim tesvik eder. Ostrojen reseptor B
(ERB), progesteron reseptor (PrR), proteaz, epidermal biiyiime faktorii benzeri
proteinler ve prostaglandin sentaz-2’ninde i¢inde bulundugu birgok gen ovulasyonda
rol alabilir. Ovulasyonu takiben ovule folikiiliin kalintilar1 LH tarafindan son olarak
korpus luteuma farklilasmak {izere uyarilirlar. Korpus Iuteum birincil olarak
progesteron kaynagidir gebeligin baslangici ve devamliligi ig¢in zorunludur”

(Uzumcu, 2010).

Burada belirtildigi gibi ovaryum hormanlara duyarli bir dokudur ve bu durum
biitiin gelisim asamasindaki folikiilleri ve korpus luteumu kapsar (Zama ve Uzumcu,

2010).

1.2. Methoxychlor/Metoksiklor (MXC)

1.2.1 Methoxychlor’un Genel Ozellikleri

Methoxychlor tarla ve bahge iriinlerini, ¢iftlik hayvanlarini, tahil ambar silolarini
haserelerden korumak i¢in yaygin olarak kullanilan iki halkali organik klorlu bir
pestisittir. Bu pestisid, dikloro difenil trikloroethan (DDT; 1,1,1-trichloro-2, 2-bis[4-
chlorophenyl]ethane)’nin yerine gelistirilmistir ve DDT’den daha az direnglidir.
Buna ragmen, gii¢lii bir ¢evresel zehir oldugu diistiniilmektedir ( Wauchope ve ark.,
1992; Cummings ve ark., 1997; Laws ve ark; 2000; Younglai ve ark., 2005 ). ilk
olarak 1893 yilinda sentezlenmis ve ABD’de 1946 yilinda ticari liretimine baslanmis;
87 tarim bitkisi, besi sigir1, siit sigir1, kegi, koyun ve domuzda bocek ilaci olarak
kullanilmast onaylanmistir (Cummings ve ark., 1997). Ticari olarak Maralate,
Marlate, Metox, Methoxcide Dimethoxy-DDT, Methoxy-DDT gibi isimlerle anilir.
Kimyasal ismi 2,2-di(p-methoxy phenyl) 1, 1, | —trichloroethane; kimyasal formiili
ise C16H15Ci30,°dir. Saf kimyasal % 50-88 MXC igerir, gerisi ise izomerleri ve
reaksiyon {irlinleridir (Cummings ve ark., 1997). Methoxychlor in vivo olarak

sitokrom (cytochrome) P-450 enzimi araciligiyla mono-OH MXC [(1,1,1-trichloro-2-
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(4-hydroxyphenyl)-2-(4-methoxyphenyl)ethane)], HPTE [2, 2,-bis-(p-
hydroxyphenyl)-1,1,1-trichloroethane], katesol (catechol) MXC ve tris-hydoxy
MXC’ ye metabolize olur (Gaido ve ark., 2000; Gupta ve ark., 2007). (Sekil 1.5).

Methoxychlor 6strojenik etkilidir ve 6zellikle reprodiiktif sistem tiizerine pek
cok olumsuz etkiye sahiptir (Hall ve ark., 1997). Bu nedenle MXC, 2003’te
Amerika’da (Anonim, 2004), 2002’de Avrupa’da (Anonim 2, 2009) ve 2009 yilinda
tilkemizde yasaklanmistir (Anonim 3, 2009). Ancak ¢evrede yaygin olarak bulunan
pek ¢ok benzer endokrin bozucuya model teskil ettigi i¢in ¢alismalarda kullanilmaya

devam edilmektedir.

CYP1A2 R
H CYP2C19 H CYP3A4 H
OO OFF L 1O
ccl, c.cl, c-cl,
HO
Methoxychior (MXC) mono-OH MXC catechol-MXC

Ez=n

= CYP3A4 ] i
HO —‘? - OH HO ‘I: OH
c-Cly

C-Clg
bis-OH MXC (HPTE) " pris-OH MXC

Sekil 1.5. MXC ve metabolitleri (Gupta ve ark., 2007).

1.2.2. Methoxychlor’un Ovaryum Uzerine Etkileri

Ovaryumda normal folikiil gelisimi ve kaliteli ovosit iiretimi endokrin sisteminin
fonksiyonunu diizenli ve sorunsuz bir sekilde yerine getirmesine baglidir. Ancak,
giinimiizde pek ¢ok alanda kullanilan pestisitler (6rn metoxychlor), herbisitler,
polikarbonat plastik (6rn: bisphenol A), kozmetik iirlinler, kisisel bakim iirtinleri
(orn: fitalatlar) ve sanayi atiklari (6rn: dioksin) gibi endokrin bozucular, gelismekte
olan reprodiiktif sistemde Ozellikle de gelisen ovaryum folikiilleri ve ovosit igin

biiyiik bir risk olusturmaktadir (Kwintkiewicz ve Giudice, 2009).
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Pestisitlere maruz kalma ile kadin dogurganligi arasinda giiclii bir iliski oldugu
yapilan epidemiyolojik c¢aligmalar ile gosterilmistir. Tarimsal islerle ugrasan
kadinlarda infertilitede bir artis s6z konusudur (Fuortes ve ark., 1997). Bununla
birlikte insan folikiiler sivisinda endokrin bozucularin konsantrasyonlar1 ve basarisiz
in vitro fertilizasyon tesebbiisleri arasindaki baglanti dikkat c¢ekicidir (Younglai ve
ark., 2005).

Reprodiiktif bir zehir olarak bilinen MXC, Gstrojenik aktiviteler gosteren (Hall
ve ark., 1997) ve erken ovaryum gelisimini, folikiilogenezisi ve yetiskin ovaryum
fonksiyonunu etkileyen endokrin bozucu bir ajandir (Cummings ve ark., 1997).
Siganlarda MXC’nin farkli dozlarina (25, 50, 100, 200 mg/kg/giin) kronik olarak
maruz kalinmasi erken vajinal acilmaya ve Ostrusa bagli olarak erken pubertaya
girise sebep olurken, 200 mg/kg/giinliik yiiksek dozu bu etkilere ilave olarak kalici
Ostrusa ve c¢iftlesmeye ragmen gebeligin olusmamasina neden olur (Gray jr Le,
1989). Methoxychlor’un reprodiiktif sistem {izerine olumsuz etkilerinin siddeti ve
stiresi, MXC dozunun yani sira maruz kalman siirece baglidir. Erigkin donemde
maruz kalindiginda, bu ajanin ortadan kalkmasiyla birlikte 6strus siklusu normale
donerken, ovaryumda folikiiler havuzun biyiikliigiiniin belirlendigi fotal ve neonatal
donemde maruz kalinmasi durumunda, MXC’nin iireme parametreleri tizerindeki
olumsuz etkileri eriskin donemde de devam eder. Bu donemlerde MXC uygulamalari
vajinal ag¢ilmanimn ve ilk Ostrus baslangicinin  hizlanmasina, diizensiz Ostrus
sikluslarina, kalic1 vajinal Ostrusa, diisiik gebelik oranina, kii¢iik yavru boyutlarina,
erken reprodiiktif yaglanmaya (Uzumcu ve Zachow, 2007; Armenti ve ark., 2008), ve
embriyo tagima hizim artirarak implantasyon 6ncesi embriyo kaybina (Cummings ve
ark., 1990; Cummings ve ark., 1993) neden olur. Bunlarin yani sira ovaryum
parametreleri, serum hormon diizeyleri ve ovaryum i¢in anahtar markirlar iizerine de
giicli etkiler gosterir (Tiemann, 2008). Methoxychlor ovosit ve ovositi ¢evreleyen
kumulus hiicreleri arasindaki gap junction baglantilarinin olusumunu inhibe eder. Bu
baglantilar folikiiler gelisimin kontroliinde, ovositin mayotik olgunlasmasi, luteal
bliylime ve gerileme olaylarinda ovosit ve etrafindaki kumulus hiicreleri arasinda
iletisim saglar (Tiemann, 2008). Ayrica mayoz bdliinme sirasinda mekik ipliklerinin

olusumunu bozarak da ovosit olgunlasmasini etkileyebilir (Tiemann, 2008). Yiiksek
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doz MXC ovaryumda folikiiler kompozisyonunu degistirir. Fotal ve erken postnatal
doneminde 100 mg ve 500 mg dozlart primordiyal, primer ve sekonder folikiil
sayisin1 etkilemezken (Uzumcu ve ark., 2006; Armenti ve ark., 2008) preantral
folikiil sayisini artirir, antral folikiil ve korpus luteum (CL) sayisin1 azaltir (Uzumcu
ve ark., 2006). Methoxychlor’un yanisira metaboliti HPTE, folikiiler gelisimin ve
farklilagmasinin negatif diizenleyicisi AMH ekpresyonunu uyararak, folikiiler
inhibisyona neden olur (Armenti ve ark., 2008). Methoxychlor, serum LH diizeyini
artirtr, ovaryum LHR diizeyini diisiiriir (Armenti ve ark., 2008). Bununla birlikte
ekzojen gonodotropinlerle uyarilan ovulasyon diizeyinde azalmaya neden olur. Bu
durumun LHR ekpresyonundaki azalmaya bagli oldugu diisiiniilmektedir (Armenti
ve ark., 2008). FSH ekpresyonu fizerine etkilerine dair veriler ise g¢eliskilidir.
Armenti ve ark. (2008), serum FSH diizeyini etkilemedigini belirtirken, Chapin ve
ark. (1997) ise azalttigini bildirmistir. Methoxychlor’un diisiik dozu (20 mg/kg/giin)
E, sentezini uyarirken, yiiksek dozu (100 mg/kg/giin) P, seviyesini disirir.
Methoxychlor sterodidogenezi, kolestroliin preglona déniismeden 6nce meydana
gelen bir mekanizma ile inhibe eder (Crellin ve ark., 2001). Steroid hormon sentezi
kolestroliin StAR araciligiyla mitokondriye taginmasina baglidir (Stocco ve Clark,
1996). MXC uygulamasi StAR ekspresyonunu degistirmezken, streoidogeneziste
anahtar role sahip P450scc ise CL’larda onemli derecede diisiiriir. Diger yandan
HPTE, FSH uyarimli P450scc mRNA iiretimini granulaza hiicrelerinde inhibe eder

(Zachow ve Uzumcu, 2006) ve sonugta steroid sentezi sekteye ugrar.

Ostrojenik etkili MXC ER’ye diisiik affinite gdsterirken metabolik iiriinii olan
HPTE, ER alt tiplerine bagli olarak, daha giiclii Ostrojenik, antidstrojenik ve anti
androjenik aktiviteler gdsterir. Insan ve sigan ERa ve B ile yapilan denemeler OH-
MXC ve HPTE’nin ERa i¢in agonist, ERP i¢in androjen reseptorlerde oldugu gibi
antagonist davrandigini gostermistir (Gaido ve ark.,1999; Gaido ve ark., 2000). Her
iki Ostrojen reseptor alt tipleri, hem gelisim hem de yetiskinlik doneminde
ovaryumda eksprese olur. ERa germinal epitel, stroma hiicreleri ve teka hiicrelerinde
birinci postnatal giinde belirlenebilir, ERB gelisen folikiillerin granuloza hiicrelerinde
besinci giinden baslayarak aktiftir (Sar ve Welsch, 1999). Ostrojen reseptdr a,

steroidogenesis ve hipotalamo hipofizer sistemde ki Gstrojen aracili geri bildirim



20

(feedback) mekanizmasi igin gereklidir (Woodruff ve Mayo, 2005). Methoxychlor,
folikiillerde ERa ekspresyonunu artirarak folikiil atrezisine yol agarken (Tomic ve
ark., 2006), ERa bagimsiz olarak ERB ekspresyonunu inhibe ettigi ve buna bagh
olarak gonadotropinlere cevabi azalttigi dolayisla da disi fertilitesini diistirdigi
bildirilmektedir (Armenti ve ark., 2008). DNA metilasyonu ve diger epigenetik
mekanizmalar MXC’ninde dahil oldugu cevresel Ostrojenik bilesikler tarafindan
etkilenir (Ruden ve ark. 2005; Crews ve Mclahlan 2006). Methoxychlor’a maruz
kalmanin, ovaryum fonksiyonu i¢in 6nemli olan ERJ3 anahtar geninin epigenetik
profilini degistirdigi ve bu degisikligin ovulasyonda rol oynayan ER(B gen
ekspresyonunu ve disi infertilitesine neden olan folikiiler olgunlasmay1 inhibe ettigi
bildirilmistir (Zama ve Uzumcu, 2009). Ayni arastirma grubunun basgka bir 6nemli
calismasinda, endokrin bozuculara testikiiler farklilasma esnasinda maruz kalmanin,
erkek infertilitesine neden olan nesilden nesile aktarilabilen epigenetik etkilere yol
acabildigi gosterilmistir (Anway ve ark., 2005). insan ve hayvan saghg icin bu
bulgularin anlami ¢ok ©nemlidir. Methoxychlor gibi Gstrojenik bilesiklere erken
gelisim doneminde maruz kalinmasi, erigkin ovaryum fonksiyon bozukluguna ve disi
infertilitesine yol acabilir. Daha da 6nemlisi, ovaryum iizerine dogrudan bu zararl
etkileri ile daha sonraki nesillerin disi cinsiyet hiicre hattini1 etkileyerek epigenetik

bozukluklara neden olabilir.

MXC, folikiilogenezis siirecinde atreziyle sonuglanan folikiil gelisimininin
inhibisyonuna (Cummings ve ark., 1997; Gupta ve ark., 2006), CL sayisinda
azalmaya (Swartz ve Eroschenko, 1998; Armenti ve ark.,, 2008) ve ovaryum
atrofisine sebep olur. Diger yandan hormonlarin sekresyonunu ve salgilanmasini
degistirebilir (Martinez ve Swartz, 1992; Swartz ve Corkern, 1992). Antral folikiilleri
ise segici olarak etkiler ve bu etkisini de hiptalamo hipofizer gonadal (HPG) ekseni
etkilemeden ERa (Tomic ve ark., 2006) yanm sira BCI-2 ve Bax aracili yolaklar
(Borgeest ve ark., 2004, Miller ve ark., 2005) ve oksidatif stres yolagi (Gupta ve ark.,
20006) gibi yolaklar aracilig1 ile gergeklestirir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Swartz%20WJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9875691
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Eroschenko%20VP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9875691
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1.3. Insiilin Benzeri Biiyiime Faktor Sistemi (Insiilin-Like Growth Factor

System)

Insiiliine benzer etkileri ve yapisal benzerlikleri nedeniyle bu isimle adlandirilan IGF
sistemi, iki ligand (insiilin benzeri biiylime faktorii: IGF-1 ve IGF-II), iki reseptor
(insiilin benzeri bliyiime faktorii reseptorleri: IGF-IR ve IGF-1IR) ve insiilin benzeri
biiylime faktorii baglayici proteinler (IGFBP 1-6) ile insiilin benzeri biiyiime faktorii
baglayict protein proteazlarindan olusan genis bir ailedir (Poretsky ve ark., 1999).
Insiilin benzeri bilyiime faktdrii | ve II hiicre proliferasyonu, hiicresel biiyiime ve
farklilagsma ile anti-apoptozis de 6nemli role sahip mitojenik (Gederet ve ark 2004;
Durai ve ark., 2005) 6zellikteki peptid hormonlardir (Frohman, 1987; Clemmons ve
ark., 1992; Siddle ve ark., 1994; Whitley ve ark., 1996). Bunlardan IGF-I en 6nemlisi

ve lizerinde en ¢ok ¢alisma yapilmis olanidir.

