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ÖNSÖZ 

 

 

 

Günümüzde evsel ve tarımsal amaçlarla oldukça yaygın olarak kullanılan 

endokrin bozucular, insan ve hayvan sağlığı yönünden ciddi bir risk oluĢturmaktadır. 

Bu endokrin bozuculardan birisi de DDT (1,1,1-trichloro-2,2-bis[4-

chlorophenyl]ethane)’nin yerine geliĢtirilen methoxychlor (MXC)’dur.  Organik 

klorlu bir pestisid olan MXC tarım ve hayvancılıkta haĢerelerle mücadele için 

sıklıkla kullanılmaktadır. Östrojenik aktiviteler gösteren MXC, erken ovaryum 

geliĢimini, folikülogenezisi ve yetiĢkin ovaryum fonksiyonunu etkilemektedir. 

Ovaryum geliĢiminde ve folikülogenezis sürecinde pek çok büyüme 

faktörünün rol aldığı bilinmektedir. Bu büyüme faktörlerinden bir tanesi de insilün 

benzeri büyüme faktörü I (IGF-I)’dir. IGF-I ve reseptörü (IGF-IR), ovaryumun 

geliĢimi boyunca farklı düzeylerde eksprese olarak foliküler geliĢimi düzenlerler.  

Endokrin bozucuların meydana getirdiği ovaryum fonksiyon bozuklukları, 

infertilite gibi olumsuzlukların, büyüme faktörleri ve onların reseptörlerinde 

oluĢturdukları etkiler sonucunda ortaya çıkması muhtemeldir. Ancak MXC’nin 

büyüme faktörleri üzerine etkisine dair çalıĢmalar oldukça sınırlıdır. Bu 

araĢtırmada, MXC’nin ovaryumda büyüme faktörlerinden IGF-I ile IGF-I 

Reseptörü (IGF-IR) üzerine olası etkilerinin belirlenmesi, diĢi infertilitesinin 

moleküler mekanizmasının açığa çıkarılması ve yeni tedavi yaklaĢımlarının 

ortaya konması yönünden önemlidir. 
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1. GĠRĠġ 

 

 

 

1.1. Ovaryum 

 

 

 

1.1.1. Ovaryum Anatomisi 

 

 

Ratlarda böbreğin gerisinde lokalize olan ovaryumlar bursa ovarika ile sarılmıĢtır ve 

uterus kornuları ile bağlantılıdır (Krinke, 2000). Organa damar ve sinirlerin girip 

çıktığı bölge olan hilus, mezovaryum olarak adlandırılan bir bağ dokusu ile uterusun 

yan kenarlarında uzanan ligamentum latuma asılıdır. Yüzeyi ovulasyon baĢlamadan 

önce düzdür, ovulasyon baĢladıktan sonra bu düzgünlük kaybolur (Özer ve ark., 

2010). 

 

 

 

1.1.2. Ovaryum Histolojisi  

 

 

Yüzeyi germinal epitel olarak adlandırılan basit prizmatik veya kübik epitel ile 

döĢelidir. Ancak bursa ovarikanın bağlandığı hilus bölgesi tek katlı yassı epitelle 

döĢelidir (Krinke, 2000). Germinal epitel altında tunika albuginea adı verilen 

düzensiz sıkı bağ dokusu yoğun olarak yer alır. Bu tabakanın altında ise çeĢitli 

geliĢim aĢamasında foliküller ile farklılaĢma yeteneğine sahip hücreleri içeren 

korteks bölgesi bulunur (Krinke, 2000; Özer 2010). Bu hücrelerden fibrositler 

interstisyel hücrelere dönüĢerek hormon (östrojen/ E2) salgılarlar (Özer, 2010). Ġç 

kısımda kalan medulla ise bağ dokusundan oluĢur. Kollagen ve elastik iplikler ile az 

sayıda düz kas hücresi içerir. Bağ doku içerisinde yaygın kan ve lenf damarları ile 

sinir telleri bulunur (Tanyolaç, 1999). 
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1.1.3. Ovaryum GeliĢimi ve Folikülogenezis 

 

 

 

1.1.3.1. Hücre Bölünmesi ve Ovosit Yuvalarının (Kistlerinin)  OluĢumu 

 

 

Memeli ovaryumu somatik hücreler ve germ hücreleri olmak üzere iki genel hücre 

populasyonu içerir. Ovaryumun somatik unsurları mezonefrozda oluĢan (Frojdman 

ve ark., 1989) embriyonik genital kabartıdan geliĢir (Surani, 2001). Germ hücreleri 

ise vitellus kesesinindeki ekstraembriyonik (ekstragonadal) bölgeden köken alır. 

Sıçanlarda ekstragonadal bölgede post koitum (çiftleĢme sonrası) 7,0-7,5. (PK7,0-

7,5) günlerde germ hücreleri primordiyal foliküle farklılaĢır ve gonad taslağına göçe 

baĢlarlar (Uzumcu ve Zachow, 2007). Post koitum 10,5-11,5. günde arka bağırsak ve 

mesenter boyunca göç ederek genital kabartıya yerleĢirler (Surani, 2001; Clement ve 

ark., 2007). Göç esnasında hızlı bir proliferasyon geçiren primordiyal germ hücreleri 

(Tam ve Snow, 1981) genital kabartıya ulaĢtıktan sonra da birkaç mitoz bölünme 

daha geçirirler (Hirshfield, 1997). Bu süreçte diĢi ve erkek ayrımı yapılamaz. 

Bununla birlikte Sertoli hücrelerinde Y kromozomunun cinsiyet belirleyici 

bölgesinin SRY geni, PK10,5. günde genital bölgede, PK11,5. günde ürogenital 

alanda ve 12,5. günde az miktarda testiste eksprese olur. Bu aĢamada bu genin 

ekspreyonunun varlığı ya da yokluğuna bağlı olarak cinsiyet belirlenebilir. 

(Koopman ve ark., 1990; Clement ve ark., 2007). Gonada girdikten sonra oogonia 

olarak isimlendirilen germ hücreleri ile ileri geliĢimi desteklemede yardımcı 

fonksiyon gören somatik (pregranuloza) hücreler birbirlerine karıĢırlar (Hirshfield 

1997). Tek bir hücre (progenitor hücre), sitokin eksikliğinde, senkronize bir Ģekilde 

bölünerek birbirlerine sitoplazmik köprülerle bağlı kalan 2
n
 sayıda hücre kümeleri 

meydana getirir (Pepling 2006). Bu olaylar farelerde PK10,5- 13,5. güne kadar sürer 

(Pepling 2006) ve 13,5. günden itibaren mitoz bölünmeleri tamamlamıĢ oogonialar 

mayoz bölünmeye girerler (Pepling, 2006; Hirshfield, 1997). Mayoz bölünmenin 

baĢlamasıyla oogonialar “ovosit” olarak; pregranuloza hücreleri ile iliĢkili ovosit 

kümeleri ise “ovosit kistleri veya ovosit yuvaları” olarak adlandırılırlar (Choi ve 

Rajkovic, 2006, Pepling, 2006). Ovositler 17,5. günden itibaren, I. mayoz 
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bölünmenin profaz aĢamasının diploten döneminde sabit olarak kalırlar (Pepling, 

2006) (ġekil 1.1).  

 

 

ġekil 1.1. Erken dönem fare germ hücre geliĢimi; germ hücreleri sarı, somatik 

hücreler kırmızı ile Ģematize edilmiĢtir (Pepling, 2006). 

 

 

 

1.1.3.2. Ovosit Yuvalarının Yıkımı ve Primordiyal Folikül OluĢumu 

 

 

Erken dönem ovaryum geliĢiminde I. mayoz bölünme aĢamasında bekleyen 

ovositleri iki anahtar geliĢim süreci bekler, 1: Primordiyal folikül oluĢumu, 2: 

Primordiyalden primer foliküle geçiĢ (McGee ve Hsueh, 2000). Bu süreç sıçanlarda 

ovositlerin çoğunluğunun ovosit yuvacıklarının içerisinde olduğu ve apoptozisin 

gözlendiği E18-21. günleri; apoptozisin ve primordiyal folikül oluĢumunun pik 

yaptığı PN0-3. günleri; tüm ovosit yuvacıklarının yıkımlanıp primordiyal folikülleri 

Ģekillendirdiği için artık ovaryum kesitlerinde ovosit yuvacıklarının gözlenmediği ve 

primordiyalden primer foliküle geçiĢin olduğu PN4-7. günleri kapsar (Hirshfield ve 

DeSanti 1995; Pepling ve Spradling, 2001; Kezele ve Skinner, 2003) (ġekil 1.2).  

 

 

 

PK 
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ġekil 1.2. Sıçan ovaryumunda foliküler geliĢim dönemlerinin Ģematik 

                         görünümü. 

 

 

Ovaryumun erken foliküler geliĢimi, birbirleriyle oldukça koordineli çalıĢan, 

ovaryuma spesifik faktörler, lokal büyüme faktörleri, ovaryum steroid hormonları ve 

muhtemelen gonodotropinler aracılığıyla düzenlenir (Skinner, 2005; Uzumcu ve 

Zachow, 2007).  

 

 

Primordiyal foliküllerin oluĢumu için ovosit yuvalarının rastgele apoptozis 

geçirerek yıkılması ve ovositlerin tek tek izole olması gerekir. Ġzole olan ovositler 

yassı pregranuloza hücreleri ile bağlantı kurarak primordiyal folikülü Ģekillendirirler 

(Skinner, 2005). Primordiyal folikülün oluĢması sırasında, tümör nekroz faktör alfa 

(TNF-α) apoptozisi uyarırken, B-hücre lemfoma 2 (Bcl-2) germ hücrelerinin 

korunmasını sağlar (Marcinkiewicz ve ark., 2002; Skinner, 2005; Greenfeld ve ark., 

2007). Apoptotik bir faktör olan Bcl-2-iliĢkili X protein (Bax) da TNF-α gibi 

apoptozisi uyarır ayrıca yetersizliğinde primordiyal folikül sayısında artıĢ meydana 

gelir (Tingen ve ark., 2009). Bu süreçte steroid hormonlardan progesteron (P4), TNF-

α’yı baskılayarak ovaryumlarda apoptozisi inhibe eder ve ovosit yuvalarının yıkımını 

azaltarak primordiyal foliküllerin sayısını önemli ölçüde düĢürür. Diğer bir steroid 

hormon olan E2 ise sıçanlarda folikül oluĢumu üzerine hafif baskılayıcı bir etki 

yaparken farelerde ovosit yuvalarının yıkımını, primordiyal folikül oluĢumunu ve 

primer foliküle geçiĢi Ģiddetli bir Ģekilde azaltır (Uzumcu ve Zachow, 2007). 

 

 

Primordiyal 

folikülden primer 

foliküle geçiĢ 

Apoptozis- 

primordiyal folikül 

oluĢumu 

Apoptozis-ovosit 

yuvalarının yıkımı 
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Embriyonik geliĢim sırasında gonaddan eksprese olan Wnt-4 germ hücrelerinin 

hayatta kalmasını sağlar. Eksikliğinde ise PK 14,5. güne kadar germ hücreleri normal 

sayıdayken doğumla birlikte sağlıklı germ hücre sayısı %10 oranında azalır (Tingen 

ve ark., 2009). Sadece germ hücre kümeleri ile folikülogenezis boyunca ovositlerde 

görülen ve zona pellusida organizatörlerini bağlayan transkripsiyon faktörü olan 

faktör in the germline alfa (figα, figla), farelerde E13. gün gibi erken dönemde 

eksprese olur (Soyal ve ark., 2000; Choi ve Rajkovic, 2006). Figα nakavt fareler 

kısırken, eksikliğinde germ hücrelerinin göçü, proliferasyon ve gonad morfolojisi 

normaldir. Fakat ovosit yuvaları yıkımlanırken tüm ovositler ölür ve sonuçta 

primordiyal folikül geliĢemez (Soyal ve ark., 2000; Choi ve Rajkovic, 2006; Tingen 

ve ark., 2009). 

 

 

Ovosit ya da somatik hücrelerde üretilen faktörler germ hücre apoptozisi 

sırasında, sadece ovosit yuvaların yıkımını etkilemez aynı zamanda birçoğu 

yuvaların yıkımının baĢlama sürecinde görev alır (ġekil 1.3). Ovaryuma spesifik 

faktörlerden synaptonemal kompleks protein-1 (SCP1) ovosit yuvalarının yıkımının 

baĢlangıcında etkilidir. Sadece ovaryumlarda bulunan bu proteinin ekspresyonu 

ovosit yuvalarının yıkımlanmaya baĢladığı doğum sonrası 24 saat içinde birden 

azalır. Daha önemlisi SCP1 ekspresyonu ortadan kalktığında ovosit diploten 

aĢamasına erken girer ve erken yıkılan yuvalar sağlıklı primordiyal foliküller üretir 

(Tingen ve ark., 2009). Forkhead box L2 (Foxl2), yenidoğan ovaryum homeobox 

protein (Nobox) ve Notch sinyal yolağı üyeleri ve transforme edici büyüme faktörü 

(TGF-β) süper ailesi gibi pek çok faktör ovosit yuvalarının yıkımı yanında yıkım 

zamanını da etkileyebilir (Tingen ve ark., 2009). Bir transkripsiyon faktörü olan ve 

granuloza hücrelerinde eksprese edilen Foxl2’nin mutasyonunda granuloza hücreleri 

geliĢimine devam edemez. Germ hücre kümeleri eriĢkin dönemde varlığını devam 

ettirir ama primordiyal folikül oluĢamaz, sonuçta diĢi steril olur (Pepling, 2006). 

Nobox da yine bir erken folikülogenezis transkripsiyon faktörüdür. Embriyonal 13,5. 

günde spesifik olarak germ hücrelerde belirlenebilen bu proteinin ekspresyonu 

E15,5. günde ve sonrasında önemli ölçüde artar. Yenidoğan ovaryum homeobox 

protein germ hücre kümelerinde, primordiyal folikülde ve folikülogenezisin farklı 

aĢamaları boyunca geliĢmekte olan ovositte eksprese olmaya devam eder (Choi ve 
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Rajkovic, 2006). Yenidoğan ovaryum homeobox protein eksikliğinde ovaryumda 

büyüme farklılaĢma faktörü (GDF9), kemik morfojenik protein (BMP15), Mos and 

oktamer-bağlayıcı transkripsiyon faktör (Oct4)’ünde içinde bulunduğu çok sayıda 

spesifik genin ekspresyonu baskılanır ve erken folikülogenesiz bozulur. Sonuçta 

doğumda normal olarak oluĢan ovosit yuvaları Ģiddetli bir Ģekilde yıkılır ve pek çok 

germ hücresi yıkım tamamladıktan sonra yuva içinde kalır ayrıca postnatal ovosit 

kaybı olur ve primordiyal folikülün primer foliküle geçiĢi ortadan kalkar (Rajkovic 

ve ark., 2004; Choi ve Rajkovic, 2006; Tingen ve ark., 2009). Yuvaların yıkımında 

oldukça önemli olan Notch sinyal yolağının bileĢenleri, yuvalar içindeki germ 

hücreleri ve etrafındaki pregranuloza hücreleri tarafından eksprese edilir. Bu sinyal 

baskılandığında ovosit yuva yıkımı azalır ya da gecikir ve yuva içinde normale göre 

daha fazla sayıda germ hücresi kalır, sinyalin tamamen ortadan kalkmasıyla da multi-

ovosit folikül oluĢur (MOF). Multi-ovosit folikül bir bazal membranla ayrılmadan iki 

ya da daha fazla ovositin aynı folikül içinde bulunmasıdır. Bunlar yuvaların yıkımı 

sırasında germ hücre çekirdeklerini bağlayan sitolazmik halkaların kopmaması 

sonucu oluĢur ve fertilizasyon oranını olumsuz yönde etkiler (Tingen ve ark., 2009). 

 

 

Embriyonal 9.5. günde fötal ovaryumunda bulunan ve folikülogenezis 

süresince pregranuloza ve granuloza hücrelerinden eksprese olan Kit ligand (KL) 

ekspresyonunu aktivin (TGF-β ailesi üyesi) düĢürür. DüĢen KL düzeyiyle birlikte, kit 

reseptörünün (c-kit) germ hücrelerinde ekspresyonunda da bir azalma olur. Sonuçta 

azalan c-kit germ hücrelerinin mayoza girmeden proliferasyona devam etmesine ve 

primordiyal folikül sayısının artmasına neden olur (Choi ve Rajkovic, 2006; Tingen 

ve ark., 2009). Ovositte eksprese olan diğer TGF-β ailesi üyeleri GDF9 ve BMP15’in 

primordiyal folikül oluĢum sürecinde önemli rolleri yoktur, ancak GDF9 ovosit 

çevresindeki granuloza hücrelerinin büyümesi ve farklılaĢması için gereklidir ayrıca 

GDF9 ya da BMP15 eksikliklerinde daha fazla MOF oluĢur. (Pepling ve Spradling, 

2001; Choi ve Rajkovic, 2006; Yan ve ark., 2001).  

 

 

Ovosit yuvalarının yıkımı ve primordiyal folikül oluĢumu sırasıda henüz 

fonksiyonel folikül stimulan hormon (FSH) ve luteinizan hormon (LH) reseptörleri 

geliĢmediğinden bu gonodaotropinlerin etkileri sınırlıdır. Sekonder foliküle kadar 
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fonksiyonel FSH reseptörüne sahip olmasa da primordiyal foliküldeki pregranuloza 

hücreleri adenozin 3', 5'-siklik monofosfat (cMAP) yolağı aktivatörlerine aromataz 

ve FSH reseptör artıĢıyla yanıt verir (McGee ve Hsueh, 2000). Hamsterda FSH 

nötralize edici antikorlarla ve FSH reseptör nakavt farelerde yapılan çalıĢmalar 

FSH’nın folikülogenezisin erken safhalarında bazı türlere spesifik fonksiyonlara 

sahip olduğunu göstermiĢtir (Uzumcu ve Zachow, 2007).  

 

 

Fötal veya neonatal dönemde pek çok faktörün etkisi altında meydana gelen bu 

olaylar diĢinin reprodüktif yaĢamı boyunca kullanacağı primordiyal folikül havuzu 

oluĢturur. Etrafı tek katlı yassı pregranuloza hücreleriyle çevrili ovosite sahip, birinci 

mayoz bölünmenin profaz aĢamasında olan primordiyal folikülü, foliküler geliĢimin 

baĢlamasıyla birlikte iki farklı son bekler. Ya geliĢimi tamamlayarak ovulasyonla 

atılır ya da çeĢitli geliĢim aĢamalarında hücresel apoptozis ile atretik folikül olur. 

Ovulasyon ya da foliküler atrezi sonucunda azalmaya baĢlayan bu primordiyal 

rezervinin yeri asla doldurulamaz genellikle orta yaĢ sonrası biter ve sonuçta 

menopoz Ģekillenir (Hirshfield ve Tinkle, 1975; Peters ve ark., 1975; Cran ve Moor, 

1980; Nelson ve ark., 1985; Kezele e ark., 2002). 
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ġekil 1.3. Primordiyal folikül üzerine moleküler düzenleyicilerin etkisi. “DiĢi 

germ hücre yuvalarının yıkımı ve sonrasında oluĢan primordiyal 

folikülün kaderinde moleküler düzenleyiciler rol alır. Pek çok 

moleküler faktör germ hücrelerinin yıkımlanarak primordiyal folikül 

oluĢturma zamanının ve yıkım düzeyininin kontrolde birbirleriyle 

etkileĢiminin içindedir. Anormal yıkım germ hücre kaybına ya da 

MOF oluĢumuna yol açabilir. OluĢan primordiyal foliküller ya 

atreziye uğrar ya primordiyal folikül olarak kalmaya devam eder ya 

da geliĢim sürecine girerler” (Tingen ve ark., 2009). 

 Prematur 
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1.1.3.3. Primordiyal Folikülden Primer Foliküle GeçiĢ 

 

 

Primordiyal folikülün tek katlı kübik pregranuloza hücreleri ile çevrili bir ovosite 

sahip olan primer foliküle geçiĢi ile folikül geliĢim süreci baĢlar. Bu geçiĢ diĢi 

reprodüktif yaĢamının sürekliliği için son derece önemlidir. Bu süreçte Kit ligand 

(KL), lökemi inhibitör faktör (LIF), kemik morfojenik protein 4 ve 7 (BMP4; 7), 

trombosit kökenli büyüme faktörü (PDGF), temel fibroblast büyüme faktörü (bFGF/ 

FGF2) ve 7 (FGF-2; 7)’nin de içinde bulunduğu pek çok faktörün düzenleyici rolü 

vardır.  

