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OZET

Bu calismada cisplatinin neden oldugu ovaryum hasarina sikloastrogenoliin etkilerinin,
folikiiler aktivasyon, hiicresel proliferasyon , protein sentezi ve apoptoz yolaklari iizerinden
arastirllmas1 hedeflendi. Bu amagla, gavaj ve intraperitoneal uygulama yapilan kontrol
gruplar1 (n=5), sikloastrogenol verilen grup (n=10), cisplatin verilen grup (n=10) ve
cisplatintsikloastrogenol verilen grup (n=10) olmak tizere, 180-200 gram agirligindaki 40
adet sprague dawley rattan 5 deney grubu tasarlandi. Deneklerden serumdan AMH ve
telomeraz enzim seviyesi ol¢limii gergeklestirildi. FOXO3a, PCNA, mTOR, ve Kazpaz 3
proteinleri immiinohistokimya metodu ile degerlendirildi. Histomorfolojik degerlendirmeler
neticesinde cisplatinin  preantral follikiil sayilarinda azalmaya neden olurken
sikloastrogenolun bu azalmay1 tolere ettigi goriildii. Immiinohistokimya deneyleri
neticesinde cisplatinin  FOXO3a ve PCNA tutulumunda azalmaya neden olurken
sikloastrogenol bu azalmalari tolere ettigi gozlemlendi. mTOR immiinohistokimya deneyleri
neticesinde uzun dénem cisplatin uygulamasinin oosit niikleusunda vezikiiler yikima ve
disorganizasyona neden oldugu, sikloastrogenol uygulanan gruplarda ise oosit
niikleuslarinda vezikiiler tutulumda artis oldugu belirlendi. Bu duru sikloastrogenoliin,
protein sentezini artirmastyla iligkilendirildi. Apoptoz belirteci olan Kaspaz 3
immiinohistokimya deneyleri neticesinde ise cisplatinin kaspaz 3 tutulumunu artirdigina,
sikloastrogenoliin ise anti-apoptotik etki gosterdigi belirlendi. Real-time PCR ile telomer
uzunlugu Ol¢iimii  sonucunda, cisplatinin telomerlerde kisalmaya neden oldugu,
sikloastrogenoliin ise hem telomeraz enzim aktivitesinde artis saglayarak hem de
telomerlerde uzama saglayarak etki ettigi goriildii. Sonug olarak cisplatinin diisiikk doz ve
uzun donem uygulanmasinin ovaryum morfolojisi ile folikiil say1 ve yapisinda dejeneratif
etki gosterdigi, ve kisa donem diisiik doz uygulanan CAG’1n ise proflaktik 6zellik sergiledigi
belirlendi.
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ABSTRACT

In this study, we aimed to investigate the effects of cycloastrogenol on ovarian damage
caused by cisplatin through follicular activation, cellular proliferation, protein synthesis and
apoptosis pathways. For this purpose we used sprague dawley rats (n=40) and designed 5
experimental groups; gavage and intraperitoneal injection groups (n=5), cycloastrogenol
group (n=10), cisplatin group (n=10) and cisplatin+cycloastrogenol group (n=10). We
measured AMH and telomerase enzyme levels in the serum of experimental animals. We
evaluated FOX03a, PCNA, mTOR, and caspase 3 proteins by immunohistochemistry
method. As a result of histomorphological evaluations, we found that cisplatin caused a
decrease in the number of preantral follicles, while cycloastrogenol tolerated this decrease.
As a result of immunohistochemistry experiments, we observed that cisplatin caused a
decrease in FOXO3a and PCNA expressions, while cycloastrogenol tolerated these
decreases. As a result of mTOR immunohistochemistry experiments, we determined that
long-term cisplatin application caused vesicular destruction and disorganization in the
oocyte nuclei, while there was an increase in vesicles in the oocyte nuclei in the groups
administered cycloastrogenol. We associated this with the protein synthesis-enhancing
activity of cycloastragenol. As a result of the Caspase 3 immunohistochemistry experiment,
which is a marker of apoptosis, we determined that cisplatin increased the expression of
caspase 3, while cycloastrogenol had an anti-apoptotic effect. As a result of telomere length
measurement with real-time PCR, we found that cisplatin causes shortening of telomeres,
while cycloastrogenol acts by both increasing telomerase enzyme activity and lengthening
telomeres. As a result, we determined that low-dose and long-term application of cisplatin
has a degenerative effect on ovarian morphology, follicle number and structure, and short-
term, low-dose CAG has prophylactic properties.
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1. GIRIS

Kemoterapi gibi kanser tedavileri, yasam kalitesinde azalmaya ve seksiiel disfonksiyona
neden olmakla birlikte, bu tedavilere karsi olduk¢a hassas olan ovaryumlarin folikiil
rezervini olumsuz etkilemekte ve iligkili olarak infertiliteye neden olmaktadir, [1].
Aragtirmalar, kemoterapi tedavisi goren 40 yas alt1 kadinlarda ovaryumlarda %20 oraninda
islev kaybi oldugunu gostermektedir [2]. Kanser tedavi yontemleri ve bu yontemlerin
ovaryumlardaki mekanizmasi ise yeni tedavi protokollerinin temelini olusturmaktadir [2].
Kemoterapinin etkilerine kars1 uygulanan protektif tedavi ajanlari folikiil kaybina karsi
korunmada etkili olan yontemler arasinda sayilmaktadir. [3]. Yukarida bahsi gegen ve kadin
genital sistem kanserlerinde kullanilan kemoterapi ajanlarindan biri olan cisplatin, etkisini
DNA’daki purin bazlarina ¢apraz baglanarak gerceklestirmektedir. 2019 yilinda Nobel
odili alan bilim insan1 Aziz Sancar’in da dahil oldugu calisma grubunun Nature’da
yayinlanan caligmalarinda cisplatinin hiicre proliferasyonunu durdurarak DNA hasar
mekanizmalarini aktive ettigi gosterilmistir [4]. Arastirmacilar farelerde DNA hasar1 ve
onarim mekanizmalarinin epigenetik ve transkriptomik 6zelliklerinin dokuya 6zgii oldugunu
ve cisplatinin neden oldugu hasarin hiicrenin hem transkripsiyon ve hem de kromatin
durumuna gore degisiklik gosterdigini bulmuslardir. Literatiirde cisplatinin DNA’da neden
oldugu hasar konusunda konsensiisa varilmis durumdadir. 40 yasindan Once cisplatin
kullanan kadinlarda, ovaryumlarda prematiir ovaryan yetmezlik (prematiire ovarian failor=
POF) sendromu goriilmektedir [1]. Ajan; bu tedaviyi alan kadinlarda Anti-Miillerian
Hormon (AMH) seviyelerini neredeyse 0 ng/mL seviyelerine diisiirmek yoluyla POF‘u
indiiklemektedir [1]. Cisplatinin ¢ok sayida sitotoksik etkisi tanimlanmigtir [5]. Cisplatin,
kanserli hiicrelerde DNA metabolizmasina hasar vererek hiicre dongiisiinii durdurmaktadir
[1] ve hiicredeki antioksidan enzim rezervini etkileyerek hiicresel oksidatif strese neden
olmaktadir [1]. Hiicreye cisplatin girdiginde, reaktif oksijen tiirleri yolagina etki ederek
apoptozis mekanizmasini aktive etmektedir [1, 6]. Yapilan ¢alismalarda cisplatinin en gok
béliinme kapasitesi yiiksek olan hiicreleri hedef aldig1 goriilmiistiir [1]. Ozellikle kadinlarda
yiiksek boliinme kapasitesine sahip hiicreler olan primordiyal folikiiller bu ajanin hedefinde
yer almaktadir [7, 8]. Primordiyal folikiillerde meydana gelen hasar, geri doniistiiriilemez

oldugundan, olusan bu hasar infertilite ile sonuglanabilmektedir [9].