1.3.1.Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii | (IGF-I)

Insiilin benzeri bilyiime faktdrii 1, 70 amino asitten olusan ve IGF-II ile 6nemli
oranda homoloji gosteren tek zincirli bir polipeptiddir (Sekil 1.6). Onikinci
kromozomda lokalize olan IGF-I sahip oldugu ii¢ adet disiilfid bag ile sabit yapisini
korur. Somatomedin C olarak da adlandirlan IGF-I 6zellikle postnatal donemde
karaciger basta olmak lizere pek ¢ok dokuda tiretilir (Poretsky ve ark., 1999; Tawil,
2008). Kisa vadede metobolik, uzun vadede ise biiylime {izerine etki gosterir (Ota ve
ark., 1988; Yarden ve Ullrich, 1988). Fotal ve c¢ocukluk evresi boyunca normal
gelisimde onemli rol oynar. Eriskin donemde ise bu sistem, hiicresel metabolizmada
rol almanin yani sira hiicre cogalmasi ve farklilagmasi ile apoptozisin dnlenmesi gibi
fonksiyonlarin diizenlenmesinde gorev alir (Froesch ve ark., 1985; Jerome ve ark.,
2003). Mitojenik etkisi insiiline gore ¢ok daha gii¢liidiir (Lammers ve ark., 1989).
Insiilin benzeri biiyiime faktdrii I postnatal biiyiime siiresince pek ¢cok metabolik etki
ile bliyiime hormonunun [growth hormone (GH)] anabolik etkilerinin baglatilmasina
aracilik eder (Lehninger, 1982). Insiilin benzeri biiyiime faktdrii I’in karacigerde

ekspresyonu GH’nin serum diizeyine bagliyken ekstrahepatik dokularda tiretimi ise
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GH’ye bagimsiz olarak gergeklesmektedir (Zapf ve ark., 1981; Clemmons ve Van
Wyk, 1981; Mathews ve ark.,1986). Lokal olarak eksprese olan IGF-I, biyolojik

etkilerini otokrin ve parakrin mekanizmalar ile gosterir (Chen ve ark., 1999).

Insiilin benzeri biiyiime faktorleri peptid yapida olduklarindan dolasimda
serbest halde tasinmazlar, baglayici proteinlere ihtiya¢ duyarlar. Bu yoldan hareketle
yapilan calismalarda alt1 farkli IGFBP tanimlanmistir. (Rechler ve Nissley, 1991;
Clemmons, 1994). Insiilin benzeri biiyiime faktorii | hedef dokulara kan yoluyla
IGFBP-3 aracilifiyla tasinir ve proteolitik yikimlanmadan korunarak reseptorii ile
etkilesimi saglanir (Morimoto ve ark., 2005a; b) IGF-I"in mitojenik ve antiapoptotik
etkileri IGFBP-3 ile diizenlenir. Insiilin benzeri biiyiime faktorii | apoptotik Bcl ve
Bax proteinlerinin ekspresyonunu diizenleyerek hiicre 6liimiinii engellerken, IGFBP-
3 apoptozisi uyararak IGF-I’in mitojenik etkisini inhibe eden antiproliferatif bir etki

gosterir (Fiirstenberger ve Senn, 2002; Morimoto ve ark., 2005a; b).

C-terminal

N-terminal

Sekil 1.6. IGF-I sematik gosterimi (Tawil, 2008).
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1.3.2. Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-I Reseptorii (IGF-IR)

IGF’ler spesifik etkilerini kendilerine 6zgili tetramerik transmembran glikoprotein

reseptorleri (IGF-IR ve IGF-IIR) araciligla gosterir.

Insiilin benzeri biiyiime faktorii I yiiksek diizeyde IGF-IR’ye (Ullrich ve ark.,
1986) diisiik oranlarda da IGF-IIR’ye (Morgan ve ark., 1978) ve insiliin reseptoriine
(Massague ve Czech, 1982) affinite gosterir. Insiilin benzeri biiyiime faktorii |
reseptoriiniin insiilin reseptorii ile yiiksek benzerlik gosteren IGF-IRa (hiicre dis1) ve
IGF-IRp (hiicre i¢i) olmak tizere disiilfid baglar1 ile bagli iki altbirimi bulunmaktadir.
Insiliin reseptorii ile benzerlik, IGF-IRa’nm sisteinden zengin hormon baglama
bolgesi ve IGF-IRP’nin trozin kinaz aktiviteli sitoplazmik bdlgesinden
kaynaklanmaktadir. (Baserga, 1992; Leroith, 1996; Sepp-Lorenzino, 1998; Baserga,
2000). Insiilin benzeri biiyiime faktorii I, IGF-IR’ye insiiline gore yiiz kat daha fazla
affinite ile baglanir. Insiilin benzeri biiyiime faktorii I'in reseptoriine (IGF-IRo. alt
birimine) baglanmasi; trozin 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 sonucta hiicrenin
cogalmasinda ve hayatta kalmasinda rol alan Ras / Raf / mitojen-aktive edici protein
kinaz (MAPK)’1n ya da fosfatidilinositol-3 kinaz (P1-3K) yolaginin aktivasyonu gibi
insiliin reseptoriiniin etkilerine benzer olaylar meydana gelir. (Porter ve Vaillancourt,
1998; Poretsky ve ark., 1999; Vivanco ve Sawyers, 2002). Hiicreye ait iyi korunan ve
MAPK kaskadinda 6nemli bir protein olan p21 Ras’in da bu siiregte rol aldigi ve
bliylime faktor reseptor ile insulin reseptor tirozin kinaz aktivasyonunda kritik faktor

oldugu diisiiniilmektedir (Poretsky ve ark., 1999).

Insiilin benzeri biiyiime faktérii I baglanmasiyla aktive olan IGF-IR hiicre
cogalmasi ve farklilagmasi ile hiicrenin hayatta kalmasinda kritik rol oynar (Duncan
ve ark 1994; Chen ve ark., 1999; Jehle ve ark., 1999; Su ve ark., 1999; Baserga,
2000). Insiilin benzeri biiyiime faktdrii I'in kanser hiicrelerin biiyiimesindeki etkisi de

IGF-IR trozin kinaz aracilif1 ile gerceklesir (Durai ve ark., 2005). Ancak bu etki
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IGFBP-3 tarafindan aktive edilen fosfotirozin fosfatazin (sinyalizasyonu bozup ve
inhibitor etki gosteren) IGF-IR’yi defosforile etmesiyle ortadan kalkar (Samani ve
ark., 2007).

1.3.3. Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii I (IGF-1) ve Reseptorii (IGF-IR)’niin

Ovaryumdaki Fonksiyonlari

Ovaryumun temel fonksiyonu olan folikiilogenezis siirecinin, Steroid hormonlar
(Findlay ve ark., 2001), gonodotropinler ve IGF’lerinde iginde bulundugu pek ¢ok
biiytime faktorii (Skinner ve ark., 2005) tarafindan kontrol edildigi bilinen bir
gercektir. Bunlardan IGF ekspresyonu, sinyal mekanizmasi ve IGF iiyelerinin
(ligand, reseptor, baglayict protein) ovaryum folikiil fonksiyonundaki rolleri uzun

yillardir aydinlatilmaya ¢alisilan bir konu olmustur.

Insiilin benzeri biiyiime faktorleri (IGF-1 ve IGF-I1) ve reseptorleri (IGF-IR ve
IGF-1IR) ovaryum gelisimi boyunca farkli diizeylerde eksprese olarak, kendilerine
ozgii rolleri ile folikiiler gelisim siirecini diizenlerler (Levy ve ark., 1992). Insiilin
benzeri biiylime faktorleri folikiil gelisimi, seleksiyon, atrezi, hiicresel farklilasma,
steroidogenezis ve ovosit maurasyonu gibi pek ¢ok olayin intraovarian

diizenlenmesinde anahtar rol oynarlar (Mazerbourg ve ark., 2003).

Insiilin benzeri biiyiime faktdrii | sigan ovaryumunda puberta 6ncesi ve sonrasi
tim folikiillerde; primordiyal folikiilden itibaren 6zellikle de saglikli antral folikiilde
granuloza hiicrelerinde, atretik ve luteinize folikiillerde eksprese olur (Zhou ve ark.,
1991). Insiilin benzeri biiyiime faktorii | sicanlarinda iginde bulundugu pek cok
memeli tlriinde granuloza hiicrelerinin ¢ogalmasin1 ve farklilasmasin1 uyarir
(Monget ve ark., 2002; Mazerbourg ve ark., 2003; Quirk ve ark., 2004). Ayrica bu
hiicreleri apoptozize kars1 koruyarak hayatta kalmalarini saglar ve bu sekille folikiiler

atreziyi Onler. (Guthrie ve ark., 1998; Hu ve ark., 2004).



25

Insiilin benzeri bilyiime faktorii |, ovaryumda fonksiyon goren diger
hormonlarla etkilesim igindedir. Granuloza ve teka hiicrelerinde LH reseptor
ekspresyonu uyarir ve granuloza hiicrelerinde FSH reseptor ekspresyonu igin gerekli
oldugu disiintliir. FSH ve LH ile sinerjizma gostererek, streoidogenezis, folikiiler
olgunlagma ve gonodotropin reseptor ekspresyonunda etkili olurlar. FSH ile birlikte
granuloza hiicrelerinden E; ve P, liretimini, LH ile de granuloza ve teka hiicrelerinde
androjen salinimini artirirlar (Poretsky ve ark., 1999). Insanda progesteron (Devoto
ve ark., 1995) ve ostrojen (Johnson ve ark., 1996) iiretimini artirarak luteal

steroidogenezi diizenler.

1.4. Endokrin Bozucularin IGF-I Sinyal Yolag: Uzerine Etkileri

Ostrojen ovaryumda (Hernandez, 1995) ve uterusta (Murphy ve ark., 1987; Kapur ve
ark., 1992) IGF-I expresyonunu ve gelismekte olan meme bezinde IGF-I uyarimini
artir (Ruan ve ark., 1995). Ayrica pek ¢ok endokrin bozucunun (gevresel
Ostrojenin) ovaryum ve uterus gibi Ostrojen duyarli organlarda da IGF-I ve IGF-IR
ekspresyonunu etkiledigi bilinmektedir. MXC’nin metabolitlerinden HPTE’nin de
icinde bulundugu oOstrojenik ozellikteki pek ¢ok madde uterusta oOzellikle IGF-I
mRNA ekspresyonunu artirir ve IGF-IR sinyal yolagini aktive eder. Bu yolakta ERa
rol alirken, ERfB’nin etkisi yoktur (Klotz ve ark., 2000). HPTE ve 0Ostrojenik
ozellikteki pek cok madde, ERo yanisira IGF-I ve Ostrojenin sinyal iletim
yolaklarinin bir pargasi olan MAPK sinyal kaskadini da aktive eder. Bu kaskad hiicre
bliylimesi, proliferasyon, farklilasma ve apoptozis gibi olaylarda etkilidir. (Frigo ve

ark., 2004; Li ve ark. 2006).

Ostrojen ve IGF-I etkilerini reseptdr aracili sinyal yolaklari ile gergeklestirir.
Bu sinyal yolaklart MAPK sinyal kaskadinda gakisir. Bu nedenle MAPK sinyal
kaskadi IGF-I ve Ostrojen i¢in potansiyel etkilesim yerlerinden biridir (Kato ve ark.,
1995; Bunone ve ark 1996) ve biiylimedeki sinerjik etkilerinin bu sinyal yolaklar
arasindaki etkilesimin sonucunda oldugu disiinilmektedir (Aronica ve

Katzenellenbogen, 1993; Ma ve ark., 1994; Smith, 1998). IGF-I’in mitojenik yaniti,
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ligand indiiksiyonuyla IGF-IR tirozin otofosforilasyonunun baslamasiyla olusur ve
bu durum Ras/Raf/MAPK sinyal kaskadinin aktivasyonu ile sonuglanir. Ostrojen
duyarl genlerin aktivasyonunu indiikledigi bilinen IGF-I, Gstrojen reseptoriinii ise
Af-I’in direkt fosforilasyonuyla olusan MAPK sinyali araciliiyla aktive eder (Kato
ve ark., 1995; Bunone ve ark., 1996). Ostrojen ise artan MAPK aktivasyonunu
izleyen IGF-I ve insiliin reseptor substrat-1 trozin fosforilasyonuna neden olur. IGF-
IR’in modiilasyonunu ve membranla iliskili IGFBP’leri uyarir (Kleinman ve ark.,
1995; Richards ve ark., 1996; Richards ve ark., 1998; Lee ve ark. 1999). Ayrica
Ostrojenin baglanmasiyla aktive ve fosforile olan ERa, IGF-IR’iine baglanabilir,
bdylece Ostrojen igin potansiyel bir mekanizma ile IGF-IR sinyal yolagi 6zel olarak
aktive edilir. Baglanma sonrast IGF-IR otofosforile ve aktive olur. IGF-IR’nin
aktivasyonu MAPK’1 ve dolayisiyla sinyal kaskadinin bir parcasit olan ERK1/2’yi
uyarir. ERK1/2’nin E; tarafindan fosforilasyonu gerekir. Ortamda ERa varliginda E;
tarafindan bu fosforilasyon olduk¢a hizli geregeklesir. ERKI1/2 ERo’nin
fosforilayonuna yol agabilir bu da ligand bagimsiz olasi bir mekanizma saglayabilir

(Kahlert ve ark., 2000) (Sekil 1.7).

Kisacas1 Ostrodiol ve gevresel Ostrojenlerin IGF-I sinyal yolag: {izerine etkisi
ERa araciligiyla gergeklestirdigi dikkat c¢ekmektedir. Dolayisiyla g¢evresel bir
ostrojen olan MXC de Ostrojen ve IGF-I i¢in ortak bir sinyal yolagi olan MAPK
sinyal yolagin1 etkiliyor olabilir.

Endokrin bozucu bir ajan olan BPA’nin aromatase nakavt (ArKO) farelerde
Ostrojen Vverilenlere benzer bir etki gostererek IGF-1 velGF-IR ekspresyonunu
artirdig1 bildirildi (Toda ve ark., 2002). Diger bir ¢alismada ise BPA’nin insan
granuloza benzeri tiimor hiicre hattinda (human granulosa-like tumor line) IGF-1 ve
IGF-IR ekspresyonunu azalttigi gosterildi (Kwintkiewicz ve Giudice, 2009). Bu
veriler MXC’nin de IGF-I sinyal yolag: iizerine bir takim etkilerinin olabilecegini
diisiindiirmektedir. Dolayisiyla ovaryumda folikiilogenesisi ve steroidogenesisi
yakindan etkileyen MXC’nin bu etkilerini IGF-I sinyal yolag: iizerinden gosteriyor

olmasi1 da muhtemeldir
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1 IGF-I Reseptor

=

Sekil 1.7. IGF-I ve ostrojen arasindaki etkilesimi igin kabul edilen mekanizma
(Kahlert ve ark 2000)

HIPOTEZ I: Fotal ve neonatal folikiil gelisimi esnasinda MXC’ye maruz

kalinmasi erigkin donemdeki folikiiler kompozisyonu degistirir.

AMAC I: E18-PN7 zaman araliginda MXC uygulamasinin, eriskin (PN50-60)
donemde toplanan ovaryumlarda folikiil asamalarinin (safhalarinin) oransal

dagilimini nasil etkiledigini ortaya ¢ikarmak.

HIiPOTEZ II: Ovosit yuvaciklarin olusumu ve yikilmasinin baslamasi,
primordiyal folikiillerin sekillenmesi ve primordiyalden primer folikiile geg¢is
donemlerini kapsayan erken folikiiler gelisimin siirecinde (E18-PN7) MXC’ye

maruziyet, eriskin donemdeki IGF-I ve IGF-IR ekspresyonlarini degistirir

AMAC IIa: Folikiiler gelisimin IGF-I sinyal yolaginin tiyelerinin farkl folikiil
asamalarindaki spesifik lokalizasyonlarini belirlemek ve ekspresyonlarinin seviyesini

saptamak.

AMAC IIb: Bu zaman aralig1 igerisinde MXC uygulamasinin IGF-I ve IGF-IR

protein ekspresyonlarinda degisiklige sebep olup olmadigin1 géstermek.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Hayvan Materyali

Iki aylik, Wistar 1rki, 12 adet disi sigan Afyon Kocatepe Universitesi Deney
Hayvanlar1 Laboratuvarinda 151k (aydinlik periyodu 07:00-21:00 aras1), 1s1 (26—28C)
ve nem (30—70%) kontrollerinin yapildigi odalarda bakildu.

