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OZET

Akne yag bezlerinin ve kil kdklerindeki piloseboz follikiillerin fonksiyonel inflamasyonu ve
lezyonu ile sonuglanan bir cilt hastaligidir. Izotretinoin klinikte akne tedavisinde kullanilan
bir preparattir. Forkhead Transkripsiyon Faktorleri ailesinden olan FOXO3 proteini ise
primordial follikiildeki oositten olgun oosit olusmasi siirecinde anahtar rol oynamaktadir.
Inaktif primordial follikiildeki oositlerde c¢ekirdekte ifade edilirken aktivasyonun
baslamasiyla sitoplazmada ifadelenmeye baslar. Oosit aktivasyonu siireci basladiginda
aktive olan primordial follikiillerdeki ve primer follikiillerdeki oositlerin sitoplazmalarinda
yiiksek derecede ifadelenir. Bu bilgiler FOXO3’ {in, oosit aktivasyonu asamasinda 6nemli
bir belirte¢ oldugunu gostermektedir. Calismamizda farkli dozlarda uygulanan izotretinoinin
adolesan rat ovaryumundaki oosit aktivasyonuna olan etkisinin incelenmesi amaglandi.
Deneyler 32 adet adolesan Wistar albino cinsi rat iizerinde gergekletirildi. Denekler rastgele
secilerek 4 gruba ayrildi (n=8): I. kontrol grubu II. Susam yag: grubu, III. diisikk doz
izotretinoin grubu ve IV. yiiksek doz izotretinoin grubu. Alinan ovaryum doku ornekleri
Bouin fiksatifi ile tespit edilerek takip yOntemlerinden gecirildi. Kesitler
immiinohistokimyasal olarak anti-FOXO3 antikoru ile isaretlendi. Histomorfolojik inceleme
icin ikili (H&E) ve tiglii boyama prosediirii (Crossman’s Modification of Mallory’s triple
stain) uygulandi. Calismamizdan elde edilen bulgular dogrultusunda yiiksek doz izotretinoin
uygulamasinin FOXO3 iin primordial follikiillerde yer alan oositlerin ¢ekirdeklerindeki
ifadelenmesinin zayiflamasina neden oldugu ve FOXO3’ iin niikleustan sitoplazmaya
gecisini inhibe ederek oositlerin gelisim aktivasyonlarini engelledigini gosterdi.

Bilim Kodu : 1033

Anahtar Kelimeler : Follikiil aktivasyonu, ovaryum, akne, izotretinoin, FOXO3
Sayfa Adedi . 93

Danisman : Prof. Dr. Candan OZOGUL
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ABSTRACT

Acne is a skin disease that results in functional inflammation and lesions of pilosebaceous
follicles in sebaceous glands and hair follicles. Isotretinoin is a drug used clinically for the
treatment of acne. The FOXO3 protein from Forkhead Transcription Factor family plays a
key role in the process of mature oocyte formation from primordial follicular oocyte. The
FOXO3 protein is expressed in the nucleus of the inactive primordial follicular oocytes and
begins to be expressed in the cytoplasm at the onset of activation. When the oocyte
maturation process begins, it is expressed at high levels in the cytoplasm of the active
primordial follicles and oocytes in the primary follicles. This information indicates that
FOXO3 is an important marker for oocyte maturation. The aim of this study was to
investigate the effect of isotretinoin administered at different doses on oocyte activation in
the adolescent rat ovary. Experiments were performed on 32 adolescent Wistar albino rats.
Animals were randomly selected and divided into 4 groups (n = 8): 1. control group, II.
sesame oil group, III. low dose isotretinoin group and IV. high dose isotretinoin group.
Obtained ovary tissue specimens were fixed with Bouin's fixative solution and tissue was
prepared according to light microscopic methods. Sections were immunohistochemically
labeled with anti-FOXO3 antibody. Our study showed that administration of high dose
isotretinoin in the direction of the findings from study resulted in a decrease in the expression
of FOXO3 in the nuclei of oocytes in primordial follicles and inhibited the developmental
activation of oocytes by inhibiting the transition of FOXO3 from the nucleus to the
cytoplasm.

Science Code : 1033

Key Words . Follicle activation, ovarium, acne, isotretinoin, FOXO3
Page Number : 93

Advisor . Prof. Dr. Candan OZOGUL
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

cc cubic centimetre(s), santimetre kiip
cm? santimetre kiip

kda kiloDalton

kg kilogram

M Molarite

mg miligram

ml mililitre

ng nanogram

pm mikrometre, mikron

°C Celcius Derece, Santigrad Derece
% 1/100, ytiizde

P istatistiksel olarak anlamlilik degeri
Kisaltmalar Aciklamalar

AFX bir Forkhead Transkripsiyon Faktorii
Akt A Serin/Threonin Kinaz 1, Protein kinaz B
ALSO4 Aliiminyum Siilfat

AMH Anti Miillerian Hormon

ATRA All-trans retimoic Acid

BMP-4 Bone Morfogenic Protein-4
BMP-7 Bone Morfogenic Protein-7

cAMP Siklik Adenozin Mono Fosfat
Cdkn1B Siklin bagimli kinaz inhibitorii 1B
CK1 Kazein Kinaz 1

CYP26 Retinoik asit 4-hidroksilaz enzimi



Kisaltmalar

DAB
DYRK-1
FDA
FIGLA
FKHR
FOXO
FOXO1
FOXO03
FOXO04
FOXO06
FSH
GnRH
GUDAM

HCl

HDL

H&E

HFD

H20:2
IGF-1

IK-B Kinaz
IRS-1

i.m.

JNK
K2SO4

Kit Ligandx
LDL

LH

Li2COs3
mRNA
mTOR
Mst-1

Xvi

Aciklamalar

Diamino benzidin

Ikili Fosforilasyonla diizenlenen kinaz-1
Amerikan Gida ve Ilac Idaresi

Factor In The Germline

Forkhead kutusu baglanma proteinleri
Forkhead Transkripsiyon Faktorleri Ailesi
Forkhead Transkripsiyon Faktorii 1
Forkhead Transkripsiyon Faktorii 3
Forkhead Transkripsiyon Faktorii 4
Forkhead Transkripsiyon Faktorii 6
Follikiil uyarici hormon

Gonodotropin Serbestlestirici hormon
Gazi Universitesi Labaratuvar Hayvanlar1 Yetistirme
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1. GIRIS

Akne (Yunanca kokenli kelimedir, ¢iceklenme, berelenme anlamina gelir), yag bezlerinin
ve kil koklerindeki piloseboz follikiillerin fonksiyonel inflamasyonu ve lezyonu ile
sonuc¢lanan bir cilt hastaligidir (Dékmeci ve Dokmeci, 2005). Kisinin yasam kalitesini,
psikososyal durumunu ve kendine giivenini olumsuz etkileyen dermatolojik bir problemdir
(Kraft ve Freiman, 2011). Akne tedavisinde en etkin ¢6ziim oral yoldan izotretinoin
almmasidir. ilk kez FDA onay1 ile 1982 yilinda Amerika Birlesik Devleti’nde ve de ertesi
yil Avrupa Birligi Devletlerinde ciddi seyirli akne hastalarinda uygulanmaya baslanmistir

(Karadag, Parish, ve Lambert, 2017).

Kanada, ABD ve Avrupa klinik uygulama kilavuzlari, izotretinoinin, orta-siddetli akne
tedavisi i¢in kullanimini 6nermektedir (Vallerand, ve digerleri, 2017). Genellikle direncli,
nodiilositik sivilce tedavisinde kullaniminin yani sira ¢esitli deri hastaliklarinda da kullanilan
sentetik bir A vitamini analogudur (Kartal, Yasar, Kartal, Ozcan, & Borlu, 2017) (Giirel G.,
Sahin S., & Colgecen E., 2017). Oral mukoza ve burun mukozasi tahribati, fotosensitivite,
deride kuruluk, kserozis, sa¢ dokiilmesi ve kirilganlik en sik yan etkilerdir (Giirel G., Sahin
S., & Colgegen E., 2017). Izotretinoinin psikiyatrik bozukluklar, -laboratuvar sonuglarmin
olumsuz sonuglari, barsak inflamasyonu gibi etkileri {izerine de derlemeler yayimlanmistir
(Vallerand, ve digerleri, 2017) (Dawson & Dellavalle, 2013) (Williams, Dellavalle, &
Garner , 2012)(Haider A, Shaw JC. Treatment of acne vulgaris. , 2004). Isotretinoinin {ireme
sagligi lizerinde olumsuz etkileri oldugu, spontan diislik insidansinin artmasi ile arasinda

iliski varlig1 daha once bildirilmistir (Schnorr , ve digerleri, 1991).

Forkhead Transkripsiyon Faktorleri, (FoxO); IGF-I/PTEN/Akt sinyal yolaginin azalan
ifadesine neden olan ve FoxOl, a, FoxO4 ve FoxO6’y1 iceren bir gen ailesidir. FoxO geni
Akt fosforilasyonu ile diizenlenir. Akt fosforilasyonu FoxO proteinlerinin niikleustan
stoplazmaya gecisini inhibe eder. FOXO geninin downstream ifadesi apoptotik genlerin

aktivasyonunu engeller. Bu nedenle FOXO proteinleri apoptotik siiregler i¢in dnemlidir

(Abali, ve digerleri, 2013) (Huang ve digerleri, 2016).

FoxO1 proteini (FKHR= Forkhead Rhabdomysarcoma homologu Forkhead kutusu
Baglanma proteini olarak bilinir.) (Forkhead benzeri protein-1= FKHRL1) ve FoxO4



(AFX= bir Forkhead transkripsiyonu faktdrii) proteinleri fosforilasyon ve FSH hormonu ile
diizenlenir ve kemirgen ovaryumda ifade edilmektedir (Burgering & Kops, 2002).

Ovaryan Follikiiler Biiyiime, otokrin, parakrin ve intrensek mekanizmalar ile c¢alisan
Intraovarian yerel biliylime diizenleyiciler (IGF-I, steroidler TGF ve de Wnt / Frizzled
ailesinin ailesinin iiyeleri) ve de endokrin faktorler (pituiter gonadotropinler, FSH, and LH)
ile diizenlenmektedir (Burgering & Kops, 2002). FoxO proteinleri de gametogenik
fonksiyonlara sahiptir. FoxO3 proteini 6zellikle primordial folikiil aktivasyonu igin
gereklidir. Primordial ve primer oositlerde yiiksek derecede eksprese edilir ve
immiinohistokimyasal olarak isaretlenebilmektedir (Richards, Sharma , Falender , & Lo,

2002).

Disilerde ovaryumdaki follikiil rezervi, menopoza kadar maturasyon ve atreziyle azalir.
FOXO proteinleri ovaryumda follikiil rezervini korumak i¢in gereklidir (Tarnawa , Baker ,
Aloisio , Carr , & Castrillon, 2013). Birey ilk dogdugunda FOXO proteini sitoplazmik
konumludur fakat postnatal 3. giinden itibaren dereceli olarak niikleusa konumlanmaya
baslar ve posnatal 14. giinde niikleusa taginim sonlanir. Bundan sonra proteini yasam boyu
oosit niikleusunda kalir. Primordial follikiiliin aktiflesmesinin akabinde sitoplazmaya tekrar
konumlanir. Bu gozlemler proteininin primordial folikiilden olgun oosite farklanma
asamasinda molekiiler bir anahtar oldugunu gostermektedir (Pelosi , ve digerleri, 2013).
Yapisal olarak aktif FOXO3'lin asir1 ekspresyonunun farelerde iireme kapasitesini

artirabilecegi bildirilmektedir (Tarnawa , Baker , Aloisio , Carr , & Castrillon, 2013).

Problem Durumu/ Konunun Tanimi

Izotretinoin ciddi nodulokistik akne tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir retinoid oldugu
bildirilmistir. (Abali, ve digerleri, 2013); izotretinoinin kadin gonadlarindaki olas1 toksik
etkilerini aragtirmistir. Calismada toplam 30 disi si¢an kullanilmistir ve denekler uygulanan
izotretinoin dozuna gore esit olarak ii¢ esit gruba ayrilmistir: 0 mg / kg / giin (grup 1), 7.5
mg / kg / giin (grup 2) ve 15 mg / kg / giin Giin (grup 3). Izotretinoinin ovaryumlar iizerindeki
etkilerini, serum anti-Miillerian hormonu (AMH) konsantrasyonlarini 6l¢erek, TUNEL testi
ile apoptoz ve Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) ile proliferasyon belirteclerini
isaretleyerek degerlendirmislerdir. Folikiilogenezin her asamasinda atretik follikiillerin
yiizdesini, hesaplamislardir. Serum AMH konsantrasyonlarinin her iki izotretinoin grubunda

daha diisiik oldugunu ve atriyal follikiillerin her iki izotretinoin grubundaki yiizdesinin
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kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. izotretinoin gruplarinda PCNA-
pozitif graniilosa hiicrelerinin sayisinin azalmis oldugunu, deney grubunda apoptotik
granlilosa hiicreli folikiill sayisinin arttigini  kaydetmislerdir. Sonugta izotretinoin
maruziyetinin, over rezervinin azalmasi ve sigan ovaryumlari iizerindeki toksik etkilerden

sorumlu olabilecegini belirtmislerdir (Abali, ve digerleri, 2013).

Pelosi ve arkadaglari yaptiklart bir ¢alismada, yapisal olarak aktif FOXO3'in asir
ekspresyonunun farelerde lireme kapasitesini artirabilecegini gostermislerdir. Caligmada
yasli -transgenik farelerde yabanil tip farelere kiyasla gonadotropin seviyelerinin azaldigini,
follikiillerinin sayisinda ise artis oldugunu ve over reservinin daha fazla korundugunu
bildirmisglerdir. Transgenik disilerde artan yas temel alinarak % 31-49 oraninda daha fazla
dogurganlik saptamislardir. FOXO3 gen ekspresyonu susturulmus knockout farelerde,
normal farelere kiyasla ovaryum daha yaslanmis bir profile sahipken, transgenik farelerde
ise yabanil tip transkriptomun biiyiik kisminin onarildigini bildirmislerdir. Bu ¢alismayla,
farelerde atmig over rezervinin modelinin nasil ortaya koyulacag: bildirilerek, FOXO3'lin
memeli ovaryumundaki follikiil havuzunun koruyucusu oldugunu ve menopozun
baslamasindaki potansiyel bir belirleyici oldugunu bildirmislerdir (Pelosi , ve digerleri,

2013).

Arastirmanin Amaci

Arastirmann amaci, (7-8 haftalik) disi Wistar albino sicanlar {izerinde farkli doz ve
konsantrasyonlarda izotretinoin uygulamasinin follikiil aktivasyonu {izerine etkisinin
belirlenmesi amaglanmaktadir. Bu kapsamda deneklerin kontrol grubuna kiyasla gen
ifadesinin immiinohistokimyasal olarak belirlenmesi ve buna bagli olarak follikiil
aktivasyonunun degerlendirilmesi hedeflenmistir. Belirlenen amaglara ulasildigi takdirde

izotretinoin kullaniminin ovaryumdaki follikiil aktivasyonu iizerine etkileri belirlenmesidir.

Arastirmanin Onemi

Akne tedavisinde yaygin olarak kullanilan izotretioninin bilinen yan etkilerinin disinda
iireme organlarinda 6zellikle ovaryumlardaki etkileri ile ilgili litartiirde yer alan ¢alismalarin
cogu lremeyle ilgili hormon parametreleri ilizerinedir. Cok az sayidaki yapisal verileri
inceleyen caligsmalar ise molekiiler diizeyde bircok soru isaretine yanit verememektedir.
Arastirmamizda farkli dozlarda uygulanan izotretinoinin follikiil aktivasyonundaki etkilerini

FOXO3 belirteci kullanilarak yapisal ve immunohistokimyasal olarak degerlendirilmesi



amaclandi. Caligma konuyla ilgili olarak literature 6nemli katki saglamakta ve klinik

uygulamalar i¢in dikkat ¢ekici olan bir temel sunmaktadir. .

Varsayimlar/Savyiltilar

Izotretinoin ilacinin  oral uygulanmasi, Ovaryumda bulunan follikiil havuzunun
korunmasinda anahtar role sahip olan FOXO3 geninin, fosforilasyon enzimlerini inhibisyon
etkisi ortadan kalkacagi icin ovaryumdaki follikiil aktivasyonu {iizerinde arttirici, over
rezervini azaltici bir etkiye sahip oldugu varsayilmistir. Deneylerde bu durumun gegerli olup

olmadig1 arastirildi.
Sinirliliklar

Arastirmamizda follikiil aktivasyonu tizerinde dogrudan etkili olan baska yolaklarin da ele
alinabilecegi, bu yolaklarin FOXO3 proteini ile iligkilerinin irdelenecegi farkli tekniklerle
desteklenen benzer calisma konularinin gelecekte gergeklestirilecek yeni calismalara

gereksinim olusturacagi ongdriilmektedir.

Tanimlar

Akne: Yunanca kokenli kelimedir, ¢igeklenme, berelenme anlamina gelir, yag bezlerinin ve
kil koklerindeki piloseboz folikiillerin fonksiyonel inflamasyonu ve lezyonu ile sonuglanan
bir cilt hastaligidir.

Forkhead Transkripsiyon Faktorleri: (FoxO); IGF-I/PTEN/Akt sinyal yolaginin azalan
ifadesine neden olan ve FoxO1,a, FoxO4 ve FoxO6’y1 igeren bir gen ailesidir.
Izotretinoin: Genellikle direncli, nodiilositik sivilce tedavisinde kullaniminin yani sira

cesitli deri hastaliklarinda da kullanilan sentetik bir A vitamini analogudur.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ovaryumun Gelisimi

Embriyonun cinsiyeti daha fertilizasyon sirasinda genetik a¢idan X kromozomuna sahip
haploit bir oositin spermle birlesmesi esnasinda tayin edilir. Oositi fertilize eden sperm X
kromozomuna sahip ise embriyo cinsiyeti disi, cinsiyet belirleyici bdlgesinde (sex
determining region of Y=SRY) testis belirleyici faktor (testes determining factor=TDF)
genini tastyan Y kromozomuna sahip ise erkek fenotipe sahip olacaktir. Bu gen gonodal
farklanmay1 kontrol eden genlerin aktivasyonu i¢in anahtar role sahiptir ve cinsiyet
organlarinin kaderini belirler. Gonadlar gelisimin 7. haftasina kadar erkek veya disi
morfolojik 6zelliklerini tasimazlar. Gelisimin bu ilk 7 haftalik siiresine farklanmamis
gonodal evre denir. Bu evrede, epibilasttan kdken alan primordiyal germ hiicreleri ve
onlarin gd¢li 6nem arz eder. Bu hiicreler ileride gonadlar1 ve genital sisteme ait organlari
olusturacaktir. Primordiyal germ hiicreleri ilk olarak gelisimin ikinci haftasinda epiblasttan
ayrilip, primitif ¢izgi boyunca ilerleyerek vitelliis kesesinin allantoise yakin duvarina gog
eder. Burada gelisimin 3. haftasinda endoderm hiicreleri arasinda konumlanir. Gelisimin 4.
haftasinda ise ameboid hareketlerle son bagirsagin mezenterinin dorsali boyunca ilerleyerek
gb¢ hareketine baslarlar ve primitif gonadlara 5. haftanin basinda ulagirlar. Germ hiicreleri
gelisimin 6. haftasina kadar, intermediate (ara) mezodermden gelisen genital (gonodal)
kabarikliklar icinde mevcut degildir ancak 6. haftada genital kabarikliklarin i¢lerine gegisi
gerceklestirirler. Bu hiicrelerin gocii sirasinda gergeklesecek olasi bir aksilik gonadlarin
testise ya da ovaryuma farklanmasini engeller. Ciinkii bu hiicreler gonadlarin doniisiimii i¢in

indiiktor etkiye sahiptir (Dudek , 2016) (Moore & Persaud , 2002) (Sadler , 2011).

Gonodal kabarikliklar kolomik epitelin proliferasyonu ve altindaki mezensimin
yogunlagmasiyla olusurlar ve bir ¢ift halinde uzunlamasina gelisirler. Primordiyal germ
hiicreleri primitif gonadlara ulastiginda kolomik epitel prolifere olur, primordiyal germ
hiicreleri epitel hiicrelerinin altinda yer alan mezensim igine girer ve bu yapi primitif
cinsiyet kordonlar1 denilen diizensiz kordonlari meydana getirir. Farklanmamis evre hentiz
bitmeden bu diizensiz kordonlar yiizey epiteline baglidir ve bu asamada gonadlar
farklanmamis gonad olarak isimlendirilir (Dudek , 2016) (Moore & Persaud , 2002) (Sadler
,2011).



