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OZET

DENEYSEL HiPERTIROIDi OLUSTURULMUS SICAN
OVARYUMLARINDA VASA (DDX4) VE IFITM3
IMMUNOLOKALIZASYONLARININ BELIRLENMESI

Kiibra BASOL
Yiiksek Lisans Tezi
Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali
Danigman: Prof. Dr. Serpil UNVER SARAYDIN
2017, 63 sayfa

Hipertiroidi, tiroid bezinin asir1 miktarda tiroid hormonu tiretimine baglh olarak
ortaya ¢ikan bir durumdur. VASA; DEAD-box protein ailesinin temel bir {iyesi
olan ATP'ye bagimli bir RNA helikazidir. 1-8U olarak da bilinen interferona
bagli transmembran protein 3 (IFITM3), IFN-indiiklenebilir transmembran
protein ailesinin 6nemli tiyelerinden biridir. Bu ¢alismada VASA (DDX4) ve
IFITM3’iin hipertiroidili sigan ovaryumlarinda immiinolokalizasyonlar
gosterilerek hipertiroidiyle olan iliskisi incelenmistir.

Erigkin disi siganlarda hipertiroidi olusturmak icin 21 giin siire ile 250
mcg/kg/giin olmak tizere subkutan enjeksiyon yolu ile L-tiroksin, kontrol
grubuna ise serum fizyolojik enjekte edilmistir. Sonrasinda kardiyak kan alinip,
Otenazi saglanmis ve ovaryum dokular1 toplanmistir.

VASA’nin hipertiroidili siganlarda yogun olarak oositlerde ve biiyiiyen
folikiillerin teka tabakalarinda, IFITM3’iin ise; germinal epitelde ve oositlerde
kuvvetli eksprese edildigi goriilmiistiir. VASA antikorunun bu bdlgelerde
yogun olarak eksprese edilmesi, oosit sitoplazmasinda bol bulunan
mitokondrinin sentezledigi ATP’den dolayr olabilir. Teka tabakasinda LH
reseptorleri vardir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda biiyiiyen folikiillerin
teka tabakalarinda VASA ekpresyonunun artmasi, hipertiroidinin LH
seviyesini  artmasindan  kaynaklanabilir ~ve  hipertiroidinin ~ VASA
ekspresyonunu artirdigr séylenebilir. IFITM3; hem tip I hem de tip II IFN ile
indiiklenebilir. Tip I [FN'ler ¢ogunlukla dendritik hiicreler tarafindan iiretilir

ancak epitel hiicreleri gibi hiicre tiplerinde indiiklenebilir. IFITM3’{in germinal



epitelde eksprese edilmesi, IFN’nin epitel hiicrelerinde uyarilmasindan
kaynaklanabilir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda hipertiroidili ovaryumda
folikiil  gelisimiyle oosit sitoplazmasindaki ekspresyonun azalmasi,
hipertiroidinin IFITM3 ekspresyonunu azalttigini diisiindiirebilir.

Sonug olarak, VASA ve IFITM3 folikiiler gelisimde etkili olabilir ve
hipertiroidi, VASA ve IFITM3’iin ekspresyonlarini etkiler.

Anahtar Kelimeler: VASA (DDX4), IFITM3, ovaryum, hipertiroidi, Sican
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ABSTRACT

DETERMINATION OF VASA (DDX4) AND IFITM3
IMMUNOLOCALIZATION IN EXPERIMENTAL
HYPERTHYROIDISM IN RAT OVARIES

Kiibra BASOL
Master of Sciences Thesis
Department of Histology-Embryology
Supervisor: Prof. Dr. Serpil UNVER SARAYDIN
2017, 63 pages

Hyperthyroidism is the condition that occurs due to excessive production of
thyroid hormone by the thyroid gland. VASA is an ATP-dependent RNA
helicase that is a key member of the DEAD-box protein family. Interferon-
induced transmembrane protein3 (IFITM3), known as 1-8U, is one of the
important members of the IFN-inducible transmembrane protein family. In this
study, we investigated the relationship between VASA and IFITM3 with
hyperthyroidism by showing immunolocalization in hyperthyroid rat ovaries.

L-thyroxine was injected through subcutaneous injection at 250
mcg/kg/day for 21 days to induce hyperthyroidism in adult female rats. The
control group was saline injected only. Afterwards, cardiac blood was
removed, euthanasia was ensured and ovarian tissues were collected.

It has been shown that VASA is intensively expressed in the oocytes and
the theca layers of growing follicles in hyperthyroid rats, IFITM3 is also
strongly expressed in the germinal epithelium and oocytes. An intensive
expression of VASA in those regions may be due to ATP, which is abundant in
mitochondries of oocyte cytoplasm. There are LH receptors in theca layers.
The increase of VASA expression in theca layers of growing follicles might be
caused by hyperthyroidism that also increase LH level when compared to the
control group and it could be said that hyperthyroidism increased the VASA
expression. IFITM3 could be induced by both type I and type Il IFN. Type I

IFNs are mostly produced by dendritic cells but also can be induced in cell

Vii



types such as epithelial cells. Expression of IFITM3 in the germinal epithelium
may be resulted from the induction of IFN in epithelial cells. Compared to the
control group, a decreased expression of IFITM3 of oocyte cytoplasm by
developing follicles in the hyperthyroidic ovary suggest that hyperthyroidism
might decrease IFITM3 expression.

As a result, hyperthyroidism affects the expressions of VASA and IFITM3
which may be effective in follicular development.

Key words: VASA (DDX4), IFITM3, ovary, hyperthyroidism, rat
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1.GIRIS

Ovaryumlar, boyu yaklasik 3 cm, eni 1,5 cm ve kalinlig1 1 cm olan badem
bi¢iminde yapilardir. Yiizeyleri tek katl1 yass1 ya da kiibik epitel ile kaplidir; bu
epitel germinal epitel olarak adlandirilir. Germinal epitelin altinda, ovaryumun
beyazimsi rengini veren ve tunika albuginea olarak adlandirilan bir bag dokusu
bulunur. Tunika albugineanin altinda oositleri iceren ovaryum folikiilllerinin
bol miktarda bulundugu dis kisimda (kortikal bolge) yer alir. Folikiiller,
kortikal bolgenin bag dokusu (stroma) i¢inde gdmiiliidiir. Ovaryumun en i¢
kismi gevsek bag dokusu icinde zengin bir damar yatagi iceren mediiller
bolgedir (1).

Tiroid hormonlar1 viicutta basta cinsiyet hormonlar1 olmak iizere, tiim
hormonlarla etkilesim halindedir (2). Ureme ¢agindaki kadinlarda, ikinci
siklikta gbzlenen endokrinolojik bozukluk tiroid hastaliklaridir  (3).
Hipertiroidizm tiim yas gruplarinda goriilmekle birlikte kadinlarda daha sik
goriilen endokrin bir rahatsizliktir. Hiperaktif tiroid bezinden salgilanan
hormonlarin artmasiyla olusan klinik durumdur. Kilo kaybi, artmis kalp hizi,
ritim bozukluklari, uyku bozukluklari, istah artisi, gerginlik, cabuk sinirlenme,
titreme, terleme, sicak intoleransi, menstriiel dongiide ve barsak
peristaltizminde degisiklikler, deride incelme, saglarda incelme ve parlaklik
artis1 gibi bir¢ok sistemi ilgilendiren klinik bulgular hastalig: isaret edebilir.
Laboratuvar tanis1 genellikle tiroksin (T4) ve triiyodotironin (T3) artmasi ile
tiroid stimiilan hormonun (TSH) azalmasi ile konulur. Hipertiroidizmin en sik
nedeni Graves Hastaligi’dir (4). Hipertiroidizm kadinlarda erkeklere oranla
yaklagik on kat daha fazla goriilmektedir. Bu durum bazi kadinlarda hem gebe
kalamama sorununa, hem de gebe kalinsa bile diisiiklere neden olabilir (2).

VASA geni (DDX4 olarak da adlandirilir), tirler arasinda oldukga
korunmustur. Sinek, solucan, kurbaga, fare ve insan gibi g¢esitli model
organizmalarda ozellikle esey hiicre oOnciillerinde eksprese edilir. VASA,
ATP'ye bagimli RNA helikazli DEAD-box ailesinden bir iiyeyi kodlar; protein
sitoplazmiktir.  VASA  proteininin  hiicresel  fonksiyonu belirsizligini
korumasina ragmen, DEAD (asp-glu-ala-asp)-box protein ailesinin bir iiyesi
olarak VASA; farkli hedef RNA'larin diizgiin sekilde katlanmasini ve



translasyonel diizenlemeyi saglamak icin bir koruyucu olarak gorev yapabilir
(5). Germ hiicresi spesifikasyonunda DDX4'in rolii konusunda ¢ok az sey
bilinmesine ragmen, primordial germ hiicrelerinin (PGC) belirlenmesinde en
eski belirteglerinden biri olarak kabul edilir ve taksonlar arasinda, Ozellikle
memelilerde oldukga korunmustur (6).

Interferonla uyarilan transmembran proteinleri (IFITM); immiinolojik ve
gelisimsel rolleri olan kiiciik membran proteinlerinin bir ailesidir. Insanlarda
IFITM1, IFITM2, IFITM3, IFITMS ve IFITM10 olmak iizere bes IFITM ¢esidi
tanimlanmustir (7). Interferon kaynakli transmembran proteini ailesi (IFITM
IMIL/Fragilis) genleri, hiicre adezyonunu diizenleyebilen ve hiicre
farklilagmasini etkileyebilen hiicre yiizeyi proteinlerini kodlar. PGC’de ifade
edilen IFITM1 ve IFITM3, germ hiicre gelisiminde rol oynarlar, ancak spesifik
fonksiyonlar1 belirsizdir (8). Ilk calismalar IFITM1, IFITM2 ve IFITM3'iin
gelisme, apoptoz, hiicre cogalmasi ve hiicre sinyallemesinde olasi rollerini
tamimlamustir (9).

Bu c¢alismada VASA (DDX4) ve IFITM3’in hipertiroidili sican
ovaryumlarinda immunolokalizasyonlar1 gosterilerek hipertiroidi ile olan
iliskisi incelenecektir. Calismamizda kullandigimiz antikorlarimiz (VASA ve
IFITM3) folikiil gelisiminde rol oynadig1 i¢in ve diostrus evresi de folikiiler
gelisimin tekrar basladigi evre oldugu icin bu evrede calismayi tercih ettik.
Ayrica tiroid hormonlarinin folikiil yapisinda etkili olabilecegi ihtimali de bu
evrede calismamizin bir nedenidir. VASA ve IFITM3 molekiillerinin
hipertiroidili sigan ovaryumlarindaki rollerinin  belirlenmesi, biiylime,
embriyogenez, hiicre  ¢ogalmasi  siireglerini  agiklayabilir.  Ayrica,
hipertiroidinin tireme tizerine olumsuz etkileri izlenebilir ve hastaliklarin daha
iyi anlagilmasi ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde de yardimci olabilir.
Bu galigmanin amaci hipertiroidinin sigan ovaryumunda VASA ve IFITM3
ekspresyonuna etkisinin olup olmadigini belirlemektir. Literatiirde bu zamana
kadar VASA ve IFITM3’iin hipertiroidili sigan ovaryumunda ekspresyonunu

inceleyen baska bir ¢aligma bulunmamaktadir.



2.GENEL BILGILER

2.1 Tiroid Bezi

2.1.1 Tiroid Bezinin Anatomisi

Tiroid bezi; C5-T1 vertebralar seviyesinde, m.sternohyoideus ve
m.sternothyroideus’un derininde yer alan kirmizimsi kahve renkli, agirlig:
yaklagik olarak 25-30 g arasinda olan bir endokrin organdir. Yenidoganda
ortalama 1,5 g agirhigindadir (10). insanda ve diger memelilerde, tiroid bezi
soluk borusunun her iki yaninda yer alan iki pargadan olusur (11). Iki lob
aralarindaki isthmus adi verilen bir baglant1 ile iliskidedirler. Istmusun orta
kismindan yiikselen kiiciik bir piramidal lob bulunur (12).

Isthmus glandula thyroidea: Her iki lobu alt kisimlarla birlestirir.
Ortalama olarak 1.25 cm uzunlugundadir. Yetiskinlerdeki seviyesi 2-4. tracheal
halkalar diizeyindedir. Cocuklarda ise bu seviye 1-3. tracheal halkalardir. Onde
m. sternohyoideus, v. jugularis anterior, deri ve fascia ile komsudur. Lamina
pretrachealis ile m. sternothyroideus’tan ayrilmistir. Isthmusun iistiinde yer
alan kiigiik thyroid dokusu kiimelerine gld. thyroidea accessoria denir.

Lobus pyramidalis: %25-30 vakada isthmus’tan hyoid kemige dogru 3.
bir lob uzanir ki buna lobus pyramidalis denir. Bu lobu hyoid kemigine
baglayan fibromuskiiler yapiya ise m. levator gld. tyhroidea denir. Bu yap1
bazen fibroz bir demet seklinde olabilir (13).

Tiroid; kendi salgilarin1 depolama &zelligine sahip olup bol damarli bir
organdir (10). Arteryal kani, a. thyroidea superior ve a. thyroidea inferior yolu
ile alir. Bazen (%10 olguda), a. thyroidea ima olarak adlandirilan kiigiik bir
arter daha beze ulasir. Tiroid venleri, gercek kapsiiliin derininde, bezin
ylizeyinde vendz bir ag olustururlar. Tiroid venlerinin seyri arterleri takip
etmez. V. thyroidea superior ve media, v. jugularis interna’ya; v. thyroidea
inferior’lar, trachea’nin Oniinden asagi dogru uzanarak v. brachiocephalica
sinistra’ya dokdiliirler. Siklikla, ¢ift olan inferior tiroid venler, trachea’nin
oniinde birleserek, tek bir ven olarak v. brachiocephalica sinistra’ya dokiiliir.