Sicanlarin Ostrus siklusu vaginal sitoloji ile sabah saat 08:00-09:00 arasinda
giinliik olarak takip edildi. Her bir disi sican ikinci prodstrus déoneminde aksam saat
17:00°de ciftlestirilmek i¢in erkek sican ile gece boyu aym kafese konuldu. Ertesi
sabah vajinal smear’de sperm goriilmesi basarili bir ¢iftlesmenin oldugunu gosterdi
ve sperm pozitif vaginal smear gebeligin 0. giinii olarak belirlendi. Hayvanlarin 7
giin boyunca Ostrus sikluslari vaginal smear yontemi ile takip edildi ve bu siire

zarfinda vaginal sitolojilerinde 16kosit goriilen siganlar gebe olarak kabul edildi.

Gebe hayvanlar deney (n:6) ve kontrol (n:6) olmak tizere iki ana gruba ayrildi.

2.2. Deneysel Prosediir

Gebe siganlara E18 giinden baslayarak giinliik saat 09:00 da, intraperitoneal olarak
(1.p.) deney grubuna 100 mg/kg/giin MXC ve kontrol grubuna ise tasit madde DMSO
(dimetil siilfoksid)-susamyag1 1:2 oraninda karistirilarak uygulandi. MXC soliisyonu
tasit madde i¢inde ¢ozdiiriilerek hazirlandi. 1ml DMSO igerisinde 300 mg MXC
cozdiiriildiikten sonra bu soliisyona 2 ml susam yag1 eklendi boylelikle 100mg/kg
dozda 3ml MXC solusyonu elde edildi. Tasit madde ve MXC doguma kadar giinliik

takip eden i.p. enjeksiyonlarla uygulandi. Dogum sonrasi yavru disi siganlara ise
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subkutan (s.c.) olarak postnatal 7 giin boyunca 100 mg/kg/giin MXC ve tasit madde

uygulamasina devam edildi.

PN50 PNGO

R

i.p. enjeksiyon: s.c. enjeksiyon: Ratlar sakrafiye edildi:

E18 E19 E20 NO PN1 PN2 PMN3 PN4 PNS PN& PN7

E2

DMSO+ susam yagi (kontrol)
DMSO+ susam yagi (kontrol) Ovaryumlar topland

100 mg/kg MXC (dene
&/ke ( v) 100 mg/kg MXC (deney)

Sekil 2.1. Deney prosediirii

2.3. Dokularim Alinmasi

Deneysel prosediiriin uygulanmasini takiben 50 ile 60. giinler arasinda prodstrusa
giren hayvanlar belirlendi. Prodstrus agsamasinda genel anestezi (21.1 mg/kg ketamin
ve 4,2 mg/kg ksilazinin i.p.) altinda servikal dislokasyon ile hayvanlar oldiiriildi
(Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu, AKUHADYEK -
67-10). Sicanlarin karin boslugu acilarak ovaryumlar toplandi. Sol ovaryum
folikiillerin sayilarmin belirlenmesi ve immunohistokimyasal boyamalar i¢in Bouin
soliisyonunda tespit edildi. Sag ovaryum ise protein izolasyonu ve western blotting

analizi i¢in -80°Cde sakland.
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2.4. Tespit, Doku Takibi ve Kesit Alma

2.4.1. Tespit, Doku Takibi ve Kesit Almada Kullanilan Malzemeler

Ekipmanlar
e Etliv (Niive EN500)

e Parafin tanki (Leica EG 1120)
e Mikrotom (Leica RM 2125RT)
e Su banyosu (Apex instruments)
e Lam (Isolab)

e Lamel (Isolab)

Kimyasallar
e %37 Formaldehit (Merck, 1.04002.2500)

Pikrik asit (Sigma, 80452-500G)

e Asetik asit (Tekkim, 010030.01000)

e %7100 Alkol (Merck, 1.00986.2500)

e %96 Alkol (Tekkim)

e %80 Alkol (Tekkim)

e %70 Alkol (Tekkim)

e %50 Alkol (Tekkim)

e Ksilen (Xylene) (Sigma-Aldrich, 16446)

e Parafin (56°C-58°C) (Merck, 107150)

e Polilizin (Polylisine) (Sigma-Aldrich, 8920-100)

e Jelatin (Gelatin) (Merck, 1.04078.500)
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2.4.2. Tespit

Bouin Tespit Soliisyonu

e Pikrik asit 75 ml

e %37 Formaldehit 25 mi

e Asetik asit 5 ml
Yontem

Ovaryumlar Bouin tespit solusyonunda 48 saat tespit edildi.

2.4.3. Doku Takibi

Soliisyonlar

%80 Alkol
e %96 Alkol :80 mli
e Distilesu :16 ml
%70 Alkol
e %96 Alkol :70 mi
e Distilesu :26 ml
%50 Alkol
e %96 Alkol :50 mi
e Distilesu 146 ml
Yontem

Dokular dereceli alkol serisinden gegirilerek suyu uzaklastirildi (dehidrasyon).
e %50 Alkol :1 saat
e %70 Alkol :1 saat

e %80 Alkol :1 saat
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e %96 Alkol :1 saat
e %100 Alkol :1 saat
e 97100 Alkol :1 saat

Ksilen’de parlatildi

e Ksilen1l :1 saat
e Ksilen2 :1 saat
e Ksilen 3 :1 saat

56-58°C’de eriyen parafinin ksilen ile yer degistirerek dokuya niifuz etmesi

saglandi.
e Ksilen/Parafin (1:1) :1 saat
e Parafinl :1 saat
e Parafin 2 :1 saat

Dokular parafine gomiildii.

2.4.4. Kesit Alma

2.4.4.1. Polilizinli Lam Hazirlanmasi

Soliisyon
e Polilizin :30 mi
e Distilesu 70 mi
Yontem

30 dakika polilizin soliisyonunda bekletilen lamlar 1 gece etiivde kurutuldu.
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2.4.4.2. Kesitlerin Alinmasi

Mikrotom ile 5 p’luk kesitler alindi. Polilizin ile kapli lamlara ¢ekildi. Oda 1s1sinda

kurumaya birakildi.

2.5. Folikiil Sayim

Crossman’nin Modifiye Uglii Boyama Yontemi ile boyanan kesitlerde folikiil sayilar:

belirlendi.

2.5.1.Crossman’nin Modifiye Uclii Boyama Yéntemi

25.1.1. Crossman’min Modifiye Uclii Boyama Yonteminde Kullanilan

Malzemeler

Kimyasallar
e Hematoksilen krist (Hematoxylin crystals) (Merck, 70225752)

e Demir-3-Kloriir (Merck, 1.03946. 2500)

e Metanol (Merck, 1.06009.2500)

e Asit fuksin (fuchsin) (Surechem Products Ltd., C.1.42685)

e Orange G (Merck, 1.15925.0025)

e Timol (Tymol) (Merck, 108167)

e Asetik asit (Tekkim, 010030.01000)

o Fosfotungistik (Phosphotugstie) Asit (Merck, 1.00582.0100)

e Anilin (Carlo Erba, 428582)
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e Entellan (Merck, 1.07961.0100)

Soliisyonlar

Weigert Hematoksilen Soliisyonu

Soliisyon A
e Hematoksilen krist
e %95 Alkol
Soliisyon B
e Distilesu
e Demir-3-Kloriir
e HCI

A ve B soliisyonlari esit miktarlarda karistirildi.

Metil Alkol (Metil Karbonat)
e Distilesu
e Metil alkol (Metanol)

Az miktarda Sodyum Karbonat ilave edildi.
Asit Fucksin Orange G Solusyonu

e Asit fuksin

e Orange g soliisyonu
e Distilesu

e Timol

o Asetik asit

Fosfotungistik (Phosphotugstie) Asit Soliisyonu

e Fosfotungistik asit
e Distilesu

Anilin Blue Soltisyonu

e Anilin blue
e Distile Su
e Asetik asit

Asetik Asit Soliisyonu

e Asetik asit

e Distilesu

1lg
:100 ml

:90 ml
1 ml

1 ml

1125 ml
:125 ml

0,79
0,39
:200 ml
:0,13 g
2 ml

:100 ml

29
:100 ml
2 ml

:2ml
:100 ml
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2.5.1.2. Yontem

Deparafinizasyon ve Rehidrasyon

e Ksilen :2 x 10 dakika

e 9100 Alkol :2 x 3 dakika

e %96 Alkol :3 dakika

e %380 Alkol :3 dakika

e %70 Alkol : :3 dakika

e %50 Alkol :3 dakika

e Distile Su :2 x 3 dakika
Boyama

e Musluk suyu :5 dakika

e Hematoksilen :10 dakika

e Musluk suyu :5 dakika

e Metil karbonat :1 dakika

e Musluk suyu :5 dakika

e Distilesu :2 x 3 dakika

e Asit fuksin 12 X 2 saniye

e Distilesu :2 x 3 dakika

e Fosfotunsgistik asit :15 dakika

e Distilesu :2 x 3 dakika

e Anilin :2 dakika

e Distilesu :2 x 3 dakika

Alkol Serilerinden Gecirilmesi

e 9% 96 Alkol :2 X 3 dakika

e 9100 Alkol :2 X 3 dakika



36

Ksilende Parlatma

e Ksilenl :5 dakika

e Ksilen 2 :10 dakika

e Ksilen3 :15 dakika
Kapatma

e Boyanan kesitler entellan ile kapatildi.

2.5.2. Folikiillerin Sayilmasi

2.5.2.1. Folikiillerin Sayilmasinda Kullanilan Malzemeler

Ekipmanlar
e Mikroskop (Olympus BX50)

e (Goriintiileme sistemi (Olympus DP25)

2.5.2.2. Kesitlerin Mikroskopta incelenmesi

Folikiillerin sayisin belirlemek iizere, ovaryum merkezinde en biiyiik kesit bolgesini
kapsayan ve Crossman’nin modifiye li¢lii boyama yontemi ile boyanan ardisik iki

kesit incelendi.
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2.5.3. Degerlendirme

Uzumcu ve ark. (2006)’nin belirttigi sekilde siniflandirilan folikiillerin (Tablo 2.1),
Nilsson ve ark. (2007)’nin ¢alismalarinda bildirdikleri sekilde ortalamasi alindi.

Tablo 2.1. Ovaryum folikiillerinin siniflandirilmasi (Uzumcu ve ark., 2006).

Folikiil Ovosit Opvositi ¢evreleyen folikiil epitel
hiicreleri
Primordiyal Primer ovosit Tek kathh  yasst pregranuloza
folikiil hiicreleri ve en fazla bir tane kiibik

granuloza hiicresi igerenler

Primer folikiil Primer ovosit Tek katli iki ya da daha fazla sayida

kiibik granuloza hiicreleri

Sekonder folikiil | Primer ovosit Iki ya da ii¢ katl kiibik granuloza
hiicreleri
Preantral folikiil | Primer ovosit Ug¢ kattan daha fazla granuloza

hiicreleri, antrum sekillenmemis ya
da granuloza hiicreleri arasinda

kiiciik araliklar olusmus

Antral folikiil Primer ovosit Cok katli granuloza hiicreleri ve

antrum sekillenmis
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2.6. Immunohistokimya

2.6.1. immunohistokimyasal Yontemde Kullanilan Kimyasallar

Immunohistokimyasal (IHK) ydntem olarak Indirekt Streptavidin-Biotin Peroksidaz
yontemi uygulandi ve zit boyama olarak Periodik Asit Schiff (PAS) ve Hematoksilen
(H) yontemi yapildi.

Ekipmanlar
e pH metre (Inolab WTW pH 720)

e Hassas terazi (Precisa XB 220A)
e Mikrodalga firin (Argelik MD 554)

e Buz dolab: (+4°C) (Indesit)

Kimyasallar
e Tris (Bio asic Inc., TB0196)

EDTA (Merck 1.08418.0100) pH 9 soliisyonu

e Hidrojen peroksit (%35) (Merck, 1.08600.2500)

e Serum Bloking (Histostain Plus Broad Spectrum, Invitrogen 859043)

e Antikor diliient ( Zymed 00-3118)

e Primer antikor

o IGF-I (Santa Cruz Biotechnology H-70, sc-9013 rabbit
poliklonal antikoru),

o IGF-IR (Santa Cruz Biotechnology C-20, sc-713 rabbit poliklonal

antikoru)

e Sekonder antikor (Histostain Plus Broad Spectrum, Invitrogen 859043),
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Horseradish peroksidaz enzimi (Histostain Plus Broad Spectrum, Invitrogen
859043)

Substrat-kromojen (DAB) (Vector 4100)

PBS (Phosphate buffer solution= fosfat tampon soliisyonu)
Tween 20 (Sigma P1379)

Periodik asit (Merck 1.00524.0100)

Basic fuksin (Merck 1.1597.0100)

HCI (Best Kimyasallar1)

Sodyum metabisiilfit (Merck)

Hematoksilen krist (Hematoxylin crystals) (Merck, 70225752)
Potasyum alum (Merck, 1.01047.1000)

Civa (1) oksit [(Mercury (11) oxide red] (Merck, 1.04465.0100)

%100 Alkol (Merck, 1.00986.2500)

Soliisyonlar

PBS
.
.
.

Sodyum klorid, NaCl 7,20 ¢
Sodyum dihidrojen fosfat, NaH,PO42H,0 043¢
Disodyum dihidrojen fosfat, Na,HPO42H,0 1,48 ¢
Distile su :1000 ml

Tris-EDTA pH 9 soliisyonu

Tris base 210 mM
EDTA 1 mM
Tween 20 :%0,05
Distile su :1000 ml

pH NaOH ile 9’a ayarlanda.

Hidrojen Peroksit

Distile su 164 ml
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e  9%35’lik hidrojen peroksit 4 ml
Primer Antikor (IGF-1, IGF-IR)

IGF-1: 1/100

e IGF-I primer antikoru Aml

e Antikor diliient soliisyonu 199 ml
IGF-IR: 1/1000

e IGF-I primer antikoru Aml

e Antikor diliient solisyonu 1999 mi

Substrat- Kromojen Soliisyonu

e Distilesu 5ml

e Buffer stok soliisyon :2 damla
e DAB substrat reagent :4 damla
e Hidrojen peroksid :2 damla

Schiff Reagent Solusyonu

e Basic fuksin (fuchsin) 1g

e Distilesu :200 ml
e Anhyrous sodium metabisulfit 2

e 1 Normal HCL 220 ml

200 ml sicak distile suda basic fuksin ¢ozdiiriilerek 50 °C’ye sogutuldu. Soguduktan
sonra anhyrous sodium metabisulfite ve HCL eklendi. 48 saat karanlikta tutularak

saman sar1s1 rengini almasi saglandi (Luna ve ark., 1968).

Periodik Asit
e Periodik Asit 050
e Distile su :100 ml

(Luna ve ark., 1968).

Harris Hematoksilen

e Hematoksilen krist (Hematoxylin crystals) 59
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e %100 Alcohol :50 mi
e Potasyum alum 100 ¢
e Distilesu :1000 ml
e Merkurik oksit [Mercuric oxide (red)] 250

Hematoksilen alkol i¢inde; potasyum alum sicak distile su i¢inde eritildi. Isitma
islemi birakilarak iki soliisyon karistirildi ve bu karisimin hemen kaynama noktasina
gelmesi saglandi. Daha sonra karisim atesten alinip iizerine yavasga Merkurik oksit
ilave edildi. Su igerisinde menekse mor rengi alana kadar sogutularak boya hazir hale

getirildi (Luna ve ark., 1968).

2.6.2. Yontem

Deparafinizasyon ve Rehidrasyon

e Ksilen :3 x 5 dakika
e %100 Alkol :2 x 3 dakika
e %96 Alkol :3 dakika
e %80 Alkol :3 dakika
e %70 Alkol : :3 dakika
e %50 Alkol :3 dakika
e Distile Su :2 x 3 dakika

Antijen retrievel (antijenlerin aciga cikarilmasi)

Tris-EDTA (pH 9) :20 dakika
Yikama
e PBS :3 x 5 dakika

Endojen peroksit aktivitesinin giderilmesi

o H,0,(%35) 10 dakika
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Yikama

e PBS :3 x 5 dakika
Inkiibasyon

e Normal preparatlara primer antikor, negatif kontrol preparatlarina ise
sadece antikor diliient konuldu. +4 °C’de 1 gece (16 saat) inkiibe edildi.
Yikama

e PBS :3 x 5 dakika

Sekonder Antikor Uygulamasi

e Biotinlenmis sekonder antikor :10 dakika
Yikama
e PBS :3 x 5 dakika

Horseradish Peroksidaz Enzim Uygulamasi

Streptavidin-HRP :10 dakika
Yikama
e PBS :3 x 5 dakika

Substrat-Kromojen Uygulamast

e DAB substrat-kromojen soliisyonu :3 dakika
Yikama

e Distilesu :5 dakika
Zit Boyama

e Periodik asit :10 dakika

e Distilesu :5 dakika

e Schiff reagent :30 dakika

e Preparatlar pembe renk olana kadar akarsuda yikandi
e Harris hemotoksilen :25 saniye
e (Cesme suyu :10 dakika

e Distilesu :5 dakika
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(Luna ve ark., 1968).