 

 

Steel faktör, stem cell (kök hücre) faktör ya da multipotent büyüme faktörü 

olarak bilinen KL granuloza hücrelerinde eksprese olur (ġekil 4) ve mutasyonunda 

erken folikülogenezis döneminde folikül geliĢimi sekteye uğrar (McGee Hsueh, 

2000; Skinner, 2005; Choi ve Rajkovic, 2006; Clement ve ark., 2007). Kit ligandın 

primordiyal folikülden primer foliküle geçiĢteki öneminin belirlenmesinde kullanılan 

anti c kit (ACK-2) antikoru ile KL’nin bloke edilmesi, primordiyal folikül 

oluĢumunda herhangi bir etkiye neden olmazken, primer folikül geliĢimini engeller 

(Parrott ve Skinner, 1999). In vitro KL ilavesi ise primordiyal folikülden primer 

foliküle geçiĢi hızlandırır (Skinner, 2005; Choi ve Rajkovic, 2006). Kit ligandın 

primordiyal folikül geliĢimindeki rolü tam olarak aydınlatılamamakla birlikte 

primordiyal folikülün primer foliküle geçiĢinde oldukça önemli bir faktör olduğu 

açıktır.  

 

 

Lökemi inhibitör faktör pek çok dokuda eksprese olan ve çok farklı 

fonksiyonlara sahip bir sitokindir. Ovaryumda primordiyal ve primer foliküllerin 

granuloza ve somatik hücrelerinde bulunur (Choi ve Rajkovic, 2006) (ġekil 4). 4 

günlük sıçan organ kültüründe LIF uygulanması primordiyalden primer foliküle 

geçiĢi atırır. Primordiyal folikül sayısı hızla azalırken geliĢen folikül sayısı artar 

(Nilsson ve ark., 2002). “Granuloza hücre kültüründe LIF ilavesi hücre 

proliferasyonunu etkilemez, diğer yandan KL mRNA miktarında bir artıĢ meydana 

gelir. Bu durum LIF’in primordiyal folikülden primer foliküle geçiĢte KL 
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ekspresyonunu indükleyerek indirek olarak etki ettiğini düĢündürür” (Choi ve 

Rajkovic, 2006). 

 

 

Erken foliküler geliĢimde rol alan önemli faktörlerden birisi de nörotropin (NT) 

ailesi üyesi olan sinir büyüme faktörü (NGF)’dür. Bu faktör folikül oluĢumu 

öncesinde somatik hücrelerden ve ovositten eksprese olur ve primordiyal folikülden 

primer foliküle geçiĢte rol alır. sinir büyüme faktörünün yokluğu ovosit yuvası 

içindeki ovosit sayında artıĢ ile birlikte baĢarılı bir Ģekilde folikül yapısına katılan 

ovosit, primer ve sekonder folikül sayısında azalmaya neden olur. Yetersizliği ise 

pregranuloza hücrelerinde proliferasyonun azalmasına yol açar (Dissen ve ark., 2001; 

Choi ve Rajkovic, 2006). Yine bir nörotropin olan NT3 de primordiyalden primer 

foliküle geçiĢte uyarıcı bir rol üstlenir. (Nilsson ve ark., 2009). 

 

 

TGF-β süperailesi üyesi olan BMP ailesi üyelerinden BMP15, 7 ve 4 erken 

foliküler geliĢim aĢamasında rol oynarlar. Ovositlerde eksprese olan BMP15’nin 

primordiyal folikül geliĢimiyle iliĢkili oluğu bilinmesine rağmen primordiyal 

folikülden primer foliküle geçiĢteki düzenleyici etkisi tam olarak aydınlatılmıĢ 

değildir. Kemik morfojenik protein 7 stromal hücreler ve primordiyal folikül 

arasında etkileĢimde rol alır (Skiner, 2005). Kemik morfojenik protein 4 ise 

primordiyal folikülden primer foliküle geçiĢi uyarmakla birlikte ovositlerin 

canlılıklarını devam ettirebilmesinde de etkin bir role sahiptir (Nilsson ve Skinner, 

2003) (ġekil 1.3). Diğer BMP’lerde erken dönemdeki foliküler geliĢimden ziyade 

antral folikül düzeyinde etkili olur. (Skiner, 2005). 

 

 

Primer folikülün ovositinde eksprese olan bir diğer TGF-β süperailesi üyesi 

olan GDF9 pek çok türde foliküler geliĢim sürecinde oldukça önemlidir (McLaughlin 

ve Mciver, 2009) (ġekil 1.4). Bu faktör ovositi çevreleyen granuloza hücrelerinin 

büyüyüp farklılaĢması, antral folikül geliĢimi ve ovulasyon için gereklidir. Büyüme 

farklılaĢma faktörü 9 yokluğu foliküllerin büyümesini primer folikül aĢamasında 

duraklatır ve sonuçta diĢilerde infertiliteye sebep olur (Choi ve Rajkovic, 2006). Yine 

erken geliĢim döneminde ovositte eksprese olan ve komĢu granuloza ve teka 

Gecikme  

Notch 

östrojen 
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hücrelerini etkileyen PDGF, ovositte eksprese olan bFGF ile teka hücrelerinde 

belirlenen FGF7 de primordiyal folikülden primer foliküle geçiĢi uyaran diğer 

faktörlerdir (Nilsson ve ark., 2001) (ġekil 1.3 ve ġekil 1.4). Temel fibroblast büyüme 

faktörü, primordiyal folikül geliĢim sürecinde ovosit stroma ve teka hücrelerinin 

proliferasyonu uyarır (Nilson ve ark., 2001) ve diğer bir büyüme faktörü olan KL 

mRNA ekspresyonunu artırır. (Nilsson ve Skinner, 2004). bFGF yine bir büyüme 

faktörü olan vaskular endotelial büyüme faktörü (VEGF) ile birlikte ovaryum 

anjiyogenezinde rol alır (Losordo ve Dimmeler, 2004). 

 

 

Primordiyal folikülden primer foliküle geçiĢte uyarıcı faktörlerin yanı sıra Anti 

Müllarian hormon (AMH) ve ovositte eksprese edilen ve bir kemokin olan stromal 

hücre kaynaklı faktör 1 (SDF1) gibi baskılayıcı faktörlerin de düzenleyici rolü 

büyüktür. Bu faktörler primordiyal folikülden primer foliküle geçiĢi inhibe ederler 

(Holt ve ark., 2006). AMH null farelerde primer folikül geçiĢ sürecine dahil olan 

primordiyal folikül sayısında bir artıĢ olurken (Durlinger ve ark., 1999; Durlinger ve 

ark., 2001), AMH uygulanması folikül geliĢimini azaltır (Durlinger ve ark., 2002). 
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ġekil 1.4. “Primordiyal ve primer folikül oluĢumunda rol alan önemli genler. 

Folikül yapısı ovosit, zona pellusida ve granuloza hücrelerini 

içermektedir. Hücre-hücre etkileĢimlerine KITL, FGF2, FGF7, 

GDF9, BMP15, NGF, NT4 / 5, BDNF, AMH ve FOXL2 aracılık 

eder. Transkripsiyonel düzenlemeler figα (figla) ve NOBOX 

tarafından kontrol edilir. Zona pellusida proteinlerinin 

trapskripsiyon baĢlamama bölgelerinin yukarısında lokalize olan E-

Box, figα’nın bağlandığı organizatör bir motiftir. NBE, 

NOBOX’un bağlayıcı bir unsuru kabul edilir. NOBOX’un, Oct4, 

GDF9, ZAR1 ve Mos’a doğrudan veya dolaylı etki gösterip 

göstermediği bilinmemektedir. FBE FOXL2’nin bağlayıcı bir 

unsuru olarak kabul görür. figα ve Nobox ise germ hücre 

yuvalarında ki ovositler ile primordiyal ve daha ileri aĢamadaki 

foliküllerde eksprese olur” (Choi ve Rajkovic, 2006). 

 

 

 

1.1.3.4. Sekonder ve Preantral Folikül GeliĢimi ve FarklılaĢması 

 

 

Primer folikül, granuloza hücrelerinin köklü değiĢiklikler geçirmesiyle farklı 

özelliklere sahip iki yada üç sıra granuloza hücrelerinin bulunduğu sekonder foliküle 

dönüĢür (Uzumcu ve ark., 2006). Ovosit geliĢimi devam ederken zona pellusida 

Ģekillenir, zona pellusida folikülün etrafını çevirir ve folikülü besleyecek damarlar 

oluĢur (McGee ve Hsueh, 2000). Sekonder folikülün geliĢiminin devam etmesiyle de 
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üçten fazla granuloza hücre katmanına sahip antrum içermeyen preantral folikül 

oluĢur (Uzumcu ve ark., 2006). Bu olayların tam zamanı tartıĢılmakla birlikte türe 

spesifik olarak farklı zamanlarda geliĢir (McGee ve Hsueh, 2000). Bu dönemde de 

ovosit-granuloza etkileĢimi oldukça önemlidir. Ġmmature ovosit ile granuloza 

hücreleri arasında bağlantıların olmadığı durumlarda ovosit geliĢemezken, ovosit ve 

granuloza hücreleri gap junctionlar aracılığıyla iletiĢim sağladığında ovosit normal 

oranlarda büyür. Bu bağlantıda konneksin 37 oldukça önemli role sahiptir ve 

eksikliğinde ise bu süreç normal iĢleyemez. Konneksin 37 yokluğunda foliküllerde 

zona pellusida oluĢur, granuloza hücreleri normal geliĢimine devam eder ancak gap 

junctionların yetersizliğine bağlı olarak ovosit-granuloza iletiĢimi bozulur; normal 

süreçte folikül geliĢimine devam eder sınırlı sayıda küçük antral folikül meydana 

gelir. Sonuçta ovosit tam boyutuna ulaĢamaz ve mayoz bölünme yeteneğine sahip 

olmaz (McGee ve Hsueh, 2000). Bu süreçte de granuloza hücre fonksiyonlarının 

çoğu, ovositin salgıladağı faktörler tarafından düzenlenmekte ve bunların baĢında da 

granuloza hücre fonksiyonu ve bölünmeleri, LH reseptör oluĢumu, steroidogenesis 

ve aynı zamanda kumulus hücre büyümesini düzenleyen faktörler gelmektedir 

(McGee ve Hsueh, 2000).  

 

 

Gonadotropinler (FSH ve LH), reseptörlerinin sekonder folikül aĢamasında 

(PN7) eksprese olmasıyla birlikte folikül geliĢimi boyunca etkin bir Ģekilde rol alırlar 

(Uzumcu ve ark., 2007; Zama ve Uzumcu, 2010). Postnatal 10-20 arasında artan 

FSH seviyeleri ve ilk foliküler geliĢim dalgası arasında güçlü bir korelasyon vardır. 

Gonotropinler preantral foliküllerin büyümesini ve farklılaĢmasını uyarsa da 

gonodotropin yokluğunda da foliküller antral aĢamaya kadar geliĢebilirler (Uzumcu 

ve Zachow, 2007; Zama ve Uzumcu, 2010) fakat daha ileriki aĢamalarının 

görülebilmesi için preantral folikülün maturasyonu sırasında FSH ve LH 

salgılanması gereklidir (Uzumcu ve ark., 2007). Aktivin, FSH ile birlikte gençlerde 

folikülerin Ģekillenmesini ve büyümesini aktive eder. Neonatal dönemde FSH’nın, 

inhibin ve östrojen üretimindeki uyarımını tetikler. Ġn vivo olarak sekonder 

folikülden salınan aktivin küçük antral foliküllerin durağan kalmasına neden olur. 

Bununla birlikte aktivinin erken folikül geliĢiminde, aĢamalara bağlı etkileri tam 

olarak aydınlatılmıĢ değildir (McGee ve Hsueh, 2000). Steroid hormonların ise 
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preantral folikül geliĢimindeki rolü tam olarak bilinmemekle birlikte androjen 

uygulaması maymunlarda preantral ve küçük antral folikül sayısını, farelerde de 

preantral folikül büyümesini artırır (McGee ve Hsueh, 2000). Sekonder folikülde 

yüksek düzeyde eksprese olan KL ve GDF9, preantral folikül geliĢimde de rol 

oynarlar (McGee ve Hsueh, 2000). Kit ligand ayrıca teka hücrelerinin oluĢumunda 

görev alır. Kemik morfojenik protein 15, FGF-7, inhibinler, ve NT preantral folikül 

geliĢimini düzenleyen diğer faktörlerdir (Zama ve Uzumcu, 2010). Sıçanlarda 

preantral folikül geliĢimi sırasında postnatal dönemde IGF-I ve IGF-IR düzeyi 

yüksektir ancak IGF I yoksun mutant farelerde de foliküller erken antral aĢamaya 

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

 

 

Neonatal ve infantil dönemde ovosit geliĢimi hızlıyken daha sonraki 

dönemlerde ovositlerin mayoz bölünme süreci yavaĢlar (Hirshfield, 1991; McGee ve 

Hsueh, 2000). Ayrıca preantral foliküllerin geliĢimi büyük antral foliküllere göre 

daha yavaĢ ilerler, bu durum ovaryum büyüme farklılaĢma genlerinin geliĢimin erken 

döneminde baskılanmasıyla mümkün olmaktadır. Primer folikül granuloza 

hücrelerinde yüksek düzeyde, sekonder folikülde daha düĢük seviyede, ilerleyen 

aĢamalarda ise önemsiz miktarlarda “Wilms” tümor geni (WT1) eksprese eder. Bu 

gen, farklı hücre türlerinde pek çok büyüme faktörü ve reseptörünün ekspresyonunu 

değiĢtirebilir (McGee ve Hsueh, 2000). 

 

 

 

1.1.3.5. Folikül Seçimi, Antral Folikül GeliĢimi  

 

 

Foliküler geliĢimin ilerleyen aĢamalarında foliküller arasından folikülogenezi ve 

ovulasyonu tamamlayacak monoovulatörlerde bir, poliovulatörlerde birkaç adet 

folikül seçilir (Zama ve Uzumcu, 2010). Bu seçim folikülogenezisin antral aĢaması 

sırasında gerçekleĢir. Seçilen folikül büyüdükçe folikülün antrumu foliküler sıvı ile 

dolar, diğer yandan da teka ve granuloza hücrelerinin sayısı artmaya devam eder.  
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Granuloza hücrelerinde, cAMP indüksiyonunu düzenleyen FSH bağımlı sinyal 

iletimi, steroidojenik akut düzenleyici protein (StAR), sitokrom P450 yan zincir 

bölünme (P450scc, CYP11A), 3β hidroksisteroid dehidrojenaz tip 1 (3β-HSD) ve 

P450 aromataz (CYP19) gibi proteinlerin ekpresyonunu artırır. Bu sinyal iletim yolu 

kolesterolün progesterona dönüĢmesinin yanı sıra androstenedionun ve testosteronun 

östrojene özellikle de E2’ye aromatizasyonunu teĢvik eder (Uzumcu ve Zachow, 

2007). Teka ve granuloza hücrelerinin iĢbirliğinde östrojen üretimi, seçilen folikülde 

nispeten yüksek düzeyde tutulur (Zama ve Uzumcu, 2010). Büyük antral foliküllerde 

inhibin üretiminin baĢlamasıyla birlikte hipofizden gonodotropinlerin sekresyonu 

bloke edilir. Seçilen folikülde inhibin aracılığıyla gonadotropinler daha da baskılanır. 

Buna rağmen seçilen folikülün, diğer seçilmeyen foliküllere göre FSH’ya duyarlı 

olduğu, bunu da bulundurduğu daha fazla sayıda FSH reseptörü (FSHR) ile sağladığı 

ifade edilir. FSH etkisinin ortadan kalmasıyla birlikte seçilmeyen foliküllerin 

granuloza hücrelerinde apoptozis baĢlar ve sonuçta atrezi Ģekillenir (Uzumcu ve 

Zachow, 2007). Bu süreçte ki ince ayarlara ise insülin benzeri büyüme faktörü (IGF), 

aktivinler, hepatosit büyüme faktörü, TGF-α ve β ile FGF7 gibi lokal büyüme 

faktörleri aracılık eder. Bunlardan IGF’ler folikül olgunlaĢması için çok önemli kabul 

edilirler ve bu yüzden co-gonodotropinler olarak ifade edilirler. IGF-I yetersiz 

fareler, FSH nakavt (FSH-KO) farelere benzer ovaryum fenotipi gösterir. IGF-I 

çeĢitli türlerin granuloza hücrelerinde hücre çoğalması ve steroidogenezi uyarırken, 

IGF bağlayıcı proteinler (IGFBP) de IGF-I protein ile kompleks oluĢturup 

aktivasyonunu baskılayrak, atreziye yol açan FSH bağlı foliküler büyümeyi ve 

farklılaĢmayı önleyebilir (Zama ve Uzumcu, 2010). 

 

 

 

1.1.3.6. Ovulasyon 

 

 

“Ovulasyon öncesi aĢamada FSH ve LH yükseliĢi seçilen folikülde steroidogenezisi 

artırır ve luteinizasyonu baĢlatır, böylece östrojen üretimine özel olan granuloza 

hücreleri östrodiol ve progesteron üretimine geçer. Bu süreçte yaklaĢan ovulasyon 

için LH reseptör (LHR) geninin de içinde bulunduğu çok sayıda gende artıĢ olur. 

Yüksek oranda LH, daha düĢük oranda FSH, luteinizasyon için önemli olan 
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granuloza hücrelerinin terminal farklılaĢmasını teĢvik eder. Östrojen reseptör β 

(ERβ), progesteron reseptör (PrR), proteaz, epidermal büyüme faktörü benzeri 

proteinler ve prostaglandin sentaz-2’ninde içinde bulunduğu birçok gen ovulasyonda 

rol alabilir. Ovulasyonu takiben ovule folikülün kalıntıları LH tarafından son olarak 

korpus luteuma farklılaĢmak üzere uyarılırlar. Korpus luteum birincil olarak 

progesteron kaynağıdır gebeliğin baĢlangıcı ve devamlılığı için zorunludur” 

(Uzumcu, 2010).   

 

 

Burada belirtildiği gibi ovaryum hormanlara duyarlı bir dokudur ve bu durum 

bütün geliĢim aĢamasındaki folikülleri ve korpus luteumu kapsar (Zama ve Uzumcu, 

2010).  

 

 

 

1.2. Methoxychlor/Metoksiklor (MXC) 

 

 

 

1.2.1 Methoxychlor’un Genel Özellikleri 

 

 

Methoxychlor tarla ve bahçe ürünlerini, çiftlik hayvanlarını, tahıl ambar silolarını 

haĢerelerden korumak için yaygın olarak kullanılan iki halkalı organik klorlu bir 

pestisittir. Bu pestisid, dikloro difenil trikloroethan (DDT; 1,1,1-trichloro-2, 2-bis[4-

chlorophenyl]ethane)’nin yerine geliĢtirilmiĢtir ve DDT’den daha az dirençlidir. 

Buna rağmen, güçlü bir çevresel zehir olduğu düĢünülmektedir ( Wauchope ve ark., 

1992; Cummings ve ark., 1997; Laws ve ark; 2000; Younglai ve ark., 2005 ). Ġlk 

olarak 1893 yılında sentezlenmiĢ ve ABD’de 1946 yılında ticari üretimine baĢlanmıĢ; 

87 tarım bitkisi, besi sığırı, süt sığırı, keçi, koyun ve domuzda böcek ilacı olarak 

kullanılması onaylanmıĢtır (Cummings ve ark., 1997). Ticari olarak Maralate, 

Marlate, Metox, Methoxcide Dimethoxy-DDT, Methoxy-DDT gibi isimlerle anılır. 

Kimyasal ismi 2,2-di(p-methoxy phenyl) 1, 1, l –trichloroethane; kimyasal formülü 

ise C16H15Cl3O2’dir. Saf kimyasal % 50-88 MXC içerir, gerisi ise izomerleri ve 

reaksiyon ürünleridir (Cummings ve ark., 1997). Methoxychlor in vivo olarak 

sitokrom (cytochrome) P-450 enzimi aracılığıyla 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], kateĢol (catechol) MXC ve tris-hydoxy 

MXC’ ye metabolize olur (Gaido ve ark., 2000; Gupta ve ark., 2007). (ġekil 1.5).  

 

 

Methoxychlor östrojenik etkilidir ve özellikle reprodüktif sistem üzerine pek 

çok 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 yılında 

ülkemizde yasaklanmıĢtır (Anonim 3, 2009). Ancak çevrede yaygın olarak bulunan 

pek çok benzer endokrin bozucuya model teĢkil ettiği için çalıĢmalarda kullanılmaya 

devam edilmektedir. 

 

 

 
 

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

 

 

 

1.2.2. Methoxychlor’un Ovaryum Üzerine Etkileri 

 

 

Ovaryumda normal folikül geliĢimi ve kaliteli ovosit üretimi endokrin sisteminin 

fonksiyonunu düzenli ve sorunsuz bir Ģekilde yerine getirmesine bağlıdır. Ancak, 

günümüzde pek çok alanda kullanılan pestisitler (örn metoxychlor), herbisitler, 

polikarbonat plastik (örn: bisphenol A), kozmetik ürünler, kiĢisel bakım ürünleri 

(örn: fitalatlar) ve sanayi atıkları (örn: dioksin) gibi endokrin bozucular, geliĢmekte 

olan reprodüktif sistemde özellikle de geliĢen ovaryum folikülleri ve ovosit için 

büyük bir risk oluĢturmaktadır (Kwintkiewicz ve Giudice, 2009).  
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Pestisitlere maruz kalma ile kadın doğurganlığı arasında güçlü bir iliĢki olduğu 

yapılan epidemiyolojik çalıĢmalar ile gösterilmiĢtir. Tarımsal iĢlerle uğraĢan 

kadınlarda infertilitede bir artıĢ söz konusudur (Fuortes ve ark., 1997). Bununla 

birlikte insan foliküler sıvısında endokrin bozucuların konsantrasyonları ve baĢarısız 

in vitro fertilizasyon teĢebbüsleri arasındaki bağlantı dikkat çekicidir (Younglai ve 

ark., 2005).  