XX gonozomlarina sahip olan disi embriyolarda primitif cinsiyet kordonlari 6nce diizensiz
hiicre kiimelerine ayrilir ve overin medulllasinda konumlanir. Bir siire sonra bu diizensiz
hiicre kiimelerinin oldugu alan vaskiilerize bir stroma haline gelerek ovaryum medullasini
olsturur. Disi embriyonun gonadinin yiizey epiteli proliferasyona devam ederek ikincil
kordon yapilarini olugturmaktadir. Yedinci haftada olusan bu ikincil kordonlara ise kortikal
kordonlar denmektedir. Bu kordonlar altlarindaki mezensimin i¢ine yerlesirler ancak
kortekste konumlu olarak kalirlar. Gelisimin 4. ayinda (yani 16 haftalik bir embriyoda) ise
kortikal kordonlar izole hiicre kiimeleri olustururlar. Olusan bu hiicre kiimelerindeki
hiicreler mitoz boliinmeyle sayilarini arttirirlar ve oogonyumlarin etrafi follikiiler hiicreler
ad1 verilen epitel tabakasi ile kusatilmis olur. Follikiiler hiicreler oogonyumlarla birlikte artik
primordiyal follikiil yapisini olugturmaktadir. Gelisimin 5. Ayinda, yani 20 haftalik bir disi
embriyoda ovaryumun kortikal kismi follikiil hiicreleri ile ¢evrelenmis oogonia kiimeleri
icerir. Ozetle disi embriyoda farklanmamis evredeki gonadda, mediiller kordonlar1 dejenere
olur, kortikal kordonlar1 kalici olur. (Dudek , 2016) (Moore & Persaud , 2002) (Sadler ,
2011)

Oogonyumlar ilk olustuklarinda son derece hizla bdliiniirler ve prenatal yasamin ikinci
ayinda yaklasik 600 000, 5. Ayda 7 milyonun iizerinde oogonyum vardir. Ugiincii aydan
itibaren oogonyumlar 1. mayoz boliinmenin profaz evresine girmeye baslar, ancak boliinme
diploten evresinde durur. Bu asamada duraklayan hiicreler primer (birincil) oositlerdir.
Primer oositler follikiil hiicreleri olarak adlandirilan yass1 hiicrelerle ¢evrilidir. Prenatal 7.
ayda oogonyumlarin ¢ogu, atreziye ugrayarak ortadan kaybolur. Atrezi dogum sonrasi da
devam eder. Ergenlik caginda yaklasik 300 000 dolaylarinda oosit bulunuyorken 40-45
yaslarina gelindiginde yaklasik 8000 oosit kalir. Dogurganlik ¢agi siiresince bir diginin
baslangistan beri sahip oldugu primer oositlerden yaklasik 400-450 tanesi olgunlasip
oviilasyonla atilmis olur. Menopoz gerceklestiginde, geriye kalan tiim oositler tedrici olarak
atreziye ugrayarak ortadan kaldirilir (Dudek , 2016) (Moore & Persaud , 2002) (Sadler ,
2011).

2.2. Ovaryumun Anatomisi

Oval sekilli kalin bir cinsiyet bezi olan ovaryum, pelvisin yan duvarlarinda yerlesik bir ¢ift
halinde bulunan, oositleri ve esey hormonlarini lireten organdir. Uterusun iist yan taraflarina

ligamentum ovarii proprium ile baglidir. Ligamentum latum uterinin arka bdliimiinden
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asilt kalmasint mesovaryum denilen yap1 saglamaktadir. Ligamentum suspensorium
ovarii peritonun bir katlantisidir ve pelvisin girisinden ovaryuma gegerek ovaryumu drene
eden damarlar1 ve innerve eden sinirleri igerir. Ovaryumu aorta abdominalisden L2 (lumbal
2) pozisyonunda ayrilan bir dal olan a. ovarica beslemektedir. Venoz bosaltimini ise tek bir
vena ovariaca y1 olusturan plexus pampiniformis saglar. Sag kisimdaki vena ovariaca
dogrudan vena cava inferiora, soldaki vena ovariaca ise vena renalis sinistra ya
acilmaktadir. Ovaryumun lenf damarlar1 nodi aortici laterales’e yukar1 dogrudur ve

Ovaryumu damarlarla birlikte seyreden pelvis sinir ag1 donatmaktadir (Gilroy , 2015) .

2.3. Ovaryumun Histolojisi

Ovaryumlar, eni yaklasik 1,5 cm, boyu 3 cm ve kalinligi 1 cm olan badem bi¢iminde,
yiizeyleri germinal epitelyum olarak adlandirilan tek katli yassi ya da kiibik epitel ile kapl
organlardir(Giirsoy ve Ergin, 2007). Germinal epitelin altinda, tikiz bir bag dokusu igeren
ve ovaryuma beyazimsi rengini veren tunika albuginea katmani bulunur. Tunika
albugineanin altinda dis kisimda kortikal bélge yer alir. Kortikal bolgede stroma icine
gomiilii halde bol miktarda oosit igeren ovaryum follikiilleri bulunur. Kortekste yer alan
stroma fibroblastlardan zengindir ve hormonlara duyarlidir. Daha i¢ kisimda korteksin
altinda gevsek bag dokusunun yogun sekilde vaskiilerize oldugu bolge olan mediiller bolge

yer alir (Junqueira & Carneiro , 2009, )
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Resim 1.1. Bir ovaryumun histolojik yapisit (Standring, 2008-Gray’s Anatomy’den
diizenlenerek alinmistir.)

2.3.1. Ovaryum follikiilleri

Ovaryum follikiilii; bir oosit ve onun etrafinda yer alan bir ya da daha fazla sayida follikiil
hiicresi (graniiloza hiicresi) katmanindan olusan yapidir (Ross & Pawlina , 2014).
Ovaryumu distan ¢evreleyen ve peritonun bir katlantis1 olan mezovaryuma daha yakin
konumlanan fetal yasamda olusan ve kortikal bolgeye yerlesmis tek katli yassi follikiil
hiicreleriyle ¢evrili bir primer oosit iceren follikiillere primordiyal follikiiller denir
(Erdogan, Hatipoglu , Gorgiin , & Ilgaz, 2007). Primordiyal follikiiliin i¢inde yer alan primer
oosit heniliz mayoz boliinmenin 1. profaz evresindedir ve kiire seklindeki bu hiicre 25 pm
capindadir. Cekirdekleri okromatiktir, cok sayida mitokondri ve birkac golgi aparati ve
endoplazmik retikulum igerir, organelleri niikleusa yakin konumlanmistir (Junqueira &
Carneiro, 2009) (Esrefoglu , 2016). Soluk boyanan sitoplazmalarinda kii¢iik mitokondriler,
tibiiler endoplazmik retikulum sisternalari, Golgi membranlarina serpistirilmis
poliribozomlar, mikroflamentler, degisen sayida glikojen partikiilleri ve lipit damlalar1 igerir

(Picton, 2001) .



Oositin  sitoplamast olan ooplazmada Balbiani cisimcigi olarak adlandirilan ve
ultrastriiktiirel inceleme yapildiginda Golgi membranlar1 ve vezikiilleri, endoplazmik
retikulum, birgok mitokondriyon ve lizozomlardan olusan yapilar gézlenmektedir (Ross &

Pawlina , 2014).

Puberteden itibaren ovaryumdaki kiigiik bir primordiyal hiicre grubu follikiiler biiyiime
asamasina gecer. Follikiil biiylimesinin birinci evresinde; hipofizden salinan follikiil uyarici
hormon (FSH) etkisi ile oositin biliylimesi uyarilir, ¢gekirdegi biiyiir, endoplazmik retikulum
hipertrofiye ugrar, mitokondri sayisi artar ve sitoplazmaya homojen sekilde mitokondri
yayilimi gerceklesmesiyle oosit ¢apt 120 pm diizeyine kadar artar (Junqueira & Carneiro,
2009) (Ross & Pawlina , 2014). Tiim bu degisikliklerle es zamanli olarak, oositin
cevresindeki follikiil hiicreleri mitoz bdliinme geg¢irir ve bu sayede oositin etrafinda tek kath
kiibik epitel katmani bulunur. Bu asamadaki follikiil tek katmanh (unilaminer) primer

follikiildiir (Junqueira & Carneiro, 2009) (Ross & Pawlina , 2014) (Esrefoglu , 2016).

Tek katmanli (unilaminer) primer follikiil follikiil hiicreleri mitoz béliinme gegirmeye
devam eder ve oosit ¢ok katli follikiil hiicreleri ile ¢evrelenir. Bu asamada follikiil hiicreleri
“gap junction” larla iletisim halindedir ve bundan sonra graniilosa hiicreleri olarak
adlandirilmaktadirlar. Follikiiliin bu organize haline ¢ok katmanlh (multilaminer) primer
follikiil ya da preantral folliikiil denir. Multilaminer primer follikiil asamasinda follikiilde
yer alan oositin etrafinda, oositin mikrovilluslariyla ve follikiil hiicrelerinin filopodlariyla
tutundugu glikoprotein yapisinda “Zona pellucida™ gelisir. Zona pellucida, siilfath asidik
glikoprotein yapisinda ZP1 (80-120 kda molekiil agirlhiginda), ZP2 (73 kda molekiil
agirliginda) ve ZP3 (59-65 kda molekiil agirliginda) olmak iizere 3 proteinden olusmaktadir
(Ross & Pawlina , 2014). Follikiil graniilosa hiicrelerinin boyut ve sayisinin artmasiyla
bliyimeye devam eder. Cogalan follikiil hiicreleri arasim1 plazma bilesenleri,
glikozaminoglikan, steroid baglayici proteinler, progesteron, androjen ve Ostrojenleri igeren
follikiil sivist iggal eder ve bu sayede follikiilde ici sivi dolu “antrum” adi1 verilen biiyiik
bosluklar olusur. Bu durumdan sonra follikiiller sekonder follikiil ya da ikincil follikiil
olarak adlandirilir. Follikiiliin antrumunda yer alan bu siviya ise likor follikiili denmektedir
(Junqueira & Carneiro, 2009). Antrum olusumu sirasinda bazi graniiloza hiicreleri follikiil
duvarinda bir noktada kiimeleserek tepecik olusturur ve bu sayede oositi igeren bu hiicre

kiimesi antrumun i¢ kismma dogru yarimada gibi bir ¢ikint1 yapar. Bu yapiya kumulus
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ooforus adi verilir. Oositin hemen digindaki graniiloza hiicreleri daha prizmatik formdadir
ve oviilasyon sirasinda oosite eslik eder. Bu hiicrelere ise korona radiata denir (Junqueira
& Carneiro, 2009) (Ross & Pawlina , 2014) (Gartner & Hiatt, 2007). Graniiloza hiicreleri
arasinda bu hiicreler tarafindan iiretilen, daha koyu boyanan PAS+ hyaluronan ve
proteoglikan igerikli madde birikimleri goriilmektedir. Bu yapilara Call exner cisimcikleri

denir (Ross & Pawlina , 2014).

Follikiille hemen temas halinde olan ovaryum stromasindaki fibroblastlar teka follikiili
(teka Yunanca: kutu) olusturmak i¢in birtakim degisiklikler gecirirler; teka interna ve teka
eksterna olmak iizere Ozellesirler (Gartner & Hiatt, 2007). Teka internay1 olusturan
hiicreler; tiibliler kristaya sahip mitokondriyonlari, bol miktarda diiz endoplazmik
retikulumu ve ¢ok sayida lipid damlaciklarini igceren bir forma doniiserek steroid igeren
hiicrelere benzer ve androstenedion iiretirler. Bu molekiil de graniiloza hiicrelerinin FSH
etkisi ile trettikleri aromataz enzimi aracilifiyla Ostrojene donistiiriilir (Junqueira &
Carneiro, 2009) (Kierszenbaum, 2006). Uretilen bu dstrojen dnce follikiil s1visina oradan da
follikiilii ¢evreleyen kan damarlar1 araciligiyla dolasima katilir. Teka interna endokrin
faaliyeti geregi yaygin bir vaskiilarizasyona sahiptir. Teka eksterna ise teka internay: distan
saran diizenli bag dokusu katmanidir. Teka interna ile teka eksterna arasindaki sinir ayirt
edilemezken, teka interna ile follikiiliin grantiloza hiicreleri arasinda bazal membran bulunur
ve bu iki yapiin hiicrelerinin birbirlerinden morfolojik farkliliklarinin varligi da bu ayrima
yardimet olur (Junqueira & Carneiro, 2009) (Ross & Pawlina , 2014) (Gartner & Hiatt,
2007).

Graaf Follikiilii

Her menstriiel siklusta bir follikiil diger follikiillere nisbeten baskin gelir ve gelisimini
tamamlayarak ovulasyonunu gergeklestirebilir. Baskin follikiil biiylimesini arttirir ve
oviilasyon 6ncesi en olgun follikiil olan Graaf follikiilii haline ulasir. Bu evrede follikiil i¢i
stvinin - artmasimin da etkisiyle follikiil cap1 2,5 cm dir ve ovaryum yiizeyinden
ultrasonografik incelemelerle saptanabilen stigma adi verilen bir ¢ikint1 yapar (Junqueira &
Carneiro, 2009). Ayni zamanda oosit etrafinda bir miktar graniiloza hiicresi ile antruma
dogru asili kalmis sekilde konumlanmistir ve fetal yasamda profaz I evresinde duraklayan
oosit I. mayoz bdliinmesini tamamlar. Bir primordiyal follikiiliin gelisimini tamamlayarak
Graaf follikiine diiniisiimii yaklasik 90 giin i¢inde gerceklesmektedir (Junqueira & Carneiro,
2009) (Ross & Pawlina , 2014) (Gartner & Hiatt, 2007).
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Atretik Follikiil

Gelisimin herhangi bir asamasindaki ovaryum follikiilleri baskin follikiil olmadiklari
takdirde atreziye ugrar. Bu follikiil hiicreleri ile oositlerin dejenere olmasi anlamina
gelmektedir. Dejenere olan bu hiicreler fagositler tarafindan fagosite edilir. Atreziye ugrayan
bir follikiilde graniiloza hiicrelerinin bazal laminadan ayrildig1 ve oositin dejenere oldugu
goriilir. Bu nedenle dokuda makrofaj aktivitesinin de yogun oldugu gozlenir. Atrezi
ilerledik¢ce dejenere olan hiicrelerin yerini fibroblastlar alir ve burada skar dokusu olusur.
Atezi follikiillerin ilk tiretildigi prenatal donemde goriilmeye baslar ve menopoz sonrasi son

bulur (Junqueira & Carneiro, 2009) (Ross & Pawlina , 2014) (Gartner & Hiatt, 2007).

2.3.2. Ovulasyon

Olgun bir Graaf folllikiiliiniin duvarinin yirtilarak oositin serbest kalmasina ovulasyon denir
(Erdogan, Hatipoglu , Gorgiin , & Ilgaz, 2007). Ovulasyon biiyiiyen follikiillerin iirettigi
Ostrojene cevaben On hipofizden salgilanan Liiteinlestirici hormon (LH) etkisiyle
gerceklesir. Bu hormon organa giden kan akimin artisin1 saglayarak kapillerlelerden ve
veniillerden plazma proteinlerinin dokuya sizmasina neden olur ki bu durum dokuda 6demli
bir yap1 olusmasinin nedenini agiklar. Tiim bunlara ek olarak dokuda vasopressin, histamin,
prostaglandinler ve kolajenaz salinimi soézkonusudur. Graniiloza hiicreleri arasindaki
baglant1 birimleri hyaluronik asit liretimi nedeniyle yapisini koruyamamaktadir. Tiim bu
nedenlerle follikiil duvari yirtilir, oosit ve 1. kutup cismi, zona pellucida, korona radiata ve
bir miktar follikiil sivis1 esliginde viicut bosluguna birakilir (Junqueira & Carneiro, 2009).
Bu sekilde viicut i¢i bosluga birakilan oosit tuba uterinalarin fimbrialar1 tarafindan
yakalanarak tutulur ve tuba uterinanin a¢ik ucundan iceri girer. Burada dollenme
gergeklesebilir. Dollenme gergeklestigi taktirde tuba uterinadaki silli prizmatik hiicrelerin
de yardimiyla uterusa dogru tasinir. Ovulasyondan sonra ilk 24 saat i¢inde dollenme
gerceklesmezse, oosit dejenere olur ve fagosite edilir. Ovulasyon 28 giinlilk menstriial
siklusun yaklagik 14. giiniine denk gelir. Her ay genellikle bir oosit ovulasyonla atilir ancak
bazi durumlarda hi¢ oosit atilmadigi gibi birden fazla sayida oosit de bir seferde oviile

olabilir (Junqueira & Carneiro, 2009) (Ross & Pawlina , 2014) (Gartner & Hiatt, 2007).



12

2.3.3. Korpus Luteum (Sar1 Cisim)

Oositin oviilasyonundan sonra geride kalan follikiile ait graniilosa hiicreleri ve teka interna
hiicreleri gecici bir i¢ salgi bezi olusturmak {izere yeniden diizenlenir. Bu yeniden
diizenlenen yapiya korpus luteum (sar1 cisim) denir. Korpus luteum ovaryumun korteksinde
konumlanmistir (Gartner & Hiatt, 2007) (Erdogan, Hatipoglu , Gorgiin , & Ilgaz, 2007)
(Junqueira & Carneiro, 2009) (Ross & Pawlina , 2014). Follikiil duvar follikiil stvisinin
bosalmasi ile kivrimli bir hal alir. Ovulasyon nedeniyle teka internadaki biitiinliigii bozulan
damarlarda bir miktar kanama olusur. Bu kanama 6nce pihtilagir daha sonra da bag dokusuna
doniiserek korpus luteumun karakteristik sar1 goriintiisiinii veren i¢ kismina doniisiir. Bu
sirada teka internadaki hiicreler liiteinlestirici hormon salgilayan teka lutein hiicrelerine
doniisiir. Korpus luteum ilk olustugu zaman 10-12 giin hormon salgilamak iizere aktiftir.
Gebelik olusmadig: taktirde korpus luteum bu siire i¢inde gorevini tamamlar, progesteron
miktarindaki azalma nedeniyle menstriiasyon olusur, uterus mukozasi dokiiliir (Junqueira &
Carneiro, 2009) (Ross & Pawlina , 2014). Korpus luteum apopitoz ile ortadan kaldirilir ve
yerini ¢ok miktarda kollajen icermesi nedeniyle korpus albikans olarak isimlendirilen tikiz
bir bag dokusu isgal eder. Menstruasyonun bir kismi boyunca islevsel olan korpus luteuma
menstruasyon korpus luteumu denir. Gebelik olusmasi durumda uterus mukozasi
dokiilmez, embriyonun implantasyonu ger¢eklesir ve trofoblastik hiicreler tarafindan insan
koryonik gonodotropin (HCG) sentezlenerek korpus luteum uyarilir ve progesteron
salgilar. Gebelik siiresince bozulmadan hormon sentezi islevini siirdiiren bu korpus luteuma
gebelik korpus luteumu (corpu luteum pragnancy) denir ve bu yap1 gebeligin ilk 4-5 ay1

stiresince ovaryumdaki varligini siirdiiriir (Junqueira & Carneiro, 2009).

Follikiil atrezisi sonrasinda geride kalan, ¢ocukluktan menopoza kadar her donemde
ovaryumda izlenebilen, ovaryum korteksindeki teka interna hiicreleri kalintis1 olan ve

steroid salgilayan hiicrelere ise intersitisyel hiicreler denir (Junqueira & Carneiro, 2009).

2.3.4. Oosit maturasyonu

Diside puberteye kadar primordiyal follikiillerde bulunan oosit 1. Mayozun profaz I
evresinde bekleme halindeyken, follikiil gelisimi sonrasinda ovulasyondan hemen oOnce
LH’1n hizla artmasi1 nedeniyle mayoz bdliinmenin ilk evresi tamamlanur. I. polar cisim olusur
ve ovulasyondaki oosit mayoz II.’nin metafaz asamasinda tekrar duraklar (Unliisoy &

Ertugrul, 2014).
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2.4. Ovaryumun Fizyolojisi

Hormonlarn etkisi ile ovaryumda; follikiiler evre, ovulatuvar evre ve luteal evrenin birbirini
takip ettigi ve es zamanl olarak cinsel organlarda da ritmik degisikliklerin goriildigi,
ortalama 28 giinde tamamlanan fizyolojik dongiiye menstriiel siklus denir (Guyton & Hall,

2013) (Kierszenbaum, 2006).