Alkol Serilerinden Gecirilmesi

e % 96 Alkol
e %100 Alkol

Ksilen de Parlatilma

e Ksilen1l
e Ksilen2
e Ksilen3

Kapatma

e Boyanan kesitler entellan ile kapatildi.

2.6.3. Degerlendirme

Immunohistokimyasal degerlendirme; hedef dokunun boyanip boyanmamasina,
hedef doku yapilarinin hangi bdéliimlerinin boyandigina ve olusan boyanma
yogunluguna bakilarak yapildi. Yapilan degerlendirme iki bagimsiz gézlemci
tarafindan, boyanmama (-), zayif boyanma (+), orta siddette boyanama (++), siddetli

boyanma (+++) ozelliklerine gore 0’dan 3’e kadar degerler verildi (Fromowitz ve

ark., 1987; Ergin ve ark., 2008).

:2 X 3 dakika
:2 x 3 dakika

:5 dakika
:10 dakika
:15 dakika
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2.7. Western Blotting

2.7.1.Western Blotting Yonteminde Kullanilan Malzemeler

Ekipmanlar
e pH metre (Inolab WTW pH 720)

e Hassas terazi (Precisa XB 220A)

e Vorteks (Biosan V-32)

e -85°C ultra derin dondurucu

¢ Homojenizator

e Eliza reader (okuyucu) (Thermo Labsystems Revelation, 4.25)
e 96 well plate (Rotilabo)

e Gii¢ kaynagi (Thermo E.C. Appratus, E.C. 250-90)

e Mini Trans-Blot tank (BioRad,153BR)

e Magnetik karistirici(Biosan, MSH 300)

e Mini Trans-Blot filter paper (BioRad, 1703932)

e Goriintiileme sistemi (DNr Bio-imaging systems, MF-3.2)
e Shaker (Wise Shake, SHO-10)

Kimyasallar
e Tris HCI (Fisher BioReagent, BP153-1)

NaCl (Merck, 1.06404.1000)

e EDTA (Merck, 1.08418.0100)

e Triton X (MP Biomedicals, LLC 807426)

e Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Sigma-Aldrich, L6026)
e Sodyum deoxylcholate (Sigma-Aldrich, D6750)

e Proteaz inhibitor kokteyl (Roche, 11 836 170 001)
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e Fosfotaz inhibitor kokteyl (Roche, 04 906 845 001)
e BSA (Santa Cruz Biotechnology, sc:2323)

e Protein assay kit (Bio Rad, 500-0006)

e Tris base (Bio Basic Inc., TB0196)

e HCI (Best Kimyasallar1)

e %30 Akrilamid/Bis soliisyon (Bio Rad, 161-0158)

e Amonyum persiilfat (APS) (Merck 1.01201.0500)

e Glisin (Bio Basic Inc., GB0235)

e Temed (Merck 1.10732.100)

e Laemli buffer (BioRad, 161-0737)

e B-merkapto ethanol (Sigma, 7154)

e Metanol (Merck, 1.06009.2500)

e Ponceu S (Sigma-Aldrich, P7170)

e Tween 20 (Sigma, P1379)

e Yagsiz siit tozu (Santa Cruz Biotechnology, sc:2325)
e Kemiliiminesans (BioRad, 170-5070)

e Kaleidoscope prestained standards (BioRad, 161-0324)

e Any kD hazir jel (BioRad 456-1043)

Antikorlar

Primer Antikor

e Rabbit IGF-I (Santa Cruz Biotechnology H-70, sc-9013)
¢ Rabbit IGF-IR (Santa Cruz Biotechnology C-20, sc-713)
e Mouse monoklonal anti tubulin (Abcam, ab-44928)

Sekonder Antikor

e Goat anti mouse (Abcam, ab-6789)
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e Goat anti rabbit (Santa Cruz Biotechnology, sc:2004)

2.7.2. Protein Izolasyonu

Soliisyonlar

Ripa buffer; (50 mM Tris HCI pH: 7.4; 150 mM NaCl; 2 mM ETDA,; %1 Triton-X
100; %1 sodyum deoxylcholate; %0.1 SDS)

1litre igin:

e 1M TrisHCIpH :7.4 :50 ml

e 4M NaCl :37,5 ml
e 0.5M Etda (titriplex I11-) pH: 8.0 4 ml

e Triton-X 100 :10 mi

e Sodyum deoxylcholate 109

e %10 SDS (10 gr SDS 100 ml distile su igerisinde) :10 ml

Soliisyonlar sirast ile karistirilarak 1000 ml’ye tamamlanda.

Kullanmadan 6nce her 10 ml’ye birer tablet proteaz inhibitor kokteyl ve fosfataz

inhibitor kokteylden ilave edildi.

2.7.2.1.YOontem

e Ornekler saat camu iizerinde pargalandi.
e Daras1 alinan tiiplere konulan dokular tartildi.
e Doku agirligimin 5 kati ripa buffer ilave edildi.

e Dokular 1 saat boyunca 10 dakikada bir vortekslendi.
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e Homojenizator yardimiyla dokular parcalanarak doku lizatlar elde edildi.
e +4°C 15000g’de 10 dakika santrifiij yapildi.

e Elde edilen siipernatantlar tiiplere alindi.

2.7.3. Protein Miktarinin Belirlenmesi

Protein Assay Kit (protein dye solusyon) kullanilarak protein miktar1 “bradford

yontemi” ile belirlendi.

Soliisyonlar

1ma/ml BSA

BSA’dan 50 mg tartilip 37 °C’lik su banyosunda 600 pl distile suda ¢ozdiirtildii ve
Iml (1000 pl)’ye tamamlandi. 50 mg/ml stok solusyon’dan 2 pl alinarak iizerine 98
ul distile su eklendi. Boylece 1mg/ml BSA elde edildi.

Protein Assay Kit (Bio Rad)

e Protein Assay Kit 1 ml

e Distile su 4 ml

2.7.3.1.Yontem

Tiim standartlar ve numuneler i¢in A ve B olmak tizere ikiser tiip i¢ine 2 ml Protein
Assay Kit + distile su soliisyonundan konuldu. Standart i¢in hazirlanan tiiplere 0, 2,5,
5, 7,5, 10, 15 pl Img/ml BSA’dan, numuneler icin hazirlanan tiiplere de 1 pl
ornekten ilave edildi. Vortekslenen tiiplerden 96 kuyucuklu tabaklarin kuyucuklarina
200 pl konuldu.
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Sekil 2.2. Standartlar ve numunelerin tiip diyazni
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Sekil 2.3. 96 well plate standart ve drnek numune (O)’lerin konulmasi.
96 kuyucuklu plate Eliza okuyucusuna konularak absorbans
degerleri1 595 nm dalga boyunda okutuldu ve yiiklenecek protein
miktarlart hesapland.
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2.7.4. Poliakrilamid Jel Elektroforez

2.7.4.1. Jel Hazirlanma

Soliisyonlar
Resolving buffer 1.5 M Tris pH: 8,8

e Tris base (MA:121,14) 190,85 ¢
e Distilesu :500 ml
e HCl ile pH 8,8’¢ ayarlandi.

Stacking buffer 0.5 M Tris pH: 6,8

e Tris base (MA:121,14) :30,3¢9
e Distilesu :500 ml
e Konsantre HCl ile pH: 6,8’e ayarlandi.

%10 Amonyum persiilfat

e Amonyum persiilfat 019
e Distilesu 1ml

IGF-1i¢in Bio Rad Any kD (Cat No BioRad 456-1043: ) hazir jel kullanildi; IGF-IR
icin %10’luk jel hazirlandi.

Resolving jel (ayristirma jeli) %10

e %30 Bis akrilamid 15,33 ml
e Resolving buffer 4 ml

e Distilesu :6,3 ml
e %10 SDS :160 ul
e %10 APS :160 ul
e Temed 16 ul

Stacking jel (Toplama jeli)%4
e %30 Bis akrilamid 1,33 ml

¢ Resolving buffer 2,5ml
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Distile su :6,0 ml
%10 SDS :100 pl
%10 APS 1100 pl
Temed 10 pl

Jelin Dokiilmesi

Resolving buffer, stacking buffer ve bis akrilamid buzdolabindan alinarak

ceker ocak altinda oda 1sisina gelmeleri saglandi.

Jel aparatlarinin tamami %70 alkol ile temizlendi.

Cam plakalar kisa cam 6nde olacak sekilde ortast delikli raka yerlestirildi.
Sizint1 olup olmadigi yesil ¢izgi hizasina kadar su konarak kontrol edildi.
Su dokiilerek uzaklagtirildi ve plakalar arasi pegete ile kurulandi.

Vakum altinda 125 ml nuche erlenine siras1 ile konan asagidaki maddeler

manyetik karigtirict yardimiyla karistirild.

Resolving jel yesil ¢izgi hizasina kadar cam plakalar arasina dokiildii ve {izeri
distile su ile tamamlandi. Resolving jel donduktan (yaklasik 1-1,5 saat) sonra
distile su dokiilerek uzaklastirildi. Resolving jelin iizerine stacking jel kiigiik

cam hizasina kadar dokiildii ve ardindan tarak yerlestirildi ve jelin donmasi
beklendi.

2.7.4.2. Jel Elektroforez

Stok Soliisyon
Running buffer 10X

Tris 159
Glisin 729

Distile su :500 ml
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Calisma Soliisyonlari

Running buffer 1X

10X running buffer :100 ml
%10 SDS :10 ml
Distile su :890 ml

2X Laemli Buffer

o 2X sample buffer :950 ul
e B-merkapto ethanol :50 pl
Jelde Kosturma

Bir ependorf tiip i¢ine hesaplanan miktarlarda 6rnekler ve 2X laemli buffer

1:1 oraninda dilue edildi.
Vortekslenen ornekler 1,5 dakika kaynayan suda tutuldu.

Jel kutusuna yerlestirilen jel (kisa cam plaka arkada kalacak sekilde) ile
buffer damin orta kismi runnig buffer ile doldurularak sizinti1 olup olmagi

kontrol edildi.
Taraklar jelden uzaklastirilarak tekrar vortekslenen drnekler jele yiiklendi.
[k kuyucuga 7 pl ladder konuldu.

Jel kutusunun jel disindaki bosluguna da bir miktar running buffer ilave
edildi.

175 volt ve 400 mA (constant)’da vertikal elektroforezde kosturuldu.

Proteinler (bantlar) alttaki yesil ¢izgiye ulasinca, elektroforez sonlandirildi.
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2.7.5. Transfer

Stok Soliisyon
Towbin buffer 10X (15 mM Tris, 92 mM glisin. %20 metanol) pH: 8,2

e Tris base 30,39
e Glisin 144 ¢
e Distile su :900 mli

Calisma Soliisyonu

Towbin buffer 1X 350mA (constant 100V) 60 dakika (BioRad)

e Towhin buffer 10X :100 ml

e Metanol :200ml

e Distile su :700 ml
2.7.5.1.Yontem

e Sandvi¢ hazirlandi, siyah kisim {izerine sirasiyla

Transfer buffer ile 1slatilmis siinger

- Transfer buffer filtre kagidi

- Jel

- Metanol ve transfer buffer ile islatilmis PVDF membran [kiiglik
proteinler (15kd ve alt1) i¢in 0.2 p 0.45pu PVDF membran kullanildi]

- Transfer buffer filtre kagidi

- Transfer buffer ile 1slatilmig siinger yerlestirildi.

¢ Blotlama tankina sandvi¢ siyah kisim siyaha gelecek sekilde konuldu.
e Tank su dolu kaba alinarak su i¢ine buz akiileri konuldu.

e 1X transfer buffer’da 1,5 saat 400 mA’da blotlama islemi yapildi.
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2.7.6. Yikama

Yikama soliisyonlar:

10X TBS
e Tris 12,114 g
e NaCl 143,83 ¢
e Distilesu :500 ml

pH:7.2 (HCl ile ayarla)

TBS-T
e 10X TBS :100 ml
e Tween 20 5 mi
e Distilesu :895 ml

Blotlama sonrasinda ve sonraki tiim asamalar arasinda membran yikandi.

e TBS-T :3 x 10 dakika

2.7.7. Western Blotting Isaretleme

Solusyonlar
TBS-T +%) siit tozu

e TBS-T 20 ml
e Siit tozu 1g

Primer antikorlar

o  TBS-T +%S siit tozu igerisinde (IGF-1 ve IGF-IR) :1/500

Sekonder antikor

e PBS igerisinde :1/1000

o Isaretleme



e Primer antikor (+4 °C’de)
e TBS-T

e Sekonder antikor

e TBS-T

2.7.8.Goriintiilleme

Kemiliiminesans
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:1 gece
:3 x 10 dakika
:2 saat
:3 x 10 dakika

e Onerilen sekilde A ve B soliisyonundan esit oranda karistirildi.

e Kemiliiminesans bir kap igerisinde membranin iist yilizeyine dokiiliip 5 dakika

karanlikta bekletildi.

e Goriintiileme sisteminde goriintii elde edildi.

2.8. istatistiksel Analiz

Folikiil sayimi, immunohistokimya ve western blotting degerlendirme sonucunda

elde edilen verilerin ortalama ve standart hata degerleri bulunarak gruplar arasindaki

farkliliklarin istatistiksel agidan 6nem gosterip gostermedigi belirlendi. Kontrol ve

deney gruplarinin verileri non-parametrik Mann-Whitney U testi ile karsilastirildi.

Folikiil sayilar1 ile granuloza hiicrelerindeki IGF-1 ve IGF-IR ekspresyonlari

arasindaki korelasyonun belirlenmesi amaciyla Spearman'nin rho korelasyon analizi

yapildi. Giiven diizeyini gostermede p<0.05 i¢in *, p>0,001 ** simgeleri kullanildu.

Calismanin istatistiksel analizleri SPSS 13.0 (Statiscal Packagef For Social Sciences)

programi kullanilarak yapildi.
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3. BULGULAR

3.1. Folikiil Kompozisyonu

Uclii boyama ile boyanan ovaryum kesitlerinde tek katl1 yass1 pregranuloza hiicreleri
(bir tane kiibik granuloza hiicresi igerenler de dahil) ile ¢evrili bir primer ovositten
olusan primordiyal folikiiller, tek katl, iki veya daha fazla kiibik folikiil epitel
hiicreleri ile sarilmis primer ovositten olusan primer folikiiller, iki yada ii¢ kath
kiibik granuloza hiicreleri ile kusatilmis primer ovosit i¢ceren sekonder folikiiller, 4
yada daha fazla katli granuloza hiicreleri ile ¢evrili primer ovositten olusan ve
antrumun heniiz sekillenmedigi ya da granuloza hiicreleri arasinda kiigiik araliklarin
goriildiigli preantral folikiiller, cok katli granuloza hiicreleri ile kusatilmis primer

ovosit igeren ve antrumun sekillendigi antral folikiiller gézlendi (sekil 3.1).

Sekil 3.1. Folikiillerin smiflandirilmasi; A primordiyal (ok) ve primer
folikiiller (ok bast) , B sekonder folikiil, C preantral folikiil, D antral
folikiil, (li¢lii boyama), 1 bar=20 mikron.
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3.2. MXC’nin Folikiil Kompozisyonu Uzerine EtKisi

Calismamizda folikiiller kompozisyon incelendiginde deney (MXC) grubunda,
kontrole (DMSO) gore primordiyal (PO) ve primer (PR) folikiil sayisinda azalma
gozlendi. Primordiyal folikiil sayisinda azalma p<0,05 diizeyinde onemli iken,
primer folikiilde istatistiki acidan bir 6nem belirlenmedi. Deney grubunda sekonder
(S) ve preantal folikiil (PA) sayisinda artis (p<0,01) saptanirken; antral folikiil (A)
sayisinda ise azalma (p<0,05) goézlendi. Bunun yaninda korpus luteum (CL) ve

toplam folikiil (TF) sayilarinda gruplar arasinda 6nem saptanmadi (Tablo 3.1, Grafik
3.1).