Primordiyal folikiil aktivasyonunda ¢ok sayida hiicresel yolak yer almaktadir [10]. Bu
yolaklardan biri, PTEN/ PI3K/AKT sinyal yolagidir [10]. Bu yolakta dormant folikiillerin



aktive oldugu, cisplatin aracilig ile, aktive olan folikiillerin apoptozise gittigi ve folikiiler
havuzun hizli bir sekilde tikendigi goriilmiistiir [8]. Bir diger yolak PTEN/Akt/FOXO3a
yolagidir. Yapilan galismalarda, cisplatinin PTEN/Akt/FOXO3a yolagina etki ederek,
FOXO3a’nin sitoplazmaya transloke olmasii sagladigi ve boylece primordiyal folikiil
havuzunda hizli bir sekilde kayba neden oldugu goriilmiistiir ve bu yolak araciligiyla aktive
olan folikiiller apoptozise girme egilimindedir [8]. FOXO3a hem niikleusta ve hem de
sitoplazmada lokalize olan bir proteindir ancak niikleusta tutulum gosterdiginde, folikiiler
aktivasyonun saglikli oldugu ve havuzun korundugu anlamina gelmektedir [11].
Primordiyal folikiil aktivasyonunda bir diger énemli yolak da mTOR yolagidir. mTOR
primordiyal folikiil aktivasyonu i¢in olduk¢a 6nemlidir [12]. mTOR ve primordiyal folikiil
aktivasyonu TGF-B ve AMPK inhibitor yolagina etki eden molekiiller tarafindan da
uyarilmaktadir [13, 14]. mTOR/PI3K/AKT sinyal yolag1 folikiilogenez fizyolojisi ile birlikte
cok sayida hiicresel yolakta da gorev almaktadir. Bu yolaklar arasinda hiicresel hayatta
kalma, proliferasyon, biiytime, metabolizma, anjiyogenez, metastaz ve ribozom biyogenezi
sayilabilmektedir [15, 16]. Okaryotik hiicreler ile yapilan calismalar, mTOR un 6zellikle
ribozom biyogenezi pre-rRNA siirecinde, ribozomal protein ekspresyonunda ve 5S RNA
sentezinde gorev aldigin1 gostermektedir [16]. Hiicre dongiisiin  kontroliiniin  kilit
etmektedir, bunlardan birincisini ribozomal protein ekspresyonu i¢in mRNA translasyonunu
artirmast ile saglarken, ikinci olarak da rRNA sentezini artirmasi ile gergeklestirmektedir
[16]. Cisplatinin neden oldugu protein ekspresyon mekanizmalarindaki hasar mTOR
ekspresyon seviyelerini de etkilemektedir. Deney hayvanlari ile yapilan ¢alismalarda mTOR
inhibitorii olan rapamisinin, cisplatinin kaynakli POF’u azaltarak, primordiyal folikiil

havuzunu korudugu goriilmistiir [17].

Primordiyal folikiilleri apoptozise yonlendiren bir molekiil oldugu bilinen cisplatinin [18],
kaspaz- 3’1 aktive ederek apoptozisi indiiklendigi bildirilmistir [19]. Yapilan ¢alismalarda,
cisplatinin sitokrom C’nin mitokondriyondan salinmasini saglayarak, kaspaz-3 ekspresyon
diizeyini arttirdigi ve hiicresel streste bagli olarak, apoptozis yolagini aktive ettigi
goriilmistiir [1, 6]. Deney hayvanlar ile yapilan ¢alismalarda cisplatinin dokuda kaspaz-3
seviyelerini arttirarak POF’a neden oldugu tespit edilmistir [20].

Cisplatin uygulamasi kosullarinda 6nemli hale gelen bir diger molekiill olan PCNA

(proliferatif hiicre niikleer antijeni) proteini ise DNA replikasyonuna ve hiicre dongiisiine



katilan, epigenetik mekanizmalarda da gorev alan, DNA sentezi igin gerekli olan,
proliferasyona ugrayan hiicreler i¢in 6nemli bir proliferasyon belirteci ve ayn1 zamanda bir
scaffold protein olarak da tanimlanmaktadir [21, 22]. Son yillarda kiitle spektrofotometrisi
ile yapilan c¢alismalarda bu proteinin, MAPK ve PI3K/Akt yolaklarinda goérev alan
sitoplazmik proteinlerle de kompleks olusturarak sitoplazmada da gorev aldig1 gosterilmistir
[23]. PCNA proteininin yoklugunda, hiicre apoptozise ugramaktadir [24]. Deney hayvanlari
ile yapilan c¢alismalarda cisplatin verilen gruplarda ovaryumlarda PCNA pozitif hiicre

sayisinda, kontrol grubuna kiyasla azalma oldugu gortilmiustiir [25].

Tiim bu bilgiler dogrultusunda; cisplatin tedavisi gereken kosullarda, ovaryumu cisplatinin
neden olacagi olas1 hasarlardan koruyacak ajanlarin varligi olduk¢a 6nemli hale gelmektedir.
Bu ajanlardan biri olan sikloastrogenol (CAG) bir sapogenin molekiiliidir ve MAPK,
PISK/AKT, FGFR1/B-Klotho, TXNIP/NLRP3, Wnt/B-Catenin, ERK/INK,JAK/STAT3
gibi sinyal yollaklarinda gorev almaktadir [26]. CAG ¢ok sayida hiicresel yolakta gorev
almasinin yani sira telomeraz aktivatorii olarak da islev gormektedir [27]. Farelerde ve hiicre
kiiltiiriinde yapilan g¢alismalarda CAG’m telomeraz enzimini aktive ederek telomer
uzunlugunu artirdigi ve Klotho gen ailesi gibi senesens mekanizmasinda gorev alan
proteinlere de etki ettigi gosterilmistir [27]. Yapilan ¢aligmalar, ovaryumlar ve
mikrogevrelerinin de yaslanma mekanizmalarindan etkilendigini gostermektedir [28].
Literatiirde ovaryum ve cesitli nedenlerle yaslanma (yas , hasar, vs) mekanizmalarin
aragtirtldig1 ¢aligmalarin son 10 yilda oldukga arttig1 goriilmekle birlikte, bu mekanizmada
gorev alan hiicresel yolaklar halen tam olarak aydinlatilabilmis degildir. Yaslanma
mekanizmasi ile bire bir iliskili olan ve yaslanmanin belirteci olarak tespit edilen telomer
uzunlugu, telomeraz enzimin katalitik alt Ginitesi olan TERT ile dogrudan iligkilidir [27].
Yapilan ¢alismalarda telomer enzim disfonksiyonun c¢esitli organlarda farkli degisikliklere

neden olabildigi gosterilmektedir [29].

Tiim veriler 15181nda, bu ¢alismada; cisplatinin, DNA hasarina neden olarak, ovaryum folikiil
havuzuna etkisini ve bir telomeraz enzim aktivatorii olan CAG olas1 koruyucu 6zelligini

asagida belirtilen yontemler kullanilarak belirlemesi amaglanmstir:

1. Hematoksilen — eosin ile; gruplar arasindaki genel histopatolojik degerlendirme ve

kesitler tizerinden folikiil sayim1 yaparak istatistiksel farkliliklar saptanmus,



. Immiinohistokimyasal yontemler ile; folikiilogenez yolaginda gorev alan molekiillerden
FOXO3a, protein sentez isaretleyicisi mMTOR, proliferasyon isaretleyicisi PCNA ve
apoptozis belirteci; Kaspaz-3 protein diizeylerinin gruplar arasindaki farklar
belirlenmis,

. ELIZA yontemi ile; folikiil havuzunun belirteci olan AMH diizeyleri ve telomeraz
enzim aktivitesi oOlglilmiis ve gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak
degerlendirilmis,

Real Time-PCR yontemi ile de gruplar arasindaki telomer uzunluklari karsilagtirilmastir.



2. GENEL BIiLGI

Disi lireme sisteminde organlar i¢ genital organlar (bir ¢ift ovaryum, tuba uterina, uterus,
vajina) ve vulva adi verilen anterior perineumda bulunan dis genital organlar (clitoris,
labium major ve labium mindr, hymen klitoris, vestibiil ve eksternal tiretral orifis) olarak

iki ana alt basliga ayrilmaktadirlar [30].