Tiroid; boyun servikal sempatik ganglionlardan gelen postganglioner

sempatik lifler tarafindan innerve edilir (14).



Kadinlarda daha agir olup menstruasyon ve gebelik doneminde biiyiime
gosterir. Bezin agirligt ayrica beslenme sekline, kisiye, cografi duruma,

mevsime gore de degiskenlik gosterir (10).

A.thyroidea A. carotis Membrana V.laryngea
superior externa thyrohyoidea superior
A.carotis V.thyroidea V.jugularis
interna superior interna
Plexus thyro-
N.vagus V.thyroidea ideus ¥
A.thyroidea media

inferior

Bulbus inferior
venae jugularis
sinistra

Bulbus inferior

Truncus N.laryngeus venae jugularis

thyro- inferior dextra
cervicalis V.subclavia
Ductus lymp-
N.laryngeus haticus dexter Ductus

recurrens thoracicus

dextra V.thyroidea
inferior V.brachio-
cephalica sinistra
N.laryngeus V.brachio-
recurrens cephalica dextra

sinistra

V.cava superior

Sekil 1. Tiroidin Anatomik Yapisi (15)

2.1.2 Tiroid Bezinin Histolojisi

Tiroid; birbirine istmus ad1 verilen béliimle bagli iki lobdan olusur. Istmus da
tiroid dokusundan ibarettir. Loblari, servikal fasiyanin devami olan fibréz bag
dokusundan bir kapsiil kusatir (16). Organi cevreleyen kapsiilden ayrilan
trabekiila, bezin icine girerek organa fiziksel destek saglar, damarlarin ve
sinirlerin gegis yerlerini olusturur (17).

Parankima tek katli bir epitelle doseli kistik yapilar olan tiroid
folikiillerinden, interstisyel bag dokusundan, pencereli kan kapillerleri ve lenf
kapillerlerinden olusur. Tiroid follikiilleri yuvarlak, oval veya poligonal sekilli
kistik yapilardir. Follikiil epiteli adi verilen tek kath epitel ile doselidirler.
Follikiilii déseyen hiicrelerin apikal yiizleri limende yer alan kolloid ile, bazal
yiizleri bazal membran ile temas halindedir (16). Kolloid; folikiillerin
liimeninde toplanan salgi maddesidir. Jole kivaminda, homojen goriiniistedir.

Asidik ya da bazik boyanabilir. Bu olgu islevsel durumuna goére protein



yogunlugunun degismesinden kaynaklanir. PAS ile pozitif reaksiyon verir. Bu,
glikoprotein yapisi nedeniyledir (18).

Follikiil epiteli sentez aktivitesine bagl olarak degisiklik gosterir. Aktif
olmayan follikiillerin epiteli, tek katli yassi epitel 6zelligindeyken, aktif sentez
yapan follikiillerde tek katli prizmatiktir. Klasik olarak follikiil epiteli tek katl
kiibiktir. Hiicrenin ortasinda yer alan oval sekilli 6kromatik niikleus ve bir-iki
niikleolus igerir. Sitoplazma hafif bazofilik boyanir. Elektron mikroskobik
diizeyde follikiil epitel hiicrelerinin liimene bakan apikal yiizlerinde
mikrovilluslar gozlenir, bazal yiizleri bazal membranla sinirhidir. Hiicreler
baglanti kompleksleri ile birbirine baghdirlar, aktif sentez, sekresyon ve
absorbsiyon yapan hiicre 6zelligi gosterirler. Organelden zengin hiicrelerdir
(16).

Follikiil hiicrelerine ilaveten tiroid bezinde daha biiyiik parafollikiiler
hiicreler de vardir. Bu hiicreler folikiil hiicreleri arasinda folikiil duvarmnin dis
kisminda, ya tek tek bulunurlar ya da folikiil disinda gruplar yaparlar. Folikiil
hiicrelerine  gore daha biiyilkk, a¢ik renk boyanan hiicrelerdir.
Sitoplazmalarinda salgi graniilleri vardir. Kalsitonin salgilarlar. Bu hiicrelere
C hicreleri de denir (18). Rutin H&E preparatlarinda C hiicreleri soluk
boyanirlar ve tek tek ya da kiiciik gruplar halinde goriiliirler. Insan
parafolikiiler hiicrelerini 151k mikroskobu ile tanimlamak zordur. Elektron
mikroskobu diizeyinde parafolikiiler hiicreler ¢ok sayida kiigiik, 60-550 nm
araligindaki ¢aplarda sekretuar vezikiiller ve belirgin Golgi aygiti sergiler (19).

Tiroid follikiiliiniin epitel hiicreleri embriyolojik olarak endodermden

koken alir. Parafollikiiler hiicreler ise noral Krista kokenli hiicrelerdir (16).



Sekil 2. Tiroidin Histolojik Yapisi (20)

2.1.3 Tiroid Bezinin Fizyolojisi

2.1.3.1 Tiroid Hormon Sentezi

Tiroid bezi, fizyolojik olarak 6nemli iyot igeren 2 molekiil (4 iyot igerdigi i¢in
T4 diye adlandirilan Tiroksin, 3 iyotlu T3 Triiyodotironin) iiretir. Follikiil
hiicreleri, tiroid hormon sentez ve salgisinin hemen her fazina katkida bulunur
(21). Iyot folikiiler hiicrelerce sodyumla beraber aktif olarak alinir. Pompa
aktivitesi ekstraselliiler sivi iyot konsantrasyonundan etkilenir. Diigiik iyot
konsantrasyonunda pompa aktive olurken, yiiksek iyot konsantrasyonunda
pompa inhibe olmaktadir. Bu inhibisyona Wolf Chaikoff etkisi denmektedir
(22).

Tiroid bezinde iyot tutulduktan sonra olasilikla peroksidaz enzimiyle
katalizlenen bir reaksiyonla iyodine okside edilir. Daha sonra tirozin amino
asidine bir yada iki iyot baglanarak monoiyodotirozin (MIT) ya da
diiyodotirozin (DIT) olusturulur. Iki DIT molekiilii T4’{i, bir DIT ve bir MIT
ise T3’1 olusturur (23).

Kanda tiroid hormonuna gereksinim oldugunda follikiiler hiicrenin
kolloide bakan yiiziindeki membranlarin uzamasi ile bir miktar kolloid

endositozla hiicre i¢ine alinir. Birlesmis MIT ve DIT leri ile tiroglobulin hiicre



icinde lizozomla birlesir. Tiroglobulinin proteolizi ile T3 ve T4 serbestlenir,
follikiiler hiicreden hiicreler arasi siviya difiize olur ve oradan da kana geger
(22).

Tiroid hormonlarmin sentezi, limene salgilanmasi ve liimenden kana
tasinmasi hipofizden salinan tiroid stimiilan hormonunun (TSH) kontrolii
altindadir. Tiroid hormonlar1 kanda biiyiik 6l¢iide tiroksin baglayan proteinle
tagiir. Hiicre metabolizmasini diizenleyen en 6nemli hormonlardir. Tiroid
hormonlarinin normal seviyenin altina diismesi hipotiroidizm, normal
seviyenin iizerine ¢ikmast hipertiroidizm, olarak isimlendirilen klinik
tablolarin ortaya c¢ikmasina neden olur. Her durumda pek c¢ok sistemin

fonksiyonunu bozarak yasamsal faaliyetlerini etkiler (16).

HO

Sekil 3. Tiroksin (T4) Kimyasal Yapisi (24)

HO

Sekil 4. Triiyodotironin (T3) Kimyasal Yapis1 (25)



2.1.4 Hipertiroidizm

Hipertiroidizm, tiroid bezi fonksiyonundaki artiga bagli olarak tiroid hormonu
salgilanmasinda artisla ortaya ¢ikar. Dolasimdaki tiroid hormon diizeylerinin
artmast  sonucu olusan hipermetabolik durum tirotoksikoz olarak
degerlendirilir. Tiroid salgisindaki artisin nedenleri Graves Hastaligi, toksik
nodiiler guatr, toksik tiroid adenomu, santral sinir sistemi hastaliklar1 ve tiroid
stimiilan hormon (TSH) artis1 olabilir. Teshis T3 ve T4 artisiyla birlikte TSH
azalmasi veya Olgiilememesi ile konur. Tiroid antikorlari yiikselmistir (26).
Hipertiroidizmli hastalarin ¢ogunda tiroid bezi normalin iki {i¢ katina kadar
biiyiir; cok fazla hiperplazi olusur ve follikiillerin hiicrelerin igine dogru
katlantilar olusturmasi nedeniyle hiicre sayisindaki artis bezin biiyiikliigiindeki
artistan birkac kat daha fazla olur. Ayrica her hiicre kendi salgilama hizin1 da
birkag kat artirir (27).

Hipertiroidizmli hastalarda tesbit edilen bulgular; bazal metabolizma ve
bir¢ok sistem fonksiyonlarinda hizlanma, tasikardi, atriyel fibrilasyon, nabiz
basinci artisi, tremor, terleme, sinirlilik, diyare, kilo kaybi, uykusuzluk,
bitkinlik, hiperrefleksi, sa¢ dokiilmesi ve sicak intoleransidir. Tiroid bezi
genellikle biiylimiistiir. Laboratuvar bulgularinda; primer neden tiroidde
oldugu zaman: artmis total ve serbest T4, artmis total ve serbest T3, artmis T3
uptake, normal tiroksin baglayict globiilin (TBG) ve azalmis TSH goriiliir
(28). Geng hastalar belirgin tirotoksikozu nispeten iyi tolere ederken yaslilarda
siklikla kalp damar belirtileri, depresyon ve ‘duyarsiz hipertiroidizm’ olarak
adlandirilan uyusukluk ve halsizlik sikayetleri goriiliir (29).

Hipertiroidi, zamaninda teshis ve tedavi edilmezse kalpte ciddi ritim
bozukluguna, kalp yetmezligine yol agabilir. Kanda T3 ve T4 hormonlarinin
asir1 yiikselmesi tiroid krizine ve buna bagh 6liime neden olabilir. Tedavide ii¢
secenek vardir: Ilag, radyoaktif iyot tedavisi veya cerrahi tedavi. Graves
hastaliginin tedavisinde ilk olarak, tiroid hormonlarinin seviyesini diisiiren
ilaclara baslanir. Bundan fayda gérmeyen hastalarda radyoaktif iyot kullanilir.
Radyoaktif iyot agiz yoluyla alindiktan sonra mide ve bagirsak sisteminden
emilerek, tiroid hiicreleri tarafindan tutulur. Tiroid bezinde yogunlasan

radyoaktivite, hiicrelerin islevini engelleyerek T3 ve T4 hormonlarinin



liretimini diisiiriir. [yodu tutma yetenegi olmadig1 icin viicuttaki diger organlar
radyoaktiviteden etkilenip zarar gérmezler. Ilag veya radyoaktif iyot tedavisine
cevap vermeyen hastalardaysa cerrahi yontemle tiroid bezinin bir kismi
cikartilir (30).

2.1.4.1 Hipertiroidi ve Infertilite

Tiroid hastaliklar1 iireme cagindaki kadinlarda goriilen endokrin bozukluklar
arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Tiroid fonksiyon bozukluklar: infertilite,
onemli gebelik komplikasyonlar1 ve fetiis ve yenidoganda ciddi problemlere
yol agabilir (31).

Hipertiroidi  siklign  toplumda %1-5 arast degismektedir. Adet
diizensizlikleri hipertiroidisi olan kadinlarda %60-65 arasindadir. Bu tablo
siklikla gebe kalmaya engel teskil edecek gligte degildir. Zira ovulasyon daha
az etkilenmektedir. Ancak gebelik basladiginda aktif olan bir hipertiroidi hem
fetus hem de gebe icin ¢ok ciddi riskler yaratabilecek bir hastalik haline
doniisebilmektedir. Bunda hipertiroidinin en sik rastlanan sebebi olan Graves
hastalig1 isimli otoimmun tiroidit tablosunun gebelik hormonlar: etkisiyle giig
kazanmasinin rolii bityiiktiir (32).

Tedavi edilmeyen veya yetersiz tedavi alan hipertiroidi olgularinda diisiik,
pre-eklampsi, erken dogum, fetal gelisme geriligi ve oOlii dogum gibi
komplikasyonlarmn sikligimnin arttign  bildirilmistir. Ayrica uygun tedavi
edilmeyen agir olgularda, konjestif kalp yetmezligi ve pulmoner 6dem gibi
yasami tehdit eden durumlara yol agabilen tiroid firtinasi ataklar1 gelisebilir.
Hipertiroidi tedavisinde propiltiyotirasil (PTU) veya karbimazole grubu anti-
tiroid ilaglar (ATI) kullanilmaktadir. ATI’ler fetus igin teratojenik etkiye sahip
degildir. Basedow-Graves hastaliginda hipertiroidinin nedeni TSH reseptoriine
karst olusan antikorlarin (TRAD) tiroidi uyarmasidir. Basedow-Graves
hastaligi, maternal TSH uyarici antikorlarin veya annenin kullandig1 anti-tiroid
ilaglarin plasentadan gecisi nedeniyle fetus ve yenidoganda da tiroid fonksiyon
bozukluklarina yol agabilir (31).

Hipertiroidizmde, seks hormonu baglayici globulin (SHBG) ve 6stradiol
serum diizeyleri, otiroidik kadinlara oranla artmis olabilir. Cogu durumda yan

etkilerinin azhigindan dolay: tercih edilen ilag metimazol olacaktir. Ilag iyot



organifikasyonunu inhibe eder ve T4 ve T3 {iretimi azalir. Oral doz giinde 10-

20 mg’dir. Etki baslangici ise yaklasik 2 ile 4 hafta siirer (33).

2.2 Ovaryum

2.2.1 Ovaryum Anatomisi

Ovaryumlar, pelviste ligamentum latum’un arkasinda yerlesmis ¢ift ve simetrik
organlardir. iki badem seklindedirler (11).