Tablo 3.1. Deney ve kontrol gruplarinda folikiiler kompozisyon

Degigken Grup N Ortalama+S.H. p
Deney 6 28,36+2,26 .
PO Kontrol 6 34,59+,1,81 0.039
Deney 6 11,21+1,25
PR Kontrol 6 14,62+1,22 0,059
S Deney 6 6,81+1,01 .
Kontrol 6 2,39+0,37 0,000
Deney 6 6,64+0,72
PA
Kontrol 6 231428 0,000**
A Deney 6 15,21+1,53 .
Kontrol 6 20,89+,1,50 0,012
Deney 6 12,36+0,93
cL Kontrol 6 12,77+0,94 0,757
Deney 6 55,67+3,78
TF Kontrol 6 57,70+3,96 0.712

*p<0,05 **p<0,01
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Grafik 3.1. Deney ve kontrol gruplarindaki folikiil sayilari

3.3. MXC’nin IGF-I Sistemi Uzerine Etkisi

3.3.1. immunohistokimyasal Bulgular

IGF-I

Yaptigimiz ¢alismada IGF-I, ovositler (O)’de zayif ile siddetli arasinda degisen bir
reaksiyon gosterdi. Primordiyal (Sekil 3.4, 3.6) ve antral (Sekil 3.16, 3.18)
folikiillerin ovositlerinde zayif ile orta siddet arasinda degisen bir ekspresyon varken,
primer (Sekil 3.4, 3.6), seckonder (Sekil 3.8, 3.10) ve preantral (Sekil 3.12, 3.14)
folikiillerin ovositlerinde orta ile siddetli arasinda degisen bir reaksiyon belirlendi.
Kontrol ve deney gruplar1 arasinda ovosit IGF-lI ekspresyonu yoniinden fark
saptanmadi (Tablo 3.2; Grafik 3.2). Kontrol (Sekil 3.4, 3.8, 3.12, 3.16) ve deney
(Sekil 3.6, 3.10, 3.14, 3.18) gruplariin granuloza (G) hiicrelerinde ise negatif ve

zayif arasinda degisen bir reaksiyon belirlendi. Kontrol ile karsilastirildiginda deney
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grubunda sadece preantral (Sekil 3.12, 3.14) ve antral (Sekil 3.16, 3.18) folikiillerin
granuloza hiicrelerinde ekspresyon siddetinde istatistiki olarak Onemli bir azalma
saptand1 (p<0,05) (Tablo 3.3; Grafik 3.2). Kontrol (Sekil 3.8, 3.12, 3.16) ve deney
(Sekil 3.10, 3.14, 3.18) gruplarmm her ikisinde teka internalarda (TI) zayif
reaksiyon belirlendi. Gruplar arasinda fark saptanmadi (Tablo 3.4; Grafik 3.4).
Kontrol (Sekil 3.12, 3.16) ve deney (Sekil 3.14, 3.18) gruplarmin teka
eksternalarinda (TE) ise siddetli reaksiyon go6zlendi. Gruplar arasinda G&nem
belirlenmedi (Tablo 3.5; Grafik 3.4). Her iki grupta, korpus luteumlarda ve
interstisiyel hiicrelerde orta (Sekil 3.20, 3.22), damar diiz kas hiicrelerinde ise siddetli
(Sekil 3.24, 3.26) bir reaksiyon gozlendi.

Deney ve kontrol gruplarinda folikiil gelisim asamalar1 arasinda (PO-PR; PR-
S; S-PA; PA-A) IGF-I ekspresyon diizeyleri degerlendirildi. Hem kontrol hem de
deney gruplarinda IGF-1 ekspresyonu ovositlerde primordiyalden itibaren sekondere
dogru artis gosterdi. Sekonder ile preantral folikiil arasinda ovositin IGF-I
ekspresyonu degismezken, antral folikiilde ekspresyonun azaldigi goézlendi. Fakat
hem kontrol hem de deney gruplarinda ovositlerin IGF-I ekspresyonlar1 yoniinden
farkli folikiil asamalar1 arasinda (PO-PR; PR-S; S-PA; PA-A) istatistiksel bir 6nem
gozlenmedi (Grafik 3.3) Granuloza hiicrelerinde IGF-1 ekspresyonu kontrol
grubunda primordiyal ve primer folikiil arasinda degismezken, primer folikiilden
itibaren antral folikiille dogru giderek artis gosterdi. Deney grubunda folikiiler
biiyiime siirecindeki folikiiller arasinda IGF-I ekspresyonu dogrusal olmayan bir egri
cizdi. Bu grupta IGF-I ekspresyon diizeyi primordiyal folikiilden primer folikiile
geciste azalirken, primer folikiil ve sekonder folikiil arasinda degismedi. Sekonder
folikiilden preantral folikiile gegiste azalan IGF-I ekspresyonu antral folikiilde artis
gosterdi. Bununla birlikte hem kontrol hem de deney gruplarinda birbirini takip eden
folikiil gelisim asamalar1 arasinda (PO-PR; PR-S; S-PA; PA-A) granuloza
hiicrelerinde IGF-I ekspresyonu yoniinden istatistiki olarak bir fark saptanmadi

(Grafik 3.4).
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Tablo 3.2. Deney ve kontrol gruplarinin ovositlerinde IGF-1 ekspresyon

diizeyleri
Degisken Grup N Ortalama+S.H. p

Deney 6 1,83+0,21

PO 0,803
Kontrol 6 1,7540,26
Deney 6 2,33+0,22

PR 0,610
Kontrol 6 2,50+0,23
Deney 6 2,8340,11

S 0,170
Kontrol 6 2,58+0,14
Deney 6 2,8340,11

PA 0,422
Kontrol 6 2,58+0,28
Dene 6 1,83+0,27

A y B 1,00
Kontrol 6 1,83+0,30

Deney ve kontrol gruplarinda gelismekte olan folikiillerin [primordiyal (PO),
primer (PR), sekonder (S), preantral (PA) ve antral (A)] ovositlerinde IGF-I
ekspresyon diizeyleri belirlendi. Gruplar arasinda fark gozlenmedi.

Tablo 3.3. Deney ve kontrol gruplarinin granuloza hiicrelerinde IGF-I
ekspresyon diizeyleri

Degisken Grup N Ortalama+S.H. p

Dene 6 0,50+0,12

PO y S 0,100
Kontrol 6 0,25+0,075
D +0,11

PR eney 6 0,33+0, 0.545
Kontrol 6 0,25+0,075
Dene 6 0,33+0,14

s y b 0,594
Kontrol 6 0,42+0,06
Dene 6 0,17+0,11 N

PA y e 0,028
Kontrol 6 0,50+0,09
Dene 6 0,42+0,10

A y gl 0,043+
Kontrol 6 0,75+0,12

*p<0,05

Deney ve kontrol gruplar1 arasinda sadece preantral ve antral folikiillerinin
granuloza hiicrelerinde IGF-I ekspresyon diizeyinde istatistiki dnem saptandi
(p<0,05).



Tablo 3.4. Deney ve kontrol gruplarinin teka interna hiicrelerinde IGF-I
ekspresyon diizeyleri

Degisken Grup N Ortalama+S.H. p

Deney 6 0,58+0,16

S Kontrol 6 0,58+0,10 1,000
D 24+0,1

PA eney 6 0,92+0,10 0.544
Kontrol 6 1,00+0,09
D +

A eney 6 1,25+,08 0.157
Kontrol 6 1,00+0,15

Gruplar arasinda teka internada IGF-I ekspresyonu yoniinden fark
belirlenmedi.

Tablo 3.5. Deney ve kontrol gruplarinin teka eksterna hiicrelerinde IGF-I
ekspresyon diizeyleri

Degisken Grup N Ortalama+S.H. p
Deney 6 3,00+0,00
PA --
Kontrol 6 3,00+0,00
A Deney 6 3,00+0,00 0.166
Kontrol 6 2,91+0,56

Gruplar arasinda teka eksternada IGF-I ekspresyonu bakimindan fark
gbzlenmedi.

K D
3 . .
- mo 3 mo
3 AG 3
Ti
25 mTE 25 LTE
2 2
15 15
1 - 1
05 - 0.5
(1 T T T T 1 0
PO PR S Pa A

Grafik 3.2. Kontrol (K) ve deney (D) grubunda, ovaryum folikiillerinde IGF-I
ekspresyon diizeyleri belirlendi. 100 mg/kg/giin dozda MXC
preantral ve antral folikiillerin granuloza hiicrelerinde IGF-I
ekspresyonunu azaltt1 (*p<0,05).
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Grafik 3.3. Deney ve kontrol gruplarinda gelisim siirecindeki folikiillerin

ovositleri arasinda IGF-I ekspresyon diizeyleri
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Grafik 3.4. Deney ve kontrol gruplarinda gelisim siirecindeki folikiillerin

granuloza hiicreleri arasinda IGF-I ekspresyon diizeyleri
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IGF-IR

Calismamizda kontrol ve deney gruplarinda IGF-IR ekspresyonu primordiyal, primer
(Sekil 3.5, 3.7) ve sekonder folikiillerin (Sekil 3.9, 3.11) ovositlerinde zayif ile orta
arasinda, preantral folikiil (Sekil 3.13, 3.15) ve antral folikiilde (Sekil 3.17, 3.19) ise
negatif ve zayif arasinda degisen bir siddette gdzlendi. Gruplar arasinda ovosit IGF-
IR ekspresyonu yoniinden sadece sekonder folikiilde fark belirlendi (Tablo 3.6;
Grafik 3.5). Kontrol grubunun primordiyal folikiillerinin granuloza hiicrelerinde
negatif ile zayif arasinda degisen siddette bir reaksiyon belirlenirken (Sekil 3.5),
deney grubunun primordiyal folikiillerinin granuloza hiicrelerinde zayif ile orta
arasinda degisen siddette bir reaksiyon saptandi (sekil 3.7). Hem kontrol hem de
deney gruplarinda primer (Sekil 3.5, 3.7) ve sekonder (Sekil 3.9, 3.11) folikiillerin
granuloza hiicrelerinde zayif ile orta arasinda degisen siddette bir reaksiyon
belirlendi. Preantral folikiillerin granuloza hiicrelerinde deney grubunda orta ile
siddetli (Sekil 3.15), kontrol grubunda ise zayif ile orta arasinda degisen (Sekil 3.13)
bir IGF-IR ekspresyonu gozlendi. Gruplar incelendiginde deney grubunda sekonder
ve preantral folikiiliin granuloza hiicrelerindeki ekspresyon siddetindeki artisin
istatistiki olarak 6nemli oldugu saptandi (p<0,05) (Tablo 3.7; Grafik 3.5). Her iki
grubun antral folikiillerinin granuloza hiicrelerinde zayif ile orta arasinda degisen
IGF-IR ekspresyonu gozlenirken (Sekil 3.17, 3.19) gruplar arasinda istatistiki bir fark
saptanmadi (Tablo 3.7; Grafik 3.5). Hem kontrol hem de deney gruplarinda sekonder
folikiillerin (Sekil 3.9, 3.11) ve preantral (Sekil 3.13, 3.15) folikiillerin teka interna
katmanlarinda negatif ile zayif arasinda degisen reaksiyon saptanirken, antral
folikiiliin (Sekil 3.17, 3.19) teka internasinda ise zayif ile orta siddette bir reaksiyon
belirlendi. Gruplar arasinda istatistiki bir 6nem gozlenmedi (Tablo 3.8; Grafik 3.5).
Tim gruplarda folikiillerin teka eksterna katmaninda ise IGF-IR ekspresyonuna
rastlanmadr (Sekil 3.13, 3.15, 3.17, 3.19; Tablo 3.9; Grafik 3.5). Her iki grubun
ovaryum Kesitlerinde IGF-IR ekspresyonunun siddeti damar diiz kas hiicrelerinde
zaylf olarak gozlenirken (Sekil 3.25, 3.27), korpus luteumlarda ve interstisiyel
hiicrelerinde ise IGF-IR ekspresyonunun orta ile siddetli arasinda degistigi (Sekil
3.21, 3.23) belirlendi. Gruplar arasinda istatistiki dnem saptanmadi (Tablo 3.11;
Grafik 3.8).
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Kontrol grubunda folikiil gelisim asamalar1 arasinda (PO-PR; PR-S; S-PA; PA-
A) IGF-IR ekspresyon diizeyleri degerlendirildi. Kontrol grubunun ovositlerinde
IGF-IR ekspresyonu primordiyalden preantral folikiile dogru azaldi. Antral folikiilde
ise ovositin IGF-IR ekspresyonunda ¢ok az bir artis gozlendi. Fakat kontrol grubunda
folikiiler agamalar arasinda ovositlerin IGF-IR ekspresyonu yoniinden istatistiksel bir
onem gozlenmedi (Sekil 3.6). Deney grubunda ise ovositlerin IGF-IR
ekspresyonunun diizeyi primordiyal folikiilden primer folikiile ge¢iste azaldi. IGF-IR
ekspresyonu sekonder folikiiliin ovositinde en yliksek seviyeye ulasirken, preantral
folikiile dogru siddetli bir sekilde azalarak en diisiik seviyeye geldi. IGF-IR
ekspresyonu antral folikiiliin ovositinde ise az miktarda artti. Ovositlerdeki IGF-IR
ekspresyonu yoniinden deney grubunda sadece sekonder folikiil ve preantral folikiil
arasinda fark gozlendi (p<0,01). Her iki grubun granuloza hiicrelerinde IGF-IR
ekspresyonu preantral folikiile dogru bir artig gosterdi. Kontrol grubunda preantral
folikiilden antral folikiile gegiste granuloza hiicrelerinde IGF-IR ekspreyon diizeyi
degismezken, deney grubunun antral folikiiliinde granuloza hiicrelerinin IGF-IR
ekspresyonu azaldi. Her iki grupta granuloza hiicre IGF-IR ekspresyonu yoniinden

folikiil gelisim asamalar1 arasinda fark gozlenmedi (Sekil 3.7).

Tablo 3.6. Deney ve kontrol gruplarinin ovositlerinde IGF-IR ekspresyon

diizeyleri
Degisken Grup N Ortalama+S.H. p

Deney 6 1,67+0,14

PO 0,754
Kontrol 6 1,58+,0,22
Deney 6 1,50+0,15

PR 0,152
Kontrol 6 1,20+0,13
Deney 6 1,75+0,12

S 0,006*
Kontrol 6 1,08+0,18
Deney 6 0,67+0,14

PA 1,000
Kontrol 6 0,67+0,07
Deney 6 0,33+0,11

A 0,091
Kontrol 6 0,70+0,17

*p<0,05

Deney grubunda sekonder folikiiliin ovositinde IGF-IR ekspresyonu artarken
(p<0,05), diger folikiil ovositlerinde herhangi bir fark saptanmadi.
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Tablo 3.7. Deney ve kontrol gruplarmin granuloza hiicrelerinde IGF-IR
ekspresyon diizeyleri

Degisken Grup N Ortalama=+S.H. p
Deney 6 1,25+0,14
PO 0,058
Kontrol 6 0,80+,0,17
Deney 6 1,75+0,12
PR 0,053
Kontrol 6 1,40+0,12
Deney 6 1,92+0,06
S 0,012*
Kontrol 6 1,58+0,10
Deney 6 2,17+0,11
PA 0,012*
Kontrol 6 1,67+0,14
Deney 6 1,75+0,21
A 0,745
Kontrol 6 1,67+0,14
*p<0,05

Deney grubunda sekonder ve preantral folikiil granuloza hiicrelerinde IGF-IR
diizeyinde artis belirlendi (p<0,05). Diger folikiillerin granuloza hiicrelerinde fark
gozlenmedi.