 

 

Reprodüktif bir zehir olarak bilinen MXC, östrojenik aktiviteler gösteren (Hall 

ve ark., 1997) ve erken ovaryum geliĢimini, folikülogenezisi ve yetiĢkin ovaryum 

fonksiyonunu etkileyen endokrin bozucu bir ajandır (Cummings ve ark., 1997). 

Sıçanlarda MXC’nin farklı dozlarına (25, 50, 100, 200 mg/kg/gün) kronik olarak  

maruz kalınması erken vajinal açılmaya ve östrusa bağlı olarak erken pubertaya 

giriĢe sebep olurken, 200 mg/kg/günlük yüksek dozu bu etkilere ilave olarak kalıcı 

östrusa ve çiftleĢmeye rağmen gebeliğin oluĢmamasına neden olur (Gray jr Le, 

1989). Methoxychlor’un reprodüktif sistem üzerine olumsuz etkilerinin Ģiddeti ve 

süresi, MXC dozunun yanı sıra maruz kalınan sürece bağlıdır. EriĢkin dönemde 

maruz kalındığında, bu ajanın ortadan kalkmasıyla birlikte östrus siklusu normale 

dönerken, ovaryumda foliküler havuzun büyüklüğünün belirlendiği fötal ve neonatal 

dönemde maruz kalınması durumunda, MXC’nin üreme parametreleri üzerindeki 

olumsuz etkileri eriĢkin dönemde de devam eder. Bu dönemlerde MXC uygulamaları 

vajinal açılmanın ve ilk östrus baĢlangıcının hızlanmasına, düzensiz östrus 

sikluslarına, kalıcı vajinal östrusa, düĢük gebelik oranına, küçük yavru boyutlarına, 

erken reprodüktif yaĢlanmaya (Uzumcu ve Zachow, 2007; Armenti ve ark., 2008), ve 

embriyo taĢıma hızını artırarak implantasyon öncesi embriyo kaybına (Cummings ve 

ark., 1990; Cummings ve ark., 1993) neden olur. Bunların yanı sıra ovaryum 

parametreleri, serum hormon düzeyleri ve ovaryum için anahtar markırlar üzerine de 

güçlü etkiler gösterir (Tiemann, 2008). Methoxychlor ovosit ve ovositi çevreleyen 

kumulus hücreleri arasındaki gap junction bağlantılarının oluĢumunu inhibe eder. Bu 

bağlantılar foliküler geliĢimin kontrolünde, ovositin mayotik olgunlaĢması, luteal 

büyüme ve gerileme olaylarında ovosit ve etrafındaki kumulus hücreleri arasında 

iletiĢim sağlar (Tiemann, 2008). Ayrıca mayoz bölünme sırasında mekik ipliklerinin 

oluĢumunu bozarak da ovosit olgunlaĢmasını etkileyebilir (Tiemann, 2008). Yüksek 
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doz MXC ovaryumda foliküler kompozisyonunu değiĢtirir. Fötal ve erken postnatal 

döneminde 100 mg ve 500 mg dozları primordiyal, primer ve sekonder folikül 

sayısını etkilemezken (Uzumcu ve ark., 2006; Armenti ve ark., 2008) preantral 

folikül sayısını artırır, antral folikül ve korpus luteum (CL) sayısını azaltır (Uzumcu 

ve ark., 2006). Methoxychlor’un yanısıra metaboliti HPTE, foliküler geliĢimin ve 

farklılaĢmasının negatif düzenleyicisi AMH ekpresyonunu uyararak, foliküler 

inhibisyona neden olur (Armenti ve ark., 2008). Methoxychlor, serum LH düzeyini 

artırır, ovaryum LHR düzeyini düĢürür (Armenti ve ark., 2008). Bununla birlikte 

ekzojen gonodotropinlerle uyarılan ovulasyon düzeyinde azalmaya neden olur. Bu 

durumun LHR ekpresyonundaki azalmaya bağlı olduğu düĢünülmektedir (Armenti 

ve ark., 2008). FSH ekpresyonu üzerine etkilerine dair veriler ise çeliĢkilidir. 

Armenti ve ark. (2008), serum FSH düzeyini etkilemediğini belirtirken, Chapin ve 

ark. (1997) ise azalttığını bildirmiĢtir. Methoxychlor’un düĢük dozu (20 mg/kg/gün) 

E2 sentezini uyarırken, yüksek dozu (100 mg/kg/gün) P4 seviyesini düĢürür. 

Methoxychlor sterodidogenezi, kolestrolün preglona dönüĢmeden önce meydana 

gelen bir mekanizma ile inhibe eder (Crellin ve ark., 2001). Steroid hormon sentezi 

kolestrolün StAR aracılığıyla mitokondriye taĢınmasına bağlıdır (Stocco ve Clark, 

1996). MXC uygulaması StAR ekspresyonunu değiĢtirmezken, streoidogeneziste 

anahtar role sahip P450scc ise CL’larda önemli derecede düĢürür. Diğer yandan 

HPTE, FSH uyarımlı P450scc mRNA üretimini granulaza hücrelerinde inhibe eder 

(Zachow ve Uzumcu, 2006) ve sonuçta steroid sentezi sekteye uğrar.  

 

 

Östrojenik etkili MXC ER’ye düĢük affinite gösterirken metabolik ürünü olan 

HPTE, ER alt tiplerine bağlı olarak, daha güçlü östrojenik, antiöstrojenik ve anti 

androjenik aktiviteler gösterir. Ġnsan ve sıçan ERα ve β ile yapılan denemeler OH-

MXC ve HPTE’nin ERα için agonist, ERβ için androjen reseptörlerde olduğu gibi 

antagonist davrandığını göstermiĢtir (Gaido ve ark.,1999; Gaido ve ark., 2000). Her 

iki östrojen reseptör alt tipleri, hem geliĢim hem de yetiĢkinlik döneminde 

ovaryumda eksprese olur. ERα germinal epitel, stroma hücreleri ve teka hücrelerinde 

birinci postnatal günde belirlenebilir, ERβ geliĢen foliküllerin granuloza hücrelerinde 

beĢinci günden baĢlayarak aktiftir (Sar ve Welsch, 1999). Östrojen reseptör α, 

steroidogenesis ve hipotalamo hipofizer sistemde ki östrojen aracılı geri bildirim 
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(feedback) mekanizması için gereklidir (Woodruff ve Mayo, 2005). Methoxychlor, 

foliküllerde ERα ekspresyonunu artırarak folikül atrezisine yol açarken (Tomic ve 

ark., 2006), ERα bağımsız olarak ERβ ekspresyonunu inhibe ettiği ve buna bağlı 

olarak gonadotropinlere cevabı azalttığı dolayısla da diĢi fertilitesini düĢürdüğü 

bildirilmektedir  (Armenti ve ark., 2008). DNA metilasyonu ve diğer epigenetik 

mekanizmalar MXC’ninde dahil olduğu çevresel östrojenik bileĢikler tarafından 

etkilenir (Ruden ve ark. 2005; Crews ve Mclahlan 2006). Methoxychlor’a maruz 

kalmanın, ovaryum fonksiyonu için önemli olan ER anahtar geninin epigenetik 

profilini değiĢtirdiği ve bu değiĢikliğin ovulasyonda rol oynayan ER gen 

ekspresyonunu ve diĢi infertilitesine neden olan foliküler olgunlaĢmayı inhibe ettiği 

bildirilmiĢtir (Zama ve Uzumcu, 2009). Aynı araĢtırma grubunun baĢka bir önemli 

çalıĢmasında, endokrin bozuculara testiküler farklılaĢma esnasında maruz kalmanın, 

erkek infertilitesine neden olan nesilden nesile aktarılabilen epigenetik etkilere yol 

açabildiği gösterilmiĢtir (Anway ve ark., 2005). Ġnsan ve hayvan sağlığı için bu 

bulguların anlamı çok önemlidir. Methoxychlor gibi östrojenik bileĢiklere erken 

geliĢim döneminde maruz kalınması, eriĢkin ovaryum fonksiyon bozukluğuna ve diĢi 

infertilitesine yol açabilir. Daha da önemlisi, ovaryum üzerine doğrudan bu zararlı 

etkileri ile daha sonraki nesillerin diĢi cinsiyet hücre hattını etkileyerek epigenetik 

bozukluklara neden olabilir. 

 

 

MXC, folikülogenezis sürecinde atreziyle sonuçlanan folikül geliĢimininin 

inhibisyonuna (Cummings ve ark., 1997; Gupta ve ark., 2006), CL sayısında 

azalmaya (Swartz ve Eroschenko, 1998; Armenti ve ark., 2008) ve ovaryum 

atrofisine sebep olur. Diğer yandan hormonların sekresyonunu ve salgılanmasını 

değiĢtirebilir (Martinez ve Swartz, 1992; Swartz ve Corkern, 1992). Antral folikülleri 

ise seçici olarak etkiler ve bu etkisini de hiptalamo hipofizer gonadal (HPG) ekseni 

etkilemeden ERα (Tomic ve ark., 2006) yanı sıra BCl-2 ve Bax aracılı yolaklar 

(Borgeest ve ark., 2004, Miller ve ark., 2005) ve oksidatif stres yolağı (Gupta ve ark., 

2006) gibi yolaklar aracılığı ile gerçekleĢtirir. 

 

 

 

 

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. Ġnsülin Benzeri Büyüme Faktör Sistemi (Ġnsülin-Like Growth Factor 

System)  

 

 

Ġnsülüne benzer etkileri ve yapısal benzerlikleri nedeniyle bu isimle adlandırılan IGF 

sistemi, iki ligand (insülin benzeri büyüme faktörü: IGF-I ve IGF-II), iki reseptör 

(insülin benzeri büyüme faktörü reseptörleri: IGF-IR ve IGF-IIR) ve insülin benzeri 

büyüme faktörü bağlayıcı proteinler (IGFBP 1-6) ile insülin benzeri büyüme faktörü 

bağlayıcı protein proteazlarından oluĢan geniĢ bir ailedir (Poretsky ve ark., 1999). 

Ġnsülin benzeri büyüme faktörü I ve II hücre proliferasyonu, hücresel büyüme ve 

farklılaĢma ile anti-apoptozis de önemli role sahip mitojenik (Gederet ve ark 2004; 

Durai ve ark., 2005) özellikteki peptid hormonlardır (Frohman, 1987; Clemmons ve 

ark., 1992; Siddle ve ark., 1994; Whitley ve ark., 1996). Bunlardan IGF-I en önemlisi 

ve üzerinde en çok çalıĢma yapılmıĢ olanıdır.  

 

 

 

1.3.1.Ġnsülin Benzeri Büyüme Faktörü I (IGF-I)  

 

 

Ġnsülin benzeri büyüme faktörü I, 70 amino asitten oluĢan ve IGF-II ile önemli 

oranda homoloji gösteren tek zincirli bir polipeptiddir (ġekil 1.6). Onikinci 

kromozomda lokalize olan IGF-I sahip olduğu üç adet disülfid bağı ile sabit yapısını 

korur. Somatomedin C olarak da adlandırlan IGF-I özellikle postnatal dönemde 

karaciğer baĢta olmak üzere pek çok dokuda üretilir (Poretsky ve ark., 1999; Tawil, 

2008). Kısa vadede metobolik, uzun vadede ise büyüme üzerine etki gösterir (Ota ve 

ark., 1988; Yarden ve Ullrich, 1988). Fötal ve çocukluk evresi boyunca normal 

geliĢimde önemli rol oynar. EriĢkin dönemde ise bu sistem, hücresel metabolizmada 

rol almanın yanı sıra hücre çoğalması ve farklılaĢması ile apoptozisin önlenmesi gibi 

fonksiyonların düzenlenmesinde görev alır (Froesch ve ark., 1985; Jerome ve ark., 

2003). Mitojenik etkisi insüline göre çok daha güçlüdür (Lammers ve ark., 1989). 

Ġnsülin benzeri büyüme faktörü I postnatal büyüme süresince pek çok metabolik etki 

ile büyüme hormonunun [growth hormone (GH)] anabolik etkilerinin baĢlatılmasına 

aracılık eder (Lehninger, 1982). Ġnsülin benzeri büyüme faktörü I’in karaciğerde 

ekspresyonu GH’nin serum düzeyine bağlıyken ekstrahepatik dokularda üretimi ise 
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GH’ye bağımsız olarak gerçekleĢmektedir (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 gösterir (Chen ve ark., 1999).  

 

 

Ġnsülin benzeri büyüme faktörleri peptid yapıda olduklarından dolaĢımda 

serbest halde taĢınmazlar, bağlayıcı proteinlere ihtiyaç duyarlar. Bu yoldan hareketle 

yapılan çalıĢmalarda altı farklı IGFBP tanımlanmıĢtır. (Rechler ve Nissley, 1991; 

Clemmons, 1994). Ġnsülin benzeri büyüme faktörü I hedef dokulara kan yoluyla 

IGFBP-3 aracılığıyla taĢınır ve proteolitik yıkımlanmadan korunarak reseptörü ile 

etkileĢimi sağlanır (Morimoto ve ark., 2005a; b) IGF-I’in mitojenik ve antiapoptotik 

etkileri IGFBP-3 ile düzenlenir. Ġnsülin benzeri büyüme faktörü I apoptotik Bcl ve 

Bax proteinlerinin ekspresyonunu düzenleyerek hücre ölümünü engellerken, IGFBP-

3 apoptozisi uyararak IGF-I’in mitojenik etkisini inhibe eden antiproliferatif bir etki 

gösterir (Fürstenberger ve Senn, 2002; Morimoto ve ark., 2005a; b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 1.6. IGF-I Ģematik gösterimi (Tawil, 2008). 
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1.3.2. Ġnsülin Benzeri Büyüme Faktörü-I Reseptörü (IGF-IR)  

 

 

IGF’ler spesifik etkilerini kendilerine özgü tetramerik transmembran glikoprotein 

reseptörleri (IGF-IR ve IGF-IIR) aracılığla gösterir.  

 

 

Ġnsülin benzeri büyüme faktörü I yüksek düzeyde IGF-IR’ye (Ullrich ve ark., 

1986) düĢük oranlarda da IGF-IIR’ye (Morgan ve ark., 1978) ve insilün reseptörüne 

(Massague ve Czech, 1982) affinite gösterir. Ġnsülin benzeri büyüme faktörü I 

reseptörünün insülin reseptörü ile yüksek benzerlik gösteren IGF-IRα (hücre dıĢı) ve 

IGF-IRβ (hücre içi) olmak üzere disülfid bağları ile bağlı iki altbirimi bulunmaktadır. 

Ġnsilün reseptörü ile benzerlik, IGF-IRα’nın sisteinden zengin hormon bağlama 

bölgesi ve IGF-IRβ’nın trozin kinaz aktiviteli sitoplazmik bölgesinden 

kaynaklanmaktadır. (Baserga, 1992; Leroith, 1996; Sepp-Lorenzino, 1998; Baserga, 

2000). Ġnsülin benzeri büyüme faktörü I, IGF-IR’ye insüline göre yüz kat daha fazla 

affinite ile bağlanır. Ġnsülin benzeri büyüme faktörü I’in reseptörüne (IGF-IRα alt 

birimine) bağlanması; trozin fosforilasyonu ile birlikte insulin-reseptör substrat-1 

(IRS-1) ve Shc gibi adaptör proteinlerin fosforilasyonuna neden olur (Dudek ve ark., 

1997). Böylece proliferatif ve antiapoptotik bir sinyal baĢlar sonuçta hücrenin 

çoğalmasında ve hayatta kalmasında rol alan Ras / Raf / mitojen-aktive edici  protein 

kinaz (MAPK)’ın ya da fosfatidilinositol-3 kinaz (PI-3K) yolağının aktivasyonu gibi 

insilün reseptörünün etkilerine benzer olaylar meydana gelir. (Porter ve Vaillancourt, 

1998; Poretsky ve ark., 1999; Vivanco ve Sawyers, 2002). Hücreye ait iyi korunan ve 

MAPK kaskadında önemli bir protein olan p21 Ras’ın da bu süreçte rol aldığı ve 

büyüme faktör reseptör ile insulin reseptör tirozin kinaz aktivasyonunda kritik faktör 

olduğu düĢünülmektedir (Poretsky ve ark., 1999).  

 

 

Ġnsülin benzeri büyüme faktörü I bağlanmasıyla aktive olan IGF-IR hücre 

çoğalması ve farklılaĢması ile hücrenin hayatta kalmasında kritik rol oynar (Duncan 

ve ark 1994; Chen ve ark., 1999; Jehle ve ark., 1999; Su ve ark., 1999; Baserga, 

2000). Ġnsülin benzeri büyüme faktörü I’in kanser hücrelerin büyümesindeki etkisi de 

IGF-IR trozin kinaz aracılığı ile gerçekleĢir (Durai ve ark., 2005). Ancak bu etki 
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IGFBP-3 tarafından aktive edilen fosfotirozin fosfatazın (sinyalizasyonu bozup ve 

inhibitör etki gösteren) IGF-IR’yi defosforile etmesiyle ortadan kalkar (Samani ve 

ark., 2007).  

 

 

1.3.3. Ġnsülin Benzeri Büyüme Faktörü I (IGF-I) ve Reseptörü (IGF-IR)’nün 

Ovaryumdaki Fonksiyonları 

 

 

Ovaryumun temel fonksiyonu olan folikülogenezis sürecinin, steroid hormonlar 

(Findlay ve ark., 2001), gonodotropinler ve IGF’lerinde içinde bulunduğu pek çok 

büyüme faktörü (Skinner ve ark., 2005) tarafından kontrol edildiği bilinen bir 

gerçektir. Bunlardan IGF ekspresyonu, sinyal mekanizması ve IGF üyelerinin 

(ligand, reseptör, bağlayıcı protein) ovaryum folikül fonksiyonundaki rolleri uzun 

yıllardır aydınlatılmaya çalıĢılan bir konu olmuĢtur.  

 

 

Ġnsülin benzeri büyüme faktörleri (IGF-I ve IGF-II) ve reseptörleri (IGF-IR ve 

IGF-IIR) ovaryum geliĢimi boyunca farklı düzeylerde eksprese olarak, kendilerine 

özgü rolleri ile foliküler geliĢim sürecini düzenlerler (Levy ve ark., 1992). Ġnsülin 

benzeri büyüme faktörleri folikül geliĢimi, seleksiyon, atrezi, hücresel farklılaĢma, 

steroidogenezis ve ovosit maurasyonu gibi pek çok olayın intraovarian 

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

 

 

Ġnsülin benzeri büyüme faktörü I sıçan ovaryumunda puberta öncesi ve sonrası 

tüm foliküllerde; primordiyal folikülden itibaren özellikle de sağlıklı antral folikülde 

granuloza hücrelerinde, atretik ve luteinize foliküllerde eksprese olur (Zhou ve ark., 

1991). Ġnsülin benzeri büyüme faktörü I sıçanlarında içinde bulunduğu pek çok 

memeli türünde granuloza hücrelerinin çoğalmasını ve farklılaĢmasını uyarır 

(Monget ve ark., 2002; Mazerbourg ve ark., 2003; Quirk ve ark., 2004). Ayrıca bu 

hücreleri apoptozize karĢı koruyarak hayatta kalmalarını sağlar ve bu Ģekille foliküler 

atreziyi önler. (Guthrie ve ark., 1998; Hu ve ark., 2004).  
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Ġnsülin benzeri büyüme faktörü I, ovaryumda fonksiyon gören diğer 

hormonlarla etkileĢim içindedir. Granuloza ve teka hücrelerinde LH reseptör 

ekspresyonu uyarır ve granuloza hücrelerinde FSH reseptör ekspresyonu için gerekli 

olduğu düĢünülür. FSH ve LH ile sinerjizma göstererek, streoidogenezis, foliküler 

olgunlaĢma ve gonodotropin reseptör ekspresyonunda etkili olurlar. FSH ile birlikte 

granuloza hücrelerinden E2 ve P4 üretimini, LH ile de granuloza ve teka hücrelerinde 

androjen salınımını artırırlar (Poretsky ve ark., 1999). Ġnsanda progesteron (Devoto 

ve ark., 1995) ve östrojen (Johnson ve ark., 1996) üretimini artırarak  luteal 

steroidogenezi düzenler.  