Ovaryumlar dogurmamis kadinlarda, kii¢iik pelvisin dis yan duvarlarindaki
fossa ovarica’larda yer alir. Fossa ovarica’nin sinirlar1 soyledir: Lig. latum
uteri’nin arkasinda olarak yukarida vasa iliaca externa; arkada vasa iliaca
interna ve treter; 6nde oblitere umbilikal arter ile sinirlanir. Tabaninda a. ve v.
oblutoria ve n. obturatorius bulunur. Dogurmus kadinlarda konumlar1 sabit
degildir. Hamilelikte, uterusun biiylimesine paralel olarak karin bosluguna
gecen ovaryumlar, dogumdan sonra uterusun kii¢iilmesi ile pelvis bosluguna
tekrar donerler fakat buradaki konumlari degismistir. Siklikla rektouterin
¢ikmazda, rektumun iki yaninda ‘Claudius ¢ukuru’ olarak adlandirilan yerlere
otururlar (14).

Erkekte testis’lerin homologu olup, ovum’un yapilmasini saglar.
Ovaryumlar 3 cm uzunlugunda, 1,5 cm genisliginde, 1 cm kalinliginda ve 4-6 ¢
agirligindadir (13).

Her ovaryumun iki yiizii (facies medialis/lateralis), iki kenar1 (margo
mesovaricus - 6n; margo liber - arka), iki ucu (extremitas tubaria — lateral;
ekstremitas uterina — medial) vardir. Yonii oblitere a. umbilicalis’e doniik olan
margo mesovaricus (0n kenar) diiz olup, kisa bir peritoneal plika olan
mesovarium ile lig. latum uteri’ ye baglanir (14). Ust ucuna fimbria ovarica ve
lig. suspensorium ovarii tutunur. Bu bag iginde a. v. ovarica ile plexus
ovaricustan gelen sinirler bulunur. Alt ugtan baslayan lig. ovarii proprium
(uteroovaricum) uterusun dis kdsesine yapisir. On kenarda damar ve sinirlerin
girip ¢iktig1 hilum ovarii yer alir. Buraya lig. mesovarium ile lig. latum uteri
tutunur. Peritonla ortiilii degildir. Ovaryumlar1 yerinde tutan olusumlar; lig.
ovarii  proprium (uteroovaricum), lig. suspensorium ovarii ve lig.

mesovariumdur.
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Ovaryumun i¢ yapisi; dista korteks ovarii, icte medula ovarii olmak iizere

iki tabakaya ayrilir. Kortekste folikiiller bulunur. Medulla ¢ok sayida damar ve
elastik lif i¢erir (13).

Sekil 5. Ovaryumun Anatomik Yapisi (34)

2.2.2. Ovaryum Histolojisi

Ovaryumun yiizeyini tek katli kiibik, yer yer tek katli yassi bir epitel olan
germinal epitel doser. Germinal epitelin altinda tunika albuginea olarak
isimlendirilen siki bag dokusu tabakasi yer alir (16). Bu bag doku cesitli
yonlerde farklilasma yeteneginde olan hiicreler igerir. Bu hiicreler hem
fibroblast, hem diiz kas hiicresi ozelligi gosterir ve hormon sentezleyen
hiicrelere farklilasabilirler (35).

Ovaryum dista korteks, i¢te medulla olmak {izere iki boliimden olusur.
Histolojik 6zellikleri birbirinden farkli olan bu iki boliim arasinda keskin bir
siir bulunmaz (16).

Medulla, kollajen demetlerden ve elastik lif aglarindan yapilmis oldukga
sik1 bir bag dokusu i¢inde, kan ve lenf damarlari, kalin sinir demetleri ve hilum

yakininda birkag diiz kas hiicresi igerir (18). Ayrica medullada interstisiyel
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hiicreler ve kromaffin hiicre gruplarina rastlanir. Korteks veya kortikal bolge
ovaryumun perifer bolgesidir. Ovaryumun folikiilleri ve zengin bag dokusu
hiicrelerini igerir. Ayrica yaygin diiz kas fibrilleri folikiiller etrafinda ve
stromada yer alir (36). Kortekste pubertadan Once sadece primordiyal
follikiiller izlenirken, pubertadan sonra primer, sekonder ve tersiyer folikiillere

rastlanir. Seksiiel olgunluk doneminde follikiillerden baska, follikiillerden

gelisen korpus luteum ve atretik follikiiller de goriiliir (16).

Sekil 6. Ovaryumun Histolojik Yapisi (37)

2.2.2.1 Ovaryum Folikiillerinin Gelisimi (Follikiilogenezis)
Gelisim evrelerine gore histolojik olarak 3 temel tip ovaryum folikiilii
tanimlanabilir:
e Primordiyal folikiiller,
e Biiylimekte olan folikiiller, primer ve sekonder (ya da antral) folikiil
olarak alt gruplara ayrilmaktadirlar,
e Olgun ya da Graaf folikiilleri (19).
Primordiyal Folikiiller
Primordiyal folikiiller ilk olarak fetal gelisimin ii¢lincii ayinda ortaya ¢ikarlar.

Primordiyal erken gelisimi gonadotropin stimiilasyonundan bagimsizdir. Olgun
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ovaryumda primordiyal folikiiller korteks stromasinda tunika albugineanin
hemen altinda yer almaktadirlar (19). Folikiil hiicreleri yassi ve tek bir sira
halinde oositi ¢evreler. Oositin ¢apt 30 um kadardir. Nukleus, yaygin bir
kromatine, bir veya daha fazla genis nukleolusa sahiptir (36).

Oositin  ooplazma adi verilen sitoplazmasi bir Balbiani cisimcigi
icermektedir. Ultrastriiktiirel diizeyde Balbiani cisimcigi Golgi membranlarinin
ve vezikiillerinin, endoplazmik retikulumun, bircok mitokodriyonun ve
lizozomlarin birlikte olusturdugu bir kiimedir. Ek olarak insan oositleri aniiler
lameller igeririrler ve kiigiik, kiire sekilli mitokondriyonlarla birlikte ¢ok sayida
kiigiik vezikiil sitoplazmada dagilmis halde bulunur. Aniiler lameller, bir
niikleer zarf kesitleri dizisidir. Dizideki her tabaka por yapilari igerir ve bunlar
morfolojik olarak niikleer porlarin yapistyla 6zdestirler (19).

Primer Follikiiller

Primer oosit, nukleusu belirgin olarak goriilen eksantrik bir ¢ekirdege sahiptir
(17). Oosit biiyiidiikce nukleusu hiicrenin genis bir alanin1 kaplar, iri bir
nukleus olusur. Oosit ¢ap1 50-80 um kadardir. Oosit, glikozaminoglikanlar ve
glikoproteinlerden zengin amorf bir madde olan zona pellucidayr olusturma
ozelligindedir. Bu sekresyona folikiil hiicreleri de katilir. Oosit sitoplazmasi;
mitokondriler, iyi gelismis Golgi kompleksi, graniiler endoplazmik retikulum,
ribozomlar, kiiclik vezikiiller, mikrovezikiiler cisimler, lipid damlalar1 ve
lipokrom pigmenti icerir (36).

Primer oositi bir sira yasst epitel hiicrelerinin olusturdugu folikiiler
hiicreler ¢evreler (17). Folikiil hiicreleri yassidan izoprizmatik sekile kadar
dontigmistiir (36). Bu hiicrelerin dis yiizeyi lizerinde uzanan ince bir bazal
lamina, bu hiicreleri c¢evredeki bag dokusunu stromadan ayirir. Folikiiliin
disindaki stromal hiicrelerin olusturdugu teka folikiili de iki kata ayrilir: igte,
salg1 yapan hiicrelerden olusan teka interna; dista, fibroblast benzeri hiicreler
igeren bag dokusundan olusan teka eksterna (18). Puberteden sonra menstrual
sikluslar sirasinda her ay yaklasik 20 primordiyal folikiil aktive olur. Bunlardan
genellikle bir tanesi dominant duruma gelir ve primer folikiil olmak iizere bir

sonraki gelisimsel evreye geger (17).
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Insandaki zona pellucida, siilfatli ii¢ asidik zona pellucida (ZP)
glikoproteinleri sinifindan meydana gelmektedir ve bu glikoproteinler ZP-1
(80-120 kilodalton), ZP-2 (73 kilodalton) ve ZP-3 (5-65 kilodalton) olarak
adlandirilmaktadirlar. Bu 1i¢ii arasinda en Onemli olan ZP-3’tiir. ZP-3,
spermatozoa-baglanma reseptorii ve akrozom reaksiyonu indiikleyicisi olarak
fonksiyon gormektedir. ZP-2’nin sekonder spermatozoa-baglanma proteini
olarak  davrandigmma  inanilmaktadir.  ZP-1’in  fonksiyonu  heniiz
belirlenmemistir (19).

Sekonder Follikiiller

Folikiil epiteli ve ¢evresindeki stroma, folikiillerin maturasyonu ile iligkili
olarak hem hiperplaziye hem de hipertrofiye ugrar. Bu komponentler solid,
multilaminar 6zellikteki sekonder folikiilii olustururlar. Folikiilde mitotik
olarak aktif olan graniiloza hiicreleri, cok katli duruma gelirler ve hiicrelerin
sikica paketlendigi ¢ok tabakali konsantrik bir diizenlenim kazanirlar. Primer
oositin ¢ap1 artar ve homojen, eozinofilik ekstraselliiler bir tabaka halindeki
zona pellucida, hiicrenin plazma membranin1 gevreler. Proteoglikanlardan
zengin olan zona pellucida, hem oosit hem de graniiloza hiicreleri tarafindan
sentezlenir (17).

Sekonder folikiil, sivi igeren antrum ile karakterizedir (19). Follikiil
gelisimi devam ettiginde granuloza hiicreleri arasinda yer yer erimeler ve
bosluklar sekillenmeye baslar, bu bosluklara antrum adi verilir. Bu bosluklar
follikiil sivist - likor follikiili- doldurur. Baslangigta kiiglik diizensiz birgok
bosluk zaman igerisinde birleserek daha biiyiikk antrum halini alir. Follikiil
stvist hyaluronik asitten zengindir. Ileri primer follikiil evresinde sekillenmeye
baslayan teka follikiili sekonder follikiilde iki tabakali olarak gelisimini
stirdiirir (35).

Graaf Follikiilii (Tersiyer Follikiil)

Follikiiler gelisim devam ettigi siirece antrum yarimay ya da C seklinde tek bir
bosluk halini alir, oosit antrum iginde kiiciik bir adacik goriiniimiine sahiptir ve
kumulus ooforus olarak adlandirilir. Kumulus ooforusun oosite yakin olan
hiicreleri prizmatiktir ve korona radiyata hiicreleri olarak tanimlanir. Oositle

korona radiyata arasinda zona pellucida vardir. Korona radiyata
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spermatozoonun ovumu dolledigi zamanda mevcut olup ovidukt kanalinda da
bir siire daha goriilebilir (35).

Folikiiliin en biiylikk bolimiinii olusturan antrum, c¢ok katli graniiloza
hiicreleri ile sarilidir. Bunlarin da disinda folikiilii kusatir durumda teka interna
ve eksterna bulunur. Dominant folikill, korteksi kalinliginca kaplar ve
genellikle ovaryum yiizeyinden disar1 dogru ¢ikint1 yapar. Tunika albuginea ile
tekanin temas noktasi olan stigmada yiizey son derece incelmistir. Oosit ve
korona radiyata folikiiler duvardan ayrilir ve siviyla dolu antrum iginde
serbestge yiizer hale gelir (17). Siklusun 8 ila 10. giinii iginde folikiiller
bliylime ve farklilasma gosterir. Graniiloza ve teka interna hiicreleri steroid
hormonu ve 6zellikle Gstrojen sentezleyerek folikiil liimenine verir. Folikiiler
fazda ovulasyon Oncesi progesteron seviyesi LH etkisi ile yiikselmeye baslar.
Sirkiilasyondaki FSH miktar1 adenohipofiz tarafindan diizenlenir. LH artis1
ovulasyona sebep olur (36).

Atretik Follikiiller

Ovaryum folikiillerinin biiyiik boliimii, folikiil hiicreleri ve oositin Sliimiiyle
geriler ve fagositoz yapan hiicreler tarafindan ortadan kaldirilirlar. Bu islev
sirasinda graniiloza hiicrelerinde mitoz durur, graniiloza hiicreleri bazal
membrandan ayrilir ve folikiil hiicreleri dejenere olur (18). Oositte otolize
benzer degisiklikler olusur. Zona pellucidada katlanma, biiziilme ve kirilma
atrezi belirtileridir. Biitlin bu dejeneratif degisiklikler sonucu ortaya cikan
kalintilar makrofajlar tarafindan fagosite edilir (36).

Atretik folikiiller dogum Oncesinden baslayip menapozun birkag yil
sonrasina dek ovaryumda olusurlar. Folikiiler atrezi sirasinda graniiloza
hiicreleri ile oositler dejenerasyona ugrarken, teka interna hiicreleri aktif
steroid salgi yapmay siirdiiriirler. Bu hiicrelere interstisyel hiicreler denir. Bu
hiicreler islevlerini puberteden baslaylp menapoza kadar stirdiriirler ve

androjenlerin kaynagini olustururlar (18).
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Sekil 7. Folikiil Yapilar1 (38)

Korpus Luteum (Sar1 Cisim)

Graaf folikiili riiptiire olduktan sonra sekonder oosit serbestlesir, folikiiler
yapmin geri kalani ise korpus luteum (sar1 cisim) olarak bilinen gegiCi
glandiiler bir yapiy1 olusturur (17).