Fizyolojik olarak menstriiel siklus asagidaki hormonlarin diizenli ve ritmik salinimi ile

diizenlenmektedir;

Gonodotropin serbestlestirici hormon (GnRH)

Ovaryum hormonlar1 olan dstrojen ve progesteron

On hipofiz hormonlari olan Follikiil uyarict homon (FSH) ve Liiteinlestirici hormone (LH)

Menstriiel dongii sonucunda iki temel olay gerceklesmektedir. Bunlardan biri her ay bir
oositin atilmasi ve digeri uterusun endometriyumunun implantasyon i¢in hazirlanmasinin

saglanmasidir (Kierszenbaum, 2006) (Guyton & Hall, 2013).

Gonadotropin serbestlestirici hormon (GnRH), hipotalamustan salinarak 6n hipofizi
(adenohipofizi) uyararak gonodotropinlerin serbestlesmesini saglar. Hipotalamustan GnRH
sentezinin fazla uyarilmasia neden oldugu icin gebelik Onleyici kontraseptik ajanlarin
kullanimi, serebral yangi, bazi tiimdrler gonadotropin sentezini arttirici etkiye sahiptir. Agir
psikolojik ve fiziksel bunalim, beslenme bozuklugu, malabsorbsiyon, bobrek yetmezligi,
ciddi sistemik hastaliklarin varligi, yliksek performanshi spor yapilmasi, noradrenalin-
dopamin-seratonin-endorfin gibi ndrotransmitterlerin eksikligi, GnRH analoglarinin
serumda yiiksek diizeyde bulunmasi, hipofiz harabiyeti nedeniyle ise GnRH normalden az

salgilanmaktadir (Silbernagl & Lang, 2011).

Ovarial dongiiniiniin uyarimi FSH ve LH ile gerceklestirilir. Bu hormonlarin yeterince
salinmamast durumunda ve ¢ocukluk ¢aginda overler inaktif olarak kalirlar (Silbernagl &
Lang, 2011). 9-12 yagslar arasinda FSH ve LH seviyeleri kademe kademe artarak salinir ve
11-15 yaslar1 arasinda menstriiel dongii baslar. Bu doneme puberte, ilk dongiiniin
tamamlanmasi ile gerceklesen ilk adet kanamasina menars denir (Ross & Pawlina , 2014).
FSH ve LH hormonlarinin serum seviyeleri ovulasyonun gergeklestigi giinler haricinde kural

olarak 200 ng/ml nin altindaki seviyelerde iken, ovulasyonun gerc¢eklestigi menstriiel
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siklusun tahmini 14. giiniinde serumda en {iist seviyede salinirlar. Bu en {ist serum
konsantrasyon seviyesi LH i¢in ortalama 800 ng/ml, FSH i¢in ortalama 400 ng/ml dir
(Guyton & Hall, 2013). Hormonlar pulsatil sekilde her 60-90 dakikada bir ve 1 dakika
siiretle dolasima salinir. Bu salinim ayni frekansta hipotalamustan salininan GnRH
(Gonodotropik Serbestlestirici Hormon) uyarimiyla gerceklesir (Silbernagl & Lang, 2011).
Her iki hormonun da hedef hiicrelerin membraninda yer alan reseptorleri vardir. Hiicre
zarindaki 0zgiil reseptére baglanan hormon hiicre igindeki ikincil haberci olan cAMP
aktivasyonunu saglayarak hem hiicrelerin salgi yapmasin1 hem de biiylime-bdliinme-
cogalma hizini arttirir. cAMP nin aktivasyonu protein kinazlarin olusumuna sebebiyet verir
ki bu kosulda hiicrelerin cinsiyet hormonlari olan dstrojen ve progesteron sentezini saglayan
proenzimler de fosforillenmis olur. Ozetle bu iki hormon korpus luteum olusuncaya dek
follikiillerin olgunlagmasi ve disi cinsiyet hormonlarinin {iretilmesinin uyarilmasi tizerinde

etkilidir (Guyton & Hall, 2013) (Silbernagl & Lang, 2011).

Disi birey ilk dogdugunda etrafi yassi hiicrelerle cevrili bir oosit iceren primordiyal
follikiillere sahiptir. Bu yass1 sekilli follikiil hiicreleri hem oosite desteklik yapar hem de
Oosit Maturation Inhibitory Factor (OMI) adi1 verilen bir madde sentezinden sorumludur.
Bu inhibitdr madde sayesinde primordiyal follikiil icindeki oosit mayoz I profaz asamasinda
dinlenme halinde kalir. Puberte ile birlikte ovaryumdan her menstriiel siklus ile bazi
follikiiller uyarilarak bu inhibisyon etkisinden kurtulur ve gelismesine devam eder. Follikiil
Uyarict Hormon (FSH) etkisi ile follikiildeki graniiloza hiicreleri prolifere olur ve
follikiildeki graniiloza hiicre tabakasmin sayist arttirilir. Graniiloza hiicrelerinden
gonodotropin sentezini uyaran aktivin ile bu sentezi inhibe eden inhibin sentezlenerek kana
verilmektedir. Graniiloza hiicreleri hiicre membranlarinda tasidiklar1 FSH reseptorleri
nedeniyle Ostrojen iceren follikiil sivisi sentezlerler. Bu sivi etkisiyle follikiiliin antrum
boslugu olusmaktadir (Kierszenbaum, 2006) (Guyton & Hall, 2013) (Silbernagl & Lang,
2011).

Ostrojenler fotal ddnemde Miiller kanalinin fallop tiiplerine, uterusa, vajinaya doniismesini
ve ikincil cinsiyet karakterlerinin ortaya cikmasini saglayan hormonlardir (Sadler,
Langman’s Medikal Embriyoloji, 2011) (Dudek , 2016). Progesteron ve analoglar1 ile
antagonist etkiye sahiptirler. Meme bezlerinin duktal gelisimini saglar. Serumdaki HDL ve
VLDL iiretimini arttirtp LDL derisimini azaltarak ateroskleroz riskini azaltir. Kanin
pihtilagmasini kolaylastirict etki yapar, kemik olusumunu ve kemigin mineralize olmasin

arttirtr, epifiz plaklarinin kapanmasini hizlandirir. Bobrekte elektrolit tutulmasini saglar.
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Uterus mukozasmin proliferasyonunu arttirict  etkiye sahiptir. Servikal mukusun
yogunlugunu azaltip buradaki epitelin dokiilerek yenilenmesini saglarlar. Epitelin icerdigi
glikojenler laktobasillerin beslenmesini saglayarak ortamin pH degerinin azalmasina neden
olur. Ortamin asiditesinin artis1 bu bolgeye patojen mikroorganizmalarin kolonize olmasina
engel olur. Bu nedenle dolayl1 olarak disi genital sistemin sagliginin korunmasi agisindan
onemlidir. Eksikliginde, 6zellikle ¢ocukluk ¢aginda epifiz plaklar1 normalden ge¢ kapanir
ve gigantism goriiliir. Asamali olarak menstriiel siklus bozukluklari, infertiliteye kadar
ulagan problemler gelisir. Menopoz sonrasi yetiskin bir bireyde yeterli 6strojen hormonunun
olmamasi durumunda uterus mukozasi prolifere olamaz, vajinal enfeksiyonlara yatkinlik
artar ve vazomotor bozukluklar nedeniyle viicut sicakliginda ani artiglar goriiliir. Deride
biiziisme ve killanma meydana gelirken, ankisiyete ve duygu durum bozukluklar1 goriilebilir

(Silbernagl & Lang, 2011).

Ostrojenlerin fazla salgilanmas1 durumunda, 6zellikle cocukluk ¢aginda epifiz plaklari erken
kapanacagi i¢in nanism durumu s6zkonusudur. Yetiskin bireyde fazla dstrojen salgilanmasi
nedeniyle menstriiel siklus siiresi bozulur. Uzun siire plazma diizeyinin yiiksek olmasi
nedeniyle follikiil olgunlasmasinda aksamalar olusarak ovaryumun polikistik bir
morfolojiye sahip olmasina neden olur. Artan pihtilasma nedeniyle tromboz gelisme riski

artar (Silbernagl & Lang, 2011).

Progesteron uterus mukozasinin gelisimini destekler, mukozanin devamliligini saglar.
Buradaki kaslarin kasilabilirligini ve tuba uterinanin hareketliligini azaltir. Servikal
mukusun viskozitesini arttirir. Vajinal epitelin prolifere olmasin1 ve dokiilmesini engeller.
Metabolizmayr hizlandirarak viicut sicakliginin artisina neden olur. Bu durumda
hiperventilasyon gelisecegi icin insiilin duyarliliginin azalmasina bagli olarak fazlaliginda
diabetik tablonun olusmasini tetikler. Plazma HDL ve LDL derisimini azaltir. Eksikliginde
menstriiel dongii bozulur, uterus mukozasi olgunlagamaz ve bireyde adet kanamasi olmaz

(amenore) ve infertilite meydana gelir (Silbernagl & Lang, 2011).

Ovaryumdan bu hormonlara ek olarak relaksin homonu da iiretilir. Relaksin simfizis pubis
ve uterusun serviksinin gevsemesini uyarir. Norohipofizden salgilanan oksitosin ise, uterus

ve meme bezlerindeki miyoepitelyal hiicreleri uyarir (Silbernagl & Lang, 2011).

Ostrojenlerle birlikte FSH, graniiloza hiicrelerinin yiizeyinde LH yiizey reseptdrlerinin

olusmasini saglar. Bu da follikiiliin s1v1 salgilama hizini arttirarak baslangica gére 10-1000
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kata kadar biiylimesini saglar. Yine FSH etkisiyle ovaryumda yer alan intersitisyel hiicrelerin
farklanmasiyla olusan ig hiicreleri teka tabakasini olusturur. Teka interna hiicreleri
graniiloza hiicrelerinin morfolojisine benzer sekilde epiteloid yapidadir ve ek Ostrojen ve
progesteron salgis1 yaparken, teka eksterna damarlanmis bir bag dokusu kapsiiliidiir

(Silbernagl & Lang, 2011) (Guyton & Hall, 2013) (Ross & Pawlina , 2014).

Her ovaryan siklusta birden fazla follikiil olusmaya baslar ve biri gelisimini tam olarak
tamamlar. Maturasyonunu tamamlayan follikiil igerdigi oosit kompleksini ovulasyonla
serbestlestirir. Onunla es zamanli olarak gelisen diger follikiiller geriler. Bu duruma atrezi
(involiisyon) denir. Atrezi gergeklesme mekanizmast heniliz tam olarak anlagilamamis
olmakla birlikte baskin follikiiliin iirettigi fazla miktardaki Ostrojen nedeniyle hipotalamus

uyarilarak hipofizden FSH salgilanmasi engellenir (Ross & Pawlina , 2014).

Ovulasyon 28 giinliik dongiiniin yaklasik 14. giinline denk gelir. LH artis1 hem ovulasyon
icin onemlidir. Ovulasyondan yaklasik 16 saat kadar énce LH 6-10 kat artarak plazma
seviyesi pik yapar. Ayn1 anda FSH 2-3 kat artis gostererek ikisi birlikte dstrojen salgisinin
azalmasina, onunla zit calisan progesteron salgisinin artmasina yol agar. LH etkisiyle
progesteron iceren follikiiller steroid hormonlar salgilamaya baslar. Teka eksternadan
salgilanan hidrolitik enzimler kapsiil duvarini zayiflatip ¢ézerken, vazodilatasyona neden
olan prostaglandinlerin sentezi ile vaskiilarizasyon hizlanarak follikiiliin sismesi gerceklesir.
Artan follikiil sivisi nedeniyle i¢ basincin artmasi ve proteolitik enzimlerin hiicre
baglantilarin1 zayiflatmasi nedeniyle follikiil stigma denilen noktadan yirtilir ve oosit
kompleksi viicut i¢ bosluguna serbest kalir. Atilan bu kompleks fimbrialarin senkronize
hareketleriyle tuba uterinaya alinirken, geride kalan follikiil materyali ve etrafindaki teka
tabakalar1 korpus luteumu olusturur. Olusan bu yapidan hem 6strojen ve analoglart hem de
progesteron ve analoglari Uiretilir. Bu sayede gonadotropin salinimi inhibe olur. Bu agsama

ovaryum i¢in luteal faz olarak adlandirlir (Silbernagl & Lang, 2011) (Guyton & Hall, 2013).

2.5. Follikiil Aktivasyonu

Primordiyal follikiiller ovaryumlarda dormant halde beklerler. Follikiillerin nasil aktive
oldugu heniiz tam olarak bilinmemekle birlikte hiicre i¢i haberlesme sinyalizasyonunun bu
konuda 6nemli oldugu bildirilmistir (Adhikari & Lui, Molecular Mechanisms Underlying
the Activation of Mammalian Primordial Follicles, 2009). Ovaryan Follikiiler Biiyiime;
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otokrin, parakrin ve intrensek mekanizmalar ile g¢alisan Intraovarian yerel biiyiime
diizenleyiciler (IGF-I, steroidler TGF ve de Wnt / Frizzled ailesinin ailesinin iiyeleri) ve
hipofizer endokrin faktdrler (pituiter gonadotropinler, FSH, and LH) ile diizenlenmektedir.
(Burgering & Kops, 2002). Pek ¢ok faktor oosit maturasyonu ve follikiil aktivasyonunda
gorevlidir (van den Hurk & Zhao, 2005). Kit ligandi, nérotropinler, vaskiiler endotelyal
biliylime faktorii (VEGF), kemik morfogenik protein (BMP4 ve BMP7), losemi inhibisyon
faktori, temel Fibroblast Biliylime Faktorii (FGF) gibi ¢ok sayida intraovaryan faktor follikiil
aktivasyonunda etkilidir (Hsueh, Kawamura, Cheng, & et al., 2015). Ovaryumda follikiiliin
aktivasyonunu kontrol eden sitokinlerin ve biiylime faktorlerinin etkilesimini igeren
interselliiler ve intraselliiler haberlesme sistemi vardir. Bu sistem oosit ile onun etrafindaki
hiicreler arasindaki molekiiler sinyal mekanizmasi sayesinde islevseldir (Unliisoy &
Ertugrul, 2014) (Hutt, McLaughlin, & Holland, 2006). Oosit ve c¢evresindeki graniiloza
hiicrelerinin iligkilerine Anti Miillerian hormon 6rnek verilebilir. TGF- siiper ailesinin bir
iiyesi olan Anti Miillerian hormon 140 kDa molekiil agirhiginda bir glikoproteindir. Ilk kez
1947 yilinda tanimlanan hormon erkek esey farklanmasi siiresince fetal testisin Sertoli
hiicreleri tarafindan salgilanarak Miillerian kanalin gerilemesini saglar. Disilerde ise
postnatal yasamda graniiloza hiicreleri tarafindan salgilanarak ilk follikiiler aktivasyondan
menopoza kadar iiretilmektedir. Disilerde antral ve preantral follikiillerin graniiloza
hiicreleri parakrin bir faktor olarak Anti Miillerian Hormon (AMH) salgilar. Antral ya da
preantral follikiilden salgilanan bu hormon, orada bulunan primordiyal follikiillerin FSH ve
LH hormonuna olan duyarhiliklarini azaltarak dormant statiide kalmasini saglar. Anti
Miillerian hormonun ekspresyonunun artmasi, CY19A1 adinda bir aromataz enziminin
ekspresyonunu inhibe eder, graniiloza hiicrelerine Ostradiol olusumunu engeller ve bu
sayede de steridogeneze ket vurarak follikiiliin gelismesini inhibe eder. AMH, gelismekte
olan follikiiliin FSH ve LH’a duyarliligin1 azaltmasiyla dormant follikiiliin se¢ilmesinde

inhibitor bir rol oynar (Sacchi, ve digerleri, 2017).

Farkli sinyalizasyon sistemleri arasinda, deney hayvanlari ile yapilan ¢aligmalar PI3K-Akt-
FOXO3 (fosfotidilinositol 3 kinaz-Akt-forkhead box O3) yolagmin primordiyal follikiil
aktivasyonu i¢in 6nemli oldugunu géstermistir. Kit ligandi ayni1 kokenden gelen tirozin kinaz
reseptoriine (c-Kit)’e baglanir ve PI3K’1 uyarir. Lipit ikincil haberci olan PIP2
(fosfatidilinositol (4, 5) Bisfosfat) molekiiliiniin PIP3'e (fosfatidilinositol (3,4,5) trifosfat)
molekiiliine doniisiimiine neden olur. Daha sonra PIP3, fosfatidilinositol bagimli kinaz 1'i

(PDK1) molekiiliinii uyarir, onu takiben AKT aktivasyonu ger¢eklesir. AKT'nin ¢ekirdege
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translokasyonu bir transkripsiyon faktorii olan FOXO3iin aktivitesini inhibe eder. Fosfataz
ve tensin homologu (PTEN) ise bu yolu, PIP3'ii PIP2'ye defosforile ederek negatif olarak
diizenler (Reddy, ve digerleri, 2005). PI3K / PTEN / Akt yolu, hiicre ¢ogalmasi, sagkalim,
biliylime, hareketlilik, hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi ve metabolizma gibi ¢ok

sayida normal hiicresel islemin anahtar diizenleyicisidir (Makker, Goel, & Mahdi, 2014).

2.6. Forkhead Transkripsiyon Faktorleri ve FoxO3

Forkhead Transkripsiyon Faktorleri, (FoxO); IGF-I/PTEN/Akt sinyal yolaginin azalan
ifadesine neden olan ve FoxO1, FoxO3a, FoxO4 ve FoxO6’y1 igeren bir gen ailesidir (Abali,
ve digerleri, 2013) (Huang , ve digerleri, 2016) . Forkhead ailesine ait proteinler ilk kez
Drosophilalar’da kesfedilmislerdir. FoxO iiyesi proteinde var olan bir mutasyon Drosophila

cinsi sineklerde da kafa morfolojisinin gatal seklinde olmasina yol agmaktadir (Unliisoy &

Ertugrul, 2014) (Carter & Brunet, 2007).

FoxO geni Akt fosforilasyonu ile diizenlenir. Akt fosforilasyonu FoxO proteinlerinin
niikleustan stoplazmaya geg¢isini inhibe eder. FoxO'mun downstream ifadesi apoptotik
genlerin aktivasyonunu engeller. Bu nedenle FoxO proteinleri apoptotik siiregler igin

onemlidir (Abali, ve digerleri, 2013) (Huang , ve digerleri, 2016).

FoxOl proteini (FKHR= Forkhead Rhabdomysarcoma homologu Forkhead kutusu
Baglanma proteini olarak bilinir.) FoxO3  (Forkhead benzeri protein-1= FKHRLI) ve
FoxO4 (AFX= bir Forkhead transkripsiyonu faktorii) proteinleri fosforilasyon ve FSH
hormonu ile diizenlenir ve kemirgen ovaryumda ifade edilmektedir (Burgering & Kops,
2002). FoxO proteinleri gametogenik fonksiyonlara sahiptir. FoxO3 proteini 6zellikle
primordial follikiil aktivasyonu i¢in gereklidir. Primordial ve primer oositlerde yiiksek
derecede eksprese edilir ve immiinohistokimyasal olarak isaretlenebilmektedir (Richards J.

, Sharma, Falender, & Lo, 2002).

Disilerde ovaryumdaki follikiil rezervi, menopoza kadar maturasyon ve atreziyle azaltilir.
FoxO3, ovaryumdafollikiil rezervini korumak i¢in gereklidir (Tarnawa E. , Baker, Aloisio,
Carr, & Castrillon, 2013). Birey dogdugunda FoxO3 proteini sitoplazmik konumludur fakat
postnatal 3. giinden itibaren dereceli olarak niikleusa konumlanmaya baslar ve posnatal 14.
giinde niikleusa taginim sonlanir. Bundan sonra FoxO3 proteini yasam boyu oosit

niikleusunda kalir. Primordial follikiiliin aktiflesmesinin sonrasinda sitoplazmaya tekrar
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konumlanir. Bu gozlemler FoxO3 proteininin primordial follikiilden olgun oosite farklanma
asamasinda molekiiler bir anahtar oldugunu gostermektedir (Pelosi , ve digerleri, 2013).
Yapisal olarak aktif FoxO3 proteininin asir1 ekspresyonunun farelerde ovaryum kapasitesini
artirabilecegi bildirilmektedir (Tarnawa E. D., Baker , Aloisio , Carr , & Castrillon, 2013).
FoxO3 tiimorogenesis, hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, embriyogenesis, ve apoptozis gibi
bircok hiicresel degisiklikte dnemlidir (Kaufmann & Knochel, 1996) (Unliisoy & Ertugrul,
2014).