 

 

 

1.4. Endokrin Bozucuların IGF-I Sinyal Yolağı Üzerine Etkileri 

 

 

Östrojen ovaryumda (Hernandez, 1995) ve uterusta (Murphy ve ark., 1987; Kapur ve 

ark., 1992) IGF-I expresyonunu ve geliĢmekte olan meme bezinde IGF-I uyarımını 

artırır (Ruan ve ark., 1995). Ayrıca pek çok endokrin bozucunun (çevresel 

östrojenin) ovaryum ve uterus gibi östrojen duyarlı organlarda da IGF-I ve IGF-IR 

ekspresyonunu etkilediği bilinmektedir. MXC’nin metabolitlerinden HPTE’nin de 

içinde bulunduğu östrojenik özellikteki pek çok madde uterusta özellikle IGF-I 

mRNA ekspresyonunu artırır ve IGF-IR sinyal yolağını aktive eder. Bu yolakta ERα 

rol alırken, ERβ’nın etkisi yoktur (Klotz ve ark., 2000). HPTE ve östrojenik 

özellikteki pek çok madde, ERα yanısıra IGF-I ve östrojenin sinyal iletim 

yolaklarının bir parçası olan MAPK sinyal kaskadını da aktive eder. Bu kaskad hücre 

büyümesi, proliferasyon, farklılaĢma ve apoptozis gibi olaylarda etkilidir. (Frigo ve 

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

 

 

Östrojen ve IGF-I etkilerini reseptör aracılı sinyal yolakları ile gerçekleĢtirir. 

Bu sinyal yolakları MAPK sinyal kaskadında çakıĢır. Bu nedenle MAPK sinyal 

kaskadı IGF-I ve östrojen için potansiyel etkileĢim yerlerinden biridir (Kato ve ark., 

1995; Bunone ve ark 1996) ve büyümedeki sinerjik etkilerinin bu sinyal yolakları 

arasındaki etkileĢimin sonucunda olduğu düĢünülmektedir (Aronica ve 

Katzenellenbogen, 1993; Ma ve ark., 1994; Smith, 1998). IGF-I’in mitojenik yanıtı, 

http://mend.endojournals.org/search?author1=Liam+J.+Murphy&sortspec=date&submit=Submit
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ligand indüksiyonuyla IGF-IR tirozin otofosforilasyonunun baĢlamasıyla oluĢur ve 

bu durum Ras/Raf/MAPK sinyal kaskadının aktivasyonu ile sonuçlanır. Östrojen 

duyarlı genlerin aktivasyonunu indüklediği bilinen IGF-I, östrojen reseptörünü ise 

Af-I’in direkt fosforilasyonuyla oluĢan MAPK sinyali aracılığıyla aktive eder (Kato 

ve ark., 1995; Bunone ve ark., 1996). Östrojen ise artan MAPK aktivasyonunu 

izleyen IGF-I ve insilün reseptör substrat-1 trozin fosforilasyonuna neden olur. IGF-

IR’in modülasyonunu ve membranla iliĢkili IGFBP’leri uyarır (Kleinman ve ark., 

1995; Richards ve ark., 1996; Richards ve ark., 1998; Lee ve ark. 1999). Ayrıca 

östrojenin bağlanmasıyla aktive ve fosforile olan ERα, IGF-IR’üne bağlanabilir, 

böylece östrojen için potansiyel bir mekanizma ile IGF-IR sinyal yolağı özel olarak 

aktive edilir. Bağlanma sonrası IGF-IR otofosforile ve aktive olur. IGF-IR’nin 

aktivasyonu MAPK’ı ve dolayısıyla sinyal kaskadının bir parçası olan ERK1/2’yi 

uyarır. ERK1/2’nin E2 tarafından fosforilasyonu gerekir. Ortamda ERα varlığında E2 

tarafından bu fosforilasyon oldukça hızlı gereçekleĢir. ERK1/2 ERα’nın 

fosforilayonuna yol açabilir bu da ligand bağımsız olası bir mekanizma sağlayabilir 

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

 

 

Kısacası östrodiol ve çevresel östrojenlerin IGF-I sinyal yolağı üzerine etkisi 

ERα aracılığıyla gerçekleĢtirdiği dikkat çekmektedir. Dolayısıyla çevresel bir 

östrojen olan MXC de östrojen ve IGF-I için ortak bir sinyal yolağı olan MAPK 

sinyal yolağını etkiliyor olabilir.  

Endokrin bozucu bir ajan olan BPA’nın aromatase nakavt (ArKO) farelerde  

östrojen verilenlere benzer bir etki göstererek IGF-I veIGF-IR ekspresyonunu 

artırdığı bildirildi (Toda ve ark., 2002). Diğer bir çalıĢmada ise BPA’nın insan 

granuloza benzeri tümor hücre hattında (human granulosa-like tumor line) IGF-I ve 

IGF-IR ekspresyonunu azalttığı gösterildi (Kwintkiewicz ve Giudice, 2009). Bu 

veriler MXC’nin de IGF-I sinyal yolağı üzerine bir takım etkilerinin olabileceğini 

düĢündürmektedir. Dolayısıyla ovaryumda folikülogenesisi ve steroidogenesisi 

yakından etkileyen MXC’nin bu etkilerini IGF-I sinyal yolağı üzerinden gösteriyor 

olması da muhtemeldir   

 

 

. 
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ġekil 1.7. IGF-I ve östrojen arasındaki etkileĢimi için kabul edilen mekanizma 

(Kahlert ve ark 2000) 

 

 

HĠPOTEZ I: Fötal ve neonatal folikül geliĢimi esnasında MXC’ye maruz 

kalınması eriĢkin dönemdeki foliküler kompozisyonu değiĢtirir. 

 

 

AMAÇ I: E18-PN7 zaman aralığında MXC uygulamasının, eriĢkin (PN50-60) 

dönemde toplanan ovaryumlarda folikül aĢamalarının (safhalarının) oransal 

dağılımını nasıl etkilediğini ortaya çıkarmak. 

 

 

HĠPOTEZ II: Ovosit yuvacıkların oluĢumu ve yıkılmasının baĢlaması, 

primordiyal foliküllerin Ģekillenmesi ve primordiyalden primer foliküle geçiĢ 

dönemlerini kapsayan erken foliküler geliĢimin sürecinde (E18-PN7) MXC’ye 

maruziyet, eriĢkin dönemdeki IGF-I ve IGF-IR ekspresyonlarını değiĢtirir  

 

 

AMAÇ IIa: Foliküler geliĢimin IGF-I sinyal yolağının üyelerinin farklı folikül 

aĢamalarındaki spesifik lokalizasyonlarını belirlemek ve ekspresyonlarının seviyesini 

saptamak. 

 

 

AMAÇ IIb: Bu zaman aralığı içerisinde MXC uygulamasının IGF-I ve IGF-IR 

protein ekspresyonlarında değiĢikliğe sebep olup olmadığını göstermek. 

IGF-I Reseptör 
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

 

 
2.1. Hayvan Materyali 

 

 

Ġki aylık, Wistar ırkı, 12 adet diĢi sıçan Afyon Kocatepe Üniversitesi Deney 

Hayvanları Laboratuvarında ıĢık (aydınlık periyodu 07:00-21:00 arası), ısı (26–28
°
C) 

ve nem (30–70%) kontrollerinin yapıldığı odalarda bakıldı.  

 

 

Sıçanların östrus siklusu vaginal sitoloji ile sabah saat 08:00-09:00 arasında 

günlük olarak takip edildi. Her bir diĢi sıçan ikinci proöstrus döneminde akĢam saat 

17:00’de çiftleĢtirilmek için erkek sıçan ile gece boyu aynı kafese konuldu. Ertesi 

sabah vajinal smear’de sperm görülmesi baĢarılı bir çiftleĢmenin olduğunu gösterdi 

ve sperm pozitif vaginal smear gebeliğin 0. günü olarak belirlendi. Hayvanların 7 

gün boyunca östrus siklusları vaginal smear yöntemi ile takip edildi ve bu süre 

zarfında vaginal sitolojilerinde lökosit görülen sıçanlar gebe olarak kabul edildi. 

 

 

Gebe hayvanlar deney (n:6) ve kontrol (n:6) olmak üzere iki ana gruba ayrıldı.   

 

 

 

2.2. Deneysel Prosedür  

 

 

Gebe sıçanlara E18 günden baĢlayarak günlük saat 09:00 da, intraperitoneal olarak 

(i.p.) deney grubuna 100 mg/kg/gün MXC ve kontrol grubuna ise taĢıt madde DMSO 

(dimetil sülfoksid)-susamyağı 1:2 oranında karıĢtırılarak uygulandı. MXC solüsyonu 

taĢıt madde içinde çözdürülerek hazırlandı. 1ml DMSO içerisinde 300 mg MXC 

çözdürüldükten sonra bu solüsyona 2 ml susam yağı eklendi böylelikle 100mg/kg 

dozda 3ml MXC solusyonu elde edildi. TaĢıt madde ve MXC doğuma kadar günlük 

takip eden i.p. enjeksiyonlarla uygulandı. Doğum sonrası yavru diĢi sıçanlara ise 
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subkutan (s.c.) olarak postnatal 7 gün boyunca 100 mg/kg/gün MXC ve taĢıt madde 

uygulamasına devam edildi. 

 

 

 

 
 

ġekil 2.1. Deney prosedürü 

 

 

 

2.3. Dokuların Alınması  

 

 

Deneysel prosedürün uygulanmasını takiben 50 ile 60. günler arasında proöstrusa 

giren hayvanlar belirlendi. Proöstrus aĢamasında genel anestezi (21.1 mg/kg ketamin 

ve 4,2 mg/kg ksilazinin i.p.) altında servikal dislokasyon ile hayvanlar öldürüldü 

(Afyon Kocatepe Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu, AKÜHADYEK-

67-10). Sıçanların karın boĢluğu açılarak ovaryumlar toplandı. Sol ovaryum 

foliküllerin sayılarının belirlenmesi ve immunohistokimyasal boyamalar için Bouin 

solüsyonunda tespit edildi. Sağ ovaryum ise protein izolasyonu ve western blotting 

analizi için -80
0
C’de saklandı. 
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2.4. Tespit, Doku Takibi ve Kesit Alma 

 

 

 

2.4.1. Tespit, Doku Takibi ve Kesit Almada Kullanılan Malzemeler 

 

 

Ekipmanlar  

 Etüv (Nüve EN500)  

 Parafin tankı (Leica EG 1120) 

 Mikrotom (Leica RM 2125RT) 

 Su banyosu (Apex instruments) 

 Lam (Isolab) 

 Lamel (Isolab) 

Kimyasallar 

 %37 Formaldehit (Merck, 1.04002.2500)  

 Pikrik asit (Sigma, 80452-500G) 

 Asetik asit (Tekkim, 010030.01000) 

 %100 Alkol (Merck, 1.00986.2500) 

 %96 Alkol (Tekkim)  

 %80 Alkol (Tekkim) 

 %70 Alkol (Tekkim)  

 %50 Alkol (Tekkim)  

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

 Parafin (56°C-58°C) (Merck, 107150) 

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

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

 

 

Bouin Tespit Solüsyonu 

 Pikrik asit       :75 ml 

 %37 Formaldehit      :25 ml  

 Asetik asit       :5 ml 

 

Yöntem 

Ovaryumlar Bouin tespit solusyonunda 48 saat tespit edildi.  

 

2.4.3. Doku Takibi 

 

 

Solüsyonlar 

%80 Alkol  

 %96 Alkol        :80 ml  

 Distile su        :16 ml  

%70 Alkol  

 %96 Alkol        :70 ml  

 Distile su        :26 ml  

%50 Alkol  

 %96 Alkol        :50 ml  

 Distile su       :46 ml  

Yöntem 

Dokular dereceli alkol serisinden geçirilerek suyu uzaklaĢtırıldı (dehidrasyon).  

 %50 Alkol         :1 saat  

 %70 Alkol        :1 saat 

 %80 Alkol        :1 saat 
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 %96 Alkol        :1 saat 

 %100 Alkol        :1 saat  

 %100 Alkol        :1 saat 

Ksilen’de parlatıldı  

 Ksilen 1        :1 saat 

 Ksilen 2        :1 saat 

 Ksilen 3       :1 saat 

56-58°C’de eriyen parafinin ksilen ile yer değiĢtirerek dokuya nüfuz etmesi  

sağlandı. 

 Ksilen/Parafin (1:1)       :1 saat  

 Parafin 1        :1 saat  

 Parafin 2        :1 saat  

Dokular parafine gömüldü.  

 

 

 

2.4.4. Kesit Alma  

 

 

 

2.4.4.1. Polilizinli Lam Hazırlanması 

 

 

Solüsyon  

 Polilizin       :30 ml 

 Distile su       :70 ml 

Yöntem 

30 dakika polilizin solüsyonunda bekletilen lamlar 1 gece etüvde kurutuldu. 
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2.4.4.2. Kesitlerin Alınması 

 

 

Mikrotom ile 5 µ’luk kesitler alındı.  Polilizin ile kaplı lamlara çekildi. Oda ısısında 

kurumaya bırakıldı.  

 

 

 

2.5. Folikül Sayımı 

 

 

Crossman’nın Modifiye Üçlü Boyama Yöntemi ile boyanan kesitlerde folikül sayıları 

belirlendi. 

 

 

 

2.5.1.Crossman’nın Modifiye Üçlü Boyama Yöntemi 

 

 

 

2.5.1.1. Crossman’nın Modifiye Üçlü Boyama Yönteminde Kullanılan 

Malzemeler 

 

 

Kimyasallar   

 Hematoksilen krist (Hematoxylin crystals) (Merck, 70225752)  

 Demir-3-Klorür (Merck, 1.03946. 2500) 

 Metanol (Merck, 1.06009.2500) 

 Asit fuksin (fuchsin) (Surechem Products Ltd., C.I.42685) 

 Orange G (Merck, 1.15925.0025) 

 Timol (Tymol) (Merck, 108167)  

 Asetik asit (Tekkim, 010030.01000) 

 Fosfotungistik (Phosphotugstie) Asit  (Merck, 1.00582.0100) 

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

Solüsyonlar 

Weigert Hematoksilen Solüsyonu 

Solüsyon A 

 Hematoksilen krist      :1 g 

 %95 Alkol       :100 ml 

Solüsyon B 

 Distile su       :90 ml 

 Demir-3-Klorür      :1 ml 

 HCl        :1 ml    

A ve B solüsyonları eĢit miktarlarda karıĢtırıldı. 

Metil Alkol (Metil Karbonat) 

 Distile su       :125 ml 

 Metil alkol (Metanol)      :125 ml 

Az miktarda Sodyum Karbonat ilave edildi. 

Asit Fucksin Orange G Solusyonu 

 Asit fuksin       :0,7 g  

 Orange g solüsyonu      :0,3 g  

 Distile su       :200 ml 

 Timol        :0,13 g  

 Asetik asit       :2 ml 

Fosfotungistik (Phosphotugstie) Asit Solüsyonu 

 Fosfotungistik asit      :3 g 

 Distile su       :100 ml 

Anilin Blue Solüsyonu 

 Anilin blue       :2 g 

 Distile Su       :100 ml 

 Asetik asit       :2 ml 

Asetik Asit Solüsyonu 

 Asetik asit       : 2 ml 

 Distile su       :100 ml 
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2.5.1.2. Yöntem 

 

 

Deparafinizasyon ve Rehidrasyon 

 Ksilen        :2 x 10 dakika 

 %100 Alkol        :2 x 3 dakika  

 %96 Alkol        :3 dakika  

 %80 Alkol        :3 dakika  

 %70 Alkol :       :3 dakika  

 %50 Alkol        :3 dakika  

 Distile Su        :2 x 3 dakika  

Boyama 

 Musluk suyu        :5 dakika 

 Hematoksilen        :10 dakika 

 Musluk suyu        :5 dakika 

 Metil karbonat       :1 dakika 

 Musluk suyu        :5 dakika 

 Distile su        :2 x 3 dakika  

 Asit fuksin        :2 x 2 saniye 

 Distile su        :2 x 3 dakika  

 Fosfotunsgistik asit       :15 dakika  

 Distile su       :2 x 3 dakika  

 Anilin         :2 dakika 

 Distile su       :2 x 3 dakika  

Alkol Serilerinden Geçirilmesi  

 % 96 Alkol        :2 x 3 dakika   

 %100 Alkol        :2 x 3 dakika  
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Ksilende Parlatma  

 Ksilen 1       :5 dakika 

 Ksilen 2       :10 dakika  

 Ksilen 3       :15 dakika  

 

Kapatma  

 Boyanan kesitler entellan ile kapatıldı. 

 

 

 

2.5.2. Foliküllerin Sayılması 

 

 

 

2.5.2.1. Foliküllerin Sayılmasında Kullanılan Malzemeler 

 

 

Ekipmanlar  

 Mikroskop (Olympus BX50)  

 Görüntüleme sistemi (Olympus DP25) 

 

2.5.2.2. Kesitlerin Mikroskopta Ġncelenmesi 

 

 

Foliküllerin sayısını belirlemek üzere, ovaryum merkezinde en büyük kesit bölgesini 

kapsayan ve Crossman’nın modifiye üçlü boyama yöntemi ile boyanan ardıĢık iki 

kesit incelendi.  
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2.5.3. Değerlendirme 

 

 

Uzumcu ve ark. (2006)’nın belirttiği Ģekilde sınıflandırılan foliküllerin (Tablo 2.1), 

Nilsson ve ark. (2007)’nın çalıĢmalarında bildirdikleri Ģekilde ortalaması alındı. 

 

 

Tablo 2.1. Ovaryum foliküllerinin sınıflandırılması (Uzumcu ve ark., 2006). 

 

Folikül Ovosit Ovositi çevreleyen folikül epitel 

hücreleri 

Primordiyal 

folikül 

Primer ovosit Tek katlı yassı pregranuloza 

hücreleri ve en fazla bir tane kübik 

granuloza hücresi içerenler  

Primer folikül Primer ovosit Tek katlı iki ya da daha fazla sayıda 

kübik granuloza hücreleri  

Sekonder folikül Primer ovosit Ġki ya da üç katlı kübik granuloza 

hücreleri  

Preantral folikül Primer ovosit Üç kattan daha fazla granuloza 

hücreleri, antrum ĢekillenmemiĢ ya 

da granuloza hücreleri arasında 

küçük aralıklar oluĢmuĢ 

Antral folikül Primer ovosit Çok katlı granuloza hücreleri ve 

antrum ĢekillenmiĢ 
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2.6. Ġmmunohistokimya 

 

 

 

2.6.1. Ġmmunohistokimyasal Yöntemde Kullanılan Kimyasallar 

 

 

Ġmmunohistokimyasal (IHK) yöntem olarak Ġndirekt Streptavidin-Biotin Peroksidaz 

yöntemi uygulandı ve zıt boyama olarak Periodik Asit Schiff (PAS) ve Hematoksilen 

(H) yöntemi yapıldı.  

 

 

Ekipmanlar  

 pH metre (Ġnolab WTW pH 720) 

 Hassas terazi (Precisa XB 220A) 

 Mikrodalga fırın (Arçelik MD 554) 

 Buz dolabı (+4°C) (Ġndesit) 

 

 

Kimyasallar 

 Tris (Bio asic Inc., TB0196) 

 EDTA (Merck 1.08418.0100) pH 9 solüsyonu 

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

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

 Antikor dilüent ( Zymed 00-3118)  

 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) 

 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 solüsyonu) 

 Tween 20 (Sigma P1379) 

 Periodik asit (Merck 1.00524.0100) 

 Basic fuksin (Merck 1.1597.0100)  

 HCl (Best Kimyasalları) 

 Sodyum metabisülfit (Merck) 

 Hematoksilen krist (Hematoxylin crystals) (Merck, 70225752)  

 Potasyum alum (Merck, 1.01047.1000) 

 Civa (II) oksit [(Mercury (II) oxide red] (Merck, 1.04465.0100)  

 %100 Alkol (Merck, 1.00986.2500) 

Solüsyonlar 

PBS 

 Sodyum klorid, NaCl       :7,20 g 

 Sodyum dihidrojen fosfat, NaH2PO42H2O    :0,43 g 

 Disodyum dihidrojen fosfat,  Na2HPO42H2O   :1,48 g 

 Distile su         :1000 ml 

Tris-EDTA pH 9 solüsyonu 

 Tris base        :10 mM  

 EDTA         :1 mM 

 Tween 20         :%0,05 

 Distile su         :1000 ml 

pH NaOH ile 9’a ayarlandı. 

Hidrojen Peroksit  

 Distile su        :64 ml 
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 %35’lik hidrojen peroksit      :4 ml 

Primer Antikor (IGF-I, IGF-IR)  

IGF-I: 1/100 

 IGF-I primer antikoru       :1ml 

 Antikor dilüent solüsyonu       :99 ml 

IGF-IR: 1/1000  

 IGF-I primer antikoru       :1ml 

 Antikor dilüent solüsyonu       :999 ml 

Substrat- Kromojen Solüsyonu  

 Distile su         :5 ml 

 Buffer stok solüsyon        :2 damla 

 DAB substrat reagent       :4 damla 

 Hidrojen peroksid       :2 damla 

Schiff Reagent Solusyonu 

 Basic fuksin (fuchsin)      :1 g 

 Distile su         :200 ml  

 Anhyrous sodium metabisulfit     :2 g 

 1 Normal HCL        :20 ml 

200 ml sıcak distile suda basic fuksin çözdürülerek 50 °C’ye soğutuldu. Soğuduktan 

sonra anhyrous sodium metabisulfite ve HCL eklendi. 48 saat karanlıkta tutularak 

saman sarısı rengini alması sağlandı (Luna ve ark., 1968). 