2.1. Ovaryum Embriyolojisi

2.1.1. Oogenezis

Dogumda ovaryumlarda yaklagik 2 milyon primer oosit bulunmaktadir ve bunlardan
yalnizca 40.000’i puberteye kadar hayatta kalmaktadir [31]. Bu hiicreler 1. Mayoz
boliinmenin, profaz asamasinda, diploten evresinde bekleme halindedirler. Bu folikiillerden
yalnizca 400 tanesinden biri her menstrual siklusta ovule olmaktadir [31]. Geri kalanlari ise
dejenere olarak folikiiler gelisimin gesitli evrelerinde atretik hale gelmektedirler [31]. Oosit
ve cevreleyen hiicreler folikiil olarak adlandirilmaktadir ve bir insanda oosit biiylime
periyodu 110 ile 120 giin arasinda siirmektedir [31]. Bu maturasyon ve biiyiime periyodunda
oosit, ilk gilinlerde biiylime ve olgunlagsma icin organelleri ve protein birikimini
gerceklestirmektedir [31]. Oosit biiyiimesinde en 6nemli etmenlerden biriside hiicre iskeleti
gibi sitoplazmik faktorlerin asimetrik dagilimidir [31]. Primordial germ giicreleri (PGH), ilk
olarak gametlerin disinda (vitelliis kesesinin endoderm tabakasinda) yer alarak erken
embriyonik donemde gonadlara gog ederler [31]. Bu bolgedeki hiicreler, fertilizasyondan 24
giin sonra iri boyutlar1 ve yiiksek glikojen ile alkalen fosfataz enzim igerikleriyle ayirt
edilebilir hale gelirler [31]. PGH’leri 6zellestikten sonra ilk olarak allantoisin tabanindan
gelecekteki arka bagirsaga ve ikinci bir agama olarak da onlart arka bagirsaktan dorsal
mezenter boyunca gelecekteki gonadlarin olusacagi genital ¢ikintilara gotiiren aktif bir go¢
hareketine baslarlar [31]. PGH'leri bu aktif gogleri sirasinda apoptozise ugramaktan koruyan
gen Nanos-3 isimli evrimsel olarak korunmus bir proteindir [31]. Hem primordiyal germ
hiicrelerinin ameboid hareketleri hem de embriyonun biiylimesi yoluyla yer degistirmesi bu
goce katki saglayan faktorler arasinda sayilabilmektedir [31]. Bu go¢ sirasinda PGH’leri
uzun sitoplazmik ¢ikintilar ile birbirleriyle baglantilidirlar. LIF (I6semi inhibe edici faktor)
ve Steel faktor (Kit-Ligand) gibi mitojenik faktérler PGH’lerinin ¢ogalmalarimi
indiiklemektedirler [31]. Gonadlara belirli bir mesafede bulunan PGH’leri gdglerinin ilk



asamalarinda  hiicre dis1 matris substratina yanit olarak aktif ameboid hareket
gergeklestirmektedirler [31]. PGH’lerin genital sirtlara ulagsmasiyla birlikte kdlom epiteli
prolifere olarak mezoderme gomiilir ve primitif cinsiyet kordonlarimi olusturarak
farklanmamis gonad evresine geger [32]. XX cinsiyet kromozomuna sahip embriyolarda, bu
kordonlar yerlerini ovaryumun medullasina birakirlar [33]. Bu embriyolarda kélom epiteli
prolifere olarak 7. haftada kortikal kordonlar olarak adlandirilan ikinci nesil hiicre kordonlari
olustururken, PGH’leri de oogonyumlara farklanmaktadirlar. Cok sayida mitoz boliinme
geciren oogonyumlar 3. ayin sonunda kortikal kordondan koken alan yassi epitel hiicreleri
ile gevrelenerek gruplar meydana getirir [34]. Oogonyumlarin bir kismi mitoz bdlinme ile
cogalirken, bir kism1 da |. mayoz boliinme evresine gecerek, profazin diploten evresinde
beklemektedir [34]. Primer oositlerin bekleme evresi folikiiler hiicreler tarafindan salinan
OMI (oosit maturasyon inhibitdrii) ile saglanmaktadir [32]. Sonug olarak oogonyumlar yassi
folikiil hiicreleriyle ¢evrelenmis, primer oosit igeren primordiyal folikiillere dontisiirler [32,
35] [36, 37]. Dogumda, yaklasik 2 milyon olan primordiyal folikiil sayisi, puberteye kadar
ortalama 300.000 — 400.000’¢ kadar diismektedir. Menopoza kadar ovulasyon ile bu
folikiillerden 1000’den daha az1 atilmaktadir [37, 38]. Puberteden menopoza kadar her ay
15-20 folikiil gelismeye baslar ancak sadece bir folikiil dominant folikiil olarak gelisimini
tamamlayarak ovule olur, digerleri ise folikiilogenezisin herhangi bir basamaginda atreziye
ugrar [32]. Folikiilogenezisdeki primer oositlerden dominant olan1 mayoz boliinmeye devam
eder ve ovulasyondan hemen 6nce I. Mayoz boliinmeyi tamamlayarak bir sekonder oosit ve
perivitellin aralikta yerlesim gosteren |. polar cismi olusturur [34], sekonder oosit 1. Mayoz
boliinmenin metafaz evresinde iken, artan Ostrojene bagl olusan LH piki ile ovulasyon
gergeklesir ve II. Mayoz boliinme ancak fertilizasyon gergeklesirse tamamlanir [30].

Fertilizasyon olmamasi durumunda ise 00sit, ortalama 24 saat sonrasinda dejenere olur [32,
35].

2.2. Ovaryum Anatomisi

Disi genital organlar birlikte vulva (pudendum femininum) olarak bilinmektedir [39].
Ovaryumlar bu sistemde bir ¢ift olarak, pelvis minorun yan duvarlarina, fossa ovaricaya
(Waldeyer’in ovaryan ¢ukuruna) yerlesmis, arteria iliaca interna ile arteria iliaca externa
arasinda bulunan ve badem seklinde, gri-pembe renkte, yaklasik 3 cm uzunlugunda, 2 cm
genisliginde, 1 cm kalinliginda ve ortalama 14 g agirliginda olan organlardir [30]. Fossa

ovarica onden oblitere umblikal arter, chorda Umblicalis, ligamentum umblicale medialis,



yukaridan arteria iliaca externa, arkadan arteria iliaca interna ve iireter tarafindan siirlanir
[39]. Cukurun tabanindan arteria obturatoria ile nervus obturatorius gecer [39]. Extremitas
tubaria vena iliaca externaya yakindir [39]. i¢inde arteria vena ovarica ve ovaryan sinirlerin
bulundugu ligamentum suspensorium ovarii (infundibulopelvik ligament) ile tuba uterinanin
infundibulum pargasindan ¢ikan fimbria ovarica bu uca tutunur [39]. Ligamentum latum
uterinin bir uzantist olan ligamentum suspensorium ovarii, arteria vena iliaca externalarin
iizarinden gecip sagda caucum’un solda da colon descendensin arkasina dogru uzanip
musculus psoas majorun tizerinde peritoneumla birlesir [39]. Alt ucu, extremitas uterina,
ligamentum ovarii proprium (lig. uternvaricum) denilen ligament ile uterusa baglanir [39].
Bu ligament, gubernaculumun kalintisidir ve ligamentum latum uteri igindedir [39]. Dis
yiizii, facies lateralis, fossa ovaricay1 orten paryetal periton ile temas eder ve ondan obturator
sinir ve damarlara ayrilir [39]. Medial yiiziinii, facies medialis, biiyiikk oranda tuba uterina
orter, burada ovaryum ile mesosalpinx arasinda bir peritoneal ¢ikmaz , ovaryan bursa
bulunur [39]. On kenar1, margo mesovaricus, tuba uterina ve mezosalpinksin arkasinda yer
alan mezenteri, mezovarium ile ligamentum latum uterinin iist sinirina yakin arka yiiziine
tutunur. Mezovarium i¢inde, hilum ovariiye giden ovaryan damarlar ve sinirler bulunur [30].
Hilum ovarii ovaryumun mesovariuma tutundugu kenardadir. Arka kenari margo liber
serbesttir ve {iretere bakar [39]. Ovaryumlarin karin arka duvarindan pelvise inisi,
gubernaculum ovarii, yukarida ovaryumlarin alt uclarindan tuba uterinalarin uterusa girdigi
yere yakin uterusa tutunur [30, 39]. Ovaryumlar uterusun broad ligamentinin posteriyor
ylizeyine mezovaryum adi verilen bir peritoneal katlanti ile tutunmaktadirlar [30].
Extremitas tubaria ve extremitas uterina adi verilen iki ucu, margo liber ve margo
mesavaricus isimli iki kenar1 bulunmaktadir [30, 39]. Organin distaki kdsesi olan extremitas
tubariaya ligamentum suspensorium ovarii ile tutunmaktadir. Bu ligamentin iginde
ovaryumun damarlari olan arteria ve vena ovaricalar ile sinirler bulunmaktadir ve tuba
uterinada bu koseye dogru uzanmaktadir [30]. Extremitas uterina, ligamentum ovari
proprium isimli bir bag araciligiyla uterusa tutunmaktadir [30]. Bu bag gelismekte olan
gonadlar1 pelvis tabanina baglayan, embriyonik fibréz kord olan gubernakulumun bir