2.7. Akne ve Tedavisi

Akne (Yunanca koékenli kelimedir, ¢igceklenme, berelenme anlamina gelir), yag bezlerinin
ve kil koklerindeki piloseboz follikiillerin fonksiyonel inflamasyonu ve lezyonu ile
sonuc¢lanan bir cilt hastaligidir (Dokmeci & Dokmeci, 2005). Pilasebdz bez birimlerinin
blokaj1 ve Propionobacterium acnes kolonizasyonu nedeniyle iltihabidir. Ozellikle ergenlik
donemindeki bireylerin ciltlerinde daha ¢ok yiizde, sirtta ve boyunda yaygin olarak goriiliir
(Ayer & Burrows, 2006). Kisinin yagam kalitesini, psikososyal durumunu ve kendine
giivenini olumsuz etkileyen dermatolojik bir problemdir (Kraft & Freiman, 2011). Tanida
hastaligin derecelendirilmesi gerekir. Etkin tedavi saglanmasi ve tedavi sonrasinda olusacak
skarin olusumunu minimize edebilmek i¢in hastali§a miimkiin olan en kisa siirede miidahale
edilmeli, bireye 6zgii kosullar g6z 6niinde bulundurulmalidir. Tedavide kullanilacak yola,
tedavi edilecek aknenin tipine, ciddi seyirli olup olmamasina, secilen yontemin hasta
tarafindan uygulanabilir olup olmadigina ve hastanin psikolojik durumuna dikkat
edilmektedir. Eger hastalik hafif seyirli tipte ise topikal uygulanacak ajanlar ile tedavi
saglanabilir. Orta derecede siddetli akne tedavisinde oral antibiyotiklerin kullanilmasini
gerekir. Eger tedavi sonrasi antibiyotige direngli bir tablo varsa yalnizca topikal ajanlarin ya
da antibiyotiklerin kullanilmas1 yeterli gelmeyecektir. Bu durumda kalici tedavi izotretinoin
ile saglanmaktadir (Ayer & Burrows, 2006). Akne tedavisinde en etkin ¢oziim oral yoldan
izotretinoin almmasidir. ilk kez FDA onay ile 1982 yilinda Amerika Birlesik Devleti’nde
ve de ertesi y1l Avrupa Birligi Devletlerinde ciddi seyirli akne hastalarinda uygulanmaya

baslanmistir (Karadag, Parish, & Lambert, 2017).
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2.7.1. Retinoik asit ve tiirevleri

Retinol vitamin A olarak bilinir ve bir prohormondur. Hiicre i¢i enzimatik reaksiyonlarla
aktif metabolitlere doniistiiriiliir ve bu sekilde is goriir. Bu aktif retinoidlere all-trans retinoik
asit, 9-cis-retinoik asit gibi molekiiller 6rnek verilebilir. Bu molekiillerden bagka aktif retinol
molekiilleri de mevcuttur. Retinoller hiicre i¢inde yer alan retinoik asit reseptorleri (RAR)
ve retinoid X reseptorii (RXR) smifindan reseptorlerle etkileserek etki ederler. Her iki
reseptor siifinin da a, B, Y olmak tizere farkli biyolojik karakterde izoformlar1t mevcuttur.
Bu hiicre i¢i reseptorler niikleer reseptor ailesinin iiyesidirler ve belli genlerin ifadelerini
diizenlerler. Retinoidler énemli morfogenlerdir. Embriyonik gelisim siiresince hiicresel
proliferasyon ve farklilasma icin gereklidirler. Bagisiklik fonksiyonunun gelismesinde ve
hiicrelerin sitokin iiretmesinde dnemlidirler. Eksikliginde fetal malformasyonlar gelisebilir.
Bu nedenle dogurganlik ¢agindaki bayanlarda takip edilmesi 6nerilir (Rosenfeld & Loose,

2017).

2.7.2. izotretinoin ve etki mekanizmasi

Derideki keratinizasyon bozukluklar1 ve siddetli kistik akne durumunun tedavisi amaciyla
oral kullanilan retinoik asit tiirevi bir ilagtir. 13-cis tretinoin izomeridir. Bu izomer yag
bezlerinin biiyiikliiglinli geri doniisiimsiiz sekilde azaltir ve bu sayede ciltte sebum iiretimi
de azaltilmig olur. Bilinen ve olas1 yan etkileri arasinda genellikle dudaklarda daha fazla
gorlilen mukus membran infiltrasyonu, ciltte yaygin dokiintii ve allopesi (sagkiran), atralji
(eklem agris1) ve miyalji (kas romatizmasi) dir. Lipoprotein lipazi inhibe etme 6zelligi
nedeniyle serum trigliserid diizeyinin artisina neden olur. Teratojenik bir maddedir,
hamilelerde kullanilmamalidir (Rosenfeld & Loose, 2017). Izotretinoin (13-cis retinoik asit,
13-cis RA) akne gelisimini seb6z bezlerin salgini azaltarak ve boyutlarini kiigiilterek, seboz
bezlerin proliferasyonunu engelleyip apoptozunu indiikleyerek coklu mekanizmalarla
baskilar. Ayn1 zamanda polimorfoniikleer 16kositlerin deriye gociinii bloke ederek deride

antiniflamatuar ajan olarak rol alir (Ormerod, ve digerleri, 2012).

Izotretinoinin depresyon, intahara yatkinlik, saldirganlik, psikoz gibi bazi psikiatrik yan
etkilere de sahip oldugu bildirilmistir. Aslinda memelilerde retinoitler embriyonik donemde
ve yetiskinlik siiresince dogal olarak viicutta vitamin A’dan tretilirler ve pek ¢ok organin
gelisimini ve sistemik ¢alismasini diizenler. Bunu gen transkripsiyonunu kontrol eden

retinoik asit reseptdriine baglanan ve vitamin A metaboliti olan all-trans-retinoic acid
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(RA), molekiilii ile yapar. Embriyonun beyin gelisimi i¢in gerekli olan bir dizi isleve sahip
olan molekiil bu nedenle hamilelik doneminde teratojenik aktiviteye neden olabilecegi i¢in
kullanilmamalidir (Bremner, Shearer, & McCaffery, 2012). 3. ve 5. haftalar arasinda
kullanim1 spontan diisiik ve dogumsal defekt riskinin arttirir. Prenatal donemde izotretinoine
maruz kalan bireylerde kiigiik kulak, kiiciik ¢ene gibi kafa-yiiz anomalileri ve noral tiip

defektleri goriiliir (Moore & Persaud , 2002).

Ik kez May1s 1982 yilinda kesfedilen izotretinoin Amerikan Gida ve Ila¢ idaresi (FDA)
tarafindan rekalsitrant nodiiler akne tedavisinde kullanilmasi i¢in oral kapsiil hazirlanmistir
(Leyden, Del Rosso, & Baum, 2014). Kanada, Amerikan ve Avrupa klinik uygulama
kilavuzlari, izotretinoinin, orta-siddetli akne tedavisi i¢in kullanimini &nermektedir
(Vallerand, ve digerleri, 2017). Genellikle direncli, nodiilositik sivilce tedavisinde
kullaniminin yani sira ¢esitli deri hastaliklarinda da kullanilan sentetik bir A vitamini
analogudur (Kartal, Yasar, Kartal, Ozcan, & Borlu, 2017) (Giirel G., Sahin S., & Cdlgecen
E., 2017). Oral mukoza ve burun mukozasi tahribati, fotosensitivite, deride kuruluk,
kserozis, sa¢ dokiilmesi ve kirilganlik en sik yan etkilerdir (Giirel, Sahin, & Cdlgecen, 2017).
Izotretinoinin psikiyatrik bozukluklar, olumsuz laboratuvar sonuglari, barsak inflamasyonu
gibi yan etkileri iizerine de sistematik derlemeler yayinlanmistir (Haider & Shaw , 2004.)
(Williams, Dellavalle, & Garner , 2012) (Dawson & Dellavalle, 2013) (Vallerand, ve
digerleri, 2017). Izotretinoinin {ireme saglig1 {izerinde olumsuz etkileri, spontan diisiik
insidansinin artisiyla iligskisi daha once bildirilmistir (Schnorr , ve digerleri, 1991).
[zotretinoinin maruziyetinin, over rezervini azalttig1 ve sigan ovaryumlar {izerindeki toksik

etkilerden sorumlu olabilecegi diistiniilmektedir (Abali, ve digerleri, 2013).
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3. YONTEM

3.1. Deney Hayvanlar

Calismada Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar
Merkezi'nden (GUDAM) temin edilen 25020 gr agirhiginda 32 adet adolesan (7-8 haftalik)
disi Wistar albino sican kullanildi. Deney prosediiri GUDAM laboratuvarinda
gerceklestirildi.

Sicanlarin her biri ayr1 kafeslerde 12 saat aydinlik-karanlik siklusunda, 24 + 2 °C’lik
ortamda, standart sican yemi ve musluk suyu ile serbest olarak beslendi. Sigamlarin
agirhiklart bir haftalik araliklarla periyodik olarak o6lgiildii ve kaydedildi. Deney

baslangicindaki ve deney sonundaki agirlik degisimleri istatistiksel olarak degerlendirildi.

3.2. Deneyde Kullamilan Kimyasallar

20 mg izotretinoin igeren kapsiiller (Roaccutane) acilip A sinifi hacim siselerine aktarildi ve
istenen konsantrasyonda siispansiyon elde etmek i¢in izotretinoin 1.42 ml susam yaginda

¢oziildii (Tsai, ve digerleri, 2013). (Asai & Wanatabe, 2000).

3.3. Deney Protokolii (Abali, ve digerleri, 2013)’deki deney protokoliine gore

tasarlanmistir.)

Grup 1: (n=8) Kontrol Grubu

Grup 2: (n=8) Susam Yag1 Grubu

Grup 3: (n=8) Diisiik Doz Izotretinoin Grubu (7,5 mg/kg/giin)
Grup 4: (n=8) Yiiksek Doz izotretinoin Grubu (15 mg/kg/giin)

Grup 1: (n=8) Kontrol Grubu

Birinci giinden itibaren 30 giin boyunca bos gavaj uygulamasi (gavaj stresi) yapildi.

Grup 2: (n=8) Susam Yag1 Grubu
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Birinci giinden itibaren 30 giin boyunca 1.42 ml susam yag1 gavaj uygulamasi ile verildi.

Grup 3: (n=8) Diisiik Doz Izotretinoin Grubu

Birinci giinden itibaren 30 giin boyunca 1.42 ml siispansiyon hacmi i¢inde 7,5 mg/kg/giin

izotretinoin gavaj uygulamasi ile verildi.

Grup 4: (n=8) Yiiksek Doz izotretinoin Grubu

Birinci giinden itibaren 30 giin boyunca 1.42 ml siispansiyon hacmi i¢inde 15 mg/kg/giin

izotretinoin gavaj uygulamasi ile verildi.

3.4. Deneklerde Otenazi

Her birine ketamin (45mg/ kg i.m ) ve xylazine (Smg/kg i.m ) ile anestezi uygulanarak
sirtlistli pozisyonda yatirilan sicanlar derin anestezi altinda intrakardiyak kan alinmasi ile

feda edildi. Sicanlarin ovaryum dokular1 Bouin fiksatifinde tespit edildi.

¢ Bouin fiksatifinin hazirlanisi (100 mililitrelik birim hacim igin)

75 ml Pikrik asit soliisyonu

24 ml formaldehit

1 ml Glasiyal asetik asit

Yukaridaki maddeler belirtilen oranlarda karistirilir.

e Lityum Karbonat (Li2CO3) soliisyonu hazirlanisi

70 ml absolii etanol iizerine son hacim 100 ml olacak sekilde saf su ile tamamlanir.
Soliisyona spatiil ucu ile Li2COj; eklenir. Dokularin fiksasyon siiresi ve lityum karbonatl

%70 lik etanol soliisyonunda bekletme siireleri asagida belirtilmistir.
Bouin Fiksatifi 6-12 saat
Lityum Karbonatl %70 lik etanol 6 saatte bir degistirilmek iizere toplam 24 saat

Fiksasyonun tamamlanmasinin ardindan doku 1sikmikroskobi takibine alindi.
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3.5. Isik Mikroskobik Takibi Yontemi

Deneklerin diseksiyonu sonrasinda c¢ikarilan ovaryum dokular1 Bouin fiksatifinde tespit

edildikten sonra asagidaki islem basamaklarina riayet edilerek 151k mikroskobi takibine

alind1.

1. % 70 Etil Alkol 20 dakika
2. % 80 Etil Alkol 20 dakika
3. % 96 Etil Alkol 20 dakika
4. Asetonl 20 dakika
5. Aseton II 20 dakika
6. Aseton III 20 dakika
7. Aseton IV 20 dakika
8. Kasilol I 30 dakika
9. Kiilol I 30 dakika
10. 60 °C derecede erimis parafin I 1 saat

11. ParafinII 1 saat

12. Parafin i¢cinde bloklama

Hazirlanan bloklardan 4 mikron kalinliginda kesitler alinarak H&E boyama ve

immiinohistokimyasal isaretlemeler yapildi.
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3.6. Hematoksilen- Eozin Boyama yontemi

e Haris Hematoksilen hazirlanisi

Hematoksilen

%100 etil alkol

Potasyum alum (Al2S04)3K2S04¢24H>0O

Saf su

Civa oksit (HgO)

Glasiyal asetik asit

Boyanin hazirlanisi: 1 gram hematoksilen 10 ml etil alkolde ¢oziiliir. Ayrica potasyum alum saf
suda 1sitilarak ¢dziiliir. iki eriyik birbirine karistirilip V2 dakika kaynatilir ve hemen sogutulur.
Igerisine civa oksit eklenir ve soguk su banyosunda hizla sogumasi saglamir. Son olarak da

karigima glasiyal asetik asit ilave edilir. Bu boya 3-4 ay kullanilabilir.

Eosin genellikle hematoksilen i¢in zit boya (Hematoksilen-Eosin) olarak kullanilir. Eosinin

suda ve alkolde hazirlanabilen iki ¢esidi vardir.

e Eozin soliisyonu hazirlanisi

Eosin Y (Yellowish) 1 gram

Saf su 100 mililitre

Bir adet kiigiik Timol kristali

Eosin B (Bluish) % 90 alkol i¢inde doymus olarak hazirlanir (Ozban & Ozmutlu, 1994). Biz

calisgmamizda Eosin Y soliisyonunu kullandik.

10 ml

20g

200 ml

0,5¢g

& ml
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e Hematoksilen-Eozin boyama Protokolii

Lama alinan kesitlerin {izerindeki parafinin erimesi i¢in etiivde 70 °C’de 20 dakika ya da 60

°C’de bir gece boyunca bekletilir.
2x 15 dakika ksilolde bekletilir.
10 dakika % 100’liik alkolde bekletilir.
10 dakika % 96’°lik alkolde bekletilir.
10 dakika % 80’lik alkolde bekletilir.
10 dakika % 70°lik alkolde bekletilir.
10 dakika % 50°1ik alkolde bekletilir.
Havada alkol ucana kadar kurutulduktan sonra 10 dakika akar suda yikanir.
10-15 dakika Harris Hematoksilen’de bekletilir.
10 dakika akar suda yikanir.
(%70 alkol + 2-3 damla Glasiyal asetik asit) karisimina batirilarak 2-3 dip yapilir.
10 dakika akar suda yikanir.
5-10 dakika Eozin’de bekletilir.
10 dakika akar suda yikanir.
1-2 dakika % 50 alkol
1-2 dakika % 70 alkol
1-2 dakika % 80 alkol
1-2 dakika % 96 alkol
1-2 dakika % 100 alkol

2 x 15 dakika Ksilol’de bekletilir ve Entellan ile kapatilir.
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Dokuda bulunan hiicrelerin niikleusu Haris hematoksilen ile mor, sitoplazmik kisimlari

eozin ile pembe boyanur.

3.7. Uclii boyama ( Crossman’s Modification of Mallory’s Triple Stain) Yontemi

Boyama i¢in gerekli soliisyonlarin hazirlanisi asagidaki gibidir.

e Iyodin soliisyonu hazirlanis:

Iyot 2g

% 70 lik etanol 100 cc

¢ Sodyum tiyosiilfat soliisyonu hazirlanisi

Sodyum tiyosiilfat 2g

Distile su 100 cc

e Weigert Hematoksilen hazirlanisi

Soliisyon A

Hematoksilen lg

% 96 lik etil alkol 100 cc
Soliisyon B

Demir I1I kloriir lg
Hidroklorik asit I cc

Distile su 99 cc



e Asit Fuksin Oranj G soliisyonu

Asit Fuksin 0,7¢g
Orange G 03¢g
Timol 0,13 ¢g
Asetik asit 2 cc
Distile su 200 cc

¢ Fosfotungustik asit soliisyonu

Fosfotungustik asit 3g

Distile su 100 cc

¢ Anilin Mavisi soliisyonu

Anilin mavisi 2g
Asetik asit 2 cc
Distile su 100 cc

e % 2’lik asetik asit sollisyonu

Asetik asit 2 cc

Distile su 100 cc

Yukarida belirtilen soliisyonlar hazirlandiktan sonra boyama islemi baslatilir.

29



30

e Uclii boyama protokolii

Lama alinan kesitlerin {izerindeki parafinin erimesi i¢in etiivde 70 °C’de 20 dakika ya da 60

°C’de bir gece boyunca bekletilir.

2x 5 dakika ksilolde bekletilir.

2x 3 dakika % 100’liik alkolde bekletilir.
3 dakika % 96’lik alkolde bekletilir.

3 dakika % 80’lik alkolde bekletilir.

3 dakika % 70’lik alkolde bekletilir.

(Cival1 tespit varsa alkol serilerinden sonra distile su agsamasinda gegmeden 6nce 3 dakika
iyodin soliisyonunda ve ardindan 30 saniye sodyum tiyostilfat soliisyonunda beklenir. Daha

sonra distile su agamasinda gegilir.)

2 kez distile su ile ¢alkalanarak yikama yapilir.

5 dakika akarsuda yikama yapailir.

3-8 dakika Weigert hematoksilen soliisyonunda bekletilir.
5 dakika akarsuda yikanir.

Metil alkolde dip yapilir.

5 dakika akarsuda yikanir.

5 dakika distile suda yikanir.

1 dakika asit fuksin-oranj G soliisyonunda bekletilir.
4-5 defa distile su ile yikanir.

10-15 dakika fosfotungustik asit soliisyounda bekletilir.
4-5 defa distile su ile yikanir.

1 dakika anilin mavisinde bekletilir.
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4-5 defa distile su ile yikanir.

1-5 dakika %?2’lik glasiyal asetik asit karigimina batirilarak bekletilir.
Cok seri bir sekilde distile sudan gegirilir.

1-2 dakika % 96 alkol

1-2 dakika % 100 alkol

2 x 15 dakika Ksilol’de bekletilir.

Entellan ile kapatilir.

Kesitte bulunan bag doku anilin mavisi ile mavi, niikleus Weigert hematoksilen ile siyah,

sitoplazmik kisimlar asit fuksin ile pembe-kirmizi boyanir.

3.8. Crossman’s Modification of Mallory’s Triple Stain ile Fibrotik Alan

Degerlendirmesi

Fibrotik alan degerlendirilmesi i¢in 4 pm kalinliginda alinan ve Crossman’s Modification of
Mallory’s triple stain metodu ile uygun sekilde iiclii boyamasi yapilan ovaryum kesitleri
Leica DM 4000 (Germany) bilgisayar destekli goriintiileme sisteminde Leica Q Vin 3
programinda fotograflanip bilgisayar ortamina aktarildi. Crossman’s Modification of
Mallory’s triple stain ile boyanan ovaryum kesitlerinden elde edilen X40’lik biiytiltmedeki
goriintiilerde “Image J” programi ile mavi pikseller sayilarak ortalamalari alindi. Pembe
renkli pikseller dikkate alinmadi. Gruplar arasi farklilik olup olmadig1 uygun istatistiksel
metod (Kruskal Wallis /ShapiroWilk/Kolmogorow-Smirnov tesleri) ile degerlendirilerek

fibrozis alanlari belirlendi.