Periodik Asit 

 Periodik Asit        :0,5 g 

 Distile su         :100 ml 

 (Luna ve ark., 1968).                                                                      

Harris Hematoksilen  

 Hematoksilen krist (Hematoxylin crystals)    :5 g 
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 %100 Alcohol       :50 ml  

 Potasyum alum       :100 g  

 Distile su        :1000 ml  

 Merkurik oksit [Mercuric oxide (red)]     :2,5 g  

Hematoksilen alkol içinde; potasyum alum sıcak distile su içinde eritildi. Isıtma 

iĢlemi bırakılarak iki solüsyon karıĢtırıldı ve bu karıĢımın hemen kaynama noktasına 

gelmesi sağlandı. Daha sonra karıĢım ateĢten alınıp üzerine yavaĢça Merkurik oksit 

ilave edildi. Su içerisinde menekĢe mor rengi alana kadar soğutularak boya hazır hale 

getirildi (Luna ve ark., 1968). 

 

 

 

2.6.2. Yöntem 

 

 

Deparafinizasyon ve Rehidrasyon 

 Ksilen        :3 x 5 dakika  

 %100 Alkol        :2 x 3 dakika  

 %96 Alkol        :3 dakika  

 %80 Alkol        :3 dakika  

 %70 Alkol :       :3 dakika  

 %50 Alkol        :3 dakika  

 Distile Su        :2 x 3 dakika  

Antijen retrievel (antijenlerin açığa çıkarılması)  

Tris-EDTA (pH 9)        :20 dakika  

Yıkama  

 PBS        :3 x 5 dakika 

Endojen peroksit aktivitesinin giderilmesi  

 H2O2 (%35)       :10 dakika  
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Yıkama  

 PBS          :3 x 5 dakika 

İnkübasyon 

 Normal preparatlara primer antikor, negatif kontrol preparatlarına ise 

sadece antikor dilüent konuldu. + 4 °C’de 1 gece (16 saat) inkübe edildi. 

Yıkama  

 PBS          :3 x 5 dakika 

Sekonder Antikor Uygulaması  

 BiotinlenmiĢ sekonder antikor     :10 dakika  

Yıkama 

 PBS          :3 x 5 dakika 

Horseradish Peroksidaz Enzim Uygulaması  

Streptavidin-HRP      :10 dakika  

Yıkama  

 PBS          :3 x 5 dakika 

Substrat-Kromojen Uygulaması  

 DAB substrat-kromojen solüsyonu     :3 dakika 

Yıkama  

 Distile su        :5 dakika 

Zıt Boyama  

 Periodik asit       :10 dakika  

 Distile su        :5 dakika 

  Schiff reagent      :30 dakika 

 Preparatlar pembe renk olana kadar akarsuda yıkandı  

 Harris hemotoksilen        :25 saniye 

 ÇeĢme suyu        :10 dakika 

 Distile su        :5 dakika 
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(Luna ve ark., 1968). 

Alkol Serilerinden Geçirilmesi  

 % 96 Alkol        :2 x 3 dakika  

 %100 Alkol        :2 x 3 dakika  

Ksilen’de Parlatılma  

 Ksilen 1       :5 dakika  

 Ksilen 2       :10 dakika  

 Ksilen 3       :15 dakika  

Kapatma  

 Boyanan kesitler entellan ile kapatıldı. 

  

 

  

2.6.3. Değerlendirme  

 

 

Ġmmunohistokimyasal değerlendirme; hedef dokunun boyanıp boyanmamasına, 

hedef doku yapılarının hangi bölümlerinin boyandığına ve oluĢan boyanma 

yoğunluğuna bakılarak yapıldı. Yapılan değerlendirme iki bağımsız gözlemci 

tarafından, boyanmama (-), zayıf boyanma (+), orta Ģiddette boyanama (++), Ģiddetli 

boyanma (+++) özelliklerine göre 0’dan 3’e kadar değerler verildi (Fromowitz ve 

ark., 1987; Ergin ve ark., 2008).  
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2.7. Western Blotting  

 

 

 

2.7.1.Western Blotting Yönteminde Kullanılan Malzemeler 

 

 

Ekipmanlar 

 pH metre (Ġnolab WTW pH 720) 

 Hassas terazi (Precisa XB 220A) 

 Vorteks (Biosan V-32) 

 -85
0
C ultra derin dondurucu 

 Homojenizatör 

 Eliza reader (okuyucu) (Thermo Labsystems Revelation, 4.25) 

 96 well plate (Rotilabo) 

 Güç kaynağı (Thermo E.C. Appratus, E.C. 250-90) 

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

 Magnetik karıĢtırıcı(Biosan, MSH 300) 

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

 Görüntüleme sistemi (DNr Bio-imaging systems, MF-3.2) 

 Shaker (Wise Shake, SHO-10) 

Kimyasallar 

 Tris HCl (Fisher BioReagent, BP153-1) 

 NaCl (Merck, 1.06404.1000) 

 EDTA (Merck, 1.08418.0100) 

 Triton X (MP Biomedicals, LLC 807426) 

 Sodyum dodesil sülfat (SDS) (Sigma-Aldrich, L6026) 

 Sodyum deoxylcholate (Sigma-Aldrich, D6750) 

 Proteaz inhibitör kokteyl (Roche, 11 836 170 001) 
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 Fosfotaz inhibitör kokteyl (Roche, 04 906 845 001) 

 BSA (Santa Cruz Biotechnology, sc:2323) 

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

 Tris base (Bio Basic Inc., TB0196) 

 HCl (Best Kimyasalları) 

 %30 Akrilamid/Bis solüsyon (Bio Rad, 161-0158) 

 Amonyum persülfat (APS) (Merck 1.01201.0500) 

 Glisin (Bio Basic Inc., GB0235) 

 Temed (Merck 1.10732.100)       

 Laemli buffer (BioRad, 161-0737) 

 Β-merkapto ethanol (Sigma, 7154)  

 Metanol (Merck, 1.06009.2500) 

 Ponceu S (Sigma-Aldrich, P7170) 

 Tween 20 (Sigma, P1379) 

 Yağsız süt tozu (Santa Cruz Biotechnology, sc:2325) 

 Kemilüminesans (BioRad, 170-5070)  

 Kaleidoscope prestained standards (BioRad, 161-0324)  

 Any kD hazır jel (BioRad 456-1043) 

 

Antikorlar 

Primer Antikor  

 Rabbit IGF-I (Santa Cruz Biotechnology H-70, sc-9013)  

 Rabbit IGF-IR (Santa Cruz Biotechnology C-20, sc-713) 

 Mouse monoklonal anti tubulin (Abcam, ab-44928) 

Sekonder Antikor  

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

 

 

 

2.7.2. Protein Ġzolasyonu 

 

 

Solüsyonlar 

Ripa buffer; (50 mM Tris HCl pH: 7.4; 150 mM NaCl; 2 mM ETDA; %1 Triton-X 

100; %1 sodyum deoxylcholate; %0.1 SDS) 

1litre için:  

 1M Tris HCl pH :7.4      :50 ml 

 4M NaCl        :37,5 ml 

 0.5M Etda (titriplex III- ) pH: 8.0    :4 ml 

 Triton-X 100        :10 ml 

 Sodyum deoxylcholate      :10 g 

 %10 SDS (10 gr SDS 100 ml distile su içerisinde)   :10 ml 

Solüsyonlar sırası ile karıĢtırılarak 1000 ml’ye tamamlandı. 

Kullanmadan önce her 10 ml’ye birer tablet proteaz inhibitör kokteyl ve fosfataz 

inhibitör kokteylden ilave edildi. 

 

 

 

2.7.2.1.Yöntem 

 

 

 Örnekler saat camı üzerinde parçalandı. 

 Darası alınan tüplere konulan dokular tartıldı. 

 Doku ağırlığının 5 katı ripa buffer ilave edildi. 

 Dokular 1 saat boyunca 10 dakikada bir vortekslendi. 
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 Homojenizatör yardımıyla dokular parçalanarak doku lizatları elde edildi. 

  +4°C 15000g’de 10 dakika santrifüj yapıldı.  

 Elde edilen süpernatantlar tüplere alındı. 

 

 

 

2.7.3. Protein Miktarının Belirlenmesi 

 

 

Protein Assay Kit (protein dye solusyon) kullanılarak protein miktarı “bradford 

yöntemi” ile belirlendi. 

 

 

Solüsyonlar 

1mg/ml BSA 

BSA’dan 50 mg tartılıp 37 ºC’lik su banyosunda 600 µl distile suda çözdürüldü ve 

1ml (1000 µl)’ye tamamlandı. 50 mg/ml stok solusyon’dan 2 µl alınarak üzerine 98 

µl distile su eklendi. Böylece 1mg/ml BSA elde edildi. 

Protein Assay Kit (Bio Rad) 

 Protein Assay Kit      :1 ml 

 Distile su       :4 ml 

 

 

 

2.7.3.1.Yöntem 

 

 

Tüm standartlar ve numuneler için A ve B olmak üzere ikiĢer tüp içine 2 ml Protein 

Assay Kit + distile su solüsyonundan konuldu. Standart için hazırlanan tüplere 0, 2,5, 

5, 7,5, 10, 15 µl 1mg/ml BSA’dan, numuneler için hazırlanan tüplere de 1 µl 

örnekten ilave edildi. Vortekslenen tüplerden 96 kuyucuklu tabakların kuyucuklarına 

200 µl konuldu. 
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*Ö: Örnek numune 

 

ġekil 2.2. Standartlar ve numunelerin tüp diyaznı 

 

 

 

 
 

ġekil 2.3. 96 well plate standart ve örnek numune (Ö)’lerin konulması. 

96 kuyucuklu plate Eliza okuyucusuna konularak absorbans 

değerleri 595 nm dalga boyunda okutuldu ve yüklenecek protein 

miktarları hesaplandı. 
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2.7.4. Poliakrilamid Jel Elektroforez 

 

 

 

2.7.4.1. Jel Hazırlanma 

 

Solüsyonlar 

Resolving buffer 1.5 M Tris pH: 8,8 

 Tris base (MA:121,14)     :90,85 g 

 Distile su       :500 ml    

 HCl ile pH 8,8’e ayarlandı. 

Stacking buffer 0.5 M Tris pH: 6,8 

 Tris base (MA:121,14)      :30,3 g 

 Distile su       :500 ml  

 Konsantre HCl ile pH: 6,8’e ayarlandı. 

%10 Amonyum persülfat 

 Amonyum persülfat       :0,1 g 

 Distile su        :1 ml 

IGF-I için Bio Rad Any kD  (Cat No BioRad 456-1043: ) hazır jel kullanıldı; IGF-IR 

için %10’luk jel hazırlandı. 

Resolving jel (ayrıştırma jeli)%10 

 %30 Bis akrilamid       :5,33 ml 

 Resolving buffer      :4 ml  

 Distile su       :6,3 ml  

 %10 SDS       :160 µl 

 %10 APS       :160 µl  

 Temed        :16 µl  

Stacking jel (Toplama jeli)%4 

 %30 Bis akrilamid       :1,33 ml 

 Resolving buffer      :2,5 ml 
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 Distile su       :6,0 ml  

 %10 SDS       :100 µl  

 %10 APS       :100 µl  

 Temed        :10 µl  

Jelin Dökülmesi 

 Resolving buffer, stacking buffer ve bis akrilamid buzdolabından alınarak 

çeker ocak altında oda ısısına gelmeleri sağlandı. 

 Jel aparatlarının tamamı %70 alkol ile temizlendi. 

 Cam plakalar kısa cam önde olacak Ģekilde ortası delikli raka yerleĢtirildi.  

 Sızıntı olup olmadığı yeĢil çizgi hizasına kadar su konarak kontrol edildi.  

 Su dökülerek uzaklaĢtırıldı ve plakalar arası peçete ile kurulandı. 

 Vakum altında 125 ml nuche erlenine sırası ile konan aĢağıdaki maddeler 

manyetik karıĢtırıcı yardımıyla karıĢtırıldı.  

 Resolving jel yeĢil çizgi hizasına kadar cam plakalar arasına döküldü ve üzeri 

distile su ile tamamlandı. Resolving jel donduktan (yaklaĢık 1-1,5 saat) sonra 

distile su dökülerek uzaklaĢtırıldı. Resolving jelin üzerine stacking jel küçük 

cam hizasına kadar döküldü ve ardından tarak yerleĢtirildi ve jelin donması 

beklendi. 

 

 

 

2.7.4.2. Jel Elektroforez  

 

 

Stok Solüsyon 

Running buffer 10X  

 Tris        :15 g  

 Glisin        :72 g 

 Distile su        :500 ml  
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Çalışma Solüsyonları 

Running buffer 1X 

 10X running buffer      :100 ml 

 %10 SDS       :10 ml 

 Distile su       :890 ml 

2X Laemli Buffer 

 2X sample buffer      :950 µl  

 Β-merkapto ethanol      :50 µl 

Jelde Koşturma 

 Bir ependorf tüp içine hesaplanan miktarlarda örnekler ve 2X laemli buffer 

1:1 oranında dilue edildi. 

 Vortekslenen örnekler 1,5 dakika kaynayan suda tutuldu. 

 Jel kutusuna yerleĢtirilen jel (kısa cam plaka arkada kalacak Ģekilde) ile 

buffer damın orta kısmı runnig buffer ile doldurularak sızıntı olup olmağı 

kontrol edildi. 

 Taraklar jelden uzaklaĢtırılarak tekrar vortekslenen örnekler jele yüklendi.  

 Ġlk kuyucuğa 7 µl ladder konuldu.  

 Jel kutusunun jel dıĢındaki boĢluğuna da bir miktar running buffer ilave 

edildi.  

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

 Proteinler (bantlar) alttaki yeĢil çizgiye ulaĢınca, elektroforez sonlandırıldı. 
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2.7.5. Transfer 

 

 

Stok Solüsyon 

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

 Tris base        :30,3 g 

 Glisin        :144 g 

 Distile su       :900 ml  

Çalışma Solüsyonu 

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

 Towbin buffer 10X      :100 ml  

 Metanol       :200ml 

 Distile su       :700 ml 

 

 

 

2.7.5.1.Yöntem 

 

 

 Sandviç hazırlandı, siyah kısım üzerine sırasıyla 

- Transfer buffer ile ıslatılmıĢ sünger 

- Transfer buffer filtre kağıdı 

- Jel 

- Metanol ve transfer buffer ile ıslatılmıĢ PVDF membran [küçük 

proteinler (15kd ve altı) için 0.2 µ 0.45µ PVDF membran kullanıldı]  

- Transfer buffer filtre kağıdı 

- Transfer buffer ile ıslatılmıĢ sünger yerleĢtirildi. 

 Blotlama tankına sandviç siyah kısım siyaha gelecek Ģekilde konuldu. 

 Tank su dolu kaba alınarak su içine buz aküleri konuldu. 

 1X transfer buffer’da 1,5 saat 400 mA’da blotlama iĢlemi yapıldı. 
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2.7.6. Yıkama 

 

 

Yıkama solüsyonları 

10X TBS 

 Tris        :12,114 g 

 NaCl        :43,83 g 

 Distile su       :500 ml    

pH:7.2  (HCl ile ayarla) 

TBS-T 

 10X TBS       :100 ml  

 Tween 20       :5 ml 

 Distile su       :895 ml 

Blotlama sonrasında ve sonraki tüm aĢamalar arasında membran yıkandı. 

 TBS-T        :3 x 10 dakika 

 

 

 

2.7.7. Western Blotting ĠĢaretleme 

 

 

Solusyonlar 

TBS-T +%5 süt tozu  

 TBS-T        :20 ml 

 Süt tozu       :1 g 

Primer antikorlar 

  TBS-T +%5 süt tozu içerisinde (IGF-I ve IGF-IR)  :1/500 

Sekonder antikor  

 PBS içerisinde      :1/1000  

 İşaretleme 
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 Primer antikor  (+ 4 °C’de)     :1 gece  

 TBS-T        :3 x 10 dakika  

 Sekonder antikor       :2 saat  

 TBS-T        :3 x 10 dakika  

 

 

 

2.7.8.Görüntüleme  

 

 

Kemilüminesans 

 Önerilen Ģekilde A ve B solüsyonundan eĢit oranda  karıĢtırıldı. 

 Kemilüminesans bir kap içerisinde membranın üst yüzeyine dökülüp 5 dakika 

karanlıkta bekletildi.  

 Görüntüleme sisteminde görüntü elde edildi.  

 

 

 

2.8. Ġstatistiksel Analiz 

 

 

Folikül sayımı, immunohistokimya ve western blotting değerlendirme sonucunda 

elde edilen verilerin ortalama ve standart hata değerleri bulunarak gruplar arasındaki 

farklılıkların istatistiksel açıdan önem gösterip göstermediği belirlendi. Kontrol ve 

deney gruplarının verileri non-parametrik Mann-Whitney U testi ile karĢılaĢtırıldı. 

Folikül sayıları ile granuloza hücrelerindeki IGF-I ve IGF-IR ekspresyonları 

arasındaki korelasyonun belirlenmesi amacıyla Spearman'nın rho korelasyon analizi 

yapıldı.  Güven düzeyini göstermede p<0.05 için *, p>0,001 ** simgeleri kullanıldı. 

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

programı kullanılarak yapıldı. 
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3. BULGULAR 

 

 

 

3.1. Folikül Kompozisyonu 

 

 

 

Üçlü boyama ile boyanan ovaryum kesitlerinde tek katlı yassı pregranuloza hücreleri 

(bir tane kübik  granuloza hücresi içerenler de dahil) ile çevrili bir primer ovositten 

oluĢan primordiyal foliküller, tek katlı, iki veya daha fazla kübik folikül epitel 

hücreleri ile sarılmıĢ primer ovositten oluĢan primer foliküller, iki yada üç katlı 

kübik granuloza hücreleri ile kuĢatılmıĢ primer ovosit içeren sekonder foliküller, 4 

yada daha fazla katlı granuloza hücreleri ile çevrili primer ovositten oluĢan ve 

antrumun henüz Ģekillenmediği ya da granuloza hücreleri arasında küçük aralıkların 

görüldüğü preantral foliküller, çok katlı granuloza hücreleri ile kuĢatılmıĢ primer 

ovosit içeren ve antrumun Ģekillendiği antral foliküller gözlendi (Ģekil 3.1). 

 

         

         
 

ġekil 3.1. Foliküllerin sınıflandırılması; A primordiyal (ok)  ve primer 

foliküller (ok baĢı) , B sekonder folikül, C preantral folikül, D antral 

folikül, (üçlü boyama), 1 bar=20 mikron. 
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3.2. MXC’nin Folikül Kompozisyonu Üzerine Etkisi 

 

 

ÇalıĢmamızda foliküler kompozisyon incelendiğinde deney (MXC) grubunda, 

kontrole (DMSO) göre primordiyal (PO) ve primer (PR) folikül sayısında azalma 

gözlendi. Primordiyal folikül sayısında azalma p<0,05 düzeyinde önemli iken, 

primer folikülde istatistiki açıdan bir önem belirlenmedi. Deney grubunda sekonder 

(S) ve preantal folikül (PA) sayısında artıĢ (p<0,01) saptanırken; antral folikül (A) 

sayısında ise azalma (p<0,05) gözlendi. Bunun yanında korpus luteum (CL) ve 

toplam folikül (TF) sayılarında gruplar arasında önem saptanmadı (Tablo 3.1, Grafik 

3.1). 

 

 

Tablo 3.1. Deney ve kontrol gruplarında foliküler kompozisyon 

 
DeğiĢken Grup N Ortalama±S.H. p 

PO 
Deney 6 28,36±2,26 

0,039* 
Kontrol 6 34,59±,1,81 

PR 
Deney 6 11,21±1,25 

0,059 
Kontrol 6 14,62±1,22 

S 
Deney 6 6,81±1,01 

0,000** 
Kontrol 6 2,39±0,37 

PA 
Deney 6 6,64±0,72 

0,000** 
Kontrol 6 2,31±2,28 

A 
Deney 6 15,21±1,53 

0,012* 
Kontrol 6 20,89±,1,50 

CL 
Deney 6 12,36±0,93 

0,757 
Kontrol 6 12,77±0,94 

T F 
Deney 6 55,67±3,78 

0,712 
Kontrol 6 57,70±3,96 

*p<0,05  **p<0,01 
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*p<0,05  **p<0,01 

 Grafik 3.1. Deney ve kontrol gruplarındaki folikül sayıları 

 

 

 

 

3.3. MXC’nin IGF-I Sistemi Üzerine Etkisi 

 

 

 

 

3.3.1. Ġmmunohistokimyasal Bulgular 

 

 

IGF-I 

 

Yaptığımız çalıĢmada IGF-I, ovositler (O)’de zayıf ile Ģiddetli arasında değiĢen bir 

reaksiyon gösterdi. Primordiyal (ġekil 3.4, 3.6) ve antral (ġekil 3.16, 3.18) 

foliküllerin ovositlerinde zayıf ile orta Ģiddet arasında değiĢen bir ekspresyon varken, 

primer (ġekil 3.4, 3.6), sekonder (ġekil 3.8, 3.10) ve preantral (ġekil 3.12, 3.14) 

foliküllerin ovositlerinde orta ile Ģiddetli arasında değiĢen bir reaksiyon belirlendi. 