kalintisidir [30].
2.3. Ovaryum Histolojisi

Ovaryumlar histolojik olarak, en dista tek katli yassidan kiibik epitele degisen, peritonun

uzantist olan germinal epitel ile c¢evrilidir [40]. Germinal epitel mezovaryumu kaplayan



mezotelyum ile devam etmektedir ve germinal epitelin mezotelyal epitelden koken aldigi ve
germ hiicrelerinin kokenini olusturdugu disiiniilmektedir [40]. Germinal epitel ile korteks
arasinda tunika albuginea adi verilen siki bag dokudan kalin bir tabaka yer almaktadir [30].
Tunika albugineanin hemen altinda ise organ korteks ve medulla olarak iki histolojik alt
birime ayrilmaktadir [30]. Kortekste farkli biiylime evrelerindeki ovaryum folikiilleri
bulunmaktadir [30]. Stromada diizensiz yerlesim gosteren bu folikiller puberteden
menopoza kadar ritmik degisimlere ugramaktadirlar [30]. Medullada ise hilumtan ovaryuma
giren bag dokusu, intersitisyel hiicreleri, sinirleri, lenf ve kan damarlar1 bulunmaktadir [30].
Organ disi gametlerin iiretimi, 6strojen ve progesteron salgilanmasi, dogumdan sonra lireme
organlarmin biiylimesinin diizenlenmesi ve sekonder seks karakterlerinin gelismesi gibi
fonksiyonlara sahiptir [30]. Puberteyle birlikte ortalama 28 giinde bir gergeklesen, ritmik
mensturasyon dongiisiinde, ¢ok sayida hormonal, histolojik ve fizyolojik degisim meydana
gelmektedir [30]. Ureme ¢aglarmin sonuna gelen kadilar, bu dongiilerinin bozulmasiyla
menopoza girmektedirler [30]. Anlasildig: lizere disi {ireme sistemi ¢ok sayida hormonal,

norolojik ve fizyolojik faktoriin kontrolii altindadir [30].

2.4. Folikiilogenezis

Tek bir oosit igeren folikiiller korteks stromasina diizensiz sekilde dagilmis durumdadirlar
ve folikiillerin boyutu oositin gelisim evresi hakkinda bilgi vermektedir [30]. Oogenezisin
erken evreleri fetal hayatta meydana gelmektedir. Dogumda meydana gelen oositler
gelisimlerinin birinci mayoz bolinmelerinde arreste ugramislardir ve puberte ile birlikte,
kii¢iik guruplar halinde siklik degisimlere ugramaktadirlar [30]. Tiirden tiire degismekle
birlikte, insanlarda her dongiide yalnizca bir oosit tam olgunluga erisir ve ovulasyona ugrar
[30]. Reproduktif yasami boyunca bir kadinin ortalama 400 matiir ovumu, ovulasyona
ugramaktadir [30]. Dogumdan sonra mevcut olan primer oositlerin ¢gogu maturasyonunu
tamamlayamaz ve atreziye ugrarlar [30] . Bu siire¢ fetal yasamin 5. ayinda baslar ve oositi
cevreleyen hiicrelerin apoptozisi aracilik eder [30]. Gelisim evrelerine gore folikiiller
primordiyal folikiiller, bitylimekte olan folikiiller ve Graaf folikiiller olarak ayrilmaktadirlar
[30]. Dongii boyunca gelisimin gesitli evrelerinde folikiiller goriilse de baskin olan folikiil
primordial folikiillerdir [30]. Ovaryum folikiilerin ilki olan primordiyal folikiiller fetal
gelisimin 3. Ayinda, gonadotropin hormonlarin salgilanmasindan bagimsiz sekilde ortaya
cikarlar [30]. Puberteye girmis kadinlarda, mayoz | profaz evresinde bekleyen oositi olan

primordiyal folikiiller korteks stromasinda, tunica albugineanin hemen altinda, tek katl1 yassi



folikiil hiicreleriyle ¢evrelenmis spesifik, histolojik goriintiileriyle ayirt edilebilirler [30].
Folikiiler hiicrelerin dig1 bazal lamina ile ¢evrelenmistir [30]. Bu evrede folikiil yaklasik 30
um capindadir ve niikleus esentrik olarak yerlesmistir ve bir veya daha fazla sayida
niikleolus i¢erebilmektedir [30]. Ooplazma olarak adlandirilan oosit sitoplazmasi Balbiani
cisimcigi adi verilen Golgi vezikiilleri, endoplazmik retikulum, ¢ok sayida mitokondri ve
lizozom kompleksi igermektedir [30]. insanlarda ek olarak annular lamel ad1 verilen gok
sayida vezikiil de igermektedir [30]. Bu lameller ¢ok sayida yuvarlak sekilli mitokondrionun
olusturdugu komplekstir. Bu yap1 niikleer zarf yapisina da benzemektedir [30] Primodiyal
folikiilden sonraki ilk folikiiler evre, primer folikiil evresi olarak da adlandiriimaktadir [30].
Bu evrede hem folikiiler hiicrelerde, hem onlar1 ¢evreleyen stromada hem de oositte
degisimler meydana gelmektedir [30]. Baslangigta oosit genisler ardindan oositi ¢evreleyen
yasst folikiiler hiicreler kiibodidal bir sekil alirlar. Eger bu kiiboidal sekilli folikiiler hiicreler
tek katliysa folikiil unilaminar primer folikiil, birkag¢ katliysa multilaminar primer folikiil
olarak adlandirilmaktadir [30]. Oosit biiyiidiikge, ekstraseliiler bir kilif olan zona pellusiday1
sentezlemeye baslarlar [30]. Bu kilif oosit ve komsu hiicreler arasinda bulunmaktadir. Bazi
kaynaklara gore ti¢ ZP1 (80-120 kDa), ZP2 (73kDa), ZP3(59-65 kDa); bazi kaynaklara gore
ise dort ZP4 (59 kDa) alt birimden olusmaktadir [30, 41]. Oosit ve etrafindaki folikiiler
hiicreler, zona pellusidaya penetre olarak oosit ile temas halinde olan folikiiler hiicrelerin iki
tip transzonal projeksiyonu (TZP) araciligiyla yakin bir yapisal ve fonksiyonel iliski
halindedir [30] . F-aktin agisindan zengin olan tip A-TZP, oluklu baglantilarla oositten ¢ikan
mikrovilluslara baglanir [30]. Yiiksek mikrotiibiil igerigine sahip olan diger tip ise M-TZP,
oositten invajinasyonlarinda adherens baglantilar olustururlar [30]. Folikiil biyiirken,
kiiboidal sekilli folikiil hiicrelerinin tabakalagsmasi devam eder ve bu hiicreler 6-12 tabakali
olduklarinda artik folikiil hiicreleri yerine graniiloza hiicreleri olarak adlandirilirlar [30].
Bazal lamina ise folikiil hiicrelerinin en dis tabakasini olusturmaktadir [30]. Folikiiler
biiylime boyunca, graniiloza hiicreleri arasinda gap junctionlar bulunmaktadir [30]. Kandan
makromolekiillerin ve besinlerin folikiiler siviya gegmeleri, ovaryumlarin ve folikiillerin
normal gelisimi i¢in bu hiicre baglant1 birimleri gereklidir [30]. Primer folikiil biiylimeye
devam ettik¢e bag dokusu hiicrelerinde degisiklikler meydana gelerek teka folikiilii olusur
[30]. Graniiloza hiicreleri prolifere oldukga, stromal hiicreler bir kilif veya kapsiil
olusturarak, bazal laminanin hemen disinda teka folikiilii adin1 alirlar ve bu folikiil teka
interna ve teka eksterna olmak tiizere iki tabakaya ayrilir [30]. Teka interna, steroid salgilayan
hiicre 6zelliginde olan icteki olduk¢a vaskiilarize yapida kiiboidal sekretuar hiicrelerden