3.9. Follikiil Sayim icin Kullanilan Stereolojik Yontem

Primordiyal follikiillerin stereoloji sayimi i¢in fiziksel disektor yontemi uygulandi. Bunun
icin bloklardan tane olmak iizere 4 pm kalinhiginda seri kesit ¢iftleri alindi ve H&E
boyamalar1 yapilarak, Leica DM 4000 (Germany) bilgisayar destekli goriintiileme

sisteminde Leica Q Vin 3 programinda fotograflar1 ¢ekilerek bilgisayar ortamina aktarildi.
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Kesit ¢iftlerinden bir tanesi 6rnek kesit olarak kabul edilirken digeri ise gdzlem kesit olarak
sayima tabi tutuldu. Ilk sayimin ardindan yapilan ikinci sayimda, bu kez kesitlerin drnek
kesit ve gozlem kesit olarak tam tersi kabul edilerek sayim gergeklestirildi. Her bloktan 20
pm araliklarla alinan 4’er kesit “Sistematik Rastgele Ornekleme” yontemine gore secildi ve
sayim iglemi gergeklestirildi. Sayim i¢in kullanilan fiziksel disektor ¢ercevesi Altunkaynak
ve ark. (2012)’de belirlenen sekilde Microsoft Powepoint programinda olusturularak

kullanilid1 (Altunkaynak, ve digerleri, 2016).

Sekil 3.1. Follikiil sayiminda kullanilan 6rnek bir disektor (Kesikli ¢izgi sayim igin
kullanilabilecek Sayim kenari, siirekli ¢izgi sayim i¢in kullanilmayan Sayim dis1
kenari ifade eder (Altunkaynak, ve digerleri, 2016)’dan diizenlenerek alinmistir)

n

|
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n

i

: @
o :
|

1

Sekil 3.2. Ornek bir primordiyal follikiil sayim1
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Yukaridaki sekilde gosterilen primordiyal follikiillerden disektor disinda yer alan “a”

¢ 9

follikiilii ve stirekli ¢izginin oldugu yerde bulunana “g” follikiilii sayima dahil edilmezken,
disektoriin i¢ginde yer alan “c, d,e,f” ve kesikli ¢izgi lizerinde yer alan “b” follikiilii sayima

dahil edilir.

Blokta ilerlenen mesafenin hacmi Cavalieri metodu ile hesaplandi. Bunun i¢in sayimi
yapilan primordial follikiillerin yiizey alan1 “a” 6l¢iildii. Kesitte bulunan toplam primordiyal
follikiil sayis1 “P” saptandi. Bu degerler kesit kalinlig1 ile carpilarak hacim hesaplamasi

yapildi. Buna gore hacim,;

X V=t x 2P x a(follikiil)

Formiilii ile hesaplanir. Formiilde yer alan
X V:Toplam Hacim

t: kesit kalinhigi

XP : Toplam primordiyal follikiil sayisi

a(follikil): Tek bir primordiyal follikiiliin yiizey alanini ifade etmektedir.

Birim hacimde yer alan follikiil sayist ise ;
N=(ZXQ) / (h x Xa(disektor)) x V

formiilii ile hesaplanir. Bu formiilde yer alan

N : Birim hacimde bulunan follikiil sayisini

2Q  : Sayilan follikiil sayisni

h : kesit ¢iftleri arasindaki mesafeyi

Ya(disektor) : disektor olarak kullanilan ¢ergevenin yiizey alanini

V : hacmi ifade eder (Altunkaynak, ve digerleri, 2016).
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3.10. Immiinohistokimyasal Yontem

e FOXO3 immiin isaretlemesi

Immiinohistokimyasal isaretlemeler igin 4 pm kalinhigindaki ovarium dokulari polilizinli
lamlara alinarak 62°C’ deki etiivde 1 saat bekletildi. Lamlar deparafinizasyonu tamamlamak
icin 2 kez 15°ser dakika ksilende bekletildi. Bu sayede dokularin parafini tamamen
uzaklastirilmis oldu. Daha sonra 10’ar dakika sirasiyla %100, %96, %90, %80 ve %70’lik
alkol serilerinden gegirildi. Boyama islemine hazirlamak i¢in dehidrate edilen dokulari
alkolden arindirmak igin kesitler 2 kez 5’er dakika distile sudan gegirildi. Daha sonra doku
icerisinde formaldehit’in kapattig1 reseptor bolgelerinin agiga ¢ikarilmasini saglamak
amactyla, dokulara sitrat tamponu (pH 6.0) ile mikrodalga firinda retriver islemi uygulanda.

Bu islem stiresinin 7 dakikadan uzun olmamasina 6zen gosterildi.

e Sitrat tamponu hazirlanisi:

2,1 g Sitrik asit (susuz)
1 litre Distile su
2 M NAOH ile pH 6 ya ayarlanir (Suvarna, Layton, & Bancroft, 2013).

Mikrodalgadan ¢ikan sitrat tamponundaki dokular 20 dakika oda sicakliginda sogumaya
birakildi. Daha sonra dokular sitrattan arindirilmak i¢in 2 kez 5’er dakika distile sudan
gecirildi. Dokularin etrafi PAP-Pen ile ¢evrilerek nemli ortam olan immiinohistokimya

barina dizildi. Dokular 3 kez 3’er dakika PBS (Phosphate Buffer Saline) (Ph:7,4) ile yikandi.

e PBS (Phosphate Buffer Saline) (Ph:7,4) (Gomori, 1955) hazirlanist:

Soliisyon A

14.2 g Disodyum hidrojen fosfat (Na;HPOs)

1000 ml Distile su

Soliisyon B

51.6 g Sodyum dihidrojen fosfat (NaH2PO4-2H20)

1000 ml Distile su
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Method: Soliisyon A’dan 40.5 ml alinir 9.5 ml soliisyon B ile karigtirilir. pH degeri dl¢iiliir,
gerekirse 0.1 M hidroklorik asit ya da 0.1 M sodyum hidroksit ile pH degeri ayarlanir
(Suvarna ve ark., 2013) .

Dokular PBS (Phosphate Buffer Saline) (Ph:7.4) ile yikandiktan sonra, 15 dakika %3’liik

hidrojen peroksit ile etkin birakilan dokulardan endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi.

¢ %3’liikk hidrojen peroksit (H202) hazirlanisi:

45 ml metanol
45 ml PBS
10 ml %30 luk H,O;

Islem sonrasinda PBS ile camlar 3 kez 3’er dakika yikandi. Yikanan camlara 5 dakika
UltraVblock uygulanarak, 6zgiin olmayan baglanmalarin engellenmesi saglandi. Bu
islemden sonra dokular yikanmadan primer antikor asamasma gecildi. Isaretleyici olarak
kullandigimiz ajanin endojen preoksidazlara baglanmasini engellemek amaciyla yaptigimiz
bloklama agsamasinin ardindan kesitler yikanmadan, 1/100 oraninda hazirlanan FoxO3
primer antikoru (FoxO3a (Ser253) Polyclonal Antibody- Bioss-bs-3140R)’nda 4°C’ de 1
gece inkiibe edildi. Primer antikordan sonra camlar 3 kez 3’er dakika PBS ile yikandi. Daha
sonra 10 dakika antijen-primer antikor kompleksini goriiniir hale getirmek i¢in biotinli
sekonder antikor uygulanarak sekonder antikorun primer antikora baglanmasi saglandi.
Islem sonunda dokular yine 3 kez 3’er dakika PBS ile yikandi. Sonra 10 dakika biyotin ile
yiiksek oranda baglanma 06zelliginde olan streptavidin uygulandi. Streptavidin biyotine
baglanma agisindan yiiksek bir afiniteye sahiptir, fakat benzer amagla kullanilan avidin
molekiiline gore kullanimi daha avantajhidir. Ciinkii streptavidin endojen biyotin
molekiillerine baglanma afinitesi ¢ok diisiiktiir ve bu sayede endojen biyotin kaynakli arka
plan boyanmasi Onlenmis olur. Streptavidin uygulanmasi1 reaksiyonun sensitivitesini
(hassasligini) arttirmasi agisindan 6nemlidir. Islem sonunda dokular 3 kez 3’er dakika PBS

ile yikandu.

Son olarak dokulara diaminobenzedin (DAB) substrati iceren DAB kromojeni damlatilarak

gbzle goriilebilir immiin tepkimenin ortaya ¢ikmasi saglandi.
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e Diaminobenzedin (DAB) substrati soliisyonunun hazirlanis1 (Suvarna, Layton, &
Bancroft, 2013)

22 mg Diaminobenzidin (DAB)
50 ml Tris tamponu (stok)
0.2 ml %30’luk Hidrojen peroksid

Deneyde bu islemi DAB Substrate System (Thermo Scientific) ile gercletirildi. Buna gore
1-2 damla (40-100 ul) DAB kromojen soliisyonu 1 ml DAB substrati ile karistirilir. Bu
islemin siiresi dokularin bu kromojenle tepkime verme zamani 6n deneyle mikroskopta
kontrol edilerek yapildi. Reaksiyonun 1siga duyarli olmasi nedeniyle dokular DAB

sOliisyonu soliisyonla belirlenen siirede karanlikta inkiibe edildi.

2 kez 5’er dakika distile su ile yikanan dokularda zemin boyasi olarak Mayer’s
Hematoksilen’i kullanildi. Hematoksilen boyamasinin ardindan preparatlar distile su ile
tekrar yikandi. DAB ile boyanan lamlar azalan alkol serilerinden gegirildi. Sonrasinda 20

dakika ksilende bekletilen lamlara entallan damlatilip lamel ile kapatildi.

e Mayer’s hematoksilen hazirlanisi

1 g Hematoksilen

1000 ml Distile su

50 g Potasyum ya da amonyum alum

0.2 g Sodyum iyodat

1 g Sitrik asit

50 g Kloral hidrat (Triklor asetaldehit hidrat) SLR ya da
30 g Kloral hidrat AR

Hematoksilen, potasyum alum ve sodyum iodat distile suda ¢oziiliir karistirilarak ve
isitilarak. Bu igslem 1s1 kullanmaksizin ¢6zeltinin oda sicakliginda karistiricida karistirilarak

bir gece bekletilmesi ile de gergeklestirilebilir. Kloral hidrat ve sitrik asit eklenir. Karigim



37

bu halde 5 dakika karistirilir ve siiziiliir. Boyamiz kullanima hazirdir (Suvarna, Layton, &

Bancroft, 2013).

Kesitler Leica DM 4000 (Germany) bilgisayar destekli goriintiilleme sisteminde, Leica Q Vin
3 programinda fotograflar1 ¢ekilerek degerlendirdi. Degerlendirmeler sonunda

immiinohistokimyasal tutulum yogunluklari incelenerek istatistiksel verileri olusturuldu.

3.11. istatistiksel Yontem

Stirekli degiskenlerin normal dagilima uygunlugu grafiksel olarak ve Shapiro-Wilk testi ile
incelendi. Degiskenleri tanimlamak i¢in ortalama =+ standart sapma; ortanca (¢eyreklikler
arasi geniglik) ve minimum-maksimum degerleri kullanildi. Parametrik test varsayimlarini
saglayan degiskenleri karsilastirmak i¢in ise Student’s t testi, gruplari karsilastirmak icin ise
tek yonlii varyans analizi (ANOVA) uygulandi. Anova sonucunda fark bulundugunda farkin
kaynagt Bonferroni post-hoc testi ile aragtirildi. Carpik verileri (nonparametrik)
karsilastirmak i¢in Kruskal-Wallis nonparametrik varyans analizi kullanildi. Fark
bulundugunda farkli grubu belirleyebilmek icin Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney testi
ile post-hoc ikili karsilastirilmalar1 yapildi. Istatistiksel analiz ve hesaplamalar IBM SPSS
Statistics 21 (IBM Corp, NA, USA) ve MS-Excel 2013 ile yapildi. Istatistiksel kararlarda
p<0.05 anlaml1 farkliligin gostergesi olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hematoksilen-Eozin Boyamasi1 Histomorfoloji Bulgular:

Kontrol grubunda primordiyal, unilaminar ve multilaminar primer follikiiller, sekonder

follikiiller ve tersiyer follikiiller normal histolojik karakterde gozlendi. (Resim 4.1.,4.5.)

Resim 4.1. Kontrol grubunda normal histolojik karakterde primordiyal follikiiller (yesil
oklar) (H&E)

Resim 4.2. Kontrol grubunda normal histolojik goriinimde unilaminar pirmer follikiiller
(mavi oklar) (H&E)
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Resim 4.3. Kontrol grubunda teka-follikiil kompleksi (yesil ok), zona pellusida (kirmizi ok),
pimer oosit (O), graniiloza hiicreleri (*) ile normal histolojik yap1 sergileyen
multilaminar primer follikiil ( } ), (H&E)

sergileyen teka ve sekonder follikiil yapist ( } ) (H&E)
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Resim 4.5. Kontrol grubunda tiim yapisal elemanlari ile normal histolojik yapida tersiyer
follikiil (H&E)

Susam Yag1 grubunda gelisen tiim follikiiller yai follikiiler her asama kontrol grubu ile 6zdes
olarak normal histolojik karakterdeydi (Resim 4.6.-4.10.)

Resim 4.6. Susam yag1 grubunda saghkh h1st01031k goriinim sergileyen primordiyal
follikiiller (yesil oklar) (H&E)
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Resim 4.7. Susam yag1 grubunda ormal histolojik yapida unilaminar pirmer follikiil (mavi
ok) (H&E)

Resim 4.8. Susam yag1 grubunda tiim yapisal elemanlar1 ile normal histolojik karakterde
multilaminar primer follikiil ( } ) (H&E)
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Resim 4.10. Susam yag1 grubunda teka katmanlar1 ve ve tiim yapisal elemanlar ile saglikl
bir graff follikiili ( } ) (H&E)

Diisiik doz grubunda ise primordial follikiiller ve unilaminar primer follikiiller normal

histolojik karakterde gozlenirken (Res: 4.11., 4.12.) bir kisim multilaminar primer
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follikiillerde zona pellusidanin gelismedigi belirlendi (Res: 4.13.), antral follikiillerin

cogunda az sayida piknotik ¢ekirdekli follikiil hiicrelerinin varlig1 saptandi (Res: 4.14.)

(H&E)

AL PR LY
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Resim 4.12.Diisiik doz grubunda unilaminar primer follikiil; graniiloza hiicrelerinde
sitoplazmik vakuoller,oosit-kumulus disintegrasyonu (H&E)
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Resim 4.13.Diisiik doz grubunda heniiz zona pellusida gelisimini tamamlamamisg
multilaminar primer follikiil ( { ) (H&E)

——

Resim 4.14. Diisiik doz grubunda antral follikiil; z sayida piknotik cekirdekli graniiloza
hiicreleri (mavi oklar), diizenli teka-follikiil bileskesi (yesil ok), vakuollii
goriiniim sergileyen primer oosit (O)(H&E)

Yiiksek doz grubunda primordiyal follikiillerin histolojik olarak normal yapida

gozlenmesine ragmen (Res 4.15), unilaminar primer follikiillerde follikiil hiicrelerinin
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organizasyonunda disintegrasyon (Res 4.16.), c¢ogu atreziye gider gorlinlimdeki
multilaminar primer follikiillerde teka-follikiil hiicre katmanlar1 bileskesinde dejeneratif
acilmalarla gozlendi (Res: 4.17.). Ayrica antral follikiillerin bir grubunda diisiik doz grubuna
gore daha ¢ok sayida piknotik c¢ekirdekli follikiil hiicresi gdzlenirken bu grup follikiillerde
teka-follikiil bileskesinde diizensizlikler izlendi (Res 4.18.) Yiiksek doz grubunda graff
follikiillerinin bir grubunda antrumun eritrositlerle dolu oldugu, kiimeler halinde piknotik
cekirdeli graniiloza hiicrelerinin varligi, teka katmanlar1 arasinda disintegrasyon oldugu ve

teka-follikiil hiicre katmanlari arasinda organizasyon bozuklugu dikkati ¢ekti. (Res: 4.19)

Resim 4.15.Yiiksek doz grubunda sitoplazmik dejenerasyon gosteren primordiyal follikiil
(sar1 ok) ve erken atreziye giden follikiil (yesil ok) (H&E)
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Resim 4.16. Yiiksek doz grubunda disintegre follikiil hiicrelerine sahip unilaminar primer
follikiil (sar1 ok) (H&E)

Resim 4.17.Y{iksek doz grubunda teka-follikiil baglantisinda dejeneratif agilmalarla atreziye
giden multilaminar primer follikiil ( } ),(H&E)
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Resim 4.18. Yiiksek doz grubunda ¢ok sayida piknotik c¢ekirdekli follikiil hiicresi igeren
antral follikiil ve teka-follikiil bileskesinde diizensizlik (H&E)

100 pm

—_—

Resim 4.19. Yiiksek doz grubunda eritrositlerle dolu graff follikiili antrumu (*), teka
tabakalar1 arasinda disintegrasyon ve teka-follikiil bileskesinde diizensizlik
mavi oklar), kiimeler halinde ¢ok sayida piknotik ¢ekirdeli graniiloza hiicresi

) (H&E)
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4.2. Follikiil Sayim Sonugclan ve Istatistiksel Degerlendirmesi

Primordial follikiil sayis1 ortalamalari kontrol grubunda 289,62+75,12; susam yag1 grubunda
138,20436,94; diisiik doz grubunda 121,56+53,36 ve yiiksek doz grubunda 50,41+39,94
olarak saptand1 (Cizelge 4.1, Sekil 4.1). ANOVA testi sonucu gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik vardi (p=0,004). Farkli gruplar1 belirleyebilmek i¢in post-hoc testi
ile gruplar ikili karsilagtirildi. Kontrol grubu ile susam yagi grubu kiyaslandiginda
aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamsizdi (p=0,051). Kontrol grubu, diisiik doz ve
yiiksek doz gruplariyla kiyaslandiginda ise aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamliydi
(sirastyla, p=0,029; 0,004). Diisiik doz ve yiiksek doz gruplarindaki primordiyal follikiil
sayis1 kontrol grubuna gore anlamli derecede azalma gosterdi. Diisiik doz ile yiliksek doz
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi (p=0,852); ancak
yiiksek doz grubundaki primordial follikiil sayis1 daha azdi. Susam yag:1 grubu, diisiik ve
yiiksek doz gruplariyla kiyaslandiginda da aralarinda istatistiksel acidan fark gozlenmedi

(strastyla, p p=1,000; 0,476).

Unilaminar primer follikiil sayist ortalamalar1 kontrol grubunda 132,89+16,85; susam yag1
grubunda 47,83+£20,67; disiik doz grubunda 28,05+20,40 ve yiiksek doz grubunda
14,58+13,18 olarak saptandi (Cizelge 4.1, Sekil 4.2). Kruskal-Wallis testi sonucu gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik vardi (p=0,033). Farkli gruplar belirleyebilmek
icin Bonferroni diizeltmeli Mann — Whitney post-hoc testi ile gruplar ikili karsilastirildi.
Kontrol grubu ile susam yag1 grubu kiyaslandiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak
anlamsizdi (p=1,000). Kontrol grubu, diisiik doz ve yiiksek doz gruplariyla kiyaslandiginda
(swrastyla, p=0,246; 0,028) sadece yiiksek doz grubu ile aralarindaki fark istatistiksel olarak
anlamliydi. Diistik doz ve yiiksek doz gruplarindaki unilaminar primer follikiil sayis1 kontrol
grubuna gore azalma gosterdi. Diisiik doz ile yliksek doz gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik gézlenmedi (p=1,000); ancak yiiksek doz grubundaki unilaminar primer
follikiil sayis1 daha azdi. Susam yag1 grubu, diisiik ve yliksek doz gruplariyla kiyaslandiginda
da aralarinda istatistiksel agidan fark gozlenmedi (sirasiyla, p p=1,000; 0,678).