Kontrol ve deney grupları arasında ovosit IGF-I ekspresyonu yönünden fark 

saptanmadı (Tablo 3.2; Grafik 3.2). Kontrol (ġekil 3.4, 3.8, 3.12, 3.16)  ve deney 

(ġekil 3.6, 3.10, 3.14, 3.18)  gruplarının granuloza (G) hücrelerinde ise negatif ve 

zayıf arasında değiĢen bir reaksiyon belirlendi. Kontrol ile karĢılaĢtırıldığında deney 
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grubunda sadece preantral (ġekil 3.12, 3.14) ve antral (ġekil 3.16, 3.18) foliküllerin 

granuloza hücrelerinde ekspresyon Ģiddetinde istatistiki olarak önemli bir azalma 

saptandı (p<0,05) (Tablo 3.3; Grafik 3.2). Kontrol (ġekil 3.8, 3.12, 3.16) ve deney 

(ġekil 3.10, 3.14, 3.18)  gruplarının her ikisinde teka internalarda (TĠ) zayıf 

reaksiyon belirlendi. Gruplar arasında fark saptanmadı (Tablo 3.4; Grafik 3.4). 

Kontrol (ġekil 3.12, 3.16)  ve deney (ġekil 3.14, 3.18) gruplarının teka 

eksternalarında (TE) ise Ģiddetli reaksiyon gözlendi. Gruplar arasında önem 

belirlenmedi (Tablo 3.5; Grafik 3.4). Her iki grupta, korpus luteumlarda ve 

interstisiyel hücrelerde orta (ġekil 3.20, 3.22), damar düz kas hücrelerinde ise Ģiddetli 

(ġekil 3.24, 3.26) bir reaksiyon gözlendi.  

 

 

Deney ve kontrol gruplarında folikül geliĢim aĢamaları arasında (PO-PR; PR-

S; S-PA; PA-A)  IGF-I ekspresyon düzeyleri değerlendirildi. Hem kontrol hem de 

deney gruplarında IGF-I ekspresyonu ovositlerde primordiyalden itibaren sekondere 

doğru artıĢ gösterdi. Sekonder ile preantral folikül arasında ovositin IGF-I 

ekspresyonu değiĢmezken, antral folikülde ekspresyonun azaldığı gözlendi. Fakat 

hem kontrol hem de deney gruplarında ovositlerin IGF-I ekspresyonları yönünden 

farklı folikül aĢamaları arasında (PO-PR; PR-S; S-PA; PA-A) istatistiksel bir önem 

gözlenmedi (Grafik 3.3) Granuloza hücrelerinde IGF-I ekspresyonu kontrol 

grubunda primordiyal ve primer folikül arasında değiĢmezken, primer folikülden 

itibaren antral foliküle doğru giderek artıĢ gösterdi. Deney grubunda foliküler 

büyüme sürecindeki foliküller arasında IGF-I ekspresyonu doğrusal olmayan bir eğri 

çizdi. Bu grupta IGF-I ekspresyon düzeyi primordiyal folikülden primer foliküle 

geçiĢte azalırken, primer folikül ve sekonder folikül arasında değiĢmedi. Sekonder 

folikülden preantral foliküle geçiĢte azalan IGF-I ekspresyonu antral folikülde artıĢ 

gösterdi. Bununla birlikte hem kontrol hem de deney gruplarında birbirini takip eden 

folikül geliĢim aĢamaları arasında (PO-PR; PR-S; S-PA; PA-A) granuloza 

hücrelerinde IGF-I ekspresyonu yönünden istatistiki olarak bir fark saptanmadı 

(Grafik 3.4).  
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Tablo 3.2. Deney ve kontrol gruplarının ovositlerinde IGF-I ekspresyon 

               düzeyleri 

 

DeğiĢken Grup N Ortalama±S.H. p 

PO 
Deney 6 1,83±0,21 

0,803 
Kontrol 6 1,75±0,26 

PR 
Deney 6 2,33±0,22 

0,610 
Kontrol 6 2,50±0,23 

S 
Deney 6 2,83±0,11 

0,170 
Kontrol 6 2,58±0,14 

PA 
Deney 6 2,83±0,11 

0,422 
Kontrol 6 2,58±0,28 

A 
Deney 6 1,83±0,27 

1,00 
Kontrol 6 1,83±0,30 

 

Deney ve kontrol gruplarında geliĢmekte olan foliküllerin [primordiyal (PO), 

primer (PR), sekonder (S), preantral (PA) ve antral (A)] ovositlerinde IGF-I 

ekspresyon düzeyleri belirlendi. Gruplar arasında fark gözlenmedi. 

 

 

Tablo 3.3. Deney ve kontrol gruplarının granuloza hücrelerinde IGF-I  

               ekspresyon düzeyleri 

 

DeğiĢken Grup N Ortalama±S.H. p 

PO 
Deney 6 0,50±0,12 

0,100 
Kontrol 6 0,25±0,075 

PR 
Deney 6 0,33±0,11 

0,545 
Kontrol 6 0,25±0,075 

S 
Deney 6 0,33±0,14 

0,594 
Kontrol 6 0,42±0,06 

PA 
Deney 6 0,17±0,11 

0,028
* 

Kontrol 6 0,50±0,09 

A 
Deney 6 0,42±0,10 

0,043* 
Kontrol 6 0,75±0,12 

*p<0,05 

 

Deney ve kontrol grupları arasında sadece preantral ve antral foliküllerinin 

granuloza hücrelerinde IGF-I ekspresyon düzeyinde istatistiki önem saptandı 

(p<0,05). 
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Tablo 3.4. Deney ve kontrol gruplarının teka interna hücrelerinde IGF-I  

                          ekspresyon düzeyleri 

DeğiĢken Grup N Ortalama±S.H. p 

S 
Deney 6 0,58±0,16 

1,000 
Kontrol 6 0,58±0,10 

PA 
Deney 6 0,92±0,10 

0,544 
Kontrol 6 1,00±0,09 

A 
Deney 6 1,25±,08 

0,157 
Kontrol 6 1,00±0,15 

  

Gruplar arasında teka internada IGF-I ekspresyonu yönünden fark 

belirlenmedi. 

 

 

Tablo 3.5. Deney ve kontrol gruplarının teka eksterna hücrelerinde IGF-I  

                 ekspresyon düzeyleri 

 
DeğiĢken Grup N Ortalama±S.H. p 

PA 
Deney 6 3,00±0,00 

-- 
Kontrol 6 3,00±0,00 

A Deney 6 3,00±0,00 0,166 
Kontrol 6 2,91±0,56 

 

Gruplar arasında teka eksternada IGF-I ekspresyonu bakımından fark 

gözlenmedi. 

 

 

 
   

Grafik 3.2. Kontrol (K) ve deney (D) grubunda, ovaryum foliküllerinde IGF-I 

ekspresyon düzeyleri belirlendi. 100 mg/kg/gün dozda MXC 

preantral ve antral foliküllerin granuloza hücrelerinde IGF-I 

ekspresyonunu azalttı (*p<0,05).  
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Grafik 3.3. Deney ve kontrol gruplarında geliĢim sürecindeki foliküllerin 

ovositleri arasında IGF-I ekspresyon düzeyleri 

 

 

 
 

Grafik 3.4. Deney ve kontrol gruplarında geliĢim sürecindeki foliküllerin 

granuloza hücreleri arasında IGF-I ekspresyon düzeyleri 

 

 

 

 

 

 

 

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

PO PR S PA A

deney

kontrol

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

PO PR S PA A

deney

kontrol



62 

 

IGF-IR 

 

ÇalıĢmamızda kontrol ve deney gruplarında IGF-IR ekspresyonu primordiyal, primer 

(ġekil 3.5, 3.7) ve sekonder foliküllerin (ġekil 3.9, 3.11) ovositlerinde zayıf ile orta 

arasında, preantral folikül (ġekil 3.13, 3.15) ve antral folikülde (ġekil 3.17, 3.19) ise 

negatif ve zayıf arasında değiĢen bir Ģiddette gözlendi. Gruplar arasında ovosit IGF-

IR ekspresyonu yönünden sadece sekonder folikülde fark belirlendi (Tablo 3.6; 

Grafik 3.5). Kontrol grubunun primordiyal foliküllerinin granuloza hücrelerinde 

negatif ile zayıf arasında değiĢen Ģiddette bir reaksiyon belirlenirken (ġekil 3.5), 

deney grubunun primordiyal foliküllerinin granuloza hücrelerinde zayıf ile orta 

arasında değiĢen Ģiddette bir reaksiyon saptandı (Ģekil 3.7). Hem kontrol hem de 

deney gruplarında primer (ġekil 3.5, 3.7) ve sekonder (ġekil 3.9, 3.11) foliküllerin 

granuloza hücrelerinde zayıf ile orta arasında değiĢen Ģiddette bir reaksiyon 

belirlendi. Preantral foliküllerin granuloza hücrelerinde deney grubunda orta ile 

Ģiddetli (ġekil 3.15), kontrol grubunda ise zayıf ile orta arasında değiĢen (ġekil 3.13) 

bir IGF-IR ekspresyonu gözlendi. Gruplar incelendiğinde deney grubunda sekonder 

ve preantral folikülün granuloza hücrelerindeki ekspresyon Ģiddetindeki artıĢın 

istatistiki olarak önemli olduğu saptandı (p<0,05) (Tablo 3.7; Grafik 3.5). Her iki 

grubun antral foliküllerinin granuloza hücrelerinde zayıf ile orta arasında değiĢen 

IGF-IR ekspresyonu gözlenirken (ġekil 3.17, 3.19) gruplar arasında istatistiki bir fark 

saptanmadı (Tablo 3.7; Grafik 3.5). Hem kontrol hem de deney gruplarında sekonder 

foliküllerin (ġekil 3.9, 3.11) ve preantral (ġekil 3.13, 3.15) foliküllerin teka interna 

katmanlarında negatif ile zayıf arasında değiĢen reaksiyon saptanırken, antral 

folikülün (ġekil 3.17, 3.19) teka internasında ise zayıf ile orta Ģiddette bir reaksiyon 

belirlendi. Gruplar arasında istatistiki bir önem gözlenmedi (Tablo 3.8; Grafik 3.5). 

Tüm gruplarda foliküllerin teka eksterna katmanında ise IGF-IR ekspresyonuna 

rastlanmadı (ġekil 3.13, 3.15, 3.17, 3.19; Tablo 3.9; Grafik 3.5). Her iki grubun 

ovaryum kesitlerinde IGF-IR ekspresyonunun Ģiddeti damar düz kas hücrelerinde 

zayıf olarak gözlenirken (ġekil 3.25, 3.27), korpus luteumlarda ve interstisiyel 

hücrelerinde ise IGF-IR ekspresyonunun orta ile Ģiddetli arasında değiĢtiği (ġekil 

3.21, 3.23) belirlendi. Gruplar arasında istatistiki önem saptanmadı (Tablo 3.11; 

Grafik 3.8). 
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Kontrol grubunda folikül geliĢim aĢamaları arasında (PO-PR; PR-S; S-PA; PA-

A) IGF-IR ekspresyon düzeyleri değerlendirildi. Kontrol grubunun ovositlerinde 

IGF-IR ekspresyonu primordiyalden preantral foliküle doğru azaldı. Antral folikülde 

ise ovositin IGF-IR ekspresyonunda çok az bir artıĢ gözlendi. Fakat kontrol grubunda 

foliküler aĢamalar arasında ovositlerin IGF-IR ekspresyonu yönünden istatistiksel bir 

önem gözlenmedi (ġekil 3.6). Deney grubunda ise ovositlerin IGF-IR 

ekspresyonunun düzeyi primordiyal folikülden primer foliküle geçiĢte azaldı. IGF-IR 

ekspresyonu sekonder folikülün ovositinde en yüksek seviyeye ulaĢırken, preantral 

foliküle doğru Ģiddetli bir Ģekilde azalarak en düĢük seviyeye geldi. IGF-IR 

ekspresyonu antral folikülün ovositinde ise az miktarda arttı. Ovositlerdeki IGF-IR 

ekspresyonu yönünden deney grubunda sadece sekonder folikül ve preantral folikül 

arasında fark gözlendi (p<0,01). Her iki grubun granuloza hücrelerinde IGF-IR 

ekspresyonu preantral foliküle doğru bir artıĢ gösterdi. Kontrol grubunda preantral 

folikülden antral foliküle geçiĢte granuloza hücrelerinde IGF-IR ekspreyon düzeyi 

değiĢmezken, deney grubunun antral folikülünde granuloza hücrelerinin IGF-IR 

ekspresyonu azaldı. Her iki grupta granuloza hücre IGF-IR ekspresyonu yönünden 

folikül geliĢim aĢamaları arasında fark gözlenmedi (ġekil 3.7). 

 

 

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

               düzeyleri 

 
DeğiĢken Grup N Ortalama±S.H. p 

PO 
Deney 6 1,67±0,14 

0,754 
Kontrol 6 1,58±,0,22 

PR 
Deney 6 1,50±0,15 

0,152 
Kontrol 6 1,20±0,13 

S 
Deney 6 1,75±0,12 

0,006* 
Kontrol 6 1,08±0,18 

PA 
Deney 6 0,67±0,14 

1,000 
Kontrol 6 0,67±0,07 

A 
Deney 6 0,33±0,11 

0,091 
Kontrol 6 0,70±0,17 

 *p<0,05 

 

Deney grubunda sekonder folikülün ovositinde IGF-IR ekspresyonu artarken 

(p<0,05), diğer folikül ovositlerinde herhangi bir fark saptanmadı. 
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Tablo 3.7. Deney ve kontrol gruplarının granuloza hücrelerinde IGF-IR 

                         ekspresyon düzeyleri 

 

DeğiĢken Grup N Ortalama±S.H. p 

PO 
Deney 6 1,25±0,14 

0,058 
Kontrol 6 0,80±,0,17 

PR 
Deney 6 1,75±0,12 

0,053 
Kontrol 6 1,40±0,12 

S 
Deney 6 1,92±0,06 

0,012* 
Kontrol 6 1,58±0,10 

PA 
Deney 6 2,17±0,11 

0,012* 
Kontrol 6 1,67±0,14 

A 
Deney 6 1,75±0,21 

0,745 
Kontrol 6 1,67±0,14 

*p<0,05 

 

Deney grubunda sekonder ve preantral folikül granuloza hücrelerinde IGF-IR 

düzeyinde artıĢ belirlendi (p<0,05). Diğer foliküllerin granuloza hücrelerinde fark 

gözlenmedi. 

 

 

Tablo 3.8. Deney ve kontrol gruplarının teka interna hücrelerinde IGF-IR 

                            ekspresyon düzeyleri 

 

DeğiĢken Grup N Ortalama±S.H. p 

S 
Deney 6 0,58±0,18 

0,728 
Kontrol 6 0,50±0,15 

PA 
Deney 6 0,75±0,12 

0,727 
Kontrol 6 0,80±0,08 

A 
Deney 6 1,00±0,15 

0,386 
Kontrol 6 1,17±0,11 

 

Gruplar arasında teka interna IGF-IR ekspresyonu yönünden fark belirlenmedi. 
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Tablo 3.9. Deney ve kontrol gruplarının teka eksterna hücrelerinde IGF-IR  

                    ekspresyon düzeyleri 

 

DeğiĢken Grup N Ortalama±S.H. p 

PA 
Deney 6 0,00±0,00 

-- 
Kontrol 6 0,00±0,00 

A 
Deney 6 0,00±0,00 

-- 
Kontrol 6 0,00±0,00 

 

Gruplar arasında teka eksterna IGF-IR ekspresyonu bakımından fark 

gözlenmedi. 

 

 

 
 

Grafik 3.5. Kontrol (K) ve deney (D) grubunda, ovaryum foliküllerinde IGF-

IR ekspresyon düzeyleri belirlendi. Sekonder folikülün ovosit ve 

granuloza hücreleri ile preantral folikülün granuloza hücrelerinde 

IGF-IR ekspresyon düzeylerinde  *p<0,05 düzeyinde bir artıĢ 

saptandı. 
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 Deney grubu S-PA p<0,01 

 

 

Grafik 3.6. Deney ve kontrol gruplarında geliĢmekte olan foliküllerin 

ovositleri arasında IGF-IR ekspresyon düzeyleri 

 

 

 
 

Grafik 3.7. Deney ve kontrol gruplarında geliĢim sürecindeki foliküllerin 

granuloza hücreleri arasında IGF-IR ekspresyon düzeyleri 
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3.3.2. Folikül Sayıları ile Ġmmunohistokimyasal Veriler Arasında Korelasyon 

Analizi  

 

 

 

Deney ve kontrol gruplarında IGF-I ve IGF-IR ekspreyon düzeyleri ile 

ovaryum folikül sayıları arasındaki korelasyon Spearman'nın rho korelasyon analazi 

ile belirlendi.  Kontrol grubunda preantral folikül sayıları ile preantral folikülün 

granuloza hücrelerinde eksprese olan IGF-I arasında negatif yönde istatistiksel olarak 

anlamlı bir korelasyon tespit edildi (r= -0,828; p<0,05). Deney grubunda ise preantral 

folikülün sayısı ile bu folikülün granuloza hücrelerinde eksprese olan IGF-I arasında 

da negatif yönde istatistiksel olarak anlamlı bir korelasyon saptandı (r= -0,913; 

p<0,01). 
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Tablo 3.10. Deney ve kontrol gruplarında granuloza hücrelerindeki IGF-I ve 

IGF-IR ekspresyonları ile folikül sayıları arasındaki korelasyon analizi 

 

Gruplar 
Folikül  

Safhası 
DeğiĢkenler Korelasyon Katsayısı p N 

Kontrol 

PO 
Folikül Sayısı- IGF I -0,239 0,648 6 

Folikül Sayısı–IGF IR -0,647 0,165 6 

PR 
Folikül Sayısı- IGF I -0,741 0,092 6 

Folikül Sayısı–IGF IR -0,101 0,848 6 

S 
Folikül Sayısı- IGF I -0,414 0,414 6 

Folikül Sayısı–IGF IR -0,393 0,441 6 

PA 
Folikül Sayısı- IGF I -0,828 0,042* 6 

Folikül Sayısı–IGF IR 0,131 0,805 6 

A 
Folikül Sayısı- IGF I 0,000 1,000 6 

Folikül Sayısı–IGF IR -0,577 0,231 6 

Deney 

PO 
Folikül Sayısı- IGF I -0,144 0,758 6 

Folikül Sayısı–IGF IR 0,205 0,741 6 

PR 
Folikül Sayısı- IGF I 0,282 0,499 6 

Folikül Sayısı–IGF IR -0,821 0,089 6 

S 
Folikül Sayısı- IGF I -0,433 0,244 6 

Folikül Sayısı–IGF IR 0,299 0,514 6 

PA 
Folikül Sayısı- IGF I -0,913 0,002** 6 

Folikül Sayısı–IGF IR -0,030 0,954 6 

A 
Folikül Sayısı- IGF I -0,091 0,815 6 

Folikül Sayısı–IGF IR 0,247 0,555 6 

*p<0,05   **p<0,01 
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Tablo 3.11. Deney ve kontrol gruplarının interstisyel hücrelerinde, damar   

                  duvarındaki düz kas hücrelerinde ve CL’larda IGF-I ve IGF-IR  

                       ekspresyon düzeyleri 

 

DeğiĢken Grup N Ortalama±S.H. p 

Ġnterstisyel hücre, IGF-I 
Deney 6 1,67±0,14 

1,000 
Kontrol 6 1,67±0,17 

Ġnterstisyel hücre, IGF-IR 
Deney 6 2,00±0,17 

,207 
Kontrol 6 2,25±0,08 

Damar duvarı, IGF-I 
Deney 6 3,00±0,00 

,166 
Kontrol 6 2,92±0,06 

Damar duvarı, IGF-IR 
Deney 6 1,00±0,00 

-- 
Kontrol 6 1,00±0,00 

CL, IGF-I 
Deney 6 2,00±0,00 

1,000 
Kontrol 6 2,00±0,09 

CL, IGF-IR 
Deney 6 2,75±0,12 

,152 
Kontrol 6 2,50±0,12 

 

Gruplar arasında IGF-I ve IGF-IR ekspresyonu bakımından interstisyel 

hücrelerde, damar duvarındaki düz kas hücrelerinde ve CL’larda fark gözlenmedi. 