olusmaktadirlar ve ¢ok sayida LH (luteinize edici hormon) reseptorii de icererek LH
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stimiilasyonundan sonra androjen setezlemektedirler ve bu androjenler dstrojen onciilleridir
[30]. Sekretuar hiicrelere ek olarak teka interna fibroblastlari, kollajen demetlerini ve kiigiik
damarlan da igermektedirler [30]. Teka eksterna, folikiillerin bag dokusu hiicrelerinin en
dis tabakasidir ve c¢ogunlukla diiz kas hiicrelerinden ve Kkollajen demetlerinden
olusmaktadirlar [30]. Graniiloza hiicreleri ile teka interna arasindaki bazal lamina bu iki
hiicre grubu arasinda oldukga net bir sinir olusturmaktadir [30]. Bu sinirla, teka internanin
zengin kapiller ag1 graniiloza hiicrelerinden ayrilmaktadir [30]. Erken asamalarda bu teka
tabakalar1 anjiyogenez faktorii salgilayarak teka tabakasindaki kan damarlarinin biiyiimesini
saglamaktadir [30]. Oositin olgunlastikga oosit stoplazmasinin organel igerigide
degismektedir [30] Memelileri de igeren ¢ok sayida tiirde ovaryumlardaki oositler sekretuar
vezikiiller olarak da bilinen kortikal graniiller salgilamaktadirlar [30]. Bu vezikiiller
oolemmanin (oosit plazma membraninin) hemen altinda bulunmaktadirlar ve oositin
spermle bulusmasindan sonra, proteaz salinimi yapmakla gorevlidirler. Oosit ile graniiloza
hiicreleri arasinda perivitellin aralik denilen bir aralik bulunmaktadir [30]. Oositten
perivitellin araliga c¢ok sayida mikrovillus uzanmaktadir ve zona pellusida burada
sekillenmektedir [30]. Primer folikiil gelistik¢e stromanin derinlerine dogru hareket eder ve
ilk olarak boyutunu artirir ve folikiiler hiicreleri prolifere olmaya bagslar [30]. Folikiiler
biiyiime ve oosit i¢in folikiil stimiile edici hormon (FSH), bliyiime faktorleri, epidermal
biiyiime faktorii (EGF), insiilin-benzeri biiyiime faktorleri (IGF) ve kalsiyum iyonlart gibi
cok sayida faktor gerekmektedir [30]. Folikiiler hiicreler 6-12 tabakaya ulasip Stratum
graniilozuma doniistiigiinde graniiloza hiicreleri arasinda siviyla dolu kaviteler meydana
gelmektedir [30]. Hyaluronandan zengin bu Kkaviteler likor folikiilii olarak
adlandirilmaktadirlar [30]. Likor folikiilii graniiloza hiicrelerinin arasinda biriktikge,
birleserek kruvasan sekilli antrum olusmaktadir [30]. Bu asamada folikiil artik sekonder
folikiil veya antral folikiil olarak adlandirilmaktadir . [30]. Oosit de artik esentrik olarak
yerlesmeye baslamistir ve bu evrede ¢ap1 da 125 um’ye ulastiginda artik folikiil daha fazla
biiytimez [30]. Bu evrede biiyiime, OMI isimli 1-2 kDa agirliginda, graniiloza hiicrelerinden
antral siviya salgilanan bir peptid ile engellenir [30]. Antral folikiil biiyiikce antrum da
genisleyerek oositin perifere dogru itilmesine neden olurken graniiloza hiicreleriyle 00sit
arasinda antruma dogru ¢ikint1 olusturan, kum yigin1 seklindeki graniiloza hiicreleri 6zel
bir isim alarak kumulus ooforus olarak adlandirilmaktadirlar [30]. Bu evrede ¢ap1 yaklasik
10 mm olan folikiil Graffian folikiil olarak adlandirilmaktadir [30]. Oositi ¢evreleyen ve
ovulasyon ile birlikte atilan kumulus ooforus hiicreleri ise yine 6zel bir isim alarak korona

radiata olarak adlandirilmaktadirlar [30]. Ozetle hem kumulus ooforus hiicreleri hem de
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korona radiata hiicreleri graniiloza hiicrelerinden temel almaktadirlar. Kumulus ooforus
hiicrelerinden olusan korona radiata hiicreleri zona pellusidaya uzanan mikrovilluslar
gondererek oositin mikroviluslariyla gap junctionlar yapmaktadir [30]. Folikiiler
maturasyon siiresince graniiloza hiicrelerinin mikrovillus sayilar1t LH reseptorlerindeki artis
ile uyumlu olarak artar [30]. Graniiloza hiicreleri arasinda Call-Exner cisimcigi olarak
adlandirilan yapilar goriinebilmektedir [30]. Call-Exner cisimcikleri graniiloza hiicreleri
tarafindan salgilanmakta ve hyaluronan ile proteoglikanlari igermektedirler ve igerikleri
sayesinde PAS gibi boyama metodlariyla pozitif reaksiyon vermektedirler [30] . Graffian
folikiil 10 mm’den daha fazla ¢apa sahip oldugunda artik digariya dogru ¢ikint1 yapmaktadir
[30]. Folikiil maksimum boyutuna ulastik¢a graniiloza hiicrelerinin mitotik aktiviteleri de
azalirken graniiloza hiicre tabakasi incelmekte, antrumun boyutu gittikge artarken graniiloza
hiicreleri, oosit ve kumulus ooforus arasindaki baglanti gevsemektedir [30]. Bu hiicreler
ovulasyonda oositle birlikte atilmaktadirlar. Folikiiliin olgunlagsma periyodu boyunca teka
tabakas1 da oldukga belirginlesmektedir [30]. Teka interna hiicreleri arasinda, sitoplazmada
yag damlaciklar1 goriilmekte ve bu hiicreler steroid salgilayan hiicrelerin 6zelliklerini
gostermektedirler [30]. Insanlarda LH, teka interna hiicrelerini uyararak andojen
sentezlenmesini saglamaktadir [30]. Aromataz enzim eksikliginden dolay1 teka interna
hiicreleri Ostrojen iiretemezler ancak graniiloza hiicrelerinde bu enzim mevcuttur [30].
FSH’a cevap olarak, graniiloza hiicreleri androjenleri Gstrojene donistiirmektedirler [30].
Ovulasyondan 24 saat dncesinde adenohipofiz FSH ve LH salinimi i¢in uyarilir [30]. LH
salinimina cevap olarak graniiloza hiicreleri tizerindeki LH reseptorleri downregiile olur ve
graniiloza hiicreleri artik daha fazla Gstrojen iiretemez hale gelirler [30]. Boylece primer
oosit boliinmesine devam ederek sekonder oosite doniisiir ve birinci polar cisimcik olusur
[30]. Graniiloza hiicreleri ile teka hiicreleri luteinizasyon siirecine gegerek progesteron

tiretmeye baglar [30].

2.4.1. Ovulasyon

Ovulasyon, puberte ile birlikte Graafian folikiilden sekonder oositin atilmasini saglayan
hormonlarin onciiliik ettigi bir siirectir ve bu siiregten hormonal ve enzimatik degisimler
sorumludur ve oositin atilmasi 28 giinliik menstrual siklusun ortalarina, yaklagik 14. giine
denk gelmektedir. [30]. Ancak ovum tek bir hiicre olarak degil; oosit, zona pellusida,
korona radiata ve kumulus ooforus hiicreleri ile birlikte atilmaktadir [30]. Ovulasyonu