Multilaminar primer follikiil sayis1 ortalamalar1 kontrol grubunda 54,34+18,62; susam yag1
grubunda 25,94+3,83; diisiik doz grubunda 12,85+1,69 ve yiiksek doz grubunda 12,79+7,26
olarak saptandi (Cizelge 4.1, Sekil 4.3). Kruskal-Wallis testi sonucu gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik vardi (p=0,024). Farkli gruplar belirleyebilmek icin

Bonferroni diizeltmeli Mann — Whitney post-hoc testi ile gruplar ikili karsilastirildi. Kontrol
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grubu ile susam yag1 grubu kiyaslandiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamsizdi
(p=1,000). Kontrol grubu, diisiik doz ve yiiksek doz gruplariyla kiyaslandiginda (sirasiyla,
p=0,105; 0,039) sadece yliksek doz grubu ile aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamliydi.
Diisiik doz ve yiiksek doz gruplarindaki multilaminar primer follikiil sayis1 kontrol grubuna
gore azalma gosterdi. Diislik doz ile yiiksek doz gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik gézlenmedi (p=1,000); ancak yliksek doz grubundaki multilaminar primer
follikiil sayis1 daha azdi. Susam yagi grubunda, diisiik ve yiiksek doz gruplar
kiyaslandiginda da aralarinda istatistiksel agidan fark gozlenmedi (sirasiyla, p p=1,000;
0,537).

Sekonder follikiil sayis1 ortalamalar1 kontrol grubunda 42,03+31,99; susam yag1 grubunda
27,9844,37; diisiik doz grubunda 21,6149,30 ve yiiksek doz grubunda 7,86+9,53 olarak
saptandi (Cizelge 4.1, Sekil 4.4). ANOVA testi sonucu gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 farklilik gézlenmedi (p=0,196).

Graaf follikiilii sayist ortalamalar1 kontrol grubunda 21,57+22,15; susam yagi grubunda
4,90+5,62; diisiik doz grubunda 11,02+6,58 ve yiiksek doz grubunda 3,0442,73 olarak
saptandi (Cizelge 4.1,Sekil 4.5). Kruskal-Wallis testi sonucu gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik gbzlenmedi (p=0,114).

Primordiyal follikiil, sayimlarinda kontrol grubu ve ¢odziicii grubu arasinda istatistiksel
olarak anlaml farklilik gézlenmezken, diisiik doz ve yiiksek doz gruplarindaki primordiyal
follikiil sayis1 kontrol grubu ve ¢oziicii grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli fark belirlendi. Primordial follikiil sayilarinin azaldigi saptandi. Diisiik doz ile
yiiksek doz gruplar karsilastirildiginda ise aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmamakla birlikte yiiksek doz grubundaki primordiyal follikiil sayis1 daha azdi.
Unilaminar ve multilaminar primer follikiiller degerlendirildiginde ise istatistiksel olarak
analamli farklilik sadece kontrol grubu ile yiiksek doz grubu arasindaki ikili karsilagtirmada
belirlendi. Yiksek doz grubunda bu follikiil sayilarinin azaldigi saptandi.  Sekonder
follikiillerin ve tersiyer follikiillerin sayis1 tiim gruplar arasinda ve gruplar arasinda yapilan

ikili karsilagtirmalarda istatistiksel olarak anlamli farklilik géstermemekteydi.
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Follikiil Tipleri
Primordiyal Unilaminer Multilaminer | Sekonder Graaf
Primer Primer
Kontrol Ortalama 289,62 132,88 54,33 42,03 21,57
Standart sapma 75,12 16,85 18,62 31,99 22,15
Medyan 2774 132,53 49,31 40,06 12,32
Minimum 221,36 116,21 38,74 11,07 5,53
Maksimum 370,11 149,92 74,96 74,96 46,85
Susam yagr Ortalama 138,20 47,82 25,93 27,97 4,90
Standart sapma 36,94 20,67 3,83 4,36 5,62
Medyan 149,04 41,40 28,80 27,60 3,66
Minimum 97,06 31,13 23,62 23,81 0
Maksimum 168,51 70,95 30,36 32,52 11,04
Diisiik doz Ortalama 121,56 28,04 12,84 21,60 11,02
izotretinoin  Standart sapma 53,36 20,40 1,69 9,30 6,57
Medyan 122,43 17,74 12,88 17,74 8,06
Minimum 67,77 14,85 11,14 14,85 6,44
Maksimum 174,48 51,55 14,52 32,22 18,56
Yiiksek Ortalama 50,41 14,58 12,79 7,86 3,03
inZ o Standart sapma 39,93 13,17 7,25 953 2,72
1ZOtretinoin  \fedyan 46,11 11,52 9,59 5,12 3,84
Minimum 12,79 3,20 7,69 0 0
Maksimum 92,32 29,01 21,10 18,46 5,28
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Sekil 4.1. Tiim gruplara ait primodial follikiil sayis1 ortalamalart *p<0,005
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Sekil 4.2. Tiim gruplara ait unilaminar primer follikiil sayis1 ortalamalar1 *p<0,005
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Sekil 4.3. Tiim gruplara ait multilaminar primer follikiil sayis1 ortalamalar1 *p<0,005
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Sekil 4.4. Tiim gruplara ait sekonder follikiil sayis1 ortalamalar1
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Sekil 4.5. :Tiim gruplara ait Graaf follikiilii sayis1 ortalamalari
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4.3. Fibrotik Alan Degerlendirmesi

Calismamizda fibrozis degerlendirmesi i¢in ovaryum dokular1 korteks ve medulla olarak

tiimiiyle degerlendirilmistir.

: : )
Resim 4.20. Kontrol grubu. Crossman’s Modification of Mallory’s triple stain, (x40
objektifinde)
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\

Resim 4.21.
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Resim 4.23. Yiiksek doz izotretinoin grubu. Crossman’s Modification of Mallory’s triple
stain

Fibrotik alan degerlendirmesi i¢in dl¢limler Adobe Photoshop CS4 programi kullanilarak
yapildi. 40lik biiylitmedeki tiim fotograflar tercih edildi. Sayim yapilirken her bir fotograf
icin rastgele 10 alandan mavi pikseller se¢ildi ve tiim resimdeki segilmis olan pixellerin
miktart program tarafindan hesaplandi ve aritmetik ortalamasi alindi. Elde edilen tiim
verilerin aritmetik ortalamasi alinarak herbir grup icin tek bir degere ulasildi (Tan, Pan, &

Li, 2011)’e gore yapilmustir.).

Mavi piksel 6l¢limiine dayali deger ortalamalar1 kontrol grubunda 158,31+12,33; susam yagi
grubunda 156,27+20,73; diisiikk doz grubunda 174,36+£22,96 ve yiiksek doz grubunda
181,76+24,37 olarak saptandi (Grafik 1, Tablo 1).

Kruskal Wallis testine gore gruplar arasinda fark istatistiksel olarak anlamsiz bulundu

(p<0,036).
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Cizelge 4.2. Tiim gruplarin fibrozis yogunluklarina ait tanimlayici deegerleri (SD: Standart
sapma, IQR: Ceyrekler arasi geniglik)

Ortalama+SD | Medyan (IQR) | Minumum Maksimum
Kontrol 158,31+12,33 161,71 (21,02) 137,75 172,94
Susam yagi 156,27+20,73 165,99 (38,51) 128,93 182,44
Diisiik doz 174,36+22,96 173,21 (32,01) 140,26 214,96
Yiiksek doz 181,76+24,37 173,05 (37,70) 155,53 223,68
225,00 N
S 200,00
o
=
c
S
>
o
-
0 175,00
S
=
L=
150,00
125,00

I
kontrol

I
susam yadl digik doz

grup

I
yiksek doz

Sekil 4. 6. Tiim gruplara ait mavi piksel sayimina dayali fibrotik alan degerleri
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4.4. FOXO03 Immiin Isaretlemesi Bulgular

Kontrol grubundaki ve ¢oziicii (susam yagi) grubundaki FOXO 3 ifadelenmesi inaktif
primordiyal follikiillerde yer alan oositlerin ¢ogunda ¢ekirdekte gbzlenirken, az sayidaki
primordiyal follikiil oositlerinde ve multilaminar primer follikiillerdeki oositlerde kuvvetli
sitoplazmik tutulum gostermekteydi (Resim 4.24-4.27). Cekirdeklerinde FOXO3
ifadelenmesinin belirlendigi oositlerin inaktif hiicreler oldugu ve follikiil havuzundaki
rezervin korunan hiicreleri oldugu seklinde yorumlandi. Sitoplazmik immiintutulum
gosteren az sayidaki oositlerin ise aktive forma gecen hiicreler olarak ovulasyon fazina

girmis oogenez asamasinda hiicreler oldugu diistlintildii.

Kontrol grubu ve ¢6ziicli grubuna gore diisiik doz izotretinoin uygulanan grupta FOXO3
immintutulumlart zayif olarak hem primordiyal hem de multilaminar primer follikiillerde
yer alan oositlerde ¢ekirdeklerde ve sitoplazmik olarak ifadelenmisti. (Resim 4.28. ve 4.29).
Yiiksek doz izotretinoin grubunda ise hem primordiyal hem de multilaminar primer
follikiillerde yer alan oositlerde c¢ekirdek ve sitoplazmik FOXO3 immiin tutulumu
gozlenmedi. Bu durum follikiil aktivasyonunun 6nemli diizenleyicilerinden olan FOXO3 iin
ekspersyonunun bu tip hiicrelerde gerceklesmedigi ve bu gibi hiicrelerin aktivasyon ve
maturasyon sinyallerine yanit vermede yetersiz kalacagi seklinde yorumlandi. (Resim

4.30.).

Resim 4.24. Kontrol gurubunda FOXO3 kuvvetli sitoplazmik tutulumu goésteren primordiyal
follikiilde yer alan aktive oosit (kirmizi ok)
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Resim 4.25. Kontrol grubunda FOXO3 kuvvetli sitoplazmik tutulumu gésteren multilaminar
primer follikiilde yer alan oosit (kirmizi ok)

.

.
]

Resim 4.26. Susam yag1 (¢oziicli) gurubunda FOXO3 sitoplazmik tutulumu gosteren
primordiyal follikiilde yer alan aktive oosit (kirmizi ok)
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Resim 4.27. Susam yag1 (¢Oziicii) grubunda FOXO3 kuvvetli sitoplazmik tutulum gosteren
multilaminar primer follikiildeki oosit (kirmiz1 ok)

Resim 4.28. Diisiik doz izotretinoin grubunda zayif sitoplazmik FOXO3 immiintutulumu
gosteren primordiyal follikiillerdeki oositler (kirmizi oklar)
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Resim 4.29. Diisiik doz izotretinoin grubunda gelisen unilaminar primer follikiiliin oosit
sitoplazmasinda zay1f FOXO3 ifadelenmesi

50 ym
- R oL

Resim 4.30. Yiiksek doz izotretinoin grubunda inaktif primordiyal follikiildeki oosit
cekirdeginde FOXO3 ifadelenmesi (kirmizi ok)

'
- i
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5. TARTISMA

Akne vulgaris genellikle adolesan bireylerde ve geng yetiskinlerde pilosebasdéz bezlerin
yaygin bir inflamatuar1 seklinde seyreden papiil, piistiil, nodiil, kist ve yaralar1 iceren
hastaliktir. Akne terimi ilk kez Yunanl filozof Celsus tarafindan 2. Yiizyilda derideki
sivilceler ve kabarikliklar: tanimlamak i¢in kullanilmistir (Al-Hammadi, ve digerleri, 2016).
Kisinin yasam kalitesini biiyiik oranda etkilemektedir. Seb6z bezlerin asir1 aktivasyonu bu
bezlerin kanallarinin tikanmasina ve inflamatuar tablonun olugsmasina neden olmaktadir (Al-
Talib, Al-khateeb, Hameed, & Murugaiah, 2017). Etiyolojisi tam olarak bilinmemekle
birlikte asir1 sebum {iretimi, deride asir1 keratinizasyon ve Propionibacterium acnes tiri
gram pozitif bakteri ile kil follikiilleri ve pilosebaséz yag bezlerinin enfeksiyonu gibi
nedenlerle olugsmaktadir (Al-Hammadi, ve digerleri, 2016) Amerika birlesik devletlerinde
her yil %80’inini adolesan bireylerin olusturdugu 40-50 milyon insan akne nedeniyle

dermatoloji klinigine bagvurmaktadir (Bhate & Williams, 2014).

Akne ¢oklu etkiye sahip bir hastaliktir. Anormal follikiiler epitel ve yiizeyde deskumasyon
nedeniyle sebasoz follikiillerin tikanmasi ve hiperkeratinizasyonu s6z konusudur. Campbell
ve Strassmann, 11-18 yag arasi adolesan bireyleri iceren 1182 kisilik kohort ¢aligmasinda,
gruplardaki akne prevelansinin %28 oraninda oldugunu ve bu orana dahil olan bireylerin
%90’ 1n1n hafif ve orta derecede seyirli oldugunu bildirmektedir. Arastirmaya gore toplumun
yiiksek gelir dagilimina sahip kesiminde daha alt gelir diizeyine sahip kirsal kesimdeki
bireylere gore prevelansinin daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Bu durumun modern
sehir yasamin getirdigi sagliksiz beslenme kiiltiirii ve sagliksiz ¢evre sartlarinin nedeniyle

olusabilecegini belirtilmistir (Campbell & Strassmann, 2016).

Canavan ve ark. kronik inflamatuar bir hastalik olan aknenin sagaltiminda uzun donem etkili
olacak bir yOnteminin se¢ilmesi gerektigini Onermislerdir. Hastaligin tedavisinde
dermatologlar hastaya tetrasiklinler, makrolidler ve siilfanomidler gibi sistemik
antibiyotikler ve klindomisin ve eritromisin gibi topikal antibiyotikleri recete etmektedir.
Ancak hastaliga neden olan Propionibacterium acnes tiirli bakterinin antibiyotik direncliligi
gelistirmesi antibiyotik olmayan tedavileri zorunlu kilmistir. Antibiyotik olmayan tedaviyi
saglayan ve yaygin olarak kullanilan maddeler azelaik asit, retinoid tiirevleri (en yaygin
olarak da izotretinoin)dir. Caligmada hastaligin yonetiminde antibiyotik olmayan tedavinin
antibiyotik tedavisine kiyasla daha etkili oldugu bildirilmistir (Canavan, Chen, & Elewski,
2016)
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Izotretinoin, molekiiler agirhg 300,442 g/mol, CaoH2s0> molekiiliidiir (U.S. National
Library of Medicine). izotretinoin retinoik asit tiirevi olan ve akne iizerinde en etkili tedaviyi
sunan ilactir. Ik kez 1982 yilinda orta ve siddetli seyreden aknenin tedavisinde kullanilmaya
baslanmistir (Alhusayen, ve digerleri, 2013). Izotretinoin piyasada yaygin adi
Accutane®/Roaccutane® olan ilagtir (Lagan, Dolk, White, Uges, & Sinclair, 2014)
[zotretinoin igin Onerilen kullanim dozunun 0,5-1,0 mg/kg/ giin olarak 6 ay boyunca
kullanilmas1 6nerilerek dermatologlar tarafindan genellikle recete edildigini bildirmistir

(Rao, ve digerleri, 2014).

Melnik yaymladigi derleme calismasinda, topikal retinoidlerin prototipi olan All-trans
retinoik asit (ATRA) ilaglarinin komedonlar1 pargalayict ve antiinflamatuar etkiye sahip
oldugunu ve p53 geninin upregiile olmasina da neden oldugunu bildirmistir. p53 geninin
retinoik asit araciligiyla upregiilasyonunun akut miyeloblastik ldsemi hiicreleri, servikal
karsinoma hiicreleri, glioma hiicreleri ve insan embriyo karsinom hiicreleri gibi hiicrelerde
upregiilasyona neden oldugunu ve benzer sekilde keratinositlere de etki ederek pro-apoptotik
kaspazlarin ekspresyonunu arttirip onlar1 apoptoza duyarli hale getirdigini bildirmistir. Bu
nedenle izotretinoinin sebum baskilayici etki gostererek sebosit apoptozunu sagladigini
belirtilmistir. Ayrica IGF-1 reseptorii ve androjen reseptoriiniin ekspresyonunu inhibe eden
p53 geni, IGF baglayici protein 3'iin ekspresyonunu baglattir. Bu aktivasyon sebositlerin
sitoplazmasindaki Akt geninin downregiile olmasina neden olur. Bu durumda da FoxO3
proteininin fosforile olmasi engellenir. FoxO3 proteininin fosforile olamamasi ve p53
geninin upregiile olmas1 Tiimour Nekroz Factorii iiliskili apoptozu uyaran ligand (TRAIL)
gibi apoptozu destekleyen proteinleri aktiflestirerek sebositlerin apoptozunu hizlandirildigi

kaydedilmistir. (Melnik B. C., 2017).

Bu ¢aligmada diisiik dozda izotretinoin uygulamasinin primordiyal ve primer follikiillerde
yer alan oositlerde FoxO3 ifadelenmesini zayiflattig1 ancak ozellikle yiiksek doz uygulanan

grupta FoxO3 genlerinin ekspresyonunun inhibe edildigi diisiiniilmektedir.

Wang ve ark., retinoidlerin deride bulunan epitel hiicrelerinin ¢esitli hiicresel islemlerle
keratinositlere ve sebositlere farklanmasi iizerinde etkili oldugunu, epitel hiicrelerinde
tiretilen CYP26 (retinoik asit 4-hidroksilaz) enziminin retinoik asit tiirevlerinin
katabolizmasini baslatip etkisini smirlandiran bir enzim oldugunu bildirmistir. Retinoik

asitlerin hiicre yiizeyinde bulunan RARs (retinoik asit reseptorleri) ve RXRs (reinoik asit X
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reseptorleri) nin ligandi1 oldugunu, retinoik asitin bu reseptorlere baglanarak gen ifadesini

diizenledigini belirtmislerdir (Wang, ve digerleri, 2009).

Akne hastasinda P. acnes bakterisi nedeniyle periferik kan monositlerinden Toll like
Receptor-2 (TLR-2) asir1 derecede eksprese edilir. Salinan asir1 TLR-2 immiin cevabin
olmas1 gerekenden daha fazla bir siddette gelismesine neden olmaktadir. Dispenza ve ark.
sistemik retinoik asit tiirevlerinin P. acnes bakterisine kars1 immiin cevabin diizenlenmesini

saglayarak inflamasyonu inhibe ettigini 6nermistir (Dispenza, ve digerleri, 2012) .

[zotretinoin, akne tedavisinde sebum iiretimini baskilayarak aktivite gdsteren en etkili ilagtir.
Sebositlerin apoptozu, apoptotik bir protein olan TNF iliskili apoptotik ligand, insiilin
benzeri biliylime faktorii baglayici protein-3 ve notrofil jelatinaz iliskili lipocalin proteinlerin
izotretinoin ile uyarilmasi sonucu olur. Ayni apoptoz mekanizmasindan akut miyeloblastik
16semi ve noroblastoma tedavisinde de faydalanmilmaktadir. Izotretinoin néral krest
hiicrelerinde apoptozu uyarmasi ile teratojenik etki gostermektedir. Apoptozun hippokampal
noronlarda goriilmesi depresif etkiyi, epidermal keratinositlerde ve miik6z membranlarda
goriilmesi miikkdz membranlarla iliskili yan etkiyi, sa¢ follikiilii hiicreleri {lizerinde etkili
olursa Telogen effluvium, intestinal epitel hiicreleri iizerinde etkili olursa inflamatuar
bagirsak hastaligi, kas ve iskelet sistemi hiicreleri tizerinde etkili olursa miyalji ve karaciger
hiicreleri iizerinde etkili olursa kreatin kinaz salinimi, transaminazlarin salinimi ve diistik
yogunluklu lipoproteinlerin salinimma neden olmaktadir. RARA polimorfizmi gibi
apoptotik sinyalizasyon kaskadmin genetik cesitliligi, izotretinoinin apoptotik etkisinin
biiylikliigiiniin ¢esitliligini aciklar. Ayn1 zamanda ilaca karst direnclilik olusan ve asiri
duyarl bireylerin olusturdugu alt gruplar olusmast durumunu da agiklamaktadir (Melnik B.
C., 2017). Noroblastoma tizerinde antitiimorojenik etkiye sahip oldugu ve bu nedenle de
timor gelisimini engellemek amaciyla kullanildig: bildirilmektedir (Sonawane, ve digerleri,

2014)

Izotretinoin sinir sistemi, kas ve iskelet sistemi, okiiler alan, gastrointestinal sistemi, kan
dokusu, kardiak sistem iizerinde ¢esitli yan etkilere sahiptir. Viicutta kelitis (dudaklarin asir1
kurulugu nedeniyle inflamasyonu), kserosis (cilt kurulugu), ocular sicca (konjanktive ve
korneanin kronik sekilde kurumasi), artralji (eklem agris1), miyalji (kas agris1) ve
hiperlipidemi gibi yan etkilere neden olan ilacin kullanimi siiresince bireyin kan degerleri
ve klinik ¢iktilarinin doktor tarafindan takip edilmesi gerektigi belirtilmistir (Ornelas, ve

digerleri, 2016) (Alan, Unal, & Yildirim, 2016).