 

 

  

Grafik 3.8. Deney ve kontrol grupları arasında korpus luteum (CL), 

interstisyel hücreler ve damar duvarındaki düz kas hücrelerinde 

IGF-I ve IGF-IR ekspresyonu bakımından herhangi bir fark 

belirlenmedi. 
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3.3.3. Westen Blotting Bulguları 

 

 

ÇalıĢmamızda Western blotting yönteminde elde edilen veriler sonucunda 

ovaryumlarda gruplar arasında IGF-IR yönünden fark saptanmadı (p>0,005); (tablo 

3.12). 

 

 

Tablo 3.12: Kontrol ve deney gruplarınında ovaryumlarında IGF-IR 

ekspresyonu (WB)   

DeğiĢken Grup N Ortalama±S.H. P 

IGF-IR 
Deney 4 9486,58±2171,72 

,773 
Kontrol 4 11292,74±1072,98 

 

 

97 kDa-                      

                a               b             c           d            e            f           g             h 

 

ġekil 3.2. Kontrol ve deney gruplarına ait Western blotting bantları. Kontrol 

grubu ilk dört bant (a, b, c, d), deney grubu son dört bant (e, f, g, h). Gruplar arasında 

fark gözlenmedi. 

 

 

 

50 kDa-  

ġekil 3.3. Pozitif kontrol, ovaryum tubulin ekpresyonu  
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ġekil 3.4. Kontrol grubunda primordiyal (ince ok) ve primer (kalın ok) 

folikülün ovosit (O) ve granuloza hücrelerinde (G) IGF-I 

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

 

 

         

ġekil 3.5. Kontrol grubunda primordiyal (ince ok) ve primer (kalın ok) 

folikülün ovosit (O) ve granuloza hücrelerinde (G) IGF-IR 

ekspresyonu (IHK, PAS-H), 1 bar= 20 mikron. 
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ġekil 3.6. Deney grubunda primordiyal (ince ok) ve primer (kalın ok) folikülün 

ovosit (O) ve granuloza hücrelerinde (G) IGF-I ekspresyonu (IHK, 

PAS-H), 1 bar= 20 mikron. 

 

 

         

ġekil 3.7. Deney grubunda primordiyal (ince ok) ve primer (kalın ok) folikülün 

ovosit (O) ve granuloza hücrelerinde (G) IGF-IR ekspresyonu (IHK, 

PAS-H), 1 bar= 20 mikron. 
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ġekil 3.8. Kontrol grubunda primordiyal (ince ok), primer (kalın ok) ve 

sekonder (ok baĢı) folikülün ovosit (O) ve granuloza hücreleri (G) 

ile sekonder folikülün teka internasında IGF-I ekspresyonu (IHK, 

PAS-H), 1 bar= 20 mikron. 

 

 

          

ġekil 3.9. Kontrol grubunda primordiyal (ince ok), primer (kalın ok)  ve 

sekonder (ok baĢı) folikülün ovosit (O) ve granuloza hücreleri (G) 

ile sekonder folikülün teka internasında IGF-IR ekspresyonu (IHK, 

PAS-H), 1 bar= 20 mikron. 

 



74 

 

         

ġekil 3.10. Deney grubunda primordiyal (ince ok), primer (kalın ok) ve 

sekonder (ok baĢı) folikülün ovosit (O) ve granuloza hücreleri (G) 

ile sekonder folikülün teka internasında IGF-I ekspresyonu (IHK, 

PAS-H), 1 bar= 50 mikron. 

 

 

         

ġekil 3.11. Deney grubunda primordiyal (ince ok), primer (kalın ok) ve 

sekonder (ok baĢı) folikülün ovosit (O) ve granuloza hücreleri (G) 

ile sekonder folikülün teka internasında IGF-IR ekspresyonu 

(IHK, PAS-H), 1 bar= 50 mikron. 
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ġekil 3.12. Kontrol grubunda primordiyal (ince ok), primer (kalın ok) ve 

preantral (ok baĢı) folikülün ovosit (O) ve granuloza hücreleri (G) 

ile teka interna ve ekstenalarında IGF-I ekspresyonu, damar (D) 

(IHK, PAS-H), 1 bar= 20 mikron 

 

        

 

ġekil 3.13. Kontrol grubunda primordiyal (ince ok), primer (kalın ok), ve 

preantral (ok baĢı) folikülün ovosit (O) ve granuloza hücreleri (G) 

ile teka interna ve eksternalarında IGF-IR ekspresyonu, damar 

(D) (IHK, PAS-H), 1 bar= 20 mikron. 
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ġekil 3.14. Deney grubunda primordiyal (ince ok) ve preantral (ok baĢı) 

folikülün ovosit (O) ve granuloza hücreleri (G) ile teka interna ve 

eksternalarında IGF-I ekspresyonu (IHK, PAS-H), 1 bar= 20 

mikron. 

 

 

 

ġekil 3.15. Deney grubunda primordiyal (ince ok) ve preantral (ok baĢı) 

folikülün ovosit (O) ve granuloza hücreleri (G) ile teka interna ve 

eksternalarında IGF-IR ekspresyonu (IHK, PAS-H), 1 bar= 20 

mikron. 
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ġekil 3.16. Kontrol grubunda preantral (ince ok) ve antral (kalın ok)  folikülün 

ovosit (O) ve granuloza hücreleri (G) ile teka interna ve 

eksternalarında IGF-I ekspresyonu, antrum (yıldız), korpus luteum 

(CL), (IHK, PAS-H), 1 bar= 50 mikron. 

 

 

 

ġekil 3.17. Kontrol grubunda preantral (ince ok) ve antral (kalın ok) folikülün 

ovosit (O) ve granuloza hücreleri (G) ile teka interna ve 

eksternalarında IGF-IR ekspresyonu, antrum (yıldız), korpus 

luteum (CL), (IHK, PAS-H), 1 bar= 50 mikron. 



78 

 

  

ġekil 3.18. Deney grubunda preantal (ince ok) ve antral (kalın ok) folikülün 

ovosit (O) ve granuloza hücreleri (G) ile teka interna ve 

eksternalarında IGF-I ekspresyonu, antrum (yıldız), (IHK, PAS-H), 

1 bar= 50 mikron. 

 

       

 

ġekil 3.19. Deney grubunda preantral (ince ok) ve antral (kalın ok) folikülün 

ovosit (O) ve granuloza hücreleri (G) ile teka interna ve 

eksternalarında IGF-IR ekspresyonu, antrum (yıldız), (IHK, PAS-

H), 1 bar= 50 mikron. 
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ġekil 3.20. Kontrol grubunda korpus luteum (CL) ve interstisyel hücrelerde 

(IH) IGF-I ekspresyonu, preantral (ok baĢı) ve antral (kalın ok) 

folikül, (IHK, PAS-H), 1 bar= 100 mikron. 

 

        

 

ġekil 3.21. Kontrol grubunda korpus luteum (CL) ve interstisyel hücrelerde 

(IH) IGF-IR ekspresyonu, preantral (ok baĢı) ve antral (kalın ok) folikül, 

(IHK, PAS-H) 1 bar= 100 mikron. 
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ġekil 3.22. Deney grubunda korpus luteum (CL) ve interstisyel hücrelerde (IH) 

IGF-I ekspresyonu, preantral (ok baĢı) ve antral (kalın ok) folikül, 

(IHK, PAS-H), 1 bar= 50 mikron. 

 

 

 

ġekil 3.23. Deney grubunda korpus luteum (CL) ve interstisyel hücrelerde (IH) 

IGF-IR ekspresyonu, preantral (ok baĢı) ve antral (kalın ok) folikül, 

(IHK, PAS-H), 1 bar= 50 mikron. 
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ġekil 3.24. Kontrol grubunda damar (D) düz kas hücrelerinde (ok) IGF-I 

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

 

 

 

ġekil 3.25. Kontrol grubunda damar (D) düz kas hücrelerinde (ok) IGF-IR 

ekspresyonu, (IHK, PAS-H), 1 bar= 20 mikron. 
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ġekil 3.26. Deney grubunda damar (D) düz kas hücrelerinde (ok) IGF-I 

ekspresyonu, (IHK, PAS-H), 1 bar= 50 mikron. 

 

 

        

 

ġekil 3.27. Deney grubunda damar (D) düz kas hücrelerinde (ok) IGF-IR 

ekspresyonu, (IHK, PAS-H), 1 bar= 50 mikron. 
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4.TARTIġMA 

 

 

 

4.1. MXC Uygulaması 

 

 

MXC’nin östrojenik aktiviteler sergileyen (Hall ve ark., 1997) fötal ve neonatal 

folikül geliĢimini, folikülogenezisi ve yetiĢkin ovaryum fonksiyonunu etkileyen 

endokrin bozucu bir pestisit ajan olduğu bilinmektedir (Uzumcu ve Zachow, 2007). 

DiĢi reprodüktif sistemi üzerine östrojenik etkili endokrin bozucuların 

mekanizmasının anlaĢılması için yapılan deney hayvan model çalıĢmalarında MXC 

ajanının yaygın olarak kullanıldığı görülmektedir. 

 

 

MXC’nin bildirilen çevresel seviyeleri litrede 160 mg MXC ya da 160 ppm 

(akarsu içerisinde ya da MXC püskürtülen alanlarda)’dir. FDA (Amerila BirleĢik 

Devletleri Gıda ve Ġlaç Dairesi) tarafından rapor edilen günlük ortalama MXC alımı 

yetiĢkinlerde 0.1 ng/kg’dır (ATSDR, 2002).  Primatlar kemiricilerden daha fazla 

MXC’ye duyarlıdır (Golub ve ark., 2003, 2004; Gupta ve ark., 2008). Bu da 

göstermektedir ki insanlar daha büyük bir risk altındadır. Dolayısıyla sıçan, fare gibi 

kemiricilerde daha yüksek dozlarda gözlenen reprodüktif fonksiyon bozuklukları 

insanlarda daha düĢük çevresel dozlarda ortaya çıkabilir. ÇalıĢmamızda belirttiğimiz 

MXC doz uygulaması (100mg/kg/gün) benzer deneysel hayvan çalıĢmalarında 

kullanılan MXC doz aralığındadır (Chapin ve ark., 1997; Hall ve ark., 1997; Armenti 

ve ark., 2008). MXC’nin 100mg/kg/gün olarak uygulanan dozu sıçanlarda yüksek 

doz olarak belirlenmiĢtir (Zama ve Uzumcu, 2009; Sobinoff ve ark., 2010). Yapılan 

çalıĢmalar bu dozun, ovaryum fonksiyonlarını ve parametrelerini 20 µg/kg/gün 

(Armenti ve ark., 2008) ile 50 mg/kg/gün (Sobinoff ve ark., 2010) dozlarına göre 

daha ciddi oranda etkilediğini göstermiĢtir. Örneğin 100 mg/kg/gün MXC 

uygulaması, sıçanlarda puberta yaĢı ile ilk östrusun öne çekilmesine ve sonrasında 

düzensiz östrusa neden olur. Ovaryumda gonodotropinlere yanıtı ve ovule olan 

ovosit sayısını azaltır. Ayrıca hormonal mekanizmayı bozar, progesteron sentezini 

azaltır ve ERβ, LHR, AMH, P450 gibi ovaryum markırlarının ekspresyonunu 
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değiĢtirir (Armenti ve ark., 2008). Bununla birlikte ovaryumda foliküler 

kompozisyonun değiĢmesine, foliküllerde atreziye, (Uzumcu ve ark., 2006; Armenti 

ve ark., 2008; Sobinoff ve ark., 2010) ve erken reprodüktif yaĢlanmaya neden olur 

(Armenti ve ark., 2008). Diğer yandan ovosit lipid peroksidasyonunu artırarak ovosit 

membranının hasarına sebep olur. Bu durum ise spermin ovosite füzyonunu azaltır 

(Sobinoff ve ark., 2010). Sonuç olarak MXC’nin 100 mg/kg/gün dozu diĢi 

reproduktif sisteminde meydana getirdiği olumsuzluklara bağlı olarak diĢi 

fertilitesini etkiler ve gebelik oranını azaltır (Armenti ve ark., 2008). 

 

 

Embriyonal ve fötal geliĢimin belli periyodlarında endokrin bozuculara maruz 

kalınması, meme bezi (Wang, 2006), uterus ve testis gibi hormon bağımlı organların 

eriĢkin dönemdeki fonksiyonlarını etkileyebilmektedir (Newbold ve ark., 2004; 

Anway ve ark., 2005; Ho ve ark., 2006; Soto ve ark., 2008). Ovaryum için bu kritik 

dönem ise; apoptozis ile ovosit yuvalarının yıkılması (E18-21), apoptozisin devam 

etmesi ve primordiyal foliküllerin oluĢması (PN0-3) ve primordiyalden primer 

foliküle geçiĢ (PN4-7) safhalarını içeren E18 ve PN7 günler arasını kapsamaktadır 

(Armenti ve ark., 2008). Bu yüzden çalıĢmamızda Armenti ve ark. (2008)’nın 

çalıĢmalarında uyguladıkları deney modelini kullandık. Bu deney modeline göre 

fötal ve neonatal (E18-PN7) dönem içerisinde MXC uyguladık ve eriĢkin dönemde 

MXC’nin ovaryum foliküler kompozisyonu ve IGF sinyal yolağı üzerine etkilerini 

belirlemek için sıçanları postnatal 50-60. günler arasında proöstrus gözlemlediğimiz 

günde öldürdük ve ovaryumları topladık.  

 

 

 

4.2. Ovaryum Folikül Kompozisyonu 

 

 

ÇalıĢmamızda MXC uygulamasının ovaryumda foliküler kompozisyonu 

değiĢtirdiğini saptadık. MXC’nin hayvanların ovaryumunda primordiyal ve primer 

folikül sayısını azalttığını, sekonder folikül sayısını arttırdığını gözlemledik ve 

primordiyal (p<0,05) ve sekonder folikül (p<0,01) sayılarındaki değiĢimin istatistiki 

olarak önemli olduğunu saptadık (tablo 3.1). Bizim deney modelimize benzer olarak 

kurgulanmıĢ çalıĢmalarda (Uzumcu ve ark. 2006; Armenti ve ark. 2008) 



85 

 

bulgularımıza benzer veriler elde edildiği fakat bu foliküllerin sayılarındaki 

değiĢikliklerin istatistiksel olarak önemli olmadığı bildirilmektedir. Bu durum 

çalıĢmalarda kullanılan sıçan ırklarının farklılığından kaynaklanıyor olabilir. 

Örneğin, Fischer 344 ırkı sıçanlar, Sprague-Dawley ırkı sıçanlara göre eksojen 

östrojene daha fazla duyarlıdır (Putz ve ark., 2001). ÇalıĢmamızda endokrin 

bozuculara  Sprague-Dawley ve Da/Han ırklarına göre daha duyarlı olduğu 

gösterilen (Diel ve ark., 2004) Wistar ırkı sıçanlar kullanıldı. 

 

 

Neonatal dönemde östrojen hormonu ve bazı endokrin bozucuların 

uygulanmasının primordiyal folikül oluĢumunu azalttığı bildirilmektedir (Chen ve 

ark., 2007; Schindler ve ark., 2010). Bu sonuçlar bizim bulgumuzla tutarlılık 

göstermektedir. MXC’ye bağlı olarak gözlemlenen erken reprodüktif yaĢlanmanın 

(Armenti ve ark., 2008) temelinde de; ovaryumdaki primordiyal folikül 

rezervlerindeki azalma yatıyor olabilir. Primordiyal folikül sayısının (rezervinin) az 

olmasının iki sebebi olabilir. Birincisi fötal dönemde ovosit yuvalarının yıkılıp 

primordiyal folikül Ģekillenmesini MXC inhibe etmiĢ olabilir; ikincisi ise MXC 

primordiyal folikülden primer ve sekonder foliküle geçiĢi indüklemiĢ olabilir.  

 

 

ÇalıĢmamızda, deney grubunun preantral foliküllerin sayısında istatistiki olarak 

belirgin bir artıĢ (p<0,01) dikkat çekti. Armenti ve ark. (2008), aynı doz ve sürelerde 

yaptıkları çalıĢmalarında bulgularımıza benzer sonuçlar elde etmiĢlerdir. Uzumcu ve 

ark. (2006), postnatal 3-10 gün arasında benzer doz uyguladıkları çalıĢmalarında da 

bizim bulgularımıza benzer olarak preantral foliküllerde artıĢ gözlerken, Sobinoff ve 

ark. (2010) ise postnatal 4-7 gün arasında aynı doz uygulamasında preantral folikül 

sayısında azalma olduğunu göstermiĢlerdir. Sekonder ve preantral folikül sayılarında 

bir artıĢın gözlenmesi MXC’nin foliküler olgunlaĢmayı hızlandırdığı buna bağlı 

olarak da primordiyal foliküler rezervi azalttığını göstermektedir.  

 

 

Armenti ve ark., (2008)’nın araĢtırması ve bizim çalıĢmamız folikül 

geliĢiminde üç farklı dönemi de içine alırken, Uzumcu ve ark (2006)’nın yapmıĢ 

olduğu çalıĢma (PN3-10) primordiyal ve primer folikül geliĢim sürecini; Sobinoff ve 
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ark. (2010)’nın yaptığı çalıĢma ise (PN4-7) primer folikül geliĢim dönemini 

kapsamaktadır. Ġleriki çalıĢmalarda fötal ve neonatal ovaryum geliĢiminin her bir 

döneminde (E18-21; PN0-3 ve PN4-7) sıçanlara MXC uygulanarak 3 farklı MXC 

grubu oluĢturulması ve eriĢkin dönemde de foliküler kompozisyon açısından gruplar 

arasında farklılıklarının belirlenmesi önemli olacaktır.  

 

 

ÇalıĢmamızda MXC’ye bağlı olarak antral foliküllerin sayısında azalma 

gözlendi. Uzumcu ve ark. (2006) çalıĢmalarında antral folikül sayısında azalma 

belirlemiĢlerdir. Armenti ve ark. (2008) erken antral folikül sayısının arttığını, orta 

ve geç antral folikül sayılarında ise fark olmadığını bildirmiĢlerdir. Bulgularımız 

Uzumcu ve ark. (2006)’nın sonuçları ile uyumludur. Antral folikül sayısında azalma 

iki sebepten kaynaklanıyor olabilir. Birincisi preantral foliküllerin antral foliküllere 

geçiĢini MXC engelliyor olabilir. Bu durum preantral foliküllerin sayısının artmasına 

diğer yandan antral foliküllerin sayısının azalmasına neden olacaktır. Ġkincisi MXC 

daha çok antral foliküllerde atreziyi indüklüyor olabilir. Çünkü pubertanın hemen 

öncesi ve sonrasında MXC’ye maruz kalınması antral foliküllerde atreziye sebep 

olmaktadır (Borgeest ve ark., 2002; Miller ve ark., 2005; Gupta ve ark., 2006; Tomic 

ve ark., 2006). 

 

 

 

4.3. Ġmmunohistokimya 

 

 

 

IGF-I ve Granuloza Hücreleri 

 

IGF-I ekpresyonu araĢtırmalarda 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 çeĢitli hayvan türlerinin granuloza 

hücrelerinde gösterildi. Biz de deney ve kontrol gruplarında bütün foliküllerin 

granuloza hücrelerinde IGF-I ekpresyonunu gösterdik.  Foliküler büyüme sürecinde 

kontrol grubunun granuloza hücrelerinde IGF-I ekspresyonu primer folikülden 

itibaren antral foliküle doğru arttı. Bununla birlikte foliküller arasında (PO-PR; PR-

S; S-PA; PA-A) granuloza hüclerinin IGF-I ekspresyonu yönünden istatiksel bir fark 
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gözlenmedi. Deney grubunda ise folikül aĢamaları arasında granuloza hücrelerinin 

IGF-I ekspresyonu doğrusal olmayan bir eğri çizdi fakat folikül aĢamaları arasında 

istatiksel bir önem saptanmadı. 

 

 

ÇalıĢmamızda kontrol grubuna göre deney grubunda primordiyal ve primer 

folikül sayısında azalma ve bu foliküllerin granuloza hücrelerinde IGF-I 

ekspresyonunda artıĢ gözlendi, ancak gruplar arasında istatistiki bir önem 

belirlenmedi (tablo 3.3). Primordiyal ve primer folikül sayısında azalma ile IGF-I 

ekspresyonu arasında da önemli bir korelasyon saptanmadı (tablo 3.10). Sekonder ve 

preantral folikül sayısında artıĢ, antral folikül sayısında azalma ile birlikte sekonder, 

preantral ve antral foliküllerin granuloza hücrelerinde IGF-I ekspresyonunda bir 

düĢüĢ gözlendi. Fakat gruplar arasında sadece preantral ve antral foliküllerin 

granuloza hücrelerinde IGF-I ekspresyonu yönünden istatistiki bir önem saptandı 

(p<0,05), (tablo 3.3). Ayrıca preantral folikül sayısı ve preantral IGF-I ekspresyonu 

arasında hem kontrol grubunda (r=-0,828, p<0,05) hem de deney grubunda (r=-

0,913, p<0,01) negatif bir korelasyon saptandı (tablo 3.10). IGF-I, granuloza 

hücrelerinin çoğalmasını dolayısıyla foliküler geliĢmeyi uyarırken (Monget ve ark., 

2002; Mazerbourg ve ark., 2003 Quirk ve ark., 2004;) apoptozise karĢı koruyarak da 

foliküler atreziyi önlediği bildirilmektedir (Guthrie ve ark., 1998; Hu ve ark., 2004). 