Tablo 3.8. Deney ve kontrol gruplarinin teka interna hiicrelerinde IGF-IR
ekspresyon diizeyleri

Degisken Grup N Ortalama=+S.H. p

Deney 6 0,58+0,18

S 0,728
Kontrol 6 0,50+0,15
Deney 6 0,75+0,12

PA 0,727
Kontrol 6 0,80+0,08
Deney 6 1,00+0,15

A 0,386
Kontrol 6 1,17+0,11

Gruplar arasinda teka interna IGF-IR ekspresyonu yoniinden fark belirlenmedi.
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Tablo 3.9. Deney ve kontrol gruplarinin teka eksterna hiicrelerinde IGF-IR
ekspresyon diizeyleri

Degisken Grup N Ortalama=+S.H. p
Deney 6 0,00+0,00

PA --
Kontrol 6 0,00+0,00
A Deney 6 0,00+0,00
Kontrol 6 0,00+0,00

Gruplar arasinda teka eksterna IGF-IR ekspresyonu bakimindan fark
gbzlenmedi.

B
18 mG
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1,2 -

08 -
06 -
04 -
0,2 -

PO PR S PA A PO PR S PA A

Grafik 3.5. Kontrol (K) ve deney (D) grubunda, ovaryum folikiillerinde IGF-
IR ekspresyon diizeyleri belirlendi. Sekonder folikiiliin ovosit ve
granuloza hiicreleri ile preantral folikiiliin granuloza hiicrelerinde
IGF-IR ekspresyon diizeylerinde *p<0,05 diizeyinde bir artis
saptandi.
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Grafik 3.6. Deney ve kontrol gruplarinda gelismekte olan folikiillerin

ovositleri arasinda IGF-IR ekspresyon diizeyleri
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Grafik 3.7. Deney ve kontrol gruplarinda gelisim siirecindeki folikiillerin
granuloza hiicreleri arasinda IGF-IR ekspresyon diizeyleri
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3.3.2. Folikiil Sayilar1 ile Immunohistokimyasal Veriler Arasinda Korelasyon

Analizi

Deney ve kontrol gruplarinda IGF-1 ve IGF-IR ekspreyon diizeyleri ile
ovaryum folikiil sayilar1 arasindaki korelasyon Spearman'nin rho korelasyon analazi
ile belirlendi. Kontrol grubunda preantral folikiil sayilar1 ile preantral folikiiliin
granuloza hiicrelerinde eksprese olan IGF-I arasinda negatif yonde istatistiksel olarak
anlamli bir korelasyon tespit edildi (r=-0,828; p<0,05). Deney grubunda ise preantral
folikiiliin sayisi ile bu folikiiliin granuloza hiicrelerinde eksprese olan IGF-I arasinda

da negatif yonde istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon saptandi (r= -0,913;

p<0,01).
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Tablo 3.10. Deney ve kontrol gruplarinda granuloza hiicrelerindeki IGF-I ve
IGF-IR ekspresyonlari ile folikiil sayilar1 arasindaki korelasyon analizi

Gruplar Folikal Degiskenler Korelasyon Katsayisi p N
Sathasi

Folikiil Sayisi- IGF | -0,239 0,648 6

PO Folikiil Say1si—IGF IR -0,647 0,165 6

Folikiil Sayisi- IGF | -0,741 0,092 6

PR Folikiil Say1si—IGF IR -0,101 0,848 6

Folikiil Sayisi- IGF | -0,414 0414 6

Kontrol S Folikiil Sayisi—IGF IR 10,393 0441 6
Folikiil Sayisi- IGF | -0,828 0,042* 6

PA Folikiil Say1si—IGF IR 0,131 0,805 6

Folikiil Sayisi- IGF | 0,000 1,000 6

A Folikiil Sayisi—IGF IR -0,577 0231 6

Folikiil Sayisi- IGF | -0,144 0,758 6

PO Folikiil Say1si—IGF IR 0,205 0,741 6

Folikiil Sayisi- IGF | 0,282 0,499 6

PR Folikiil Sayisi—IGF IR 0,821 0089 6

Folikiil Sayisi- IGF | -0,433 0244 6

Deney S Folikiil Sayisi—IGF IR 0,299 0514 6
Folikiil Sayisi- IGF | -0,913 0,002** 6

PA Folikiil Say1si—IGF IR -0,030 0,954 6

Folikiil Sayisi- IGF | -0,091 0,815 6

A Folikiil Say1si—IGF IR 0,247 0555 6

*p<0,05 **p<0,01
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Tablo 3.11. Deney ve kontrol gruplarinin interstisyel hiicrelerinde, damar
duvarindaki diiz kas hiicrelerinde ve CL’larda IGF-I ve IGF-IR
ekspresyon diizeyleri

Degisken Grup N  Ortalama+S.H. p
interstisvel hi IGE-I Deney 6 1,67+0,14
nterstisyel hiicre, - ,000

y Kontrol 6 1,6740,17
interstisvel hi IGE-IR Deney 6 2,00+0,17
nterstisyel hiicre, - ,

4 Kontrol 6 2,25+0,08 207

Deney 6 3,00+0,00

Damar duvari, IGF-I ,166
Kontrol 6 2,92+0,06
Deney 6 1,00+0,00

Damar duvari, IGF-IR --
Kontrol 6 1,00+0,00
Deney 6 2,00+0,00

CL, IGF-I 1,000
Kontrol 6 2,00+0,09
Deney 6 2,75+0,12

CL, IGF-IR 152
Kontrol 6 2,50+0,12

Gruplar arasinda IGF-I ve IGF-IR ekspresyonu bakimindan interstisyel
hiicrelerde, damar duvarindaki diiz kas hiicrelerinde ve CL’larda fark gozlenmedi.

3,5

B MECIGF-I

B DMSO IGF-I
= MXCIGF-IR
B DMSO IGF-IR

CL interstisyel Hicre Damar Duwvari

Grafik 3.8. Deney ve kontrol gruplar1 arasinda korpus luteum (CL),
interstisyel hiicreler ve damar duvarindaki diiz kas hiicrelerinde
IGF-1 ve IGF-IR ekspresyonu bakimindan herhangi bir fark
belirlenmedi.
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3.3.3. Westen Blotting Bulgular:

Caligmamizda Western blotting yonteminde elde edilen veriler sonucunda
ovaryumlarda gruplar arasinda IGF-IR yoniinden fark saptanmadi (p>0,005); (tablo
3.12).

Tablo 3.12: Kontrol ve deney gruplarminda ovaryumlarinda IGF-IR
ekspresyonu (WB)

Degisken Grup N Ortalama+S.H. P
Deney 4 9486,58+2171,72
IGF-IR
G Kontrol 4 11292,74+1072,98 173

97 kDa-

Sekil 3.2. Kontrol ve deney gruplaria ait Western blotting bantlar1. Kontrol
grubu ilk dort bant (a, b, c, d), deney grubu son dort bant (e, f, g, h). Gruplar arasinda
fark gozlenmedi.

Sekil 3.3. Pozitif kontrol, ovaryum tubulin ekpresyonu
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Sekil 3.4. Kontrol grubunda primordiyal (ince ok) ve primer (kalin ok)
folikiilin ovosit (O) ve granuloza hiicrelerinde (G) IGF-I
ekspresyonu (IHK, PAS-H), 1 bar= 20 mikron.

Sekil 3.5. Kontrol grubunda primordiyal (ince ok) ve primer (kalin ok)
folikiiliin ovosit (O) ve granuloza hiicrelerinde (G) IGF-IR
ekspresyonu (IHK, PAS-H), 1 bar= 20 mikron.
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Sekil 3.6. Deney grubunda primordiyal (ince ok) ve primer (kalin ok) folikiiliin
ovosit (O) ve granuloza hiicrelerinde (G) IGF-1 ekspresyonu (IHK,
PAS-H), 1 bar= 20 mikron.

Sekil 3.7. Deney grubunda primordiyal (ince ok) ve primer (kalin ok) folikiiliin
ovosit (O) ve granuloza hiicrelerinde (G) IGF-IR ekspresyonu (IHK,
PAS-H), 1 bar= 20 mikron.
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Sekil 3.8. Kontrol grubunda primordiyal (ince ok), primer (kalin ok) ve
sekonder (ok bas1) folikiiliin ovosit (O) ve granuloza hiicreleri (G)

ile sekonder folikiiliin teka internasinda IGF-1 ekspresyonu (IHK,
PAS-H), 1 bar= 20 mikron.

e ) - R - =
Sekil 3.9. Kontrol grubunda primordiyal (ince ok), primer (kalin ok) ve
sekonder (ok basi) folikiiliin ovosit (O) ve granuloza hiicreleri (G)
ile sekonder folikiiliin teka internasinda IGF-IR ekspresyonu (IHK,
PAS-H), 1 bar= 20 mikron.
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Sekil 3.10. Deney grubunda primordiyal (ince ok), primer (kalin ok) ve
sekonder (ok bas1) folikiiliin ovosit (O) ve granuloza hiicreleri (G)

ile sekonder folikiiliin teka internasinda IGF-1 ekspresyonu (IHK,
PAS-H), 1 bar= 50 mikron.

Sekil 3.11. Deney grubunda primordiyal (ince ok), primer (kalin ok) ve
sekonder (ok bas1) folikiiliin ovosit (O) ve granuloza hiicreleri (G)

ile sekonder folikiiliin teka internasinda IGF-IR ekspresyonu
(IHK, PAS-H), 1 bar= 50 mikron.
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Sekil 3.12. Kontrol grubunda primordiyal (ince ok), primer (kalin ok) ve
preantral (ok bas1) folikiiliin ovosit (O) ve granuloza hiicreleri (G)
ile teka interna ve ekstenalarinda IGF-1 ekspresyonu, damar (D)
(IHK, PAS-H), 1 bar= 20 mikron

Sekil 3.13. Kontrol grubunda primordiyal (ince ok), primer (kalin ok), ve
preantral (ok basi) folikiiliin ovosit (O) ve granuloza hiicreleri (G)
ile teka interna ve eksternalarinda IGF-IR ekspresyonu, damar
(D) (IHK, PAS-H), 1 bar= 20 mikron.

L XY 2 |
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Sekil 3.14. Deney grubunda primordiyal (ince ok) ve preantral (ok basi)

folikiiliin ovosit (O) ve granuloza hiicreleri (G) ile teka interna ve

eksternalarinda IGF-I ekspresyonu (IHK, PAS-H), 1 bar= 20
mikron.

> .
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Sekil 3.15. Deney grubunda primordiyal (ince ok) ve preantral (ok basi)
folikiiliin ovosit (O) ve granuloza hiicreleri (G) ile teka interna ve

eksternalarinda IGF-IR ekspresyonu (IHK, PAS-H), 1 bar= 20
mikron.



77

Sekil 3.16. Kontrol grubunda preantral (ince ok) ve antral (kalin ok) folikiiliin
ovosit (O) ve granuloza hiicreleri (G) ile teka interna ve
eksternalarinda IGF-I ekspresyonu, antrum (yildiz), korpus luteum
(CL), (IHK, PAS-H), 1 bar= 50 mikron.

Sekil 3.17. Kontrol grubunda preantral (ince ok) ve antral (kalin ok) folikiiliin
ovosit (O) ve granuloza hiicreleri (G) ile teka interna ve
eksternalarinda IGF-IR ekspresyonu, antrum (yildiz), korpus
luteum (CL), (IHK, PAS-H), 1 bar= 50 mikron.
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Sekil 3.18. Deney grubunda preantal (ince ok) ve antral (kalin ok) folikiiliin
ovosit (O) ve granuloza hiicreleri (G) ile teka interna ve
eksternalarinda IGF-I ekspresyonu, antrum (yildiz), (IHK, PAS-H),

1 bar= 50 mikron.

Sekil 3.19. Deney grubunda preantral (ince ok) ve antral (kalin ok) folikiiliin
ovosit (O) ve granuloza hiicreleri (G) ile teka interna ve
eksternalarinda IGF-IR ekspresyonu, antrum (yildiz), (IHK, PAS-

H), 1 bar= 50 mikron.
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Sekil 3.20. Kontrol grubunda korpus luteum (CL) ve interstisyel hiicrelerde
(IH) I1GF-I ekspresyonu, preantral (ok basi) ve antral (kalin ok)
folikiil, (IHK, PAS-H), 1 bar= 100 mikron.

Sekil 3.21. Kontrol grubunda korpus luteum (CL) ve interstisyel hiicrelerde
(IH) IGF-IR ekspresyonu, preantral (ok basi) ve antral (kalin ok) folikiil,
(IHK, PAS-H) 1 bar= 100 mikron.
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Sekil 3.22. Deney grubunda korpus luteum (CL) ve interstisyel hiicrelerde (IH)
IGF-I ekspresyonu, preantral (ok basi) ve antral (kalin ok) folikiil,
(IHK, PAS-H), 1 bar= 50 mikron.

Sekil 3.23. Deney grubunda korpus luteum (CL) ve interstisyel hiicrelerde (IH)
IGF-IR ekspresyonu, preantral (ok basi) ve antral (kalin ok) folikiil,
(IHK, PAS-H), 1 bar= 50 mikron.
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Sekil 3.24. Kontrol grubunda damar (D) diiz kas hiicrelerinde (ok) IGF-I
ekspresyonu, (IHK, PAS-H), 1 bar= 20 mikron.

Sekil 3.25. Kontrol grubunda damar (D) diiz kas hiicrelerinde (ok) IGF-IR
ekspresyonu, (IHK, PAS-H), 1 bar= 20 mikron.
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Sekil 3.26. Deney grubunda damar (D) diiz kas hiicrelerinde (ok) IGF-I
ekspresyonu, (IHK, PAS-H), 1 bar= 50 mikron.

Sekil 3.27. Deney grubunda damar (D) diiz kas hiicrelerinde (ok) IGF-IR
ekspresyonu, (IHK, PAS-H), 1 bar= 50 mikron.
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4. TARTISMA

4.1. MXC Uygulamasi

MXC’nin Ostrojenik aktiviteler sergileyen (Hall ve ark., 1997) f6tal ve neonatal
folikiil gelisimini, folikiilogenezisi ve yetiskin ovaryum fonksiyonunu etkileyen
endokrin bozucu bir pestisit ajan oldugu bilinmektedir (Uzumcu ve Zachow, 2007).
Disi reprodiiktif sistemi iizerine Ostrojenik etkili endokrin  bozucularin
mekanizmasinin anlasilmasi igin yapilan deney hayvan model ¢alismalarinda MXC

ajaninin yaygin olarak kullanildig1 goriilmektedir.

MXC’nin bildirilen g¢evresel seviyeleri litrede 160 mg MXC ya da 160 ppm
(akarsu igerisinde ya da MXC piiskiirtiilen alanlarda)’dir. FDA (Amerila Birlesik
Devletleri Gida ve Ilag Dairesi) tarafindan rapor edilen giinliik ortalama MXC alimi
yetiskinlerde 0.1 ng/kg’dir (ATSDR, 2002). Primatlar kemiricilerden daha fazla
MXC’ye duyarlidir (Golub ve ark., 2003, 2004; Gupta ve ark., 2008). Bu da
gostermektedir ki insanlar daha biiyiik bir risk altindadir. Dolayisiyla sigan, fare gibi
kemiricilerde daha yiiksek dozlarda gozlenen reprodiiktif fonksiyon bozukluklari
insanlarda daha diisiik ¢evresel dozlarda ortaya ¢ikabilir. Calismamizda belirttigimiz
MXC doz uygulamast (100mg/kg/giin) benzer deneysel hayvan calismalarinda
kullanilan MXC doz araligindadir (Chapin ve ark., 1997; Hall ve ark., 1997; Armenti
ve ark., 2008). MXC’nin 100mg/kg/giin olarak uygulanan dozu sicanlarda yiiksek
doz olarak belirlenmistir (Zama ve Uzumcu, 2009; Sobinoff ve ark., 2010). Yapilan
caligmalar bu dozun, ovaryum fonksiyonlarin1 ve parametrelerini 20 pg/kg/gilin
(Armenti ve ark., 2008) ile 50 mg/kg/glin (Sobinoff ve ark., 2010) dozlarina gore
daha ciddi oranda etkiledigini gdstermistir. Ornegin 100 mg/kg/giin MXC
uygulamasi, sicanlarda puberta yasi ile ilk Gstrusun 6ne c¢ekilmesine ve sonrasinda
diizensiz Ostrusa neden olur. Ovaryumda gonodotropinlere yaniti ve ovule olan
ovosit sayisini azaltir. Ayrica hormonal mekanizmay1 bozar, progesteron sentezini

azaltir ve ERPB, LHR, AMH, P450 gibi ovaryum markirlarinin ekspresyonunu
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degistirir (Armenti ve ark.,, 2008). Bununla birlikte ovaryumda folikiiler
kompozisyonun degismesine, folikiillerde atreziye, (Uzumcu ve ark., 2006; Armenti
ve ark., 2008; Sobinoff ve ark., 2010) ve erken reprodiiktif yaslanmaya neden olur
(Armenti ve ark., 2008). Diger yandan ovosit lipid peroksidasyonunu artirarak ovosit
membraninin hasarina sebep olur. Bu durum ise spermin ovosite fiizyonunu azaltir
(Sobinoff ve ark., 2010). Sonu¢ olarak MXC’nin 100 mg/kg/gliin dozu disi
reproduktif sisteminde meydana getirdigi olumsuzluklara bagli olarak disi

fertilitesini etkiler ve gebelik oranini azaltir (Armenti ve ark., 2008).