uyaran faktor , menstrual siklusun ortasinda 6n hipofiz bezinden salgilanan LH hormunudur
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[31]. LH hormonunun neden oldugu dalgalanmayla birlikte, folikiiler duvarmn dis
katmanlarinda bolgesel kan akimi artar ve plazma proteinleri postkapiller veniiller yoluyla
dokuya s1zarak ddem olusturur [31]. Odem olusmasi neticesinde prostoglandinler, histamin,
vazopressin ve plazminojen aktivator salinarak, matriks metalloproteinazlar lokal olarak
sentezlenir [31]. Aymi zamanda kumulus hiicreleri tarafindan hyalunorik asitin
sentezlenmeside oositi ¢evreleyen hiicrelerin  gevsemesine neden olurken, matriks
metalloproteinazlarda litik aktivite gostererek LH dalgalanmasindan yaklasik 28-36 saat
sonra dis folikiiler duvarin yirtilmasina neden olmaktadir [31] ve oosit ilk mayoz
boliinmesini tamamlayarak bu seferde 1l. Mayozun metafaz evresinde beklemektedir [30].
Bu siiregte  grantiloza hiicrelerinin yiizeyinde bulunan FSH reseptér ekspresyonuda
onemlidir [30]. Mayotik duraklamanin siirdiirilmesindeki temel faktor, oosit
sitoplazmasinda yiiksek miktarda bulunan cAMP (siklik adenozin monofosfat)’lerdir [30,
31]. Bu molekiil hem oosit tarafindan hiicre i¢inde iiretilirken, hem de folikiil hiicreleri
tarafindan iretilerek bu hiicreleri oosite baglayan oluklu baglantilar yoluyla oosite
tasinmaktadir [30]. Folikiiler hiicrelerde iiretilip oosite tasinan bir diger faktéor cAMP’yi
5AMP’ye doniistiiren enzim olan fosfodiesteraz 3A (PDE3A)’y1 inaktive den cGMP’dir
[31]. Bu enzim, maturasyon uyarici faktorii (MPF)’i inhibe etmektedir [31]. Ovule olacak
oosit menstrual siklusun baglangicinda ¢ok sayidaki primer folikiil arasindan secilmektedir
ve germinal epiteli de gegerek atilmaktadir [31]. Ovulasyondan hemen 6nce sigmis folikiiliin
cevresindeki ovaryum yiizeyinde kiiglik bir alanda kan akisi durmaktadir. Germinal
epiteldeki bu alan makula pellusida veya folikiiler stigma olarak adlandirilmaktadir [31].
Yukarida da deginildigi gibi, riiptiire olan folikiilde korona radiata ve kumulus ooforus
hiicreleri de atilmaktadir. Ovulasyon zamaninda tuba uterinanin fimbriyalar1 da ovaryuma
yakinlagmakta ve kumulus tabakasi ile temas ederek nazik bir siiplirme hareketiyle folikiili
tuba uterinanin abdominal ostimuna tagimaktadirlar [31]. Ovumun tuba uterina igindeki
taginmasi fertilizasyon meydana gelse de gelmese de ortalama 3-4 giin kadar stirmektedir
[31]. Ovumun tagsinmasi ampulla bolgesinde gergeklesen yavas tasinma (yaklasik 72 saat)
ve ovum veya embriyonun isthmustan gecerek uterusa dogru hareket ettigi daha hizli
tasinma (8 saat) olmak iizere iki fazda meydana gelmektedir [31]. Ovulasyondan sonra

sekonder oositin ve embriyonun uterusa ge¢mesi ise yaklasik 80 saat kadar siirmektedir [31].
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2.5. Telomer; Tarihi, Yaslanmayla Iliskisi ve Molekiiler Yapisi

Diinya genelindeki halk sagligi ve tip alanindaki gelismeler sayesinde insanlarin ortalama
yasam Omri son yillarda git gide artmaktadir. 2050 yilinda yaklasik 2,1 milyar kisinin 60
yasin tizerinde olacagi tahmin edilmektedir ancak bu demografik artisin; yaslanma ile iliskili
oldugu bilinen Alzheimer, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser gibi hastaliklardaki artisi
da beraberinde getirecegi ongoriilmektedir [42]. Buradan da anlasilacagi iizere yaslanma ve
bununla iliskili hastaliklardaki artis bu ikili arasindaki mekanizmalarin anlasilmasini zorunlu
hale getirmektedir. Yaslanma; dokulardaki kok hiicrelerin titkenmesi, inflamasyondaki artis,
matriks degisiklikleri, hiicresel senesens ve metabolik islev bozukluklarinin da eslik ettigi
bir dejeneratif degisiklikler silsilesidir [43]. Bu hiicresel ve doku diizeyinde meydana gelen
degisiklikleri anlamak igin; mitokondriyon ve iligkili oldugu yolaklar, proteostazis, hiicre igi
sinyal yolaklari, epigenetik mekanizmalar ile DNA tamiriyle iligkili olarak telomer
disfonksiyonuna odaklanilmaktadir [43]. Yaslanma ve iliski mekanizmalar ile ilgili yapilan
caligmalar telomerleri 6nemli bir odak noktasi haline getirmektedir.  Telomerler,
kromozomlarin biitiinliigiinii koruma islevi géren, kromozom uglarinda bulunarak kep
yapisi olusturan, tekrarlayan ve kodlanmayan DNA dizileridir [42]. Bu tekrar dizileri
insanlarda TTAGGG niikleotit dizi tekrarlarindan olusmaktadir ve dizilerin uzunluklar
tiirler arasinda farklilik gosterse de aymi isleve sahiptir [44]. Insanlarda telomer devamliligin
saglayan genlerin islevlerindeki aksakliklar {ireme hiicreleri ve somatik dejeneratif
hastaliklar, diskeratozis konjenita, idiopatik pulmoner fibrozis, iilseratif kolit ve benzeri
hastaliklar ile iligkilidir [45]. Telomerlerin silindigi ve telomeraz enziminin indiiklendigi
transgenik farelerle yapilan deneylerin sonucunda telomer disfonksiyonu ve yaglanma
arasinda siki bir iliski oldugu goriilmektedir [46]. Telomerlerinde islev bozuklugu olan
farelerde endojen telomeraz enziminin yeniden aktivasyonu, erken yaslanma siirecinin

tersine ¢evrilebileciginin 6n goriilmesini saglamistir [46].
2.6. Tarihi, Yaslanmayla Iliskisi

Telomer kelimesi ilk olarak 1930’larda McClintock ve Muller tarafindan, Zea mays ve
Drosophila melanogester’in kromozom sonlarinda bulunan ve kromozomlar1 fiizyondan
koruyan yap1 olarak ifade edilmistir [47, 48]. Muller “telomer” terimini Yunanca “son”
anlamina gelen telos ve “parca” anlamina gelen “meros” kelimelerinden tiiretmistir. 1961

yilinda, insan fetal hiicrelerinin yaklasik 50-60 kez boliinme kapasitesine sahip oldugu ifade
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edilmis ve bu duruma “Hayflick Limiti” ad1 verilmistir [49, 50]. 1970’lerde [51, 52] lineer
DNA replikasyonundaki asimetriyi gozlemleyerek “replikasyon sonu” problemini 6ne
stirilmistir. Bu problemde arastirmacilar her DNA replikasyonunda terminal RNA
primerinin eksilmesi nedeniyle kesintili ipligin ucunda DNA kaybinin oldugunu
bildirmislerdir. Blackburn ve Gall da [53], Tetrahymena thermophila’da son DNA
dizilerinin 5’ -CCCCAA-3’ ve 3’-TTGGGG-5’ tekrarlarina sahip oldugunu goéstermisglerdir.
Greider ve Blackburn ise tekrarlayan DNA dizilerini kormozomun sonuna ekleyebilen ve
telomeraz adi verilen enzimi kesfetmislerdir [54]. Telomerler insanlarda ise guanin
niikleotidinden zengin tekrar dizileri igermektedirler [55]. 1990’larda insan hiicreleri ile
yapilan hiicre kiiltlirii galismalariyla Hyflick limitiyle (bir hiicrenin maksimum boliinme
sayistyla) telomer kisalmasinin paralel oldugu anlasilmistir [56]. Telomerlerle ilgili heyecan
verici bir diger gelisme ise 1996 yilinda, telomeraz enziminin 3’ ug iizerinde etki eden bir
riboniikleoprotein yap1 oldugunun anlagilmasiyla ortaya ¢ikmistir [57]. Bu gelismeyi insan
telomeraz reverse transkriptaz enzim (hTERT) geninin klonlamas: takip etmistir [58].
Devam eden yillarda telomer enzim genleri bakimindan null olan farelerde yapilan
deneylerde telomer disfonksiyonunun prematiire yaslanma, kanser ve ¢ok sayida dejeneratif
hastalik ile iliskili oldugu bulunmustur. Bu deneyler neticesinde bozulmamis telomer
yapisinin genom stabilitesini ve dokulardaki kok hiicre rezervini korudugu ve organ
sistemlerinde homeostazi sagladigi ifade edilmistir [46, 59-61]. 1998 yilinda yapilan bir
baska calismada hTERT enzim ekspresyonunun fibroblastlar, retina pigment hiicreleri ve
vaskiiler endotel hiicreleri de dahil olmak iizere ¢ok sayida hiicreye sinirsiz replikasyon
potansiyeli sagladigi gosterilmistir [62]. Tarihsel olarak telomerazin kanserli hiicrelerde
upregiile oldugu bilinse de onkogenler ile birlikte TERT ekspresyonunun hiicresel
transformasyondaki rolii ancak 1999 yilinda gosterilebilmistir [63]. TERC ve TERT knock-
out farelerle yapilan deneyler de, telomerlerin yaslanma mekanizmasindaki roliinti destekler
niteliktedir. Telomerler, yaslanma siirecini yonlendiren bir ¢ekirdek sinyal yolu olarak ifade
edilmektedir [60, 64]. Bu modellerden ilkinde telomer disfonksiyonunun yasam omriiniin
kisalmasi, yasl bir fiziksel goriintii, kok hiicre rezervinde azalma, organ atrofisi ve hiicre ile
dokularin stresle basa ¢ikma mekanizmalarinda hasara neden oldugu gosterilmistir [60, 64].
Bu modele benzer sekilde yapilan bir baska deneysel ¢alismada telomer disfonksiyonu ile
pregeroid sendromlar ve Parkinson hastalig1 arasinda bir iliski de bulunmustur [59, 60, 64,
65]. Benzer sekilde; yasli ve TERC -/- fareler ile yapilan deneylerde, transkriptomik
analizler neticesinde yaslanma ve p53-PGC yolag: iliskisi agiga cikarilarak daha once