[k olarak teka internadaki kapillerlerden folikiiliin liimenine dogru olan
kanama, merkezi bir pihtist bulunan korpus hemorojikum’un olusumuna yol
acar. Graniiloza ve teka interna tabakalarinin hiicreleri luteinizasyon denen bir
stire¢ ile graniiloza lutein ve teka lutein hiicrelerine farklilasir. Bu luteal
hiicreler ani morfolojik degisimlere ugrarlar, boyutlar1 artar ve yag
damlaciklar1 ile dolarlar. Hiicrelerin sitoplazmalarinda bulunan ve lipidde
¢Oziinebilen bir pigment olan lipokrom, taze preparatlarda sar1 goriiniim verir.
Ultrastriiktiirel seviyede, hiicreler, steroid salgilayan hiicrelerle iliskili
ozellikleri sergilerler. Bu 0Ozellikler bol aER wve tiibiiler kristali
mitokodriyonlardir (19). Graniiloza lutein hiicreleri; progesteron hormonunu,
teka lutein hiicreleri; 6strojen hormonunu sentezler ve salgilarlar (17).

Ddéllenme olmazsa korpus luteum islevini en fazla iki hafta siirdiiriir. Bir

sonraki menstruasyonun baslamasiyla birlikte lutein hormonu salgisi
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durdugundan dejenere olur. Buna mentruasyon Kkorpus luteumu denir.
Doéllenme oldugunda gebelik baslar. Korpus luteum, gelismesinin 4. aymin
sonuna kadar kalir. Daha sonra etkisini yitirir. Korpus luteumun islevini
plasenta iistlenir. Gebelik donemindeki korpus Iuteuma, gebelik korpus
luteumu denir. Menstruasyon ve gebelik korpus luteumlari islevleri sona erince
dejenerasyona ugrarlar ve yerlerinde, kollajen lifleri bol, bag dokusundan
olusan, beyaz renkli bir yapi; beyaz cisim (corpus albicans) kalir. Bu yap1
ovaryum igerisinde zamanla absorbe edilerek ortadan kalkar (18).

2.2.3 Ovariyal Dongii

Disi memelilerde iki farkli dongii yer alir. Insanlar ve bircok diger primat,
menstrual dongiliye (adet dongiisii) sahipken, diger memelilerin Ostrus (kizana
gelme) dongiileri vardir (11).

Ergenlik ¢agindaki kadinda endometriyum 28 giinliik ovariyal dongiiye
kosut olarak periyodik degisimler gosterir. Buna menstrual ya da uterinal
dongii denir. Menstrual dongii 12-15 yaslarinda baslar, 45-50 yasa kadar siirer
(18).

Menstrual dongiiye paralel giden bir diger dongii de, ovaryum (ovarian)
dongiistidiir. Ovaryumda birkag folikiiliin biiylimeye basladig: folikiiler faz ile
bagslar. Her folikiilde gelismekte olan yumurta hiicresi biiylir ve folikiiliiniin
kilifi kalinlagir. Ancak biiylimeye baslayan folikiillerden genelde sadece biri
gelismesini stirdiirerek olgunlasir, digerleri parcalanir. Olgunlasan folikdil,
icinde siviyla dolu bir bosluk olusturur ve yumurtaligin yiizeyine yakin yerde
bir kabart1 olusturacak kadar biiyiir. Folikiiler faz, folikiil ve bitisik yumurtalik
duvarinin  yirtilarak  ikincil oositi serbest birakmasi olan ovulasyon
(yumurtlama) ile sonlanir. Ovulasyondan sonra, ovaryum i¢inde kalan folikiiler
doku, korpus luteuma (sar1 cisim) doniisiir. Korpus luteumun endokrin
hiicreleri, ovaryum dongiisiiniin luteal fazinda disilik hormonlarini salgilar.

Disi lireme dongiisti, hipotalamustan GnRH, 6n hipofizden de FSH ve LH
salgilar1 tarafindan yinelenecek sekilde yonetilir. Gelismekte olan folikiil
Ostrojenleri tiretir, korpus luteum da progesteron ve Ostrojenleri salgilar. Pozitif
ve negatif geri bildirimler, menstrual ve ovariyal dongiilerini diizenleyen bu

bes hormonu degisen diizeylerde tiretirler (11).
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Rat o&strus siklusu ortalama 4-5 giin siirmektedir. Ostrus siklusu
laboratuvar kolonilerinde mevsimden bagimsiz olarak yil boyu siirmektedir.
Siklus 4 donemi kapsar (39).

l. Prodstrus evresi; 12 saat,
1. Ostrus evresi; 12-14 saat,
1. Metostrus evresi; 21 saat,
V. Diostrus evresi de; 57 saat suirer.

e Prodstrus evresinde; LH ve dstradiol en iist seviyeye ulasir. Ostradiol
seviyesi, evrenin baslangicinda en diisiik diizeydeyken, evrenin sonlarina dogru
yikselir. Endometriumun tek katli prizmatik epitel hiicrelerinin boyutlari
artarak yiliksek prizmatik hiicrelere doniisiir. Prodstrus ve oOstrus arasinda
gerceklesen ovulasyonu LH kendiliginden stimiile eder. Yiiksek oranda
damarlanmis ovaryum follikiiliinden yiikselerek disa dogru bir ¢ikinti olusur ve
oositin salmimi gercgeklesir. Ostrus evresine gecerken ostradiol diizeylerinde
hafif bir azalma olur. FSH’da da yavas bir artis goriilir (40). Prodstrus
esnasinda salinan LH dalgalar1 preovulatuvar follikiillerde (preovulator follikiil
0,9-1,0 mm ¢apinda) ovulasyonun meydana gelmesine ve corpus luteumun
sekillenmesine neden olur (39).

e Ostrus evresinde; prodstrus ile dstrus evresi arasinda LH 1 en yiiksek
diizeyine ulagsmasiyla ovulasyon gergeklesir. Uterus yiizey epitelinde
kalinlagsma goriiliir. Epitelin baz1 yerlerinde yalanci ¢ok kath epitel de izlenir.
Bu evrede apoptotik indeks artar, epitelde apoptotik hiicreler goriiliir. Uterus
boslugu iyice genisler ve s1vi birikimi de artar (40).

e Metostrus evresi; yaklasik 21 saat siirer ve artik disi erkegi kabul etmez.
Uterustaki kan damarlar1 kii¢iilmiis ve azalir. Bu evrede korpus luteum
olusumu gergeklesir (39). Metostrus boyunca, corpus luteumdan progesteron
salinir.

e Diostrus evresinde; tekrar endometriyal rejenerasyon baslar. Erken
diostrusta estradiol salinimi diisiiktiir, fakat ge¢ diostrus siiresince kademeli
olarak artar (40). Korpus luteum en yiiksek biiyilikliigiine erken didstrus
doneminde ulasir. Progesteron seviyesi didstrusta azalir ve artan Ostradiol-

17f’ya bagl olarak follikiiler gelisim tekrar baslar (39).
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2.3 VASA (DDX4)

VASA, ilk kez Drosophila'da tanimlanan DEAD-box ailesinin bir iiyesidir ve
germ hiicresi gelisimi i¢in gereklidir (41). DEAD-box RNA helikazini kodlar
ve ekpresyonu sadece germ hiicresi soylariyla sinirlandirilmistir. Vasa proteini;
germ hiicrelerinin belirlenmesi icin gerekli, iyi anlasiilmamis kompleks RNA ve
proteinden olusan germ plazmasmin Onemli bir bilesenidir. Drosophila
melanogaster, Xenopus laevis, Danio rerio, fare ve insan dahil olmak iizere
omurgasiz ve omurgali tiirlerde yaygin olarak korunmaktadir (42).

DDX4, germ graniillerinin bir bileseni olmasmna ve oOzellikle germ
hiicrelerinin sitoplazmasinda lokalize olmasina ragmen son ¢aligmalar bir anti-
DDX4 antikorunun postnatal fare ve insan ovaryum hiicrelerinin kiiciik bir
grubunun hiicre yiizeyine baglandigini 6ne siirmektedir (43,44).

Ayrica, bu calismalar hiicre yiizeyinde DDX4-immiinoreaktif ovaryum
hiicrelerinin in vitro olarak cogaldigin1 ve ovaryum igi transplantasyon
sonrasinda olgun oosit lrettigini gostermistir ve bu da hiicre ylizey DDX4-
immiinoreaktif ovaryum hiicrelerinin oogonial kok Thiicreler (OSC'ler)
oldugunu diisindirmektedir (43,44).

VASA proteininin fonksiyon kaybi, spermatositlerin ¢ogalmas1 ve
farklilasmasinda bir eksiklige neden olur ve erkek kisirligina yol acar (42).

Son yillardaki bazi yayimlar, spesifik-DDX4 antikoru kullanilarak yetiskin
insan ve fare ovaryumlarindan saflagtirilmig DDX4-pozitif OSC (oogonial kok
hiicre)’lerin ne spesifik DDX4-ifade eden hiicreler oldugunu ne de fonksiyonel
germline kok hiicreleri oldugunu gostermektedir (45). DDX4’e 6zel poliklonal
antikorlar tiimiiyle nonspesifiktir ve diger hiicre tiplerine yiiksek derecede

baglanma egilimine sahiptir (46).

2.4 IFITM3

Interferon kaynakli transmembran (IFITM) proteinleri, tip | ve tip Il
interferonlarin bazi antiviral aktivitelerine aracilik eden kiigiik transmembran
proteinlerin bir ailesidir (47). Son zamanlarda, fare genomunun biyoinformatik
analizi, bes IFITM genininin varligini ortaya ¢ikarmistir: IFITM 1, 2, 3, 5 ve 6.

IFITM1, 2 ve 3; amfibiler, baliklar, kiimes hayvanlar1 ve memeliler dahil
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olmak {iizere genis bir yelpazede bulunur. IFITM proteinlerinin, bagisiklik
hiicre sinyalizasyonu ve adezyonu, kanser, germ hiicresi fizyolojisi ve kemik
mineralizasyonunda rolleri oldugu agiklanmustir (48,49).

Interferona bagl transmembran protein 3 (IFITM3); erken gelisim, hiicre
adezyonu ve hiicre proliferasyonunda yer alan, bakteriyel ve viral
enfeksiyonlara ve belirgin malignitelere yanit olarak 6nemli bir rol oynayan
interferonla uyarilmis transmembran genlerin ve proteinlerin daha biiyiik
ailesinin bir pargasidir (50).

IFITM3, bugiine kadar test edilmis olan tiim influenza viriisii suslarina
kars1 etkindir ve HIV, SARS Korona Viriisii ve Ebola Viriisii gibi bir¢ok tibbi
acidan Onemli viriisleri benzer sekilde inhibe eder (51). IFITM2 ve 3, tipik
olarak endozomal membran, lizozomal membran veya diger hiicre ici
bolmelerde yogunlagmistir. Bunlarin hiicre i¢i dagilimi hiicre veya doku tiiriine
ve ekspresyon diizeyine baglidir, ancak IFITM1 esas olarak plazma membrani
tizerinde eksprese edilir (52,53). Genellikle IFITM proteinlerinin erken bir
asamada viral membran fiizyonunu inhibe ederek viral enfeksiyonu kisitladigi

diistiniilmektedir (54-56).
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3.GEREC VE YONTEMLER

Calismamizda Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Laboratuvarinda yetistirilen yaklasik 200-220 gram agirliginda ve 16 haftalik
Wistar albino cinsi 10 adet yetiskin disi sigan kullanildi. Hayvanlar deney
stiresince standart pellet yem ve c¢esme suyu ile beslendiler. Calisma igin
Cumhuriyet Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu'ndan 07.01.2016 tarih
ve 65202830-050.04.04 sayili onay belgesi alinmistir (EK 1).

Calismada kullanilan hayvanlar oda 1sisinda, 12 saat aydinlik-12 saat karanlik
periyotlar olusturularak yetistirildi. Siganlar kontrol (n=4) ve hipertiroidili
(n=6) olmak iizere iki gruba ayrildi. Hayvanlarda hipertiroidi olusturmak i¢in
21 giin siire ile 250 mcg/kg/giin olmak iizere subkutan enjeksiyon yolu ile
tiroksin (L-tiroksin) hormonu, kontrol grubu siganlara ise 21 giin siire ile serum
fizyolojik enjekte edildi. Deney ve kontrol gruplarindan vajinal smear 6rnekleri
alindi ve hayvanlarin didstrus evresinde olduklar1 belirlendi. Sig¢anlarin
tartimlart  yapilip, 3mg/kg Xylazine HCL+ 90mg/kg Ketamine HCL
intraperitoneal yolla verilerek anestezi altina alindi. Biyokimyasal
degerlendirme i¢in kardiyak kan alindiktan sonra, her iki gruptaki hayvanlara
200 mg/kg Tiopental Sodyum intraperitoneal yolla verilerek 6tenazi saglandi.
Oliim sonras1 ovaryum dokularma 151k mikroskopi ve immiinohistokimyasal
incelemeler icin rutin takip protokolleri uygulandi. Isik mikroskopik
incelemeler igin parafine gomiilen ovaryum Ornekleri genel morfolojiyi
gostermek amaciyla hematoksilen-eozin, spesifik molekiilleri belirlemek i¢in
VASA (DDX4) ve IFITM3 lokalizasyonlart immiinohistokimyasal tekniklerle
gosterildi.