Embriyonal ve fotal gelisimin belli periyodlarinda endokrin bozuculara maruz
kalinmasi, meme bezi (Wang, 2006), uterus ve testis gibi hormon bagimli organlarin
eriskin donemdeki fonksiyonlarini etkileyebilmektedir (Newbold ve ark., 2004;
Anway ve ark., 2005; Ho ve ark., 2006; Soto ve ark., 2008). Ovaryum i¢in bu kritik
donem ise; apoptozis ile ovosit yuvalarinin yikilmas: (E18-21), apoptozisin devam
etmesi ve primordiyal folikiillerin olusmasi (PNO-3) ve primordiyalden primer
folikiile gecis (PN4-7) sathalarini igceren E18 ve PN7 giinler arasim1 kapsamaktadir
(Armenti ve ark., 2008). Bu yiizden g¢alismamizda Armenti ve ark. (2008)’nin
caligmalarinda uyguladiklar1 deney modelini kullandik. Bu deney modeline gore
fotal ve neonatal (E18-PN7) donem icerisinde MXC uyguladik ve erigkin donemde
MXC’nin ovaryum folikiiler kompozisyonu ve IGF sinyal yolag: iizerine etkilerini
belirlemek i¢in siganlar1 postnatal 50-60. giinler arasinda prodstrus gozlemledigimiz

giinde 6ldiirdiik ve ovaryumlar topladik.

4.2. Ovaryum Folikiil Kompozisyonu

Calisgmamizda MXC uygulamasinin  ovaryumda  folikiiler =~ kompozisyonu
degistirdigini saptadik. MXC’nin hayvanlarin ovaryumunda primordiyal ve primer
folikiil sayisim1 azalttigini, sekonder folikiil sayisini arttirdigini gozlemledik ve
primordiyal (p<0,05) ve sekonder folikiil (p<0,01) sayilarindaki degisimin istatistiki
olarak 6nemli oldugunu saptadik (tablo 3.1). Bizim deney modelimize benzer olarak

kurgulanmis c¢aligmalarda (Uzumcu ve ark. 2006; Armenti ve ark. 2008)
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bulgularimiza benzer veriler elde edildigi fakat bu folikiillerin sayilarindaki
degisikliklerin istatistiksel olarak ©nemli olmadigi bildirilmektedir. Bu durum
caligmalarda kullanilan sigan 1rklarinin farkliligindan kaynaklaniyor olabilir.
Ornegin, Fischer 344 ki siganlar, Sprague-Dawley 1rki sicanlara gore eksojen
Ostrojene daha fazla duyarlidir (Putz ve ark., 2001). Calismamizda endokrin
bozuculara  Sprague-Dawley ve Da/Han irklarina gore daha duyarli oldugu
gosterilen (Diel ve ark., 2004) Wistar 1rk1 siganlar kullanilda.

Neonatal donemde Ostrojen hormonu ve bazi endokrin bozucularin
uygulanmasinin primordiyal folikiil olusumunu azalttigi bildirilmektedir (Chen ve
ark., 2007; Schindler ve ark., 2010). Bu sonuglar bizim bulgumuzla tutarlilik
gostermektedir. MXC’ye bagl olarak gozlemlenen erken reprodiiktif yaslanmanin
(Armenti ve ark., 2008) temelinde de; ovaryumdaki primordiyal folikiil
rezervlerindeki azalma yatiyor olabilir. Primordiyal folikiil sayisinin (rezervinin) az
olmasmin iki sebebi olabilir. Birincisi fotal donemde ovosit yuvalariin yikilip
primordiyal folikiil sekillenmesini MXC inhibe etmis olabilir; ikincisi ise MXC

primordiyal folikiilden primer ve sekonder folikiile gecisi indiiklemis olabilir.

Caligmamizda, deney grubunun preantral folikiillerin sayisinda istatistiki olarak
belirgin bir artis (p<0,01) dikkat ¢ekti. Armenti ve ark. (2008), ayn1 doz ve siirelerde
yaptiklar1 ¢aligmalarinda bulgularimiza benzer sonuglar elde etmislerdir. Uzumcu ve
ark. (2006), postnatal 3-10 giin arasinda benzer doz uyguladiklari ¢aligmalarinda da
bizim bulgularimiza benzer olarak preantral folikiillerde artis gdzlerken, Sobinoff ve
ark. (2010) ise postnatal 4-7 giin arasinda ayni doz uygulamasinda preantral folikiil
sayisinda azalma oldugunu gostermislerdir. Sekonder ve preantral folikiil sayilarinda
bir artisin gozlenmesi MXC’nin folikiiler olgunlagsmayi hizlandirdigi buna bagh

olarak da primordiyal folikiiler rezervi azalttigin1 gostermektedir.

Armenti ve ark., (2008)’nin arastirmasi ve bizim c¢alismamiz folikiil
gelisiminde ti¢ farkli donemi de i¢ine alirken, Uzumcu ve ark (2006)’nin yapmis

oldugu c¢alisma (PN3-10) primordiyal ve primer folikiil gelisim siirecini; Sobinoff ve
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ark. (2010)’'nin yaptigi calisma ise (PN4-7) primer folikil gelisim dénemini
kapsamaktadir. ileriki ¢alismalarda fotal ve neonatal ovaryum gelisiminin her bir
doneminde (E18-21; PNO-3 ve PN4-7) siganlara MXC uygulanarak 3 farkli MXC
grubu olusturulmasi ve eriskin donemde de folikiiler kompozisyon agisindan gruplar

arasinda farkliliklarinin belirlenmesi 6nemli olacaktir.

Calismamizda MXC’ye bagli olarak antral folikiillerin sayisinda azalma
gozlendi. Uzumcu ve ark. (2006) calismalarinda antral folikiil sayisinda azalma
belirlemislerdir. Armenti ve ark. (2008) erken antral folikiil sayisinin arttigini, orta
ve ge¢ antral folikiil sayilarinda ise fark olmadigini bildirmislerdir. Bulgularimiz
Uzumcu ve ark. (2006)’nin sonuglari ile uyumludur. Antral folikiil sayisinda azalma
iki sebepten kaynaklaniyor olabilir. Birincisi preantral folikiillerin antral folikiillere
gecisini MXC engelliyor olabilir. Bu durum preantral folikiillerin sayisinin artmasina
diger yandan antral folikiillerin sayisinin azalmasina neden olacaktir. ikincisi MXC
daha c¢ok antral folikiillerde atreziyi indiikliiyor olabilir. Cilinkii pubertanin hemen
oncesi ve sonrasinda MXC’ye maruz kalimmas: antral folikiillerde atreziye sebep
olmaktadir (Borgeest ve ark., 2002; Miller ve ark., 2005; Gupta ve ark., 2006; Tomic
ve ark., 2006).

4.3. Immunohistokimya

IGF-I ve Granuloza Hiicreleri

IGF-I ekpresyonu arastirmalarda in vivo (Oliver ve ark. 1989; Zhou ve ark., 1991;
Wandji ve ark., 1998; Holloway ve ark., 2007; Cansu ve ark., 2008) ve in vitro
(Armstrong ve ark., 2000) olarak insan ve g¢esitli hayvan tiirlerinin granuloza
hiicrelerinde gosterildi. Biz de deney ve kontrol gruplarinda biitiin folikiillerin
granuloza hiicrelerinde IGF-I ekpresyonunu gosterdik. Folikiiler biiylime siirecinde
kontrol grubunun granuloza hiicrelerinde IGF-I ekspresyonu primer folikiilden
itibaren antral folikiile dogru artti. Bununla birlikte folikiiller arasinda (PO-PR; PR-
S; S-PA; PA-A) granuloza hiiclerinin IGF-I ekspresyonu yoniinden istatiksel bir fark
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gbzlenmedi. Deney grubunda ise folikiil asamalar1 arasinda granuloza hiicrelerinin
IGF-1 ekspresyonu dogrusal olmayan bir egri ¢izdi fakat folikiil asamalar1 arasinda

istatiksel bir Gnem saptanmadi.

Calismamizda kontrol grubuna gore deney grubunda primordiyal ve primer
folikiil sayisinda azalma ve bu folikiillerin granuloza hiicrelerinde IGF-I
ekspresyonunda artis gozlendi, ancak gruplar arasinda istatistiki bir Onem
belirlenmedi (tablo 3.3). Primordiyal ve primer folikiil sayisinda azalma ile IGF-I
ekspresyonu arasinda da 6nemli bir korelasyon saptanmadi (tablo 3.10). Sekonder ve
preantral folikiil sayisinda artig, antral folikiil sayisinda azalma ile birlikte sekonder,
preantral ve antral folikiillerin granuloza hiicrelerinde IGF-1 ekspresyonunda bir
diisiis gozlendi. Fakat gruplar arasinda sadece preantral ve antral folikiillerin
granuloza hiicrelerinde IGF-I ekspresyonu yoniinden istatistiki bir énem saptandi
(p<0,05), (tablo 3.3). Ayrica preantral folikiil sayisi ve preantral IGF-I ekspresyonu
arasinda hem kontrol grubunda (r=-0,828, p<0,05) hem de deney grubunda (r=-
0,913, p<0,01) negatif bir korelasyon saptandi (tablo 3.10). IGF-1, granuloza
hiicrelerinin ¢ogalmasini dolayisiyla folikiiler gelismeyi uyarirken (Monget ve ark.,
2002; Mazerbourg ve ark., 2003 Quirk ve ark., 2004;) apoptozise kars1 koruyarak da
folikiiler atreziyi onledigi bildirilmektedir (Guthrie ve ark., 1998; Hu ve ark., 2004).
Bu durumda primordiyal ve primer folikiilde IGF-I ekspresyonundaki artis,
primordiyal ve primer folikiilde gelisimin uyarilmasina ve sonugta bu folikiillerden
sekonder ve preantral folikiile ge¢isin hizlanmasina neden olacaktir. Preantral folikiil
kiltiriinde IGF-I uygulamasinin preantral folikiil gelisimini ve antrum olusumunu
uyardigi bildirilmistir (Gutierrez ve ark., 2000). Ovaryum doku kiiltiiriinde de benzer
sekilde IGF-I eksikliginde folikiiller gelisemez ve antral folikiilii sekillenemez
(Stubbs ve ark., 2013). Dolayisiyla IGF-I"deki diisiisiin preantral folikiil gelisimini
inhibe ederek preantral folikiilden antral folikiile gegisi yavaslattigini ya da bloke
ettigini sOyleyebiliriz. Sonugta preantral folikiillerde IGF-I ekspresyonundaki azalma
preantral folikiil biiylimesinin yavaslamasina dolayisiyla preantral asamada kalan
folikiil sayisinda bir artisa ve antral folikiil sayisinda da diismeye neden olabilir.
Bununla birlikte IGF-I’in folikiiler atrezi durumunda seviyesinin diisiik (Wandji ve

ark., 1998), polikistik ovaryum sendromlarinda ise yiiksek diizeyde olusu (Homburg,
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1998), calismamizdaki antral folikiil sayisindaki azalmanin IGF-1 ekspresyonundaki
azalmaya bagl sekillendiginidiisiindiirmektedir. MXC’nin direk olarak preantral
folikiillerde gelisimi bloke ettigini géstermek ve bu folikiillerde IGF-I ekspresyonunu
azalttigin1 kesin olarak belirlemek i¢in ovaryumdan preantral folikiillerin izole
edilerek kiiltiire edilmesi gerekmektedir. Ileride MXC nin folikiiller iizerinde direk
etkilerinin goézlenmesi i¢in ovaryum folikiil kiiltiir calismasi planlanmaktadir.
Diisiiniilen bu calismada kiiltiire edilen folikiillere MXC uygulanacak ve IGF-I
protein diizeyleri western blotting ile, IGF-I mRNA diizeyleri ise QPCR ydntemiyle
belirlenecektir.

IGF-1 ve Ovosit

Calismamizda her iki grubun ovositlerinde zayif ve siddetli arasinda degisen
IGF-I reaksiyonlar1 gézledik. Hem kontrol hem de deney gruplarinin ovositlerinde
IGF-I ekspresyonu primordiyal folikiilden sekonder folikiile dogru artarken, preantral
folikiilden antral folikiile geciste IGF-I ekspresyonunun azaldigi gozlendi. Fakat hem
kontrol hem de deney gruplarinda ovositlerin IGF-I ekspresyonlar1 yoniinden farkli
folikiil asamalar1 arasinda (PO-PR; PR-S; S-PA; PA-A) istatistiksel bir onem
gozlenmedi. IGF-I  gelismekte olan folikiillerde ovosit  maturasyonunu
tetiklemektedir (Feng ve ark.1988). Folikiiler sathalara bagl olarak ovositlerde IGF-I
ekspresyon seviyelerindeki farkliliklar ovositin biiylimesi ve maturasyonu ile ilgili
olabilir Dolayisiyla ovositin biiylimesi ve maturasyonu ovositte ekprese olan IGF-I

tarafindan otokrin olarak kontrol ediliyor olabilir.

Deney ve kontrol gruplarinda ise IGF-I ekspresyonu primordiyal ve antral
folikiillerin ovositlerinde zayif ile orta siddet arasinda degisirken, diger folikiillerin
ovositlerinde ise orta ile siddetli arasinda belirlendi. Gruplar arasinda bir fark
gozlenmedi (tablo 3.2). Dolayisiyla MXC ovositlerdeki IGF-l1 ekspresyonunu

etkilememektedir.
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IGF-1 — Korpus Luteum, Teka Interna Hiicreleri, Teka Eksterna Hiicreleri,

fnterstisyel Hiicreler, Damar Diiz Kas Hiicreleri

Yaptigimiz ¢alismada IGF-1 ekspresyonunu ayrica korpus luteumlarda, teka
hiicrelerinde, interstisyel hiicrelerde ve damar diiz kas hiicrelerinde saptadik. Diger
aragtirmalarda da bulgularimiza benzer olarak korpus luteumlarda (Gadsby ve
ark.,1996; Holloway ve ark., 2007; Ergin ve ark., 2008), teka ve interstisyel
hiicrelerinde (Hernandez ve ark., 1992; Holloway ve ark., 2007; Ergin ve ark., 2008)
IGF-I ekspresyonu gosterildi. IGF-I korpus luteumun olusumununda rol alir ve aym
zamanda luteal progesteron seviyesinde artisa neden olarak streoidogenezin
diizenlemesine katkida bulunur (Devota ve ark. 1995). Streoidogenez ayrica teka
interstisyel alanlarda eksprese olan IGF-I tarafindan LH benzeri etkiyle uyarilir.
Bununla birlikte MXC metaboliti HPTE granuloza ve teka interstisyel hiicrelerde
progestron sekresyonunu inhibe eder (Akgiil ve ark., 2008). MXC ise serum
progesteron diizeyini ve teka interstisyel hiicrelerinde LHR ekpresyonunu azaltir
(Armenti ve ark., 2008). Calismamizda gruplar arasinda korpus luteumlar ile teka ve
interstisyel hiicrelerde IGF-1 ekpresyonu yoniinden fark ¢ikmadi (tablo 3.11). Bu
durum MXC’nin progesteron iiretimini IGF-I’den bagimsiz bir mekanizma ile

etkiledigini gostermektedir.