yaslanmayla ilgili ortaya atilan her {i¢ teori de; telomer disfonksiyonu (genotoksik stres),
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oksidatif hasar ve mitokondriyal fonksiyon kaybi teorileri olarak, ortak bir noktada
birlestirilmistir [61]. Farelerde yapilan TERT geninin indiiklendigi bir diger deney
modelinde endojen telomeraz enzim reaktivasyonunun farelerde ileri derecedeki yaslanmay1
tersine ¢evirdigi gosterilmistir [46]. Yash farelerde telomeraz enziminin adenoviriisler
araciligi ile indiiklendigi bir baska calismada ise, akut miyokard enfarktiisiinden sonra kalp
fonksiyonunun iyilestigi, kas koordinasyonu ve bobrek ile karaciger fonksiyonlarinin
gelistigi, insiilin direncinin ve deri alt1 yag kaybininin azaldigi, kemik mineral yogunlugunu
artt1g1 ve kanser insidansinda bir artisa neden olmadan yasam siiresinin uzadig1 gérilmiistiir

[66].

Telomere ends of Cloning of TERC Discovery that telomerase
Tetrahymena thermophila and TERT reactivation is essential for
sequenced human cell transformation
Hayflick Limit Telomere shortening Telomerase overexpression p53 pathway as a checkpoint
hypothesized in fibroblasts in human fibroblasts inhibitor in telomere
i immortalization dysfunctional tumors

without transformation

1938-1940 1972 1985 1995 1998-1999 1999 2009
[ @ O) @® ®©@ ® © © @ O B >
1961 1978 1990 1995-1997 1998 1999 1999-2000 =
Zi;bszr:\/l:niﬁpﬂtgl‘l::r Discovery of the Generation of Discovery of T loop
discovered telomeres telomerase enzyme mTERC knock-out mice ———
and hypothesized ' ) )
their functions Identification of Characterization of the
alternative lengthening degenerative phenotype

Elizabeth Blackburn,
Carol Greider, and
Jack Szostak awarded
the Nobel Prize

End-replication of telomeres of the mTERC knock-out
problem hypothesized i

Sekil 2.1. Telomer tarihi [42].

2.7. Telomerin Molekiiler Yapisi

Telomerler en basit canlilardan insan gibi karmagsik sistemli canlilara kadar hepsinde
evrimsel olarak DNA uglarmin korunmasini saglamaktadir [67]. Yapisal olarak olduk¢a
onemli olan bu DNA bélgesi, birkag taneden yiizbinlerce kilobaza degisen sayida TTAGGG
dizi tekrarlarindan olusmakta ve 3' ugta, guanin niikleotidleri agisindan zengin, 75 ila 300
niikleotidlik bir bolgede son bulmaktadir. Telomer dizileri lineer kromozomlu DNA’nin
uglarinda bulunmakta, herhangi bir gen bolgesi icermemekte ve bir protein kodlamasi
yapmamaktadirlar. Telomerler insanlarda kromozomlarin uglarinda, telomer bdélgesinin
komsulugunda bulunan bir adet subtelomerik ve bir adet de telomerik bolge olmak iizere iKi
alt boliime ayrilmaktadir [68]. Subtelomerik bolge heterojen sekilde organize olmus

niikleotit tekrarlarindan olugsmaktadir ve bu bolgeyi haritalamak veya dizilemek oldukga
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zordur [68]. Replikasyon sonu problemlerinden dolay1 telomerler her hiicre béliinmesinde
kisalarak Hyflick limitine erismektedirler [69]. Griffith ve Lange tarafindan yapilan bir
calisma ile, bu bolgenin kendi tizerine katlanarak T loop (telomer loops) , D loop (DNA
displaments loop) ve R loop (RNA displaments loop) bolgelerinden olustugu gosterilmistir
ve bu bolgeler genellikle 10-20 kb uzunlugundaki tekrar bolgelerinden olusmaktadir [70].
Bu 06zel shelterin protein yap1 elektron mikroskobuyla tanimlanmistir ve TRF1, TRF2,
TOO1, POT1, TIN2 ve RAPI1 protein alt tinitelerinden olusmaktadir. TRF2 proteini, telomer
uzunlugunun ikinci bir negatif diizenleyicisidir ve telomerlerin koruyucu aktivitesinde
anahtar rol oynamaktadir, TRF1 ile neredeyse benzer bir yapiya sahiptir ve hiicre
dongiisiiniin metafaz evresinde bulunmaktadir ve T loop yapisinin korunmasindan
sorumludur [71]. TRF2 direkt olarak RAP1 ve TIN2‘ye baglanmakta ve TPP1 ile POT1’in
baglanmasina da aracilik etmektedir [71]. Telomer bolgelerinde kisalma veya olasi
fonksiyon kayiplarinin bir nedeni olarak T-loop bolgesindeki hasarlar da gosterilmistir. T-
loop bdlgesinin uzunlugu tiirden tiire degismektedir. Ancak memelilerde genellikle 300-400
baz cifti arasinda oldugu gosterilmistir [70]. Benzer sekilde tek sarmalli 3” ug, ¢ift sarmalli
DNA’nin i¢ine geri girer ve bir yer degistirme dongiisii (D-loop) olusturur. Sonug olarak,
telomer looplari, kromozomun uglarini smirsiz protein baglanmasindan ve c¢ift zincir
kiriklarindan korumaktadir [72]. Loop formasyonu DNA replikasyonunda ¢oziilmektedir
ancak D-loop yapisiin nasil ¢oziildiigiiyle ilgili olan olast mekanizmalar halen anlasilmis
degildir [72]. Bloom syndrome helicase (BLM) olarakta bilinen helikaz enzimi loop
yapisinin ¢oziilmesinde temel rolii tistlenmektedir [73]. Benzer sekilde replikasyon proteini
A (RPA) da ayn1 zamanda D-loop yapisina katilmaktadir. RPA Okaryotlarda DNA’ya
baglanan ve DNA replikasyonunun baglatilmasi ve uzamasi igin gerekli olan heterotrimerik

bir kompleks olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Telomerler DNA son bdlgelerini, fliizyondan ve iliski olarak prematiire senesens
mekanizmalarinin aktiflesmesinden korumaktadirlar [74]. Saglikli dokularda 6zellikle germ
hiicreleri, deride farklilasmamis progenitor hiicreler ve kok hiicreler ile sindirim sistemi,
hematopoietik sistem hiicreleri ve testiste telomeraz ekspresyonu s6z konusudur [60, 64, 75,
76]. Farklilasmis hiicreler olan keratinositler, fibroblastlar, iskelet kas1 myositleri, néronlar,
kardiyak myositler ve spermatidlerde TERT seviyeleri ise tespit edilemeyecek diizeydedir
[77,78]. TERC Cajal body RNA’lar (scaRNAs) ile kii¢iik niikleolar RNA (snoRNAs)’lardan
meydana gelmektedir. Bu tiir RNA'lar diger genlerin intronlarinin i¢inde kodlanmis olsalar

da, TERC kendi promotdriine sahip prototipik bir gendir [79].