66

[lacin yan etkilerinin doza bagiml olarak ortaya ¢iktig1 belirtilmistir. Sistemik izotretinoin
tedavisinin kardiak sistem {izerinde yan etkileri tasikardsi, siniis tasikardisi ve konjenital kalp
hastaligidir. Literatiirde prematiir ventrikiiler kontraksiyona da neden oldugu bildirilmistir

(Alan, Unal, & Yildirim, 2016).

Akne tedavisi nedeniyle izotretinoin kullanan 60 hastalik 6rneklemi ele alan bir durum
kontrol ¢caligmasinda inflamatuar bagirsak hastaliklari ile isotretinoin arasinda iliski oldugu
bildirilmistir. Calisma verilerine gore izotretinoinin iilseratif kolit gelisimi ile iligkili oldugu
ve izotretinoin kullanan hastalarda bu riskin artis gosterdigi saptanmistir (Crockett, Porter,

Martin, Sandler, & Kappelman, 2010).

[zotretinon tedavisinin hastalarda depresyon, duygu durum bozuklugu ve intihara meyillilik
gibi psikiatrik sorunlarin ortaya c¢ikmasina neden olabilecegi ve ilacin kullaniminin
durdurulmasi ile bu sorunlarin ortadan kaldirilabildigi bildirilmistir (Bremner, Shearer, &

McCaffery, 2012).

Hematoksilen-Eozin morfoloji bulgular ile ilgili literatiir ve tartisma

Tadini ve ark. tiiysiiz farelere dorsal alanda, % 0,05 oraninda izotretinoin ve tirotinoin igeren
kremleri 7 giin boyunca topikal olarak uygulamistir. Islem sonrasinda denekler sakrefiye
edilerek sirt kismindaki derilerden doku Ornekleri alinmistir. Almnan doku 6rnekleri
hematoksilen —eozin boyamasi yapilarak kiyaslandiginda tedavi almayan kontrol grubunda
epidermis bazal tabakasi, bazal membran {lizerinde rahat¢a goriilebildigi, yiizeysel
tabakalarin hiicrelerindeki cekirdekten daha hafif boyanmis, iyi organize olmus, sirl
sitoplazmal1 diisiik hiicrelerden ve oval c¢ekirdekten olustugu belirtilmistir. Tretinoin ile
tedavi edilen alanda ise epitel kalinlig1 artmis ve bazal tabaka, spindz ve graniiler
tabakalardaki hiicrelerin kontrol grubuna goére daha hacimli oldugu, dermisin kontrol
grubuna benzer bir yapr sergiledigi bildirilmisti. Izotretinoin igeren formiilasyonlar ise tam
tersine, hem epidermisin hem de dermisin kalinligini arttirmistir. Sonug olarak treonin igeren
kremin topikal olarak uygulandig1 grupta yan etkilerin daha az goriildiigii ancak kaba deri
kalinliklarin1 gidermede izotretinoinin daha etkili oldugu belirtilmistir (Tadini, Gaspar, &

MaiaCampos, 2006).
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Bravo ve ark., henliz menepoza girmemis 45-50 yas araligindaki 20 bayan hastada,
fotoyaslanma (Solar elastozis) nedeniyle 12 hafta boyunca haftada 3 kez giinliik 20 mg oral
izotretinoin uygulamustir. Klinik degerlendirme ve preaurikuler bolgeden alinan deri
biyopsileri morfolojik olarak Hematoksilen-Eozin-orcein, Picro-Sirius, Resorcin-Fuchsin
boyamasi ile degerlendrilimistir. Aragtirmacilar bag dokusunun kollajen ve elastik liflerinin
izotretinoin uygulanan grupta daha iyi korundugunu bildirmislerdir (Bravo, ve digerleri,

2015).

Arastirmacilar yaptiklar1 bu ¢alismada dijital goriintiileri, LC Evolution kamera ve bir
Olympus BX51 mikroskop ile iki rastgele kesit noktasindan (JPEG formati, 36 bit renk, 1280
X1024 piksel) elde etmisleredir. Goriintiilerin Image Pro Plus yazilimi, 5.0 versiyonu (Media
Cyrnetics, Silver Spring, ABD) araciligiyla analiz edildigi ve daha sonra ayni renk ve
yogunluk diizeyini elde etmek icin ayn1 seviyede yar1 tonlar kullanilarak boliimlere ayrildig:
bildirilmistir. Calismada izotretinoin uygulamasindan onceki ve uygulamadan sonraki
kollajen ve elastik liflerin miktarini1 6l¢mek i¢in piksel bazinda inceleme gergeklestirilmistir.
Kollajen liflerine (pikro-sirius kirmizisi ile boyanmis kesitler) ve elastik liflere
(hematoksilen-eozin ve orcein ile boyanan kesitlere) karsilik gelen pikseller se¢ilmistir.
Gorlntiilerde segilen piksellerin sonuglart tam goriintii alaninin bir yiizdesi olarak
gosterilmistir. Her bir kesitten iki rastgele nokta fotograflanmis ve bulunan miktarlardan bir
ortalama hesaplanmistir. Bu elastik veya kollajen lifinin yiizdesi olarak tanimlanmis ve daha
sonra, tedaviden sonraki 12 haftada bulunan tedavi sonrasi miktarlarla karsilastirilmistir.
[zotretinoin uygulanan bireylerden alinan biyopsi matreyalinin hem papiller hem de yiiksek
retikiiler dermiste yliksek bir kolajen yogunlugunu saptamak amaciyla Picrosirius kirmizisi
ile boyanan histolojik kesitleri incelendiginde, tipik olarak epidermiste paralel diizenlenisli
olan kollajen liflerindeki yayilmasinda azalma ile birlikte yogunlugun arttig1 kaydedilmistir.
Bu lifler, hastalarin% 60'inda daha kalin ve esit olarak dagildig1 bildirilmistir. Tedaviden on
iki hafta sonra tiim hasta dokularinin % 83’iinde liflerin yogunlugunda bir artis géstermeye
devam ettigi gosterilmistir. Spnug¢ olarak kollajen yogunlugunun arttigi bildirilmektedir
(Bravo, ve digerleri, 2015).

Elastik liflerin analiz edilmesi amaciyla biyopsi materyallerinden alinan hematoksilen-eozin
ve Orcein ile boyanan kesitler incelendiginde izotretinoin tedavisi uygulanan hastalarin %
65'inin tedaviden sonra epidermise daha uzun, daha ince, esit olarak dagilmis ve paralel
olarak diizenlenis gosteren elastik liflerin morfolojisini agiklamislardir (Bravo, ve digerleri,

2015).
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Calismamizda Crossman’s Modification of Mallory’s triple stain uygulanan ovaryum seri
kesitlerinde kollagen lif igceren fibrotik alan degerlendirilmesi yapilmistir. Degerlendirme
sonucunda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. Bu bulgu azalan
ovaryum rezervine karsin kollagen lif yapisinin ve miktarinin korundugu seklinde

yorumlandi.

Follikiil sayimu ile ileili literatlir ve tartisma

Aksoy ve arkadaslar1 akne tedavisi géren ve 6 ay boyunca oral izotretinoin kullanan lireme
cagindaki 82 kadinla yaptiklar1 ¢alismada, hormonal parametrelerden Anti-Miillerian
Hormon (AMH)’a, ultrasonografik olarak ovaryan hacme ve antral follikiil sayisina
bakmislardir. Calismanin sonucunda tedavi oncesi ve tedavi sonrast AMH, ovaryan hacim
ve antral follikiil sayis1 arasinda anlamli olarak farklilik oldugunu, saptamislardir. Tedavi
oncesi ortalama AMH degeri 2,20 ng/ml iken hastalarin %25’inde 1,14 ng/ml, %75’inde
4,07 ng/ml seviyesinde oldugunu, total antral follikiil sayisinin ortalama 16 iken 12 diizeyine
geriledigi ve ovaryum hacminin 23 ml den 15 ml ye geriledigini belirlemislerdir (Aksoy, ve

digerleri, 2015).

Yukaridaki veriler dogrultusunda bu calismada da gelisen follikiillerin tiim tiplerinin sayimi
yapilmistir. Ancak diisiik doz ve yliksek doz gruplarindaki primordiyal follikiil sayilari
kontrol grubu ve ¢oziicii gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli azalma gostermistir.
Ayrica diistik doz ile yiiksek doz gruplari karsilastirildiginda da aralarinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmamakla birlikte yiiksek doz grubundaki primordiyal follikiil
sayis1 daha az bulunmustur. Bu durum istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte az
anlamlilik seklinde yorumlanmistir. Unilaminar ve multilaminar primer follikiiller
degerlendirildiginde ise yiiksek doz grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
analmli farklilik belirlendi. Yiiksek doz grubunda bu follikiillerin sayilarinin azaldigi
saptandi. Sekonder follikiillerin ve tersiyer follikiillerin sayis1 ise tiim gruplar arasinda ve
gruplar arasinda yapilan ikili karsilastirmalarda istatistiksel olarak anlamli farklilik

gostermemistir.

Amichai ve ark., orta derecede siddette akne nedeniyle izotretinoinin tedavisi uygulanan 12-
20 ve 25-35 yas aras1 hastalarda giinliik dozu 6 ay boyunca 20 mg / giin (giinde yaklasik 0.3-
0.4 mg / kg) olarak uyguladiklarinda 12 ile 20 yas arasi1 hastalarin % 94.8'i ve 21-35 yas aras1
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hastalarin% 92.6'sinin tedavi edildiginin, bu yolla yiiksek doz ilag kullaniminin olusturdugu
yan etkilerin hafifletilebilecegini dnermislerdir (Amichai, Shemer, & Grunwald, 2006).

Primordial follikiillerin aktivasyonu, follikiildeki oositin biiylimesi ile etrafindaki yassi
sekilli pregraniilosa hiicrelerinin farklilagsmasi ve proliferasyonu olaylar1 gercgeklesir.
Mevcut follikiil havuzunda bulunan follikiillerden hangisinin aktive olacaginin belirlenme
mekanizmasi1 hakkindaki bilgiler oldukga sinirlidir (Adhikari & Lui, Molecular Mechanisms
Underlying the Activation of Mammalian Primordial Follicles, 2009). Embriyogenezin geg
evresinde veya dogumdan once olusturulan primordial folikiil havuzunun biiyiikliigii ve bu
havuzda yer alan oositlerin apoptoz orani disi memelilerin lireme kapasitesini belirler (Sui,
ve digerleri, 2007). Follikiilogenez ve gelisim siiresince ovaryum rezervi primordial germ
hiicreleri ve proliferasyonu sirasinda, oositin mayoz I’de duraklama asamasinda (sinasis,
rekombinasyon ya da diktiyat agsamasinda), oosit kiimelerinden primordial follikiil sekline
gecgerken, primordial follikiil aktivasyonunda, follikiillogenez ve oviilasyon defektlerinden
etkilenebilecegi ve bunun da mevcut ovaryan rezervin zarar gérmesine neden olacagi

bildirilmistir (Johnson, Canning, Kaneko, Pru, & Tilly, 2004).

Follikiiler havuzda olmas1 gerekenden fazla miktarda oositin atreziye ugramasi prematiir
ovaryan yetersizlik (Premature Ovarian Failure= POF) tablosunun olusmasina neden olur.
Bu tablo endokrin bozukluklar1 ve infertiliteyi beraberinde getirmektedir (Ding, Zhang , Mu,
Li, & Hao, 2013).

Uclii Boyama ve Fibrozis ile ilgili literatiir ve tartisma

Ovaryan fibrozis, over fibroblastlarinin asir1 proliferasyonu ve hiicre dis1 matriks (ECM)
birikimi ile karakterize olan ve ovaryum disfonksiyonuna neden olan bir durumdur. Ovaryan
fibrozisi olan hastalar infertiliteye duyarlidir ve yardimer iireme tedavisine yanit verme
oranlar1 azalma egilimi gostermektedir. MMPler, TIMP'ler, TGF-f1, CTGF, PPAR-y,
VEGF ve ET-1 gibi bir¢ok sitokin, ovaryum fibrogenezinde rol oynar. Ovaryum fibrogenezi,
yumurtalik kisti, PCOS ve prematiire ovaryan yetmezligi gibi ¢esitli yaumurtalik hastaliklar
ile iliskilidir (Briley, ve digerleri, 2016).

Bu caligmada Crossman’s Modification of Mallory’s triple stain uygulanan ovaryum seri
kesitlerinde kollagen lif iceren fibrotik alan degerlendirilmesi yapilmistir. Degerlendirme

sonucunda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir. Bu bulgu azalan
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ovaryum rezervine karsin “ki bu durum prematur ovarian yetmezlikle 6zdes bulgular

sergilemektedir” kollagen lif yapisinin ve miktarinin korundugu seklinde yorumlanmastir.

Zhang ve digerleri,(2013) disi ratlarda dehidroepiandrosteron indiiksiyonu ile ovaryum
hiperfibrozisi seviyesini inceledikleri c¢alismada kollajen yogunlugunu histomorfolojik
olarak H&E boyamasi ve Sirius Red boyamasi ile incelemislerdir. Calismada hem ovaryum
hem de uterus dokularinda DHEA maddesine maruziyetin dokulardaki fibrozis oraninda

artisa neden oldugu bulunmustur. (Zhang, ve digerleri, 2013).

Simsek ve arkadaslar1 (2015)’de basit ovaryum kesitlerinde etanol ile 5 dakikalik
skleroterapi uygulamasinin etkisini aragtirmiglar ve ratlarda ovaryum dokusu ve ovaryum
kistlerini histomorfolojik olarak Masson’s Trichrome Boyamasi ile incelmislerdir. 200-220
g agirlikta ve 12-14 haftalik ratlardan alinan ovaryum o6rneklerinde gelisen follikiillerin
sayimi yapilmis, ovaryan rezerv degerlendirilmis, korpus luteumda anjiogenez orani,
fibrozis ve germinal epitel dejenerasyonu incelenmistir. Buna gore calismda kontrol grubu
grup 1, etanol ile skleroterapi uygulanan grup ise grup2 olarak isimlendirilmistir. Caligma
verileri kontrol ve deney gruplari arasinda total follikiil sayilar1 arasinda anlamli bir farklilik
gozlemlenmedigini fakat ovaryan kist capinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gozlemlendigini bildirmislerdir. Yapilan histomorfolojik incelemede skleroterapi uygulanan
deney grubunda kontrol grubuna gore kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli derecede
germinal epitel dejenerasyonu ve apoptotik hasar1 artist gozlemlendigi bildirilmistir.

(Simsek, ve digerleri, 2015).

FOXO3 imminohistokimyasal boyama ile ilgili literatiir ve tartisma

Izotretinoinin all-trans retinoik aside (ATRA) izomerlestirilmesinden ve retinoik asit
reseptoriine (RAR) ATRA baglanmasindan sonra, transkripsiyon faktorii FoxO3a upregiile
olmaktadir. Promoter seviyesinde FoxO3a, tiimor nekroz faktorii ile iliskili apoptoz
indiikleyici ligand (TRAIL) ve FoxO1 ekspresyonunu indiikler. TRAIL kaspaz kaskatini
aktive ederek apoptoza neden olur. FoxO1 hiicre dongiisii inhibitorleri p21 ve p27'nin
upregiilasyonu yoluyla hiicre dongiisiiniin bekleme asamasinda tutulmasina aracilik eder

(Melnik B. C., 2017).

Follikiil gelisimi iizerinde indiikleyici ve inhibe edici c¢esitli faktorler s6z konusudur.
Ornegin yapilan in vitro ¢alismalar besin sinirlamasimin follikiil gelisimini inhibe ettigini

gostermektedir (Barilovits, ve digerleri, 2014). Besin sinirlamasinin primordiyal follikiil
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aktivasyonunu engellediginin bilinmesine ragmen arastirmalar obezitenin de follikiil
gelisimi iizerinde olumsuz etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Yapilan bir ¢alismada
yiiksek yagl diyet (HFD: High Fat Diet) ile beslenen fare modelinde ovaryumda follikiiler
gelisim incelenmistir. Western blot ile yapilan ¢alismada transkripsiyon faktorii FOXO3
proteininin aktivitesini gdstermislerdir. Arastirmacilar bu transkripsiyon faktoriiniin
fosforilasyonuna neden oldugu i¢in HFD diyetin FOXO3 proteinin downregiile olmasina
neden oldugunu bildirmislerdir. Bu downregiilasyon follikiiliin inhibisyonuna neden
oldugunu vurgulamislardir. FOXO3a nin upstream diizenleyicisi AKT nin HFD grubunda
fosforilasyonunun azaldigi bildirilmistir. FOXO3 proteini de Akt nin substrati oldugu,
optimal follikiiler aktivite ve normal ovarian fonksiyon i¢in Akt serin/treonin tirozin kinaz
1 proteininin primordial folikiilleri dejenerasyondan korumas: ve aktivasyonunu
diizenlemesi, graniiloza hiicrelerinin proliferasyonu ve farklilagmasi agisindan Gnemli
oldugu belirtilmistir. Bu dogrultuda Akt/Foxo3/Smadl/5/8 sinyal yolagimin follikiiler
gelismede 6nemli oldugunu bildirmislerdir (Wu, ve digerleri, 2016) .

Memeli ovaryumunda belli sayida primordial follikiilden olusan sinirh bir ovaryan rezerv
iireme periyodu boyunca korunur. Primordial follikiillerin aktivasyonunda oosit i¢indeki
PI3K/mTor yolagi ana role sahiptir. Yapilan calismalar genetigi degistirilmis fare
modellerinde primer oositlerin PI3K/mTor sinyal yolagimin kronik aktivasyonu tiim
primordial follikiillerin aktivasyonuna ve tamaminin olmasi gerekenden erken siirede
tikenmesine neden oldugunu gostermistir. Fakat infertilite tedavisinde PI3K/mTor
yolagiin akut aktivasyonunun primordial follikiilleri aktiflestirmesinin fertilite tedavisinin

gergeklestirilmesine olanak sagladig: belirtilmistir (Sun, ve digerleri, 2015).

FOX ailesi proteinleri “forkhead box™ yada “winged helix” olarak adlandirilan 110 amino
asitlik bir DNA baglayici ana yapiya (domaine) sahiptir. Giiniimiize kadar 100 kadar FOX
geni tammlanmustir. Insanda bu genler sekans benzerliklerine gore 19 alt gruba ayrilmistir
(FOXA-FOXS) (Tothova & Gilliland, 2007). Accili ve Arden, Forkhead transkripsiyon
faktorlerinin hiicrede farklanma, metabolizma, proliferasyon ve sagkalim gibi fonksiyonlar
icin gerekli oldugunu bildirmislerdir (Accili & Arden, 2004). FOXO transkripsiyon
faktorlerinin organizmada tiimdr gelisiminin baskilanmasi, enerji metabolizmasi ve stres
direngliligi mekanizmalar1 tizerinde etkili olarak 6miir uzunlugunu destekleyici yonde gorev
yaptiklari, insiiliin, biiytime faktorleri, besinler ve oksidatif stresin hedefi olan bir gen ailesi

oldugu ve hiicrede glukoneogenez, noropeptit salinimi, atrofi, otofaji, apoptoz, hiicre
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dongiisii  duraklamasi, stres direncgliliginde bu transkripsiyon faktorlerinin cevaplar

olusturdugu literatiirde belirtilmistir (Salih & Brunet, 2008).

Arastirmacilar FOXO transkripsiyon faktorlerinin, fosfotidilinositol-3 kinaz (PI3K) ve
protein kinaz B (Akt)’ nin downstream gen ekspresyonunu saglamak {izerine insiilinin ve
bliylime faktorlerinin uyarimiyla PI3K/Akt yolaginin aktive oldugunu belirtmislerdir
(Zhang, ve digerleri, 2002). PI3K/Akt yolaginin efektorii olan FOXO alt grubunun iiyeleri
olan FOXO1, FOXO03, FOXO04 proteininin hematopoietik hiicrelerde, yag doku
hiicrelerinde, beyin ve kalp hiicreleri gibi pek ¢ok dokuda eksprese edildigi ve ekspresyonu
oldukga sinirli olan FoxO6 proteinin embriyonun geligmi sirasinda beyinde eksprese edildigi
belirtilmistir (Tothova & Gilliland, 2007). Memelilerde beyin dokusundaki hiicrelerde
iretilen FOXO6 transkripsiyon faktoriiniin hafiza ve sinaptik fonksiyon iizerine etkili oldugu

belirtilmistir (Tarnawa E. , Baker, Aloisio, Carr, & Castrillon, 2013).