Ovaryumda yer alan damarlarin diiz kaslarinda IGF-1 ekspresyonunu
belirledik. Armstrong ve ark., (2000) ise ovaryumda bulunan damarlarin diiz kas
hiicrelerinde degil damar endotel hiicrelerinde IGF-I ekspresyonunu gosterdiler.
Bununla birlikte yaptigimiz literatiir taramalarinda ovaryumlarda olmasa da bizim
bulgumuza benzer sekilde akcigerde bulunan damar diiz kas hiicrelerinde IGF-I

ekspresyonu gozlendigi bildirilmektedir (Frenckner ve ark., 2005).

IGF-IR ve Granuloza Hiicreleri

Yapilan aragtirmalarda granuloza hiicrelerinde IGF-IR protein (Zhou ve ark.,
1991) ve mRNA (El-Roeiy ve ark., 1993; Ammstrong ve ark., 2000) ekpresyonlari

gosterildi. Calismamizda da benzer olarak granuloza hiicrelerinde IGF-IR
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ekspresyonu gozlendi. Kontrol grubunda granuloza hiicrelerinde IGF-IR ekspresyon
diizeyi primordiyal folikiilden antral folikiile dogru artis gosterirken, deney grubunun
granuloza hiicrelerinde IGF-IR ekspresyonu preantral folikiile kadar artis gosterdi,

antral folikiilde azald:.

Calismamizin deney grubunda gelisim asamasindaki folikiillerin granuloza
hiicrelerinde IGF-IR  ekspresyonlarmin  kontrol — grubundaki aymi  gelisim
asamalarindaki folikiilerin granuloza hiicrelerindeki IGF-IR ekspresyonlarina gore
arttig1 gozlendi. Bununla birlikte deney grubunda kontrol grubuna gore sadece
sekonder ve preantral folikiiliin granuloza hiicrelerindeki IGF-IR ekspresyonun artisi
istatistiksel olarak O6nemli bulundu (p<0,05); (tablo 3.7). Bu bulgulara dayanarak
MXC’nin, sekonder ve preantral folikiillerin granuloza hiicrelerinde IGF-I
ekspresyonunu baskilarken; IGF-IR ekspresyonunu arttirdigini sdylebiliriz. Ayni
sathadaki folikiillerde IGF-I ekspresyonu azalirken reseptoriiniin ekspresyonunun
artmast bize IGF-I’in otokrin yolla granuloza hiicrelerinde kendi kendisini
etkileyebildigini de gostermektedir. Ayrica sekonder ve preantral sathalardaki
folikiilin granuloza hiicrelerinde IGF-1 ekspresyonunda azalma, bu granuloza
hiicrelerindeki reseptoriin daha az kullanilmasina yol agacak ve IGF-IR
ekspresyonunu arttiracaktir. Yapilan gesitli ¢alismalarda IGF-I diizeyinde azalmanin
IGF-IR diizeyinde artisa (Werner ve ark., 1990; Thissen ve ark., 1994; Fu ve ark.,
2001) ve IGF-I uygulamalarinin da IGF-IR ekspresyonunda azalmaya neden
oldugunun bildirilmesi (Cruickshank ve ark., 2005) bizim diisiincemizi dogrular

niteliktedir.

IGF-IR ve Ovosit

Calismamizda IGF-IR ekpresyonunu tiim folikiillerin ovositlerinde gozledik.
Kontrol grubunun ovositlerinde IGF-IR ekspresyonu primordiyal folikiilden preantral
folikiile dogru azaldi. Antral folikiilde ise ¢cok az bir artig gosterdi. Deney grubunda
ise ovositlerin IGF-IR ekspresyonu primordiyal folikiilden primer folikiile dogru
azaldi. IGF-IR ekspresyonu sekonder folikiiliin ovositinde tekrar artarak en yiiksek

seviyeye ulasti. Preantral folikiiliin ovositinde ise IGF-IR ekspresyonu siddetli bir
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sekilde diistii ve en diisiik seviye ulasti. Bununla birlikte antral folikiiliin ovositinde
IGF-IR ekspresyonu az miktarda artti. Deney grubunda ovositlerdeki IGF-IR
ekspresyonu yoniinden sadece sekonder ve preantral folikiil arasinda fark gozlendi
(p<0,01). Wasielak ve Bogacki (2007), IGF-I’in ovositleri sadece parakrin, granuloza
hiicrelerini ise hem otokrin hemde parakrin mekanizma ile etkiledigini One
sirmistir. Ancak c¢alismamizda ovositlerde hem IGF-IR hem de IGF-I
ekspresyonunu gosterdik. Sonu¢ olarak bu durum IGF-I’nin ovositleri otokrin

mekanizma ile de etkileyebildigini gdstermektedir.

Deney grubunda kontrol grubuna gore primordiyal, primer ve sekonder
folikiiliin ovositlerinde IGF-IR ekspresyonda artis, antral folikiilde azalma belirlendi.
Preantral folikiilde ise ovositin IGF-IR ekspresyonu bakimindan gruplar arasinda bir
degisiklik gozlenmedi. Bununla birlikte gruplar arasinda sadece sekonder folikiiliin
ovositlerinde IGF-IR ekspresyonu yoniinden istatistiksel bir fark belirlendi (tablo
3.6).

IGF-IR — Korpus Luteum, Teka Interna Hiicreleri, Teka Eksterna Hiicreleri,

fnterstisyel Hiicreler, Damar Diiz Kas Hiicreleri

Calismamizda, IGF-I ekpresyona benzer sekilde IGF-IR ekpresyonunu korpus
luteumlarda (Perks ve ark., 1999) interstisyel hiicrelerde, teka interna hiicreleri ve
damar duvar diiz kas hiicrelerinde de gozlemledik. Teka eksternalarda ise IGF-I
ekspresyonunu belirlerken IGF-IR ekspresyonunu saptamadik. Armstrong ve ark.
(2000), sigirlarda IGF-I mRNA ekspresyonunu diisiik diizeyde saglikli antral folikiin
teka eksterna hiicrelerinde saptarken, IGF-IR mRNA ekspresyonunu ise preantral ve
antral folikiillerin granuloza ve teka hiicrelerinde belirlediler. Ayrica El-Roiety ve
ark. (1999), insanlarda yaptiklari calismalarinda IGF-IR mRNA’y1 granuloza
hiicrelerinde, IGF-I mRNA’y1 ise farkli olarak teka hiicrelerinde gozlemlediler. Teka
eksterna hiicrelerinde IGF-IR ekspresyonunun gézlenmemesi bu hiicrelerde eksprese
olan IGF-I’in teka ekstenalar disinda farkli ovariyal yapilart etkiledigini

disiindiirmektedir.
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4.4. Western Blotting

Western blotting yontemi ile ovaryumda IGF-IR protein ekspresyon belirlendi.
Yapilan calismalarda ovaryumda IGF-IR ekspresyonu IGF-IRa igin 130 kDa
(Srivastava ve ark., 1999), granuloza hiicrelerinde IGf-IRp i¢in ise 98 kda civarinda
(Chabrolle ve ark., 2007) gosterildi. Caligmamizda IGFRp alt iinitesine spesifik bir
antikor kullanild: ve iiretici firma tarafindan belirtilen kDa agirlig1 ile uyumlu olarak
bantlar 97 kDa civarinda gozlendi. Belirlenen ekspresyonlarda gruplar arasinda
ovaryum IGF-IR protein seviyeleri yoniinden fark saptanmadi (tablo 3.12). Western
blotting yontemi ile tim ovaryum dokusu homojenize edilip ovaryum dokusunun
timiinde  IGF-IR  protein  ekspresyonu  belirlenmektedir. ~ Dolayisiyla
immunohistokimyasal ~boyamada oldugu gibi folikiile spesifik IGF-IR
ekspresyonundaki  degisiklikler ~bu  metodla  saptanamamaktadir.  Eger
immunohistokimyasal sonuglarimizi western blotting ile folikiile spesifik
ekspresyonu gostererek desteklemek istiyorsak; in vivo hayvan deneyini takiben
ovaryumlarin toplanmasi, ovaryumdaki folikiillerin izole edilmesi ve izole dilen
folikiillerin biiyiikliiklerine ve morfolojilerine gore siniflandirilmast gerekmektedir.
Ancak, smiflandirilarak izole edilmis folikiillerde western blotting metodu
uygulanirsa hangi asamadaki folikiilde ekspresyonun arttigini ya da azaldigim
gbzlemleyebiliriz ve immunohistokimyasal bulgularimizi destekleyebiliriz. Ileriki
caligmalarimizda gelisim asamalarina spesifik folikiil izolasyonu yapmay1
planlamaktayiz. Bu siniflandirdigimiz folikiillerde IGF-IR’iin hem mRNA hem de

protein seviyelerini belirlemeyi diisliniiyoruz.
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5. SONUC

1-Sican ovaryumunda IGF-1 ve |GF-IR’ii gelisen folikiillerde ve diger

yapilarda eksprese olmaktadur.

Ovaryumda IGF-I, folikiil ovosit ve granuloza hiicrelerinde, korpus luteumlarda,
teka-interstisyel alanlarda ve damar diiz kas hiicrelerinde IGF-IR ile ayni anda

eksprese olarak hem parakrin hem de otokrin etki gosterir.

2-MXC’ye fotal ve neonatal donemde maruz kalinmasi, eriskin ovaryumunda

folikiiler kompozisyoun degistirir

Primordiyal ve primer folikiilden, sekonder ve preantral folikiile gecis hizlanarak
rezerv folikiillerin sayis1 azalir buna bagli olarak sekonder ve preantral folikiillerin
sayist artar. Bununla birlikte folikiil gelisiminin bir sonraki basamagi olan antral

folikiil agsamasina gegis yavaslar ve sonugta antral folikiil sayis1 azalir.

3-MXC, ovaryumda folikiil safhasina spesifik olarak IGF-1 ve IGF-IR

ekpresyonlarini degistirir.

Erken folikiil gelisimi sirasinda MXC’ye maruz kalinmasi, erigkin donemde
ovaryumda IGF-1 ve IGF-IR ekpresyon diizeylerini degistirir. Degisen IGF-1 ve IGF-
IR ekpresyon diizeyleri ise IGF-I’in hem parakrin hem de otokrin mekanizmasi
aracilifiyla folikiil kompozisyonunun degismesine ve folikiil rezervinin azalmasina

neden olur.

4-Folikiil sayist ve IGF-I ekspresyonu preantral folikiil arasinda negatif bir

korelasyon vardir MXC bu negatif korelasyon diizeyini artirir.
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5-MXC’ye fotal ve neonatal donemde maruz kalinmast IGF-I
ekspresyonlarint degistirerek folikiil gelisimini ve buna bagh olarak folikiil

kompozisyonlarini degistirir.

6-MXC primordial folikiil sayisindaki azalmayla folikiil rezervlerinde;
antral folikiil sayisindaki azalmasiyla da ovule olacak folikiil sayisinda
azalmaya neden olabilir. Bu durum ise disi infertilite sorunlarina yol

acabilir.
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OZET

Metoxychlor’un Si¢an Ovaryumunda IGF-I Sinyal Yolag Uzerine Etkisi”

Folikiil gelisimi ve fonksiyonlari, IGF’lerinde i¢inde bulundugu pek ¢ok biiylime faktorii tarafindan
diizenlenir. Bununla birlikte bazi gidalar ve ekzojen ajanlar da folikiillerin gelisimini ve ovaryum
fonksiyonunu etkileyebilir. Endokrin bozucular olarak bilinen bu ekzojen ajanlardan bir tanesi de
MXC’dir. Ostrojenik, antidstrojenik ve antiandrojenik etkilere sahip organik klorlu bir pestisit olan
MXC, folikiilogenezis ve steroidogenezis gibi ovaryum fonksiyonlarmi ve pek cok reprodiiktif

parametreyi degistirerek digilerde infertiliteye sebep olur.

Amacimiz embriyonal (E18) ile postanatal (PN7) giinler arast 100 mg/kg/giin MXC uygulamasini
takiben erigkin donemde MXC’nin folikiil agamalarinin oransal dagilimini nasil etkiledigini ortaya
cikarmaktir. Ayrica ovaryumda folikiil safhalarina spesifik IGF-l1 ve IGF-IR ekspresyonlarini
belirlemek ve folikiil gelisimi ile IGF-I ve IGF-IR ekspresyon diizeyleri arasindaki iliskiyi ortaya
cikarmak; MXC’nin folikiil IGF-I ve IGF-IR protein seviyelerini degistirip degistirmedigini
arastirmaktir. Folikiiler kompozisyon yiizdesinde sekonder ve preantral folikiillerde (p<0,01) bir artis;
primordial ve antral folikiillerde (p<0,05) ise azalma saptandi. Immunohistokimyasal boyama ile
folikillerin ovosit ve granuloza hiicrelerinde; luteal ve interstisyel hiicrelerde, teka interna ve
eksternada ve damar diiz kas hiicrelerinde IGF-I ekspresyonu belirlendi. IGF-IR ekspresyonu teka
eksterna haricinde IGF-I ile aym lokalizasyonu gosterdi. MXC uygulamasinin IGF- I’nin
ekspresyonunu preantral ve antral folikiilde azalttigi (p<0,05), IGF-IR’in ekspresyonunu ise sekonder
folikiillerin ovositleri (p<0,05) ile sekonder ve preantral folikiillerin granuloza hiicrelerinde arttirdig:

gozlendi.

Sonugta, MXC’ye fotal ve neonatal ratlarin maruz kalmasi, eriskin ovaryumunda morfolojik
ve molekiiler diizeyde degisikliklere neden olur. MXC, ovaryumda folikiil safhasina spesifik olarak
IGF-I ve IGF-IR ekpresyonlarint degistirir. IGF-1 ve IGF-IR ekspresyonlarindaki degisikliklere bagli
olarak ovaryumunda folikiiler kompozisyon degisir. MXC’nin indiikledigi ovaryum fonksiyon

bozukluklarinda ve disi infertilitesinde IGF sinyal yolagi 6nemli rol oynuyor olabilir.

Anahtar Kelimeler: Endokrin Bozucular, IGF-I, IGF-IR, Metoksiklor, Sigan
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SUMMARY

The Effect of Methoxychlor on IGF-1 Signaling Pathway in Rat Ovary

Follicular development and ovarian functions are regulated by growth factors incluiding in IGF’s. In
addition, some foods and exogenic agents can also affect follicular development and ovarian function.
One of the exogenic agents is MXC which is known endocrine disruptor. MXC which has estrogenic,
antiestrogenic and antiandrogenic effects is a organochloride pesticid and it causes infertility in female

by changing many reproductive parameters and ovarian functions.

In this study, our aim is to detect how MXC effects proportional distribution of the follicle stages in
adult rats after MXC treatment (100 mg/kg/day) between embryonal (E)18- postanatal day (PND) 7,
and also determine stage specific IGF-I and IGF-IR expressions in ovarian follicles and relationship
between follicular development and the levels of IGF-1 and IGF-IR expression, and investigate if
MXC changes levels of IGF-I and IGF-IR protein in ovary. An increase in secondary, preantral
follicles (p<0,01) and a decrease in primordial and antral follicles (p<0,05 ) were detected in
follicular composition. IGF-1 expression in oocyte and granlosa cells of follicles, and the luteal and
interstitial cells, theca externa and interna and also smooth muscle of ovary vessels were showed by
using immunohistochemical staining. IGF-IR was expressed in same localizations with IGF-I in ovary
except for theca externa. An increase in both IGF-1 and IGF-IR expressions were indicated during
follicular development. It was observed that MXC treatment decreased IGF-1 expression in preantral
and antral follicles (p<0,05) and increased IGF-IR expression in oocytes of secondary follicles and

granulosa cells of secondary and preantral follicles (p<0,05).

In conclusion, MXC exposure to fetal and neonatal rats causes morphological and molecular
alterations in adult ovary. MXC changes stage specific IGF-1 and IGF-IR expressions in ovarian
follicles, accordingly some differences can be seen in follicular composition of MXC treatment group
when compared to that of control group. IGF signal pathway may be a significant role in MXC

induced ovary disfunction and female infertility.

Key Words: Endocrine Disruptors, IGF-I, IGF-IR, Methoxychlor, Rat
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