Isik mikroskopik degerlendirme igin alinan kesitler 151k mikroskopta
(Olympus BX51, Japan) degerlendirilip, uygun alanlardan fotograflar ¢ekildi.
3.1 Biyokimyasal inceleme
Plazma T4 diizeyleri hipertiroid ve kontrol grubuna ait her bir sigandan alinan
kardiyak kandan 6l¢iildii. Kan ornekleri alimi takiben 2000-2500 rpm’de 10
dakika stire ile santrifiij edildi. Daha sonra plazma ornekleri 6l¢iim yapilacak

giine kadar -20°C’de saklandi. Tiroid fonksiyon testi Elisa yontemi ile ¢alisildi.
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3.2 Kullanilan Cihazlar

e Doku Takip Cihaz1 (Leica, Germany)

e Etiiv (Elektro-mag)

e Ben Mari (Leica, Germany)

e Mikrotom (Leica, Germany)

e Floresan mikroskop (Olympus BX51, Japan)

e Mikrodalga Firin (Argelik MD 554 Intellowave, Tiirkiye)

e Kurutucu (LKB BROMMA 2208 MULTIPLATE)

e PH Metre (HANNA HI 2211)

e Karstiric1 (WiseStir MSH-20D)
3.3. Kimyasal Maddeler

e L-Thyroxine (Sigma, USA, T2376)

e Antikorlar

VASA (DDX4) (Abcam ab13840)
IFITM3 (Abcam ab15592)
e AEC (Life Technologies USA)
e UltraVision Detection System Anti-Polyvalent, HRP/DAB (Thermo
Sci, USA)

e Phospate Buffer Saline (PBS) (OXOID, England)

o Sitrat Buffer (DIAPATH, ltaly, pH:6)

e Pappen (Liquid Blocker Super Pap Pen, Japan)

e Mounting medium (Bio Optica, Italy)
3.4. Doku Preparasyonu
Otenazi sonrasinda alman ovaryum dokular1 %4°liik paraformaldehitte +4 °C
de 24 saat siire ile fikse edildikten sonra dehidrasyon ve seffaflandirma
basamaklarini takiben parafinde bloklanda.
3.5. Isik Mikroskopi
Isik mikroskobik incelemeler i¢in parafine gomiilen Orneklerden Leica
mikrotom ile aliman 4 pm kalinliginda seri kesitlere genel morfolojiyi
gostermek amaciyla hematoksilen-eozin boyama uygulamasi yapildi. Olympus

BX51 (Tokyo, Japan) mikroskobu ile uygun gériintiiler alindi.
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3.6. Immiinohistokimya
Ovaryum dokusunda VASA (DDX4) ve IFITM3 immiinolokalizasyonlari

belirlendi.

>

Parafin bloklardan alinan kesitler poly-L-lysine kapli adhezivli lamlar
(Isotherm marka) tizerine alindi. Bir gece 56 °C’lik etiivde tutularak
parafini giderildi. Kesitler asagidaki serilerden gecirilerek saf suya
indirildi.

e %100 Alkol... 5 dk

e %96 Alkol... 5dk

e %96 Alkol... 5dk

e %70 Alkol... 5dk

e %70 Alkol... 5dk
e Distilesu... 5dk

Doku orneklerinin etrafi Pap Pen (Liquid Blocker Super Pap Pen) ile
¢izildi.

Endojen peroksidazi maskelemek igin kesitler oda 1sisinda H,O, de
(hidrojen peroksit) 10 dakika bekletildi.

2 defa PBS ile yikandi.

Antijenin geri doniisiimiinii saglamak ic¢in Kkesitler, ic¢inde sitrat
tamponu (pH=6) olan saleye konarak mikrodalga firinda, orta ayarda 10
dakika kaynatildi.

Mikrodalga firindan ¢ikarilan kesitler oda sicakliginda 20 dakika
sogumaya birakildi.

2 defa PBS ile yikandi.

Immiinohistokimya kabina konulan kesitlere 20 dakika Ultra V' Block
(Thermo marka UltraVision Detection System Anti-Polyvalent, HRP)
uygulandi.

+4 °C’de nemli ortamda bir gece, kullanima hazir olmayan primer
antikorlar VASA (DDX4) ve IFITM3 1:100 1:100 oranlarmnda
sulandirilarak uygulandi.

2 kere PBS ile yikandi.
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» Dokulara Biotinylated Goat Anti-Polyvalent (Thermo marka
UltraVision Detection System Anti-Polyvalent, HRP) 20 dakika nemli
ortamda uygulandi.

» 2 kere PBS ile yikandi.

» 20 dakika Streptavidin Peroxidase (Thermo marka UltraVision
Detection System Anti-Polyvalent, HRP) uygulandi.

» 2 kere PBS ile yikandi.

A\

1-2 dakika AEC Kromojen (Life technologies marka) dokulara

uygulandi.

2 kere PBS ile yikandi.
1 dakika Hematoksilen ile zit boyama yapildu.

Cesme suyunda yikandi.
Preperatlar kurulanip kapatici (Bio Optica marka) ile kapatildi.
VASA (DDX4) ve IFITM3 immiinolokalizasyonlar1 skorlama yontemi

YV V V VY

ile her grup icin ayr1 ayri saptandi.
3.7. Semikantitatif Skorlama Yontemi
Deney ve kontrol gruplarinda ovaryum dokularinda goriintiilenen VASA
(DDX4) ve IFITM3 ekspresyonlarmin siddeti semikantitatif skorlama
yontemiyle belirlendi ve sonuclar tablolar halinde bulgular bdliimiinde
gosterildi. Biitiin kesitler birbirinden bagimsiz iki goézlemci tarafindan
incelenerek, ovaryum dokusunda VASA (DDX4) ve IFITM3 antikorlarinin
boyanma derecelerine gore; boyanma olmamus ise negatif (-), hafif derecede
boyanma olmus ise (+), orta derecede boyanma olmus ise (++), yogun derecede
boyanma olmus ise (+++) boyanma olarak ovaryum dokular1 degerlendirildi.
3.8. Istatistiksel Yontem
Calismamizdan elde edilen veriler SPSS (veri 22.0) programina yiiklenerek,
verilerin  degerlendirilmesinde  parametrik  test  varsayimlar  yerine
getirildiginden (Kolmogorof-Simirnov) bagimsiz gruplarda iki ortalama
arasindaki farklarda dnemlilik testi kullanilmig ve yanilma diizeyi 0,05 olarak

alinmistir.
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4. BULGULAR
4.1 Biyokimyasal Bulgular

Deney sonunda, kontrol grubuna gore deney grubunun serbest T4 degerleri
istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulundu (P<0.05; Sekil 8).

Tablo 1: Deney ve Kontrol Grubuna Ait Serbest T4 Degerlerinin

Karsilastirmasi
Gruplar +S
Deney 3,43 £ 0,86
Kontrol 0,86 = 0,04
St t=7,22 p=0,001
¢ p<0,05 onemli
4,00
E 3,00
=
a
w
=
=)
£
=]
I 200
i
&
Q
=
1,00
0,00 T T
Deney Kontrol

Grup

Sekil 8. Deney ve Kontrol Grubunun Serbest T4 Degerleri
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4.2 Immiinohistokimyasal Bulgular

VASA (DDX4) ve IFITM3’iin sigan ovaryumlarindaki immiinolokalizayonlari
semikantitatif skorlama yoOntemiyle belirlenerek sonuglar Tablo 2’de
verilmistir.

4.2.1 Kontrol Grubu VASA Bulgular

Diostrus evresindeki hayvanlarin ovaryumlarinda korpus luteumlar fazla sayida
ve oldukga biiyiik olarak belirlendi. Ovaryumun korteks tabakasi, medulla ve
kan damarlarinda VASA ekspresyonu gozlendi (Sekil 9-16). Germinal epitel
ve tunika albuginea tabakast ile bazal membranda VASA
immiinolokalizasyonu tespit edilmedi (Sekil 10). Primordiyal folikiilde; primer
oosit sitoplazmasinda VASA immiinolokalizasyonu izlenirken, primordiyal
folikiil hiicrelerinde gozlenmedi (Sekil 11). Primer folikiilde; VASA
immiinolokalizasyonu, oosit sitoplazmasinda c¢ok yogun olarak belirlendi.
Graniiloza hiicreleri, teka interna ve teka eksterna tabakalarinda VASA
ekspresyonu izlenmedi (Sekil 12). Seckonder folikiilde; primer oosit
sitoplazmasinda ve zona pellucidada VASA immiinolokalizasyonu yogun
gozlendi. Teka tabakalarinda, graniiloza hiicrelerinde ve antrumda VASA
ekpresyonu tespit edilmedi (Sekil 13). Tersiyer folikiilde; corona radiata,
cumulus oophorus, graniiloza hiicreleri ve teka eksternada VASA ekspresyonu
izlenmedi. Teka interna tabakasinda VASA ekspresyonu gozlendi. Sekonder
oosit, zona pellucida ve antrumda VASA immiinolokalizasyonu daha zayif
belirlendi. (Sekil 14). Corpus luteumda; teka lutein hiicreleri ve graniiloza
lutein hiicrelerinin sitoplazmalarinda VASA immiinolokalizasyonu zayif
izlendi. Kan damarlarinda VASA immiinolokalizasyonu bu kisimlara oranla
daha yogun tespit edildi (Sekil 15). Medullada VASA ekpresyonu; kan
damarlarinda ve fibroblast benzeri bag doku hiicrelerinde yogun gdzlendi
(Sekil 16).
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Sekil 9. Kontrol Grubu Ovaryumda VASA Immiinolokalizasyonu(*)
Medulla; (M), Korteks; (K)
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Sekil 10. Kontrol Grubu Germinal Epitel Tabakasinda VASA Immiinolokalizasyonu
Epitel Hiicreleri; (E), Tunika Albuginea; (TA)
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Sekil 11. Kontrol Grubu Primordiyal Folikiilde VASA Immiinolokalizasyonu(*)
Primer Oosit; (PO), Primordiyal Folikiil Hiicreleri; (PFH)

Sekil 12 . Kontrol Grubu Primer Folikiilde VASA Immiinolokalizasyonu(*)
Primer Oosit; (PO), Graniiloza Hiicreleri; (GH), Teka Interna; (TI), Teka Eksterna;
(TE)
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Sekil 13. Kontrol Grubu Sekonder Folikiilde VASA Immiinolokalizasyonu(*)
Primer Oosit; (PO), Zona Pellucida; (ZP), Graniiloza Hiicreleri; (GH), Antrum; (A),
Teka Interna; (TT), Teka Eksterna; (TE)
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Sekil 14. Kontrol Grubu Tersiyer Folikiilde VASA Immiinolokalizasyonu(*)
Sekonder Oosit; (SO), Zona Pellucida; (ZP), Corona Radiata; (CR), Cumulus

Oophorus;(CO), Graniiloza Hiicreleri; (GH), Antrum; (A), Teka Interna; (TI), Teka
Eksterna; (TE)
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Sekil 15. Kontrol Grubu Corpus Luteumda VASA Immiinolokalizasyonu(*)
Kan Damarlari;(KD), Graniiloza Lutein Hiicreleri;(GL), Teka Lutein Hiicreleri;(TL)

Sekil 16. Kontrol Grubu Medulla Bélgesinde VASA Immiinolokalizasyonu(*)
Medulla; (M)
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4.2.2 Deney Grubu VASA Bulgular

Diostrus evresindeki hayvanlarin ovaryumunun korteks tabakasi, medulla ve
kan damarlarinda VASA ekspresyonu izlendi (Sekil 17- 23). Germinal epitel
ve tunika albuginea tabakast ile bazal membranda VASA
immiinolokalizasyonu  gozlenmedi. Primordiyal folikiilde =~ VASA
immiinolokalizasyonu; primer oosit sitoplazmasinda yogun izlenirken,
primordiyal folikiil hiicrelerinde gozlenmedi (Sekil 18). Primer folikiilde;
VASA immiinolokalizasyonu, oosit sitoplazmasinda ¢ok yogun, graniiloza
hiicrelerinde zayif olarak belirlendi. Teka interna ve teka eksterna
tabakalarinda VASA ekspresyonu izlenmedi (Sekil 19). Sekonder folikiilde;
primer  oosit  sitoplazmasinda  ve  zona  pellucidada  VASA
immiinolokalizasyonu ¢cok yogun gozlendi. Graniiloza hiicrelerinin
sitoplazmalarinda ve teka tabakalarinda da VASA ekspresyonu izlendi ancak
antrumda VASA ekpresyonu tespit edilmedi (Sekil 20). Tersiyer folikiilde;
corona radiata, cumulus oophorus ve graniiloza hiicreleri ve antrumda VASA
ekspresyonu gozlenmedi. Sekonder oosit ve zona pellucidada VASA
immiinolokalizasyonu zayif olarak belirlendi.Teka interna ve teka eksterna
tabakalarinda VASA ekspresyonu yogun izlendi (Sekil 21). Corpus luteumda;
teka lutein hiicreleri ve graniiloza lutein hiicrelerinin sitoplazmalarinda VASA
immiinolokalizasyonu  zayif  gozlendi. Kan  damarlarinda VASA
immiinolokalizasyonu bu kisimlara oranla daha yogun tespit edildi (Sekil 22).
Medullada VASA ekpresyonu; kan damarlarinda ve fibroblast benzeri bag
doku hiicrelerinde yogun izlendi (Sekil 23).