17

2.8. Telomeraz ve Ovaryum iliskisi

Kadinlarda fertilite ovaryumlardaki folikiiler havuz ve bu folikillerin kalitesiyle ilgilidir.
Primordiyal folikiil havuzu prenatal yasam boyunca olusmaktadir [80]. Folikiiler atrezi
dogumdan 6nce baslamakta ve menopoz ile birlikte son bulmaktadir. Folikiilerin kalitesi ise
ovule olup, fertilizasyona gitmeleriyle iligkilidir. Folikiilogenezis boyunca graniiloza
hiicreleri folikiiler olgunlagsmayla iliskili olarak yogun sekilde prolifere olmakta ve folikiiliin
kalitesi yogun bir sekilde bu hiicrelerin proliferasyon kalitesi ile de iligkili hal almaktadir.
Proliferasyon mekanizmasindaki olas: bir hasar, kisalmis reprodiiktif yasam siiresi ve
ovulasyon hasart ile iligkilendirilmektedir [80]. Yukarida da deginildigi gibi kromozomlarin
sonlarinda bulunan niikleoprotein cap yapilari olan telomerler, proliferasyon i¢in de bir
belirteg gorevi gormektedir ve bu Ozellikleri sayesinde yaslanma ile direk
iliskilendirilmektedirler [43]. Telomerlerin uzamasindan sorumlu enzim olan telomeraz
enzimi [81] insanlarda; embriyonik dokularda, germ hiicrelerinde, kok hiicrelerde ve
lenfositlerde aktivite gostermektedirler.Pek ¢ok yetiskin dokusunda telomeraz
aktivitesinden bahsedilemezken, kanserli hiicrelerde ise telomerazin yeniden aktive oldugu
bulunmustur [44, 82, 83]. Telomeraz enzimiyle yapilan ¢alismalarda enzimin aktivitesini
gostermek i¢in dyskrein, NOP10 (niikleolar protein 10) , GARI1 (kiiciik niikleolar
riboniikleoprotein) ve NHP2 (non-histon kromozom proteini) ve TERC alt {initesine ihtiyag
duydugu gosterilmistir [84]. Telomeraz enziminin, hiicre dongiisiiniin S-faz1 boyunca
yaklasik 60 niikleotidlik tekrarlar ekledigi bulunmus ve kisa telomerlerin uzun telomerlere
kiyasla, telomeraz enzimi tarafindan daha fazla uzatilma egiliminde olduklar1 tespit
edilmistir [85, 86]. Bu durum telomerlerle iligkili shelterin kompleks iiyelerinin telomeraz

aktivitesini inhibe etmesiyle iligkilendirilmistir [87].

Ovaryumlarda folikiilogenezis boyunca graniiloza hiicrelerinin mitotik indeksi artmaktadir
ve dominant folikiil mitoz agisindan en aktif olan yapidir. Folikiilogenezis ve mitoz aktivitesi
diisiiniildiigiinde, telomer uzunlugu hayati bir 6nem arz etmektedir. Ilging sekilde telomer
kisalmasin1 sinirlayan en 6nemli faktor olan telomeraz enzimi, graniiloza hiicrelerinde ¢ok
sayida replikasyona olanak saglayacak sekilde yliksek derecede aktiviteye sahiptir ve bu
durum graniiloza hiicrelerinin multipotent kok hiicre 6zelligi gostermesi seklinde de
yorumlanabilmektedir. Telomeraz enziminin bu aktivitesi yillar Once ineklerde
gosterilmistir [88]. Telomeraz enzim etkinliginin ovaryumlarda farkli folikiiler evrelerde,

farkli seviyelerde oldugu seklinde bir sonuca varilmistir [89, 90]. En yiiksek telomeraz
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aktivitesinin preantral folikiillerde oldugu ve folikiiler olgunlasma gerceklestikce telomeraz
aktivitesinde azalma oldugu bulunmustur [89, 91, 92]. Buradan yola ¢ikilarak graniiloza
hiicreleri, bu hiicrelerin proliferasyon kapasiteleri ve telomeraz enzimi arasinda bir iliski

oldugu séylenebilmektedir [93].

2.9. Kanser Tedavisinde Cisplatin

Cis-diamminedichloroplatinum (I1) veya cisplatin, etki mekanizmasi iyi anlasilmis kanser
ilaglarindan biridir. Molekiil; mesane, bas-boyun, akciger, ovaryum ve testikiiler kanser
tedavilerinde kullanilmaktadir ve karsinomlar, germ hiicre tiimorleri, lenfoma ve sarkomlar
tizerinde de etkilidir [6]. Cisplatin ilk olarak 1844 yilinda, M.Peyrone tarafindan
sentezlenmistir ve kimyasal yapisi 1893 yilinda Alfred Werner tarafindan agiklanmugtir.
Ancak molekiil 1960’lara kadar kanser kemoterapisinde kullanilmamistir. 1960’larin
basinda Rosenberg ve arkadaslari tarafindan, platinyumun elektroliz iiriinlerinin Escherichia
coli’de hiicre boliinmesini inhibe ettigini gostermislerdir [94]. Bu asamadan sonra cisplatin
kanser tedavisinde kullanilmaya baslanmis, yakin zamanlarda molekiiliin sitotoksik etkileri
de kesfedilmis ve 1970’lerin sonlarinda germ hiicre kanserlerinin sistemik tedavisinde
kullanilan temel molekiil durumuna gelmistir [95]. Kanser kemoterapi ilaglari arasinda
cisplatin en ¢ok ilgi ¢eken molekiillerden biri olmustur. 1978 yilinda FDA (Food and Drug

Administration) tarafindan ilk onaylanan platinium temelli kanser ilacidir [95].

2.10. Cisplatin ve Ovaryum

Ovaryum kanserleri jinekolojik kanserler arasinda en ¢ok goriilen kanser tiirii olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Pek ¢ok hasta etkili tarama programlar1 olmadigindan ve erken
donem semptomlarinin azligindan dolay1 hastaligin ¢cok geg evrelerinde teshis edilmektedir.
Ameliyatla ovaryumlarin ¢ikarilmasinin yani sira platinyum/taxane ilaglariyla kombine
kemoterapi uygulanmaktadir. Bu tedavi birincil basamak tedavi olarak uygulanmaktadir ve
hastalarin %75‘inde hastalik yeniden niiks etmektedir. Hastalar kemoterapiye zamanla
direng kazanmaktadirlar [96]. Ovaryum kanserlerinin % 90’mnin nedeni bilinmemektedir.
Cogunlugu genetik faktorlere bagliyken, meme ve kolon kanserleri de ovaryum kanser
nedenleri arasinda sayilabilmektedir [97]. Cisplatin temelli kanser tedavileri, tedavide direng
geligsme riskine ve ¢ok sayida yan etkisine ragmen, hala ana tedavi metodudur. Hastalar

platinyuma ¢ok duyarli olsa da zamanla ¢ogunlugu diren¢ kazanmaktadir [98]. Direng
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mekanizmasinin Oniine gecmek i¢in cisplatin genellikle diger kanser tedavi molekiilleri ile
birlikte kullanilmaktadir. Cisplatin kullanimi primer ovaryan yetmezlik veya polikistik over

sendromu gibi sendromlara neden olmaktadir [7].

2.11. Cisplatinin Farmakolojisi ve Molekiiler Etki Mekanizmasi

Platinyumun c¢ok sayida membran transporturu MDR1 (¢oklu ilag direng geni)’in
analogudur. Bunlar arasinda, ATPaz (MRPs,ATP7A/B), (solute carrier familiy importers)
CTR1, SLCs, AQP2 ve AQP9 sayilabilmektedir [99]. MDR1 bir P-glikoprotein olarak
bilinen bir ATP baglayic1 proteindir. Cisplatin kullaniminin bakir tastyict CTR1’in, hizl
bozunmasina neden oldugu ve zamanla azalan cisplatin akiginin direncine neden oldugu
anlagilmistir. TMEM?205 cisplatin ile iliskili hiicresel direncin tanimlandigi bir membran
proteinidir. TMEM205 insan dokularinda, karacigerde, pankreasta ve adrenal bezde yiiksek
ekspresyon seviyelerine sahiptir. Hiicrelerdeki artmis TMEMZ205 ekspresyon seviyeleri
kemoterapi alan hastalarda cisplatin direncinin tanimlanmasi igin bir isaretleyici olarak

tanimlanmistir [99].

2.12. Cisplatin ve Oksidatif Stres

Saglikli fizyolojik kosullarda hiicreler reaktif oksijen tiirlerinin seviyesini azaltan glutatyon
(GSH), stiperoksitdismutaz ve katalaz enzim sistemleri ile kontrol altinda tutulmaktadir.
Ancak oksidatif stres kosullarinda, artmis reaktif oksijen tiirleri hiicresel proteinlere,
lipidlere ve DNA’ya zarar vererek, lezyon olusum siirecindeki karsinogeneze katki
saglamaktadirlar [100]. Kanser hiicreleri saglikli hiicrelerden ¢ok daha fazla reaktif oksijen
tirlerinin  stresine maruz kalmakta ve artmis metabolik aktivite mitokondriyal
dezonformasyona neden olmaktadir. Oksidatif stres cisplatin toksisitesinin en Onemli
mekanizmasidir. Mitokondriyonlar cisplatinin neden oldugu stresin temel hedefidir ve bu
etki neticesinde mitokondriyal proteinlerin