Follikiilogenez ve follikiil gelisimi sirasinda oosit bir orkestra sefi, graniilosa hiicreleri de o
orkestranin miizisyenleri gibi davranir. Sadece kendi gelisim siirecini yonetmekle kalmaz,
onu c¢evreleyen hiicrelerin akibetinden sorumludur ve onlarla siirekli iletisim halindedir (van
den Hurk & Zhao, 2005). Basarili bir fertilizasyon, implantasyon ve saglikli bir bireyin
olusturulmas1 i¢in canli ve kaliteli bir oosit 6n kosuldur. Saglikli bir oositte Foxo3
transkripsiyon faktoriiniin de sentezinden sorumlu olan Forkhead Box proteini ailesi geni
insanda 11. kromozom iizerinde bulunur (VirantKlun, Knez, Tomazevic, & Skutella, 2013).
FOXO proteinleri fosforilasyon, asetilasyon ve ubikiitinasyon ile islev kazanmaktadir.
Fosforilasyonun FOXO proteinlerini hem aktive ettigi hem de inhibe ettigi, aktiflestirilmis
Akt kinazin FOXO proteinlerinin 3 ayr1 korunmus nokta olan serin ve treonin kalintisi
iizerinden fosforilasyonunu saglayarak Foxol, Foxo3 ve Foxo4 ii inhibe ettigi belirtilmistir.
Bu fosforilasyon 14-3-3 saperon molekiilii i¢in baglanma motifi olusturarak FOXO
proteinlerinin DNA baglayic1 bolgeleri ile etkilesmesine neden olmaktadir. Bu durum
FOXO proteinlerinin hiicrede niiklustan sitoplazmaya translokasyonunu baslatmaktadir.
AKT, serum glukokortikoid indiiklenebilir kinazlar1 (SGK), kazein kinaz 1 (CKl1), ikili
fosforilasyonla diizenlenen kinaz 1 (DYRK1), I kapa-B kinaz (IKK-B kinaz) gibi diger
kinazlar da 6zel serin kalintilrindan FOXO proteinlerini fosforilize eder ve niikleustan
sitoplazmaya translokasyonu uyarirken, Jun N Terminal kinaz (JNK) enziminin ve
mammalian sterile 20-like kinaz-1 (Mstl)’in stres nedeniyle uyarimi FOXO proteininin
fosforilasyonuna neden olarak sitoplazmadan niikleusa taginimi uyarmaktadir (Tothova &

Gilliland, 2007).
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FOXO3 Aktl (fosfo kinaz B) molekiiliiniin terminal hedefidir. Aktl Foxo3ii fosforilize eder
ve bu durumda FOXO3 niikleustan sitoplazmaya tasinir. Bu da primordiyal follikiilii aktive
eder. Yapilan caligmalar FOXO3 transkripsiyon faktoriiniin primordial follikiiliin oositin
niikleusundaki ekspresyonunun primordial follikiiliin aktivitesini baskiladigin1 ve FOXO3
proteininin oositin niikleusundan sitoplazmasina devamli translokasyonun yaygin follikiil
aktivasyonunda neden oldugunu gostermektedir (John, Gallardo , Shirley, & Castrillon,

2008).

Graniiloza hiicrelerinde eksprese olan siklin bagimli kinaz inhibitorii 1B (Cdkn1B) FOXO3
molekiiliini indirekt olarak inhibe eder. CdknlB oositte bulunmaz.Lui ve ark., . Cdkn1B
proteininin primordial follikiil havuzu ve ovaryan rezervi korumak i¢in FOXO3 ile sinerjik

etkiye sahip oldugunu géstermislerdir (Liu , ve digerleri, 2007).

PTEN molekiilii Aktl’in negatif diizenleyicisidir. Arastirmalar PTEN yoklugunda Aktl
aktivitesine stirekli devam edecegini ve bunun da kronik olarak FOXO3 fosforilasyonunu
arttiracagin1 gostermistir (John, Gallardo , Shirley, & Castrillon, 2008) (John, Shirley,
Gallardo, & Castrillon, 2007). Bu da primordial follikiil aktivasyonunu arttirarak ovar
rezervinin daha hizli tiikkenmesine neden olur. Over rezervinin hizla tiikkemesi prematiir
ovaryan yetersizlik (Premature ovarian Ovarian Failure: PEF) tablosunun olugsmasina ve
diside infertiliteye neden olmaktadir (Adhikari, ve digerleri, 2012). Pten-PI3K-Akt-Foxo3
yolagindan sorumlu PTEN (Phosphatase and Tensin Homolog deleted on kromozom 10, bir
upstream negatif diizenleyici) ve FOXO3 (forkheadboxO3, downstream inhibitor etkiye
sahip bir transkripsiyon faktorii) genlerinin susturuldugu deneysel calismalarda tiim
primordial follikiillerin aktiflestigi bildirilmistir (Castrillon, Miao, Kollipara, Horner , &
DePinho, 2003) (Reddy, ve digerleri, 2008) (Reddy, ve digerleri, 2009).

Unliisoy ve Ertugrul, follikiiler aktivasyonda FIGLA (Factor In the Germline), FOXO3
(forkhead transkripsiyon ailesinin bir iiyesi), FOXC1 (forkhead transkripsiyon ailesinin win-
ged-helix yapisinda olan bir transkripsiyon faktorii), NOBOX (Newborn Ovary Homeobox),
POUSF1 (Octamer-binding transcription factor 4 olarak da bilinen POU domain, class 5,
transcription factor 1), gibi transkripsiyon faktorleri gorev aldigini bildirmislerdir (Unliisoy

& Ertugrul, 2014).

FOXO3 primordial follikiiliin aktivasyonun oosite 0zgii negatif diizenleyicisi olan bir

transkripsiyon faktoriidiir (Wood & Rajkovic, 2013). FOXO3 knockout farelerin steril
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oldugu bildirilmektedir (John, Shirley, Gallardo, & Castrillon, 2007). Yapilan ¢aligmalarda
fare ovaryumunda inaktif primordial follikiillerde FoxO3 niikleusta yiiksek diizeyde
eksprese edildigi ve bu bekleyis siiresince niikleusta konumlanmaya devam ettigi
bildirilmektedir. FoxO3 molekiiliiniin fosforile olmasi ve niikleustan sitoplazmaya
konumlanmas: follikiiliin aktive olmasina neden olur. Follikiil gelistik¢e FoxO3 aktivasyonu
baskilanmaktadir. Oositte niikleusta FoxO3a nin gen ifadesinin azaltilmasi oositin
gelismesinin baglamasi i¢in 6n kosuldur (Castrillon, Miao, Kollipara, Horner , & DePinho,
2003) (Nteeba, Ross, Perfield, & Keating, 2013) (Uhlenhaut & Treier, 2011)  (Liu, ve
digerleri, 2007) (John, Shirley, Gallardo, & Castrillon, 2007) (Wu, ve digerleri, 2016)

Kontrol grubundaki ve ¢6ziicli grubundaki FOXO 3 ifadelenmesi primordiyal follikiillerde
yer alan oositlerin ¢ogunda ¢ekirdekte gozlenirken, az sayidaki primordiyal follikiil
oositlerinde ve multilaminar primer follikiillerdeki oositlerde kuvvetli sitoplazmik tutulum
gostermekteydi Cekirdeklerinde FOXO3 ifadelenmesinin belirlendigi oositlerin inaktif
hiicreler oldugu ve follikiil havuzundaki rezervin korunan hiicreleri oldugu seklinde
yorumlandi. Sitoplazmik immiintutulum gosteren az sayidaki oositlerin ise aktive forma
gecen hiicreler olarak ovulasyon fazina girmis oogenez asamasinda hiicreler oldugu

distintldii.

Kontrol grubu ve ¢6ziicli grubuna gore diisiik doz izotretinoin uygulanan grupta FOXO3
immiintutulumlar zayif olarak hem primordiyal hem de multilaminar primer follikiillerde
yer alan oositlerde ¢ekirdekte ve sitoplazmik olarak ifadelenmisti. Yiiksek doz izotretinoin
grubunda ise hem primordiyal hem de multilaminar primer follikiillerde yer alan oositlerde
cekirdek ve sitoplazmik FOXO3 immiin tutulumu goézlenmedi. Bu durum follikiil
aktivasyonunun onemli diizenleyicilerinden olan FOXO3 iin ekspersyonunun bu tip
hiicrelerde gerceklesmedigi ve bu gibi hiicrelerin aktivasyon sinyallerine yanit vermede

yetersiz kalabilecegi seklinde yorumlandi.

Zheng ve ark, (2014) postnatal sigan ovaryumunda primordiyal follikiilleri oositin
etrafindaki tek katli yassi epitelin kokenine gore iki sinifa ayrildigini, bunlardan ilkinin
medulladaki durgun hiicrelerden kaynaklanan hiicreler oldugunu ve bunlarin yetigkinlikte
aktiflesmek iizere olusturulan yetiskin primordial hiicreleri oldugunu belirtmislerdir. ikinci
tip primordial hiicrelerin de yassi epitelinin ise kortikal bolgede yer alan aktif mitotik
hiicrelerden kaynakladigini bildirmektedirler. Daha kortikal alanda yer alan bu primordial

hiicrelerin ilk 6nce aktiflesecegi ve puberte ile ilk yetigkinlikte oncelikle aktiflesecek olan
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primordial hiicreler oldugunu belirtmektedirler. Ayrica FoxO transkripsiyon faktorleri
ailesinde yer alan FoxL2 proteininin bu pregraniilosa hiicreleri iizerinde diizenleyici etkiye

sahip oldugunu bildirmektedir (Zheng, Zhang, & Liu, 2014).

Wu ve ark., obezite iligkili dis infertilitesini arastirdiklar1 ¢aligmada, ytliksek yagl diyetin
disi obez farelerde, zamana baghi olarak follikiil gelisimini diizenleyen
Akt/Foxo3a/Smadl/5/8 sinyalizasyon yolagina etkilerini incelemislerdir. Obezitenin
yolagin c¢alismasinin olumsuz etkileyerek anormal follikiil gelismesine neden oldugu

bildirilmistir (Wu, ve digerleri, 2016).

Schneider ve ark.; insiilin reseptor substrat1 1 (IRS1), fosfoinositid 3-kinaz (Pi3k), protein
kinaz B (Aktl), Forkhead Box O3a (FOXO3a) yolaklarinin ovarian aktivasyonda, folikiil
biiylimesinde ve yaslanmasina dogrudan etkili oldugunu bildirerek Irs1, Socs2, Socs3, Aktl,
Pi3k, Mtor ve Foxo3a proteinlerinin mRNA'larmin diisiik ekspresyonunun ve Amh
mRNA'sinin diisiik ekspresyonunun ovaryum aktivitesinin azalmasiyla iligkili oldugunu

kaydetmislerdir (Schneider, ve digerleri, 2014).

Ren ve ark., Nobox, Lhx8, Sohlhl, ve Sohlh2 genlerinin susturuldugu farelerde hizl oosit
kayb1 ve ovaryyan yetersizlik tablosunun olustugunu ve insanlarda da 6zellikle Nobox ve
Sohlhl genlerinin prematiir ovaryan yetersizlik ile iligkili oldugunu gostermislerdir.
Arastirmacilar Lhx8 genleri susturulmus farelerde postnatal follikiilogenez yolagim
aydinlatmak amaciyla yaptiklar1 calismada, c¢ok sayida primordiyal follikiiliin aktive
oldugunu, bu durumun dolayl olarak PI3K-AKT yolag: ile etkilesimi ile gergeklestigini ve
FOXO3 proteininin niikleositoplazmik translokasyonu ve rpS6 genininin aktivasyonu

iizerinde de sinerjik etkiye sahip oldugunu gostermislerdir (Ren, ve digerleri, 2015).

Zhou ve ark. (2012) FOXO1 ve FOXO3 proteinlerinin de dahil oldugu forkhead box O
(FOXO) transkripsiyonel protein ailesi iiyelerinin otofajinin diizenlenmesinde rol oynadigini
bildirmislerdir. FOXO3'lin transkripsiyona bagli olarak bir otofajiye neden oldugunu ve
FOXO1'in de bu islem i¢in gerekli oldugunu 6nermektedirler (Zhou, ve digerleri, 2012).

Zhang ve Liu, follikiil aktivastonu i¢in primordial follikiiliin oositi ve graniiloza hiicrelerinin
pek cok molekiilden etkilenerek aktiflestigini belirtmiglerdir. Aragtirmacilar bu siirecte en
fazla mTor yolagy, Kit ligand1 ve PI3K yolaginin 6nemli oldugunu bildirmislerdir (Zhang &
Liu, 2015).
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Schneider ve digerleri Irsl, Socs2, Socs3, Aktl, PI3k, mTOR ve FOXO3a mRNA
ekspresyonunun azaltilmasmin primordial follikiil aktivasyonu ve follikiil gelisimini
olumsuz etkiledigini bildirmislerdir. Ames dwarf disi (ciice) farelerle yaptiklar1 ¢calismada
FOXO3 gen ekspresyonunun devamliligmmin follikiil gelisimini inhibe ederek mevcut

follikiil havuzunun tiikenmesini geciktirdigini belirtmislerdir (Schneider, ve digerleri, 2014).

Zhang ve ekibi 3 giinliik fare yavrularindan aldiklar1 ovaryumdan izole ettikleri primer
oositleri iki asamali enzim sindirimi yontemiyle kiiltiire etmisler ve bu hiicrelerden dort
deney grubu olusturmuslardir. Sohlh2 (Spermatogenesis and Oogenesis Specific Basic
Helix-Loop-Helix 2) genini izole ettikleri primer hiicre kiiltiiriinde, Sohlh2 geninin, c-kit /
PI3K / Akt / Foxo3a sinyal yolu iizerinden oosit apoptozunu inhibe edebildigini, yani
embriyonik donemde varolan follikiill havuzunun korunmasinda gorevli oldugunu

bildirmislerdir (Zhang & Liu, 2015).

FOXO3 proteininin eritropoez siiresince diizenleyici bir gorev yapan, oksidatif stresi, hiicre
dongiisiiniin diizenlenmesi ve niikleusun hiicre disina atilmasi gibi eritroit maturasyon
stireclerini de diizenledigi bildirilmektedir (Thanuthanakhun, ve digerleri, 2017). FOXO3
transkripsiyon faktoriiniin kondrositlerde otofajinin diizenlenmesinde gorev aldigr ve
otofajik mekanizmada diizenleyici etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Shen, Cai, Peng, &
Chen, 2015). Otofaji ovaryan primordial follikiil rezervinin diizenlenmesinde ve
korunmasinda da gorev alan bir mekanizmadir. Ovaryumda otofaji genlerinin inaktivasyonu
saglanmadig1 taktirde primordial follikiillerin otofaji ile dejenerasyonu tablosu olustugu

deneysel ¢alismalarla bildirilmektedir (Song, ve digerleri, 2015).
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6. SONUC VE ONERILER

Kontrol grubu ve susam yagi grubunda tiim follikiil tipleri normal histolojik karakterde
gbzlendi. Diisiik doz grubunda ise primordial follikiiller ve unilaminar primer follikiiller
normal histolojik karakterde gozlenirken bir kisim multilaminar primer follikiillerde zona
pellusidanin gelismedigi belirlendi, antral follikiillerin cogunda az sayida piknotik ¢ekirdekli

follikiil hiicrelerinin varlig1 saptandi.

Yiiksek doz grubunda primordiyal follikiiller histolojik olarak normal yapida gézlenmesine
ragmen, unilaminar primer follikiillerde follikiil hiicrelerinin organizasyonunda
disintegrasyon, ¢ogu atreziye gider goriiniimdeki multilaminar primer follikiillerde teka-
follikiil hiicre katmanlar1 bileskesinde dejeneratif alanlar gozlendi. Ayrica antral follikiillerin
bir grubunda diisiik doz grubuna gbre daha ¢ok sayida piknotik ¢ekirdekli follikiil hiicreleri
gozlenirken bu grup follikiillerde teka-follikiil bileskesinde diizensizlikler izlendi. Tersiyer
follikiillerin bir grubunda antrumun eritrositlerle dolu oldugu, kiimeler halinde piknotik
cekirdeli graniiloza hiicrelerinin varligi, teka katmanlar1 arasinda disintegrasyon oldugu ve

teka-follikiil hiicre katmanlar1 arasinda organizasyon bozuklugu dikkati ¢ekti.

Calismamizda Crossman’s Modification of Mallory’s triple stain uygulanan ovaryum seri
kesitlerinde kollagen lif igeren fibrotik alan degerlendirilmesi sonucunda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir. Kollagen lif kaybinin olmadig1 yoniindeki bu

bulgu izotertinoinin kollagen lif yapisini1 ve miktarin1 korudugu seklinde yorumlandi.

Gelisen follikiillerin tiim tiplerinin sayiminin stereolojik yontemle yapildig1 arastirmamizda
diisiik doz ve yiiksek doz gruplarindaki primordiyal follikiil sayilar1 kontrol grubu ve ¢oziicii
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli azalma gosterdi. Ayrica diisiik doz ile yiiksek doz
gruplar1 karsilagtinnldiginda da aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmamakla birlikte yiiksek doz grubundaki primordiyal follikiil sayis1 daha azdi.
Unilaminar ve multilaminar primer follikiiller degerlendirildiginde ise yliksek doz grubunda
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik belirlendi. Yiiksek doz grubunda
bu follikiillerin sayilarinin azaldig1 saptandi. Sekonder follikiillerin ve tersiyer follikiillerin
sayis1 ise tlim gruplar arasinda ve gruplar arasinda yapilan ikili karsilastirmalarda

istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadi.

Oosit aktivasyon faktorlerinden biri olan FOXO 3 ifadelenmesi kontrol grubunda ve ¢oziicii

grubundaki primordiyal follikiillerde yer alan oositlerin ¢ogunda ¢ekirdekte gézlenirken, az
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sayidaki primordiyal follikiil oositlerinde ve multilaminar primer follikiillerdeki oositlerde
kuvvetli sitoplazmik tutulum gostermekteydi. Cekirdeklerinde FOXO3 ifadelenmesinin
belirlendigi oositlerin inaktif hiicreler oldugu ve follikiil havuzundaki rezervin korunan
hiicreleri oldugu seklinde yorumlandi. Sitoplazmik immiintutulum gosteren az sayidaki
oositlerin ise aktive forma gecen hiicreler olarak ovulasyon fazina girmis oogenez

asamasinda hiicreler oldugu diisiiniildii.

Kontrol grubu ve ¢oziicii grubuna gore diisiik doz izotretinoin uygulanan grupta hem
primordiyal hem de multilaminar primer follikiillerde yer alan oositlerde FOXO3
immiintutulumlar1 zayif olarak ifadelenmisti. Yiiksek doz izotretinoin grubunda ise hem
primordiyal hem de multilaminar primer follikiillerde yer alan oositlerde ¢ekirdek ve
sitoplazmik FOXO3 immiin tutulumu gézlenmedi. Bu durum oosit aktivasyonunun énemli
diizenleyicilerinden olan FOXO3 iin ekspresyonunun bu tip hiicrelerde ger¢eklesmedigi ve
bu gibi hiicrelerin aktivasyon sinyallerine yanit vermede yetersiz kalabilecegi seklinde

yorumlandi.

Bu bulgular 1s181nda, yiiksek doz uygulanan izotretinoinin gelismekte olan follikiillerde
yapisal deformasyonlara neden oldugu over rezervini olumsuz etkiledigi, aktivasyon
faktorlerinden FOXO3 ekpresyonunun inhibe edildigi belirlenmistir. Ancak literatiirde
izotertinoinin ovaryum tiizerindeki etkilerinin cogunlukla hormonal diizeyde incelendigi kisa
ve uzun donem bulgularinin yer aldig1 ¢alismalar ne molekiiler bilgi ¢ok igermemektedir.
Calismamizin literatiir havuzuna histomorfolojik, setereolojik ve 0Ozellikle molekiiler
diizeyde katki saglayacagina inanmaktayiz. Ancak yiiksek doz uygulamanin olumsuz
etkilerinin 30 giinden daha uzun siiredeki sonuglarin1 gérmek, diger aktivasyon faktorlerinin
de molekiiler olarak incelenmesi izotretinoinin klinik kullaniminda yol gdsterici olacaktir

kanisinday1z.
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