31



Objectivelifen
Mifrorcube

Sekil 17. Deney Grubu Ovaryumda VASA Iimmiinolokalizasyonu(*)
Medulla; (M), Korteks; (K)

Sekil 18. Deney grubu germinal epitel tabakasinda ve primordiyal folikiilde VASA
immiinolokalizasyonu(*). Epitel hiicreler; (E), tunika albuginea; (TA), primer
oosit; (PO), primordiyal folikiil hiicreleri; (PFH).
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Sekil 19. Deney Grubu Primer Folikiilde VASA Immiinolokalizasyonu(*)
Primer Oosit; (PO), Graniiloza Hiicreleri; (GH), Teka Interna; (TI), Teka
Eksterna;(TE)

oo L S NS R L R - A
Sekil 20. Deney Grubu Sekonder Folikiilde VASA Immiinolokalizasyonu(*)
Primer Oosit; (PO), Zona Pellucida; (ZP), Graniiloza Hiicreleri; (GH), Antrum; (A),

Teka interna; (TI), Teka Eksterna; (TE)
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Sekil 21. Deney Grubu Tersiyer Folikiilde VASA Immiinolokalizasyonu(*)
Sekonder Oosit;(SO), Zona Pellucida;(ZP), Corona Radiata; (CR),
Cumulus Oophorus; (CO), Graniiloza Hiicreleri; (GH), Antrum;
(A), Teka linterna; (TT), Teka Eksterna; (TE)

Sekil 22. Deney Grubu Corpus Luteumda VASA Immiinolokalizasyonu(*)
Kan Damarlari; (KD), Graniiloza Lutein Hiicreleri; (GL), Teka Lutein Hiicreleri;
(TL)
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Sekil 23. Deney Grubu Medulla Bolgesinde VASA Immiinolokalizasyonu(*)
Medulla; (M)
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4.2.3 Kontrol Grubu IFITM3 Bulgular:

Diostrus evresindeki hayvanlarin ovaryumunun korteks tabakasi ve germinal
epitelinde IFITM3 ekspresyonu izlenirken; medulla, kan damarlart ¢evresi ve
fibroblast benzeri bag doku hiicrelerinde daha zayif gozlendi (Sekil 24-31).
Germinal epitelde IFITM3 immiinolokalizasyonu yogun goézlenirken, tunika
albuginea tabakasinda daha zayif olarak belirlendi (Sekil 25). Primordiyal
folikiilde IFITM3 immiinolokalizasyonu tespit edilmedi (Sekil 26). Primer
folikiilde; IFITM3 immiinolokalizasyonu, oosit sitoplazmasinda gozlendi.
Graniiloza hiicreleri, teka interna ve teka eksterna tabakalarinda IFITM3
ekspresyonu izlenmedi (Sekil 27). Sekonder folikiilde; primer oosit
sitoplazmasinda ve zona pellucidada IFITM3 immiinolokalizasyonu yogun
olarak belirlendi. Teka tabakalari, graniiloza hiicreleri ve antrumda IFITM3
ekpresyonu tespit edilmedi (Sekil 28). Tersiyer folikiilde; corona radiata,
cumulus oophorus ve graniiloza hiicrelerinde IFITM3 ekspresyonu izlenmedi.
Sekonder oosit ve zona pellucidada IFITM3 immiinolokalizasyonu ¢ok yogun,
antrumda ise yogun gozlendi. Teka interna ve teka eksterna tabakalarinda
IFITM3 ekspresyonu zayif tespit edildi (Sekil 29). Corpus luteumda; IFITM3
immiinolokalizasyonu, teka lutein hiicrelerinde zayif izlenirken, graniiloza
lutein hiicrelerinin sitoplazmalarinda bu kisimlara oranla daha yogun olarak
belirlendi (Sekil 30). Medullada IFITM3’lin kan damarlari ¢evresinde oldukca
yogun eksprese olurken, fibroblast benzeri bag doku hiicrelerinde zayif
eksprese oldugu izlendi (Sekil 31).
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Sekil 24. Kontrol Grubu Ovaryumda IFITM3 immiinolokalizasyonu(*)
Medulla; (M), Korteks; (K)
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Sekil 25. Kontrol Grubu Germinal Epitel Tabakasinda IFITM3 immiinolokalizasyonu(*)
Epitel Hiicreleri; (E), Tunika Albuginea; (TA)
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Sekil 26 . Kontrol Grubu Primordiyal Folikiilde IFITM3 Immiinolokalizasyonu
Primer Oosit; (PO), Primordiyal Folikiil Hiicreleri; (PFH)
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Sekil 27. Kontrol Grubu Primer Folikiilde IFITM3 Immiinolokalizasyonu(*)
Primer Oosit; (PO), Graniiloza Hiicreleri; (GH), Teka Interna; (TT), Teka Eksterna;
(TE)
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Sekil 28. Kontrol Grubu Sekonder Folikiilde IFITM3 Immiinolokalizasyonu(*)
Primer Oosit; (PO), Zona Pellucida; (ZP), Graniiloza Hiicreleri; (GH), Antrum;
(A, Teka interna; (TI), Teka Eksterna; (TE)

Sekil 29. Kontrol Grubu Tersiyer Folikiilde IFITM3 immiinolokalizasyonu(*)
Sekonder Oosit; (SO), Zona Pellucida; (ZP), Corona Radiata; (CR), Cumulus
Oophorus; (CO), Graniiloza Hiicreleri; (GH), Antrum; (A), Teka interna; (TI), Teka
Eksterna; (TE)
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Sekil 30. Kontrol Grubu Corpus Luteumda IFITM3 Immiinolokalizasyonu(*)
Graniiloza Lutein Hiicreleri; (GL), Teka Lutein Hiicreleri; (TL)

Sekil 31. Kontrol Grubu Medulla Bélgesinde IFITM3 Immiinolokalizasyonu(*)
Medulla; (M)
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4.2.4 Deney Grubu IFITM3 Bulgular:

Diostrus evresindeki hayvanlarin ovaryumunun korteks tabakasi ve germinal
epitelinde IFITM3 ekspresyonu izlenirken; medulla, kan damarlari gevresi ve
fibroblast benzeri bag doku hiicrelerinde daha zayif gézlendi (Sekil 32-39).
IFITM3 immiinolokalizasyonu; germinal epitelde yogun, tunika albuginea
tabakas1 ile bazal membranda daha zayif gézlendi (Sekil 33). Primordiyal
folikiilde IFITM3 immiinolokalizasyonu tespit edilmedi (Sekil 34). Primer
folikiilde; IFITM3 immiinolokalizasyonu, oosit sitoplazmasinda yogun olarak
belirlendi. Graniiloza hiicreleri, teka interna ve teka eksterna tabakalarinda
IFITM3 ekspresyonu tespit edilmedi (Sekil 35). Sekonder folikiilde; primer
oosit sitoplazmasinda ve zona pellucidada IFITM3 immiinolokalizasyonu
yogun izlendi. Teka tabakalari, graniiloza hiicreleri ve antrumda IFITM3
ekpresyonu gozlenmedi (Sekil 36). Tersiyer folikiilde; corona radiata, cumulus
oophorus ve graniiloza hiicreleri, teka interna ve teka eksterna tabakalarinda
IFITM3 ekspresyonu belirlenmedi. Sekonder oosit, zona pellucida ve antrumda
IFITM3 immiinolokalizasyonu zayif gozlendi. (Sekil 37). Corpus luteumda;
teka lutein hiicreleri ve graniiloza lutein hiicrelerinin sitoplazmalarinda IFITM3
immiinolokalizasyonu  zayif izlendi. Kan damarlarinda  IFITM3
immiinolokalizasyonu bu kisimlara oranla daha yogun tespit edildi (Sekil 38).
Medullada IFITM3 ekpresyonu; kan damarlarinda ve fibroblast benzeri bag
doku hiicrelerinde gozlendi ancak ¢ok yogun degildi (Sekil 39).
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Sekil 32. Deney Grubu Ovaryumda IFITM3 Iimmiinolokalizasyonu(*)
Medulla; (M), Korteks; (K)

Sekil 33. Deney Grubu Epitel Tabakasinda IFITM3 immiinolokalizasyonu(*)
Epitel Hiicreleri; (E), Tunika Albuginea; (TA)
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Sekil 34. Deney Grubu Primordiyal Folikiilde IFITM3 immiinolokalizasyonu
Primer Oosit; (PO), Primordiyal Folikiil Hiicreleri; (PFH)

Sekil 35. Deney Grubu Primer Folikiilde IFITM3 Immiinolokalizasyonu(*)
Primer Qosit; (PO), Graniiloza Hiicreleri; (GH), Teka Interna; (TI), Teka Eksterna;
(TE)
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Sekil 36. Deney Grubu Sekonder Folikiilde IFITM3 Immiinolokalizasyonu(*)
Primer Oosit; (PO), Zona Pellucida; (ZP), Graniiloza Hiicreleri; (GH), Antrum; (A),
Teka Interna; (T1), Teka Eksterna; (TE)

Co s B
Sekil 37. Deney Grubu Tersiyer Folikiilde IFITM3 immiinolokalizasyonu(*)
Sekonder Oosit; (SO), Zona Pellucida; (ZP), Corona Radiata; (CR), Cumulus
Oophorus; (CO), Graniiloza Hiicreleri; (GH), Antrum; (A), Teka Interna;
(TI), Teka Eksterna; (TE)
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Sekil 38. Deney Grubu Corpus Luteumda IFITM3 Immiinolokalizasyonu(*)
Kan Damarlari; (KD), Graniiloza Lutein Hiicreleri; (GL), Teka Lutein Hiicreleri; (TL)
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Sekil 39. Deney Grubu Medulla Bslgesinde IFITM3 immiinolokalizasyonu(*)
Medulla; (M)
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Tablo 2: Kontrol
Immiinohistokimyasal

ve

Deney  Gruplarinin,

VASA

ve

IFITM3

Lokalizasyonlarinin ~ Semikantitatif Degerlendirme

Tablosu ( - boyanma olmamis, + hafif derecede boyanmis, ++ orta derecede
boyanmis, +++ yogun derecede boyanmis)

Kontrol | Deney | Kontrol | Deney
VASA | VASA | IFITM3 | IFITM3
Epitel - - +++ ++
Tunika Albuginea - - + +
Korteks + + + +
Korteks Kan Damar1 ++ ++ ++ ++
Medulla +++ +++ + +
Fibroblast Benzeri Hiicre +++ ++
Medulla Kan Damar1 +++ +++ ++
Primordiyal Folikiil
Primordiyal Folikiil Hiicreleri - - - -
Primer Oosit ++ ++ - -
Primer Folikiil
Graniiloza Hiicreleri - + - -
Primer Oosit +++ +++ + H
Teka Interna - = - -
Teka Eksterna - - - -
Sekonder Folikiil
Primer Oosit ++ +4+ 4+ 4
Zona Pellucida ++ +++ 4+ 4
Graniiloza Hiicreleri - ++ - -
Antrum - - - -
Teka Interna - ++ - -
Teka Eksterna - ++ - -
Tersiyer Folikiil
Sekonder Oosit ++
Zona Pellucida - +
Graniiloza Hiicreleri - - - -
Antrum + - + +
Corona Radiata - - - -
Cumulus Oophorus - - - -
Teka Interna ++ ++ + i,
Teka Eksterna - ++ + -
Corpus Luteum
Corpus Luteum Kan Damar1 +++ ++ ++ ++
Teka Lutein Hiicresi + + +
Graniiloza Lutein Hiicresi + ++ +
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5. TARTISMA

Hipertiroidizm, asir1 miktarda tiroid hormonlarinin viicut dokular1 {izerine
etkilerinden kaynaklanan bir durumdur. Tirotoksikozla esanlamlidir. Bazilar
‘hipertiroidizm’ terimini, asir1 tiroid hormonu alimi ya da tiroiddeki tiroid
hormonu saliverilmesinin aksine, tiroid bezinin ¢ok fazla tiroid hormonu
rettigini ifade eden daha dar anlamiyla kullanmayi tercih ederler (57).
Hipertiroidizmin en yaygin nedeni Graves hastaligidir. Hipertiroidi
metabolizmay1 6nemli 6lgiide uyarir ve ani kilo kaybina, hizli veya diizensiz
kalp atiglarina, terleme ve sinirlilige neden olur (58). Hipertiroidizmle iliskili
birincil veya ikincil infertilite prevelansi %5,8 olarak agiklanmistir.
Hipertiroidizmin erken teshisi ve tedavisi nedeniyle, giiniimiizde, diizensiz
siklus yayginligi daha once tarif edilenle (% 50) karsilagtirildiginda; % 21,5'tir.
Otiroid kadinlardakine kiyasla tirotoksikoz, seks hormonu baglayict globulinin
(SHBG) ve ostradioliin (E2) serum diizeylerinde artisa neden olmaktadir.
Yiiksek E2 (6stradiol) seviyeleri su sekilde agiklanabilir: - Artmis SHBG (seks
hormonu baglayic1 globulin) seviyeleri. - Testosteron ve androstenedion
diizeylerinde artis ve bunun yani sira yiikseltilmis E2'ye doniisiim orani. Graves
hastalig1 olan hastalarda, LH saliniminin da arttig1 ve bu 6zelligin antitiroid
ilaglar kullanildiktan sonra normale dondiigii gosterilmistir (59).

VASA (DDX4 olarak da bilinir) DEAD-box protein ailesinin temel bir
iyesi olan ATP'ye bagimli bir RNA helikazidir (60). VASA, orjinal olarak
Drosophila'daki disi soyun gelisiminde gerekli olan maternal etki geni olarak
tanimlanmistir. DEAD-box ailesinin diger iiyeleri gibi, VASA'nin da ATPaz,
RNA baglama ve RNA ¢ozme aktiviteleri oldugu gosterilmistir (61). Insan
VASA geni (DDX4) germ hiicresi soyunda spesifik olarak eksprese edilir ve
yalnizca erigkinlerde yumurtalik ve testisteki dokularda saptanabilir. Gen;
kurbaga (Xenopus laevis), zebra baligi (Danio rerio) ve fare dahil olmak tizere
omurgasiz ve omurgali tiirlerde olduk¢a korunmus, ancak islevleri acik sekilde
anlagilmamigtir. VASA'min germline spesifik ekspresyonu, raportdr gen
ekspresyonunu calistirarak diger tiirlerde bir primordial germ hiicresi belirteci
olarak uygulanmasmi saglamistir (62). VASA’nin esey hiicre Onciillerinin
belirteci olarak faydali zengin bir ge¢misi vardir, esey hiicre Onciillerinin
belirlenmesinde ve bakiminda pozitif bir translasyon diizenleyicisi olarak islev
gordligli diisliniilmektedir. Bununla birlikte, model dis1 organizmalardaki
caligmalar, VASA'min bir¢ok dokunun somatik hiicrelerinde de mevcut
oldugunu ortaya koymustur. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, VASA'nin
hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde gorev yaptigini da gostermektedir (63).

Interferon ile uyarilabilir transmembran proteinleri (IFITM'ler), hiicre
proliferasyonunun kontrolii, homotipik hiicre adezyonunun tesviki, viral
enfeksiyona  kars1  koruma, kemik matriksi  olgunlagmasmin  ve
mineralizasyonunun gelistirilmesi ve germ hiicresi gelisimine aracilik etme
dahil olmak iizere cesitli rollere sahiptir (64). 1-8U olarak da bilinen
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interferona bagli transmembran protein 3 (IFITM3), IFN-indiiklenebilir
transmembran protein ailesinin 6nemli tiyelerinden biridir (65).

IFN'lar, giiclii antiviral ve immiinomodiilator ozelliklere sahip genis
sekilde sentezlenmis sitokinlerdir. IFN ailesinin tip I, tip II ve tip III IFN'ler
olmak {izere {i¢ ana sitokin tipi siniflandirilabilir. Insanlarda ve farelerde, tip I
IFN ailesi, 12 IFNa alt tipi, IFNB, IFNe, IFNx ve IFNw 6 olmak iizere 16
iiyeden olusur. Buna karsilik, tip II IFN ailesi de sadece antiviral aktiviteler
sergileyen bir sitokin olan IFNy igerir. IFN'lerin iiglincii tipi IFNA1 (aym
zamanda IL-29 olarak da bilinir), IFNA2 (IL-28A olarak da bilinir) ve IFNA3'i
(IL-28B olarak da bilinir) iceren IFNA ailesidir (66). Tip I IFN'ler cogunlukla
dendritik hiicreler tarafindan tretilir ancak T hiicreleri, monositler, fibroblastlar
ve epitel hiicreleri gibi tiim hiicre tiplerinde indiiklenebilir (67).

Insanlarda bugiine kadar IFITM1, IFITM2, IFITM3, IFITM5 ve IFITM10
olmak lizere bes interferonla uyarilmis transmembran (IFITM) proteini tespit
edilmistir. IFITM1, IFITM2 ve IFITM3, hem tip I hem de tip Il IFN tarafindan
indiiklenebilir. IFITM5 IFN-indiiklenebilir degildir ve IFITM10'un fonksiyonu
hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir (68). Ik calismalar IFITM1, IFITM2 ve
IFITM3'lin gelisme, apoptoz, hiicre ¢ogalmasi ve hiicre sinyallemesinde olast
rollerini tanimlamistir (9). IFITM1, 16kositler ve endotel hiicreleri tarafindan
eksprese edilir, anti-proliferatif etkilere sahiptir ve homotipik hiicre
yapigmasini tesvik eder. IFITM3, hiicre proliferasyonunu inhibe eder, IFITMZ2;
cok sayida hiicre dizisinde hem hiicre dongiisii durmasi hem de daha sonra
p53'den bagimsiz apoptozu indikklemektedir. IFITM3 ifadesi E6.25 gibi erken
bir zamanda PGC (primordiyal germ hiicresi) haline gelme yetkinligine sahip
hiicreleri tanimlar ve muhtemelen varsayimsal PGC'leri somatik hiicrelerden
homotipik hiicre adezyonuyla ayiran ayr hiicre popiilasyonunun olusumunu
tesvik ederek germ hiicresi gelisiminde rol oynayabilir. IFITM1 ve IFITM3
PGC gogiinii de kontrol edebilir (64). Son zamanlarda, IFITM1 ve IFITM3'in
erken ilkel germ hiicrelerinin (PGC) gociine aracilik ettigi fikri onerilmis fakat
cok fazla anlasilamamistir (49). Fragilis'in PGC'nin belirlenmesine katildig1 ve
ozellikle germ hiicrelerinde eksprese oldugu bildirilmistir (69).

Tiroid hormonlarmin tiim viicudu etkileyen yaygin bir etki alani oldugu
icin ovaryum fonksiyonlar1 iizerine olan etki mekanizmalari tam olarak
anlagilamamistir. Buna ragmen, insan ve fare oositlerinde tiroksin i¢in spesifik
baglanma alanlarinin saptanmasi tiroid hormonlarinin oositler ve folikiiler yap1
tizerinde direkt etkili oldugunu diisiindiirmektedir (70). Daha once yapilmig
olan c¢aligmalarda TRal (tiroid hormon reseptér alfa 1), TRa2 (tiroid hormon
reseptor alfa 2) ve TRB1 (tiroid hormon reseptor beta 1) reseptorlerinin sigan
ve insan ovaryumunun yiizey epitel hiicrelerinin ¢ekirdeginde giiglii bir sekilde
ekspresyonunun oldugu gozlenmistir (71). Bizim ¢alismamizdaki hipertiroidi
modelinde ovaryum histolojik yapisinda oosit, granulosa hiicreleri ile
germinatif epitelinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda histolojik olarak
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degisiklik gézlenmemesine ragmen, immiin boyama agisindan oositte ve teka
tabakasinda fark oldugu gozlenmistir.

Kaizhi ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada, nitrik oksit sentaz (NOS) ve
tiroid hormon reseptor alfa 1'in (TRal) olgunlasmamais hipertiroid ve hipotiroid
sicanlar kullanarak bu bozukluklardaki rollerini incelemislerdir. Noronal NOS
(nNOS) ve TRal'in, incelenen tiim sigan gruplarinin oosit, grantilosa hiicreleri
ve teka hiicrelerinde mevcut oldugunu bulmuslardir (72). Tiroid hormonlarinin
ovaryum folikiillerinin gelisiminde rol oynadigini, hipertiroidi ve hipotiroidi
hallerinde de ovaryum follikiiler gelisimi boyunca NOS sinyal yolaginin da
iliskisi oldugu bildirilmistir (73). Calismamizda hipertiroidili sigan ovaryum
dokusuna bakildiginda, VASA lokalizasyonu, primordiyal, primer ve sekonder
folikiillerin oositlerinde izlenmistir. Tersiyer folikiiliin oositinde ise boyanma
gorliniir oranda azalmistir. Sekonder folikiiliin teka tabakasinda eksprese olan
VASA, tersiyer folikiiliin teka tabakasinda daha yogun eksprese olmustur.
Sekonder folikiiliin antrumunda VASA ekspresyonu gozlenmemistir. Tersiyer
folikiilde; zona pellucida, graniiloza hiicresi, corona radiata, cumulus oophorus
ve antrumda da VASA ekspresyonu izlenmemistir. Folikilin ¢esitli
kisimlarinda  eksprese  olmast  VASA’nin  folikiil gelisiminde rol
oynayabilecegini diisiindiirmiistiir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda deney
grubundaki teka tabakasinda VASA ekspresyonu artmistir. Hipertiroidi VASA
ekspresyonunu artirmis olabilir. Bunun disinda korpus luteumda VASA
lokalizasyonu teka lutein ve graniiloza lutein hiicrelerinde zayitken kan
damarlarinda bu kisimlara oranla daha kuvvetli olarak izlenmistir. Medullada
da VASA ekspresyonu yogun olarak gozlenmistir. Germinal epitelde ve tunika
albugineada VASA ekspresyonu gézlenmemistir. Deney grubunda IFITM3
ekspresyonunun epitel, tunika albuginea ve oosit bolgelerinde yogun oldugu
goriilmiistiir. Primer, sekonder folikiillerin primer oositlerinde IFITM3
lokalizasyonudaha yogunken, tersiyer folikiiliin oositinde bu yogunluk biiyiik
oranda azalmistir. Sekonder folikiiliin antrumunda ve teka tabakalarinda
IFITM3 eksprese olmamugstir. Tersiyer folikiiliin antrumunda ¢ok az yogunlukta
bir ekspresyon varken, teka tabakalari, corona radiata, cumulus oophorus ve
graniiloza hiicrelerinde IFITM3 ekspresyonu negatiftir. Corpus luteumda
IFITM3 lokalizasyonu teka lutein ve graniiloza lutein hiicrelerinde daha zayif
izlenirken kan damarlarinda daha yogun olarak izlenmistir. Medullada IFITM3,
fibroblast benzeri bag doku hiicrelerinde ve kan damarlarinda zayif ekspresyon
gostermistir.  Genel olarak baktigimizda IFITM3’in folikiilin  ¢esitli
kisimlarinda lokalize oldugunu goézlemledik, bu da IFITM3’iin folikiiler
gelisimde bir rolii olabilecegi fikrini yaratmistir. Kontrol grubundaki oosit
IFITM3 ekspresyonu, deney grubundakine oranla azalmistir. Bu bulgulardan
yola ¢ikarak hipertiroidinin VASA ve IFITM3 ekspresyonlarini etkiledigini
sOyleyebiliriz.
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Bizim calismamizdaki gibi hipertiroidi hastaligini c¢alisan arastirmacilar
(Fatih ve ark, 2011) (47), Cx43 antikorunu kullanmiglardir. Kontrol grubu
ovaryum histolojik kesitlerin germinal epitel hiicreleri, graniiloza ve stromal
hiicrelerde  kuvvetli Cx43 ekpresyonu saptarken, hipertiroidi grubu
ovaryumlarinda ise germinal epitel hiicreleri ve stromal hiicrelerde Cx43
ekspresyonunda azalma gozlemlemislerdir (74). Gap junctionlar; o6zellikle
Cx43 ve Cx37 folikiil gelisimi ve oosit biiyiimesi i¢in gereklidir. Bizim de
calismamizda IFITM3 germinal epitelde ekprese olmustur fakat deney ve
kontrol grubunda germinal epitel boyanmasi bakimindan c¢ok bir fark
gozlenememistir. VASA ise germinal epitelde eksprese olmamistir. Ayrica
VASA ve IFITM3’iin oositlerde de ekspre olmasi folikiil gelisimi ve oosit
biiylimesinde rolii oldugunu diistindiirmiistiir.

Calismamizdaki deney ve kontrol grubundaki ovaryumlar didstrus
evresindedir. Korpus luteum en yiiksek biiyiikliigiine erken didstrus doneminde
ulagir. Progesteron seviyesi didstrusta azalir ve artan Gstradiol-17p’ya bagh
olarak follikiiler gelisim tekrar baslar (39). Bizim ¢alismamizda kullandigimiz
antikorlarimiz (VASA ve IFITM3) folikiil gelisiminde rol oynadigi i¢in ve
diostrus evresi de folikiiler gelisimin tekrar bagladigi evre oldugu i¢in bu
evrede c¢alismay1 tercih ettik. Ayrica tiroid hormonlarmin folikiil yapisinda
etkili olabilecegi ihtimali de bu evrede ¢alismamizin bir nedenidir.

Hipertiroidi olusturularak yapilan baska bir ¢alismada; kontrol grubuyla
karsilastirildiginda hipertiroidili ratlarda, ovaryum germinal epitellerindeki
progesteron ekspresyonunun Ostrus, metdsturs ve didsturs evrelerinde arttigi
gozlemlenmistir (75). Bizim g¢aligmamizda deney ve kontrol gruplarindan
vajinal smear Ornekleri alinmis ve hayvanlarin didstrus evresinde olduklari
belirlenmistir. Halil ve arkadaslar1 ¢alismalarinda, kontrol ve deney grubunda
Era’nin, menstural evrelere gore degisen oranlarda, germinal epitelde, teka
hiicrelerinde, graniiloza hiicrelerinde ve korpus luteumda lokalizasyonu
gozlenmistir. Menstural siklus evrelerindeki hipertiroidili grup, kontrol
grubuyla kiyaslandiginda; teka hiicrelerinde ve korpus luteumdaki reseptor
sayillarinda anlamli bir artiginin, Ostrojen plazma konsatrasyonunun kendi
reseptdr konsantrasyonunu artirmasindan dolay1 olabilecegini diistinmiislerdir
(75). Yaptigimiz c¢alismada da VASA antikorunun, hipertiroidili grupta
sekonder folikiiliin teka tabakasinda ekspresyonu gozlenirken, tersiyer
folikiildeki teka tabakasinda daha yofun boyanma goézlenmistir. Kontrol
grubunda ise sekonder folikiiliin teka tabakasinda ekspresyon yokken tersiyer
follikiiliin teka tabakasinda zayif bir ekspresyon vardir. Bu bulgular, hormon
diizeylerindeki degisikligin antikorlarin ekspresyonlarin etkiliyor olabilecegini
diistindiirmistiir.

Juneo ve arkadaslar1 caligmalarinda, hipotiroidili ve hipertiroidili gebe
sicanlarin korpus luteumunda anjiogenik faktorlerin ve COX-2'nin ¢ogalmasi,
apoptozisi ve ekspresyonunu degerlendirmislerdir. Sonuglarina gore deneysel
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hipertiroidi, gebe siganlarin korpus luteumunda anjiogenik faktorlerin ve COX-
2'nin ¢ogalmasimi ve proliferatif aktiviteyi arttirir (76). Tiroid hormonlari,
yumurtaliklarin normal isleyisini korumak ve yumurtay:r olgunlastirmak i¢in
tireme hormonlart olan Ostrojen ve progesteron ile etkilesim halindedir.
Hipertiroidizm, ireme hormonlarinin dengesini bozabilir ve buna bagl olarak
yumurtlama bozukluklari, diizensiz adet, gebe kalamama veya tekrarlayan
diisiikler gibi birtakim dogurganlik sorunlarina yol agabilir. Graniiloza lutein
hiicreleri; progesteron hormonunu, teka lutein hiicreleri; 6strojen hormonunu
sentezler ve salgilarlar. Calismamizda deney grubu VASA ve IFITM3’ilin
korpus luteumda; teka lutein hiicreleri ve graniiloza lutein hiicrelerinin
sitoplazmalarinda immiinolokalizasyonu zayif izlenirken, kan damarlarinda
ekspresyonlart bu kisimlara oranla daha yogun tespit edilmistir.
Bulgularimizda IFITM3 antikorunun deney grubunda corpus luteumun
graniiloza lutein hiicrelerindeki ekspresyonunun kontrol grubuna gore daha az
oldugunu goézlemledik. Bu da hipertiroidinin progesteron hormonunu
etkileyebildiginden olabilir. Hormon diizeylerindeki degisiklik IFITM3
antikorunun  ekspresyonunu  etkilemistir.  Hipertiroidi ~ IFITM3’{in
ekspresyonunu azaltmistir.

Kunkun ve arkadaslari; disi farelerde dagilimini ve roliinii daha iyi
anlamak i¢in, yumurtaliklarda VASA (DDX4) proteininin ekspresyonunu tespit
etmislerdir. VASA, apoptotik olmayan tiim folikiillerde o0osit sitoplazmasinda
saptanmigtir. Ovaryumdaki VASA’nin ekspresyon yogunlugunun, folikiiler
gelisim ile birlikte azaldigi goriilmiistiir (60). Bizim bulgularimizda da VASA
primordiyal, primer ve sekonder follikiillerin oositerinde yogun eksprese
olurken, tersiyer follikiilde VASA’nin immiinolokalizasyonu azalmistir, yani
folikiil gelisimiyle birlikte VASA’nin oositteki ekspresyonu azalmigtir. Onlar
ovaryumda yiiksek seviyelerdeki VASA proteininin, mayoz bdliinmeye devam
edebilmek i¢in oositler hazirlayabilecegi sonucuna varmiglardir (60). VASA
mayoz bolinmede, folikillerin  gelisiminde rol oynayabilir.  Oosit
sitoplazmasinin ~ gelisiminde =~ mitokondrilerin ~ 6nemli  roli  vardir.
Mitokondrilerin gérevi ATP sentezlemektir. ATP baglayict RNA helikazi olan
VASA’nin oositteki mitokondrilerin fazlalifindan dolayr bu bdlgede
ekspresyonlari yiiksek olabilir.

Bizim bulgularimizla tutarli olan Diego ve arkadaslarinin yaptiklar
immiinohistokimyasal ¢alismada; insan germ hiicre soyunun kdkeni ve islevini
anlamak i¢in c¢alisilan insan yumurtaliklarinda, VASA boyamasi birincil
follikiillerin oositlerinde sitoplazmik olarak gozlenmistir, olgunlasan antral
folikiillerde ekpresyon azalmistir. Oosit hacmi Onemli Olgiide arttikca,
muhtemelen seyreltme nedeniyle VASA boyanmasinda azalmaya neden
oldugunu diisiinmiislerdir (77). Bizim g¢aligmamizda da folikiil gelisimiyle
beraber VASA’nin oositlerdeki ekspresyonu azalmistir ve boyanma
sitoplazmiktir.
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Nicolas ve arkadaglarinin  yapmis oldugu c¢alismada; ovaryum
endometriozis lezyonlarinda izole edilmis hiicre kiimelerinde DDX4 ve
IFITM3 proteinlerini saptamislardir. DDX4 ve IFITM3 proteinleri, izole
hiicrelerde ve yumurtalik endometriyotik kistlerin korteks bolgesindeki hiicre
kiimelerinde ekprese olmustur. Normal endometrial dokuda DDX4 veya
IFITM3 ekprese olmamistir. Tiim endometriyotik Orneklerde, izole veya
kiimelerde bulunan stromal hiicrelerde DDX4 ve IFITM3 sitoplazmik
boyanmustir (78). Calismamizda VASA ve IFITM3’lin hem hastalikli hem de
normal ovaryum dokusunda ekpresyonu goézlenmistir. Yaptigimiz ¢alismada
IFITM3 lokalizasyonunun daha ¢ok oositlerde, epitelde ve sitoplazmik
alanlarda, VASA’nin ise oositlerde ve teka tabakasinda yogun oldugunu
gormekteyiz. Calismamizda, sigan ovaryumundaki immiin boyama
yontemlerimiz, VASA ve IFITM3’{in kendine 6zgii ekpresyonlarinin oldugunu
gostermistir. Nitekim c¢aligmalarimizin sonucunda sigan ovaryumunda ister
hipertioidili olsun ister hipertiroidili olmasin VASA ve IFITM3
ekspresyonunun degistigini, farkli ekspresyonlara sahip olduklarini, birgok
bolgesinde pozitif ve gogunlukla sitoplazmik oldugunu gérmekteyiz.

Li Zhou ve arkadaslarinin yaptiklar1 g¢alismada; disi germline kok
hiicrelerini tanimlamak i¢in immiinohistokimyasal yontemle 4-5 haftalik
farelerin yumurtaliklarinda DDX4 ve Fragilis (IFITM3) ekspresyonunu test
etmislerdir. Sonuglar, hem DDX4 hem de Fragilis'in sigan yumurtaliklarinin
germ hiicrelerinde eksprese edildigini géstermistir. DDX4, yumurtalik germ
hiicrelerinin tim asamalarinda eksprese edilmistir. Fragilis erken evre germ
hiicrelerinde yiiksek diizeyde eksprese edilirken, sekonder oositlerde ve daha
sonraki agamalarda Fragilis'in sinyalleri zayiftir (79). Bizim yapmis oldugumuz
calismada VASA’nin deney ve kontrol grubunda folikiil biiytidiikge oositteki
ekspresyonu azalmigtir. Ancak bu ¢alismanin aksine bizim ¢alismamizda deney
ve kontrol grubunda primordiyal folikiillerde IFITM3 lokalize olmamistir. Bu
folikiillerde lokalizasyon goriilmemesinin nedeni gelisimin erken donemlerinde
IFITM3’lin etkinliginin az olmasindan kaynaklaniyor olabilir. IFITM3’{in
ekspresyonunun; kontrol grubunda oositlerde folikiil biiyiidiikk¢e artmasina
ragmen, deney grubunda folikiil biiyiidiikkge oositteki ekspresyon azalmasi,
hipertiroidinin IFITM3 ekspresyonunu azalttigint ve folikiil gelisimini
etkileyebilecegini diistindiirmiistiir.

IFITM3’iin ovaryum disinda bagka dokularda ekpresyonu oldugunu
gosteren calismalar da olmustur. Nicolini ve arkadaslari; diisiik interferon
diizeylerinin meme kanseri hastalarinda daha kotii prognoz ile iliskili oldugunu
gostermislerdir (80).

Charles ve arkadaglarinin yapmis oldugu ¢alismada; IFITM3'in nerede ve
hangi kosullar altinda in vivo olarak ifade edildigini belirlemek igin,
infeksiyona tabi tutulmus ve enfekte olmamis farelerin akcigerlerini
immiinohistokimyasal olarak boyamis, boylece IFITM3 ekspresyonunun
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baslangigtaki ve influenza ile uyarilmis 6rneklerini saptamislardir. IFITM3'iin
ifadesi bir¢ok akciger dokusunda goriilmesiyle birlikte, belirgin indiiksiyon,
sadece alt solunum yollarinin solunum epitelinde goriilmiistiir. Sonug olarak;
[FITM3'"in interferon ve akut faz yanitlarindan once influenza’ya kars1 koruma
saglayabilecegini diistinmiislerdir (47). Bizim c¢alismamizda da IFITM3’lin
germinal epitelde eskpresyonunun oldugu gozlenmistir fakat hipertiroidili ve
saglikli  gruptaki hayvanlarin ovaryumlarmin germinal epitellerinde
immiinohistokimyasal boyanma y&niinden ¢ok bir fark olmadigi gbzlenmistir.
Hiicre ¢ogalmasini inhibe etmek gibi gorevleri olan IFITM3, tip | ve tip Il IFN
ile uyarilabilir. Tip I IFN’lerin de epitel hiicrelerinde uyarilabilir olmasindan
dolay1 IFITM3’iin germinal epitelde lokalize olabilecegi fikrini yaratmstir.

Oositin sitoplazmik maturasyonunda; birinci polar cismin olusmasiyla
birlikte perivitellin bosluk genisler ve sekillenir. Mitokondriyonlarin sayisi
artar ve yapisal degisimleri olusur. Golgi komplekslerinden kortikal graniil
salinmasiyla birlikte ooplazma graniillii bir hal alir. Baglangicta merkezi olarak
yer alan mitokondriyonlar oositin gelisimi ile birlikte periferal bir konuma
sahip olmaktadirlar. Mitokondriyonlarin, sitoplazmik maturasyonda anahtar
rolii ustlendikleri bilinmektedir. Hiicre i¢i metabolik olaylarda, hiicre
farklilasmasinda ve hiicre proliferasyonunda mitokondriyonlar etkin rol
oynamaktadirlar (81). Calismamizda ATP baglayict RNA helikaz1 olan
VASA’nin daha ¢ok oosit sitoplazmasinda ekprese olmasinin buradaki
mitokondrilerin varligina bagli olabilecegini diisiinmekteyiz.

Tiroid hormonlar1 mitokondrilerin sayisin1 ve aktivitesini artirir. Tiroksin
veya trityodotironin bir hayvana verildigi zaman, viicut hiicrelerinin ¢ogunda
mitokondrilerin sayist kadar biiyiikliigii de artar. Hatta hayvanin metabolizma
hizindaki artisla hemen hemen dogrudan orantili olarak, mitokondrilerin
toplam yiizey alami artar. Bu ylizden tiroksinin ana islevlerinden birinin
hiicresel islevlere enerji saglamak i¢in adenozin trifosfat (ATP) olusum hizini
artiran mitokondri sayist ve aktivitesini artirmak oldugu sdylenebilir. Ancak
mitokondrilerin say1 ve aktivitesindeki artis, hiicrelerin aktivitesindeki artigin
nedeni olabilecegi gibi sonucu da olabilir (27).

Teka hiicrelerine farklanacak stromal hiicrelerde LH reseptorii
bulunmadigindan, teka hiicre tabakasi olusumu LH etkisi olmaksizin
gerceklesmektedir. Cevresini saracagi folikiiliin graniiloza hiicreleri iki ya da
daha fazla tabakali bir sekil haline geldikten sonra, bu hiicrelerden salinan teka
differensiyasyon faktorleri (TDF), teka prekiirsor hiicrelerinin LH
reseptorlerinin ve androjen biyosentezi icin gereken steroidojenik enzimlerin
(CYP11A, 38-HSD ve CYP17) mRNA’larinin ekspresyonunu uyarmaktadirlar
(82). Calismamizda sekonder folikiiliin teka tabakasinda eksprese olan VASA,
tersiyer folikiiliin teka tabakasinda daha yogun eksprese olmustur. Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda deney grubundaki teka tabakasinda VASA
ekspresyonu artmistir. IFITM3 ise teka tabakalarinda lokalize olmamustir.
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I[FITM3’tin teka tabakasinda eksprese olmamasinin nedeni, IFITM3’iin
baglanacagi LH reseptorleri ve TDF’yi tanimamasi olabilir. VASA’nin teka
tabakasinda lokalize olmasinin nedeni ise, VASA’nin LH reseptorleri ve
TDF’yi tanimasindan kaynaklantyor olabilecegini diisiinmekteyiz.

Sonug olarak bu ¢alismada; VASA (DDX4) ve IFITM3 ekspresyonlari ile
hipertiroidili sican ovaryumu arasindaki iliski incelenmistir. Literatiirde bu
zamana kadar VASA ve IFITM3’in hipertiroidili sican ovaryumunda
ekspresyonunu inceleyen baska bir ¢alisma bulunmadigindan elde ettigimiz
sonuclart bu agidan karsilastirmak miimkiin olmamigtir. Bulgularimiza gore,
VASA’nin hipertiroidili siganlarda yogun olarak oositlerde ve biiyliyen
folikiillerin teka tabakalarinda, IFITM3’{in ise; germinal epitelde ve oositlerde
kuvvetli eksprese edildigi goriilmiistiir. VASA antikorunun bu boélgelerde
yogun olarak eksprese edilmesi, oosit sitoplazmasinda bol bulunan
mitokondrinin sentezledigi ATP’den dolayr olabilir. Teka tabakasinda LH
reseptorleri vardir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda biiyliyen folikiillerin
teka tabakalarinda VASA ekpresyonunun artmasi, hipertiroidinin LH
seviyesini artirmasindan kaynaklanabilir, VASA’nin teka tabakasinda lokalize
olmasmin nedeni; VASA’nin LH reseptorleri ve TDF’yi tanimasindan
kaynaklaniyor olabilir ve hipertiroidinin VASA ekspresyonunu artirdigi
sOylenebilir. IFITM3; hem tip I hem de tip I IFN ile indiiklenebilir. Tip I
IFN'ler ¢cogunlukla dendritik hiicreler tarafindan tiretilir ancak epitel hiicreleri
gibi hiicre tiplerinde indiiklenebilir. IFITM3’iin germinal epitelde eksprese
edilmesi, IFN’nin epitel hiicrelerinde uyarilmasindan kaynaklanabilir. Kontrol
grubuyla karsilastirildiginda hipertiroidili ovaryumda folikiil gelisimiyle oosit
sitoplazmasindaki  ekspresyonun  azalmasi,  hipertiroidinin ~ IFITM3
ekspresyonunu azalttigini diistindiirebilir.
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6. SONUCLAR

AR NRN

\

Hipertiroidinin VASA ve IFITM3 ekspresyonlarini etkiledigi,
Hipertiroidinin VASA lokalizasyonunu artirdigi,

Hipertiroidinin IFITM3 lokalizasyonunu azalttigi,

VASA ve IFITM3 ekspresyonlarinin birbirlerinden farkli oldugu,
VASA’nin daha ¢ok oositte ve biiyiiyen folikiillerin teka tabakasinda,
IFITM3’iin ise daha ¢ok germinal epitelde ve oositte eksprese oldugu,
VASA ve IFITM3’iin ayrica kan damarlar1 ve bag dokusunda lokalize
oldugu,

VASA ve IFITM3’iin ovaryumun bir¢ok bolgesinde pozitif oldugu ve
cogunlukla sitoplazmik oldugu,

Folikiillerin ¢esitli kisimlarinda VASA ve IFITM3’iin eksprese olmalari
folikiiler gelisiminde etkili olabilecegi sonucuna varilmistir.
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