Bu durumda primordiyal ve primer folikülde IGF-I ekspresyonundaki artıĢ, 

primordiyal ve primer folikülde geliĢimin uyarılmasına ve sonuçta bu foliküllerden 

sekonder ve preantral foliküle geçiĢin hızlanmasına neden olacaktır. Preantral folikül 

kültüründe IGF-I uygulamasının preantral folikül geliĢimini ve antrum oluĢumunu 

uyardığı bildirilmiĢtir (Gutierrez ve ark., 2000). Ovaryum doku kültüründe de benzer 

Ģekilde IGF-I eksikliğinde foliküller geliĢemez ve antral folikülü Ģekillenemez 

(Stubbs ve ark., 2013). Dolayısıyla IGF-I’deki düĢüĢün preantral folikül geliĢimini 

inhibe ederek preantral folikülden antral foliküle geçiĢi yavaĢlattığını ya da bloke 

ettiğini söyleyebiliriz. Sonuçta preantral foliküllerde IGF-I ekspresyonundaki azalma 

preantral folikül büyümesinin yavaĢlamasına dolayısıyla preantral aĢamada kalan 

folikül sayısında bir artıĢa ve antral folikül sayısında da düĢmeye neden olabilir. 

Bununla birlikte IGF-I’in foliküler atrezi durumunda seviyesinin düĢük (Wandji ve 

ark., 1998), polikistik ovaryum sendromlarında ise yüksek düzeyde oluĢu (Homburg, 
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1998), çalıĢmamızdaki antral folikül sayısındaki azalmanın IGF-I ekspresyonundaki 

azalmaya bağlı ĢekillendiğinidüĢündürmektedir. MXC’nin direk olarak preantral 

foliküllerde geliĢimi bloke ettiğini göstermek ve bu foliküllerde IGF-I ekspresyonunu 

azalttığını kesin olarak belirlemek için ovaryumdan preantral foliküllerin izole 

edilerek kültüre edilmesi gerekmektedir. Ġleride MXC’nin foliküller üzerinde direk 

etkilerinin gözlenmesi için ovaryum folikül kültür çalıĢması planlanmaktadır. 

DüĢünülen bu çalıĢmada kültüre edilen foliküllere MXC uygulanacak ve IGF-I 

protein düzeyleri western blotting ile, IGF-I mRNA düzeyleri ise QPCR yöntemiyle 

belirlenecektir.  

 

 

IGF-I ve Ovosit 

 

ÇalıĢmamızda her iki grubun ovositlerinde zayıf ve Ģiddetli arasında değiĢen 

IGF-I reaksiyonları gözledik. Hem kontrol hem de deney gruplarının ovositlerinde 

IGF-I ekspresyonu primordiyal folikülden sekonder foliküle doğru artarken, preantral 

folikülden antral foliküle geçiĢte IGF-I ekspresyonunun azaldığı gözlendi. Fakat hem 

kontrol hem de deney gruplarında ovositlerin IGF-I ekspresyonları yönünden farklı 

folikül aĢamaları arasında (PO-PR; PR-S; S-PA; PA-A) istatistiksel bir önem 

gözlenmedi. IGF-I geliĢmekte olan foliküllerde ovosit maturasyonunu 

tetiklemektedir (Feng ve ark.1988). Foliküler safhalara bağlı olarak ovositlerde IGF-I 

ekspresyon seviyelerindeki farklılıklar ovositin büyümesi ve maturasyonu ile ilgili 

olabilir Dolayısıyla ovositin büyümesi ve maturasyonu ovositte ekprese olan IGF-I 

tarafından otokrin olarak kontrol ediliyor olabilir.  

 

 

Deney ve kontrol gruplarında ise IGF-I ekspresyonu primordiyal ve antral 

foliküllerin ovositlerinde zayıf ile orta Ģiddet arasında değiĢirken, diğer foliküllerin 

ovositlerinde ise orta ile Ģiddetli arasında belirlendi. Gruplar arasında bir fark 

gözlenmedi (tablo 3.2). Dolayısıyla MXC ovositlerdeki IGF-I ekspresyonunu 

etkilememektedir. 
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IGF-I – Korpus Luteum, Teka İnterna Hücreleri, Teka Eksterna Hücreleri, 

İnterstisyel Hücreler, Damar Düz Kas Hücreleri 

 

Yaptığımız çalıĢmada IGF-I ekspresyonunu ayrıca korpus luteumlarda, teka 

hücrelerinde, interstisyel hücrelerde ve damar düz kas hücrelerinde saptadık. Diğer 

araĢtırmalarda da bulgularımıza benzer olarak korpus luteumlarda (Gadsby ve 

ark.,1996; Holloway ve ark., 2007; Ergin ve ark., 2008), teka ve interstisyel 

hücrelerinde (Hernandez ve ark., 1992; Holloway ve ark., 2007; Ergin ve ark., 2008) 

IGF-I ekspresyonu gösterildi. IGF-I korpus luteumun oluĢumununda rol alır ve aynı 

zamanda luteal progesteron seviyesinde artıĢa neden olarak streoidogenezin 

düzenlemesine katkıda bulunur (Devota ve ark. 1995). Streoidogenez ayrıca teka 

interstisyel alanlarda eksprese olan IGF-I tarafından LH benzeri etkiyle uyarılır. 

Bununla birlikte MXC metaboliti HPTE granuloza ve teka interstisyel hücrelerde 

progestron sekresyonunu inhibe eder (Akgül ve ark., 2008). MXC ise serum 

progesteron düzeyini ve teka interstisyel hücrelerinde LHR ekpresyonunu azaltır 

(Armenti ve ark., 2008). ÇalıĢmamızda gruplar arasında korpus luteumlar ile teka ve 

interstisyel hücrelerde IGF-I ekpresyonu yönünden fark çıkmadı (tablo 3.11). Bu 

durum MXC’nin progesteron üretimini IGF-I’den bağımsız bir mekanizma ile 

etkilediğini göstermektedir. 

 

 

Ovaryumda yer alan damarların düz kaslarında IGF-I ekspresyonunu 

belirledik. Armstrong ve ark., (2000) ise ovaryumda bulunan damarların düz kas 

hücrelerinde değil damar endotel hücrelerinde IGF-I ekspresyonunu gösterdiler. 

Bununla birlikte yaptığımız literatür taramalarında ovaryumlarda olmasa da bizim 

bulgumuza benzer Ģekilde akciğerde bulunan damar düz kas hücrelerinde IGF-I 

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

 

 

IGF-IR ve Granuloza Hücreleri 

  

Yapılan araĢtırmalarda granuloza hücrelerinde IGF-IR protein (Zhou ve ark., 

1991) ve mRNA (El-Roeiy ve ark., 1993; Ammstrong ve ark., 2000) ekpresyonları 

gösterildi. ÇalıĢmamızda da benzer olarak granuloza hücrelerinde IGF-IR 
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ekspresyonu gözlendi. Kontrol grubunda granuloza hücrelerinde IGF-IR ekspresyon 

düzeyi primordiyal folikülden antral foliküle doğru artıĢ gösterirken, deney grubunun 

granuloza hücrelerinde IGF-IR ekspresyonu preantral foliküle kadar artıĢ gösterdi, 

antral folikülde azaldı.  

 

 

ÇalıĢmamızın deney grubunda geliĢim aĢamasındaki foliküllerin granuloza 

hücrelerinde IGF-IR ekspresyonlarının kontrol grubundaki aynı geliĢim 

aĢamalarındaki folikülerin granuloza hücrelerindeki IGF-IR ekspresyonlarına göre 

arttığı gözlendi. Bununla birlikte deney grubunda kontrol grubuna göre sadece 

sekonder ve preantral folikülün granuloza hücrelerindeki IGF-IR ekspresyonun artıĢı 

istatistiksel olarak önemli bulundu (p<0,05); (tablo 3.7). Bu bulgulara dayanarak 

MXC’nin, sekonder ve preantral foliküllerin granuloza hücrelerinde IGF-I 

ekspresyonunu baskılarken; IGF-IR ekspresyonunu arttırdığını söylebiliriz. Aynı 

safhadaki foliküllerde IGF-I ekspresyonu azalırken reseptörünün ekspresyonunun 

artması bize IGF-I’in otokrin yolla granuloza hücrelerinde kendi kendisini 

etkileyebildiğini de göstermektedir.  Ayrıca sekonder ve preantral safhalardaki 

folikülün granuloza hücrelerinde IGF-I ekspresyonunda azalma, bu granuloza 

hücrelerindeki reseptörün daha az kullanılmasına yol açacak ve IGF-IR 

ekspresyonunu arttıracaktır. Yapılan çeĢitli çalıĢmalarda IGF-I düzeyinde azalmanın 

IGF-IR düzeyinde artıĢa (Werner ve ark., 1990; Thissen ve ark., 1994; Fu ve ark., 

2001) ve IGF-I uygulamalarının da IGF-IR ekspresyonunda azalmaya neden 

olduğunun bildirilmesi (Cruickshank ve ark., 2005) bizim düĢüncemizi doğrular 

niteliktedir.  

 

 

IGF-IR ve Ovosit 

 

ÇalıĢmamızda IGF-IR ekpresyonunu tüm foliküllerin ovositlerinde gözledik.  

Kontrol grubunun ovositlerinde IGF-IR ekspresyonu primordiyal folikülden preantral 

foliküle doğru azaldı. Antral folikülde ise çok az bir artıĢ gösterdi. Deney grubunda 

ise ovositlerin IGF-IR ekspresyonu primordiyal folikülden primer foliküle doğru 

azaldı. IGF-IR ekspresyonu sekonder folikülün ovositinde tekrar artarak en yüksek 

seviyeye ulaĢtı. Preantral folikülün ovositinde ise IGF-IR ekspresyonu Ģiddetli bir 
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Ģekilde düĢtü ve en düĢük seviye ulaĢtı. Bununla birlikte antral folikülün ovositinde 

IGF-IR ekspresyonu az miktarda arttı. Deney grubunda ovositlerdeki IGF-IR 

ekspresyonu yönünden sadece sekonder ve preantral folikül arasında fark gözlendi 

(p<0,01). Wasielak ve Bogacki (2007), IGF-I’in ovositleri sadece parakrin, granuloza 

hücrelerini ise hem otokrin hemde parakrin mekanizma ile etkilediğini öne 

sürmüĢtür. Ancak çalıĢmamızda ovositlerde hem IGF-IR hem de IGF-I 

ekspresyonunu gösterdik. Sonuç olarak bu durum IGF-I’nin ovositleri otokrin 

mekanizma ile de etkileyebildiğini göstermektedir.  

 

 

Deney grubunda kontrol grubuna göre primordiyal, primer ve sekonder 

folikülün ovositlerinde IGF-IR ekspresyonda artıĢ, antral folikülde azalma belirlendi. 

Preantral folikülde ise ovositin IGF-IR ekspresyonu bakımından gruplar arasında bir 

değiĢiklik gözlenmedi. Bununla birlikte gruplar arasında sadece sekonder folikülün 

ovositlerinde IGF-IR ekspresyonu yönünden istatistiksel bir fark belirlendi (tablo 

3.6).  

 

 

IGF-IR – Korpus Luteum, Teka İnterna Hücreleri, Teka Eksterna Hücreleri, 

İnterstisyel Hücreler, Damar Düz Kas Hücreleri 

 

ÇalıĢmamızda, IGF-I ekpresyona benzer Ģekilde IGF-IR ekpresyonunu korpus 

luteumlarda (Perks ve ark., 1999) interstisyel hücrelerde, teka interna hücreleri ve 

damar duvar düz kas hücrelerinde de gözlemledik. Teka eksternalarda ise IGF-I 

ekspresyonunu belirlerken IGF-IR ekspresyonunu saptamadık. Armstrong ve ark. 

(2000), sığırlarda IGF-I mRNA ekspresyonunu düĢük düzeyde sağlıklı antral folikün 

teka eksterna hücrelerinde saptarken, IGF-IR mRNA ekspresyonunu ise preantral ve 

antral foliküllerin granuloza ve teka hücrelerinde belirlediler. Ayrıca El-Roiety ve 

ark. (1999), insanlarda yaptıkları çalıĢmalarında IGF-IR mRNA’yı granuloza 

hücrelerinde, IGF-I mRNA’yı ise farklı olarak teka hücrelerinde gözlemlediler. Teka 

eksterna hücrelerinde IGF-IR ekspresyonunun gözlenmemesi bu hücrelerde eksprese 

olan IGF-I’in teka ekstenalar dıĢında farklı ovariyal yapıları etkilediğini 

düĢündürmektedir. 
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4.4. Western Blotting 

 

 

Western blotting yöntemi ile ovaryumda IGF-IR protein ekspresyon belirlendi. 

Yapılan çalıĢmalarda ovaryumda IGF-IR ekspresyonu IGF-IRα için 130 kDa 

(Srivastava ve ark., 1999), granuloza hücrelerinde IGf-IRβ için ise 98 kda civarında 

(Chabrolle ve ark., 2007) gösterildi. ÇalıĢmamızda IGFRβ alt ünitesine spesifik bir 

antikor kullanıldı ve üretici firma tarafından belirtilen kDa ağırlığı ile uyumlu olarak 

bantlar 97 kDa civarında gözlendi. Belirlenen ekspresyonlarda gruplar arasında 

ovaryum IGF-IR protein seviyeleri yönünden fark saptanmadı (tablo 3.12). Western 

blotting yöntemi ile tüm ovaryum dokusu homojenize edilip ovaryum dokusunun 

tümünde IGF-IR protein ekspresyonu belirlenmektedir. Dolayısıyla 

immunohistokimyasal boyamada olduğu gibi foliküle spesifik IGF-IR 

ekspresyonundaki değiĢiklikler bu metodla saptanamamaktadır. Eğer 

immunohistokimyasal sonuçlarımızı western blotting ile foliküle spesifik 

ekspresyonu göstererek desteklemek istiyorsak; in vivo hayvan deneyini takiben 

ovaryumların toplanması, ovaryumdaki foliküllerin izole edilmesi ve izole dilen 

foliküllerin büyüklüklerine ve morfolojilerine göre sınıflandırılması gerekmektedir. 

Ancak, sınıflandırılarak izole edilmiĢ foliküllerde western blotting metodu 

uygulanırsa hangi aĢamadaki folikülde ekspresyonun arttığını ya da azaldığını 

gözlemleyebiliriz ve immunohistokimyasal bulgularımızı destekleyebiliriz. Ġleriki 

çalıĢmalarımızda geliĢim aĢamalarına spesifik folikül izolasyonu yapmayı 

planlamaktayız. Bu sınıflandırdığımız foliküllerde IGF-IR’ün hem mRNA hem de 

protein seviyelerini belirlemeyi düĢünüyoruz. 
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5. SONUÇ 

 

 
 

1-Sıçan ovaryumunda IGF-I ve IGF-IR’ü gelişen foliküllerde ve diğer 

yapılarda eksprese olmaktadır.  

 

Ovaryumda IGF-I, folikül ovosit ve granuloza hücrelerinde, korpus luteumlarda, 

teka-interstisyel alanlarda ve damar düz kas hücrelerinde IGF-IR ile aynı anda 

eksprese olarak hem parakrin hem de otokrin etki gösterir.  

 

2-MXC’ye fötal ve neonatal dönemde maruz kalınması, erişkin ovaryumunda 

foliküler kompozisyoun değiştirir 

 

Primordiyal ve primer folikülden, sekonder ve preantral foliküle geçiĢ hızlanarak 

rezerv foliküllerin sayısı azalır buna bağlı olarak sekonder ve preantral foliküllerin 

sayısı artar. Bununla birlikte folikül geliĢiminin bir sonraki basamağı olan antral 

folikül aĢamasına geçiĢ yavaĢlar ve sonuçta antral folikül sayısı azalır. 

 

 

3-MXC, ovaryumda folikül safhasına spesifik olarak IGF-I ve IGF-IR 

ekpresyonlarını değiştirir.  

 

Erken folikül geliĢimi sırasında MXC’ye maruz kalınması, eriĢkin dönemde 

ovaryumda IGF-I ve IGF-IR ekpresyon düzeylerini değiĢtirir. DeğiĢen IGF-I ve IGF-

IR ekpresyon düzeyleri ise IGF-I’in hem parakrin hem de otokrin mekanizması 

aracılığıyla folikül kompozisyonunun değiĢmesine ve folikül rezervinin azalmasına 

neden olur. 

 

4-Folikül sayısı ve IGF-I ekspresyonu preantral folikül arasında negatif bir 

korelasyon vardır MXC bu negatif korelasyon düzeyini artırır. 
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5-MXC’ye fötal ve neonatal dönemde maruz kalınması IGF-I 

ekspresyonlarını değiştirerek folikül gelişimini ve buna bağlı olarak folikül 

kompozisyonlarını değiştirir. 

  

6-MXC primordial folikül sayısındaki azalmayla folikül rezervlerinde; 

antral folikül sayısındaki azalmasıyla da ovule olacak folikül sayısında 

azalmaya neden olabilir. Bu durum ise dişi infertilite sorunlarına yol 

açabilir.  
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ÖZET 

 

 

Metoxychlor’un Sıçan Ovaryumunda IGF-I Sinyal Yolağı Üzerine Etkisi” 

 

Folikül geliĢimi ve fonksiyonları, IGF’lerinde içinde bulunduğu pek çok büyüme faktörü tarafından 

düzenlenir. Bununla birlikte bazı gıdalar ve ekzojen ajanlar da foliküllerin geliĢimini ve ovaryum 

fonksiyonunu etkileyebilir. Endokrin bozucular olarak bilinen bu ekzojen ajanlardan bir tanesi de 

MXC’dir. Östrojenik, antiöstrojenik ve antiandrojenik etkilere sahip organik klorlu bir pestisit olan 

MXC, folikülogenezis ve steroidogenezis gibi ovaryum fonksiyonlarını ve pek çok reprodüktif 

parametreyi değiĢtirerek diĢilerde infertiliteye sebep olur.  

 

 

Amacımız embriyonal (E18) ile postanatal (PN7) günler arası 100 mg/kg/gün MXC uygulamasını 

takiben eriĢkin dönemde MXC’nin folikül aĢamalarının oransal dağılımını nasıl etkilediğini ortaya 

çıkarmaktır. Ayrıca ovaryumda folikül safhalarına spesifik IGF-I ve IGF-IR ekspresyonlarını 

belirlemek ve folikül geliĢimi ile IGF-I ve IGF-IR ekspresyon düzeyleri arasındaki iliĢkiyi ortaya 

çıkarmak; MXC’nin folikül IGF-I ve IGF-IR protein seviyelerini değiĢtirip değiĢtirmediğini 

araĢtırmaktır. Foliküler kompozisyon yüzdesinde sekonder ve preantral foliküllerde (p<0,01) bir artıĢ; 

primordial ve antral foliküllerde (p<0,05) ise azalma saptandı. Ġmmunohistokimyasal boyama ile 

foliküllerin ovosit ve granuloza hücrelerinde; luteal ve interstisyel hücrelerde, teka interna ve 

eksternada ve damar düz kas hücrelerinde IGF-I ekspresyonu belirlendi. IGF-IR ekspresyonu teka 

eksterna haricinde IGF-I ile aynı lokalizasyonu gösterdi. MXC uygulamasının IGF- I’nin 

ekspresyonunu preantral ve antral folikülde azalttığı (p<0,05), IGF-IR’in ekspresyonunu ise sekonder 

foliküllerin ovositleri (p<0,05) ile sekonder ve preantral foliküllerin granuloza hücrelerinde arttırdığı 

gözlendi.   

 

 

Sonuçta, MXC’ye fötal ve neonatal ratların maruz kalması, eriĢkin ovaryumunda morfolojik 

ve moleküler düzeyde değiĢikliklere neden olur. MXC, ovaryumda folikül safhasına spesifik olarak 

IGF-I ve IGF-IR ekpresyonlarını değiĢtirir. IGF-I ve IGF-IR ekspresyonlarındaki değiĢikliklere bağlı 

olarak ovaryumunda foliküler kompozisyon değiĢir. MXC’nin indüklediği ovaryum fonksiyon 

bozukluklarında ve diĢi infertilitesinde IGF sinyal yolağı önemli rol oynuyor olabilir. 

 

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

 
 

The Effect of Methoxychlor on IGF-I 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-I 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-I 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-I and IGF-IR expressions were indicated during 

follicular development. It was observed that MXC treatment decreased IGF-I 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-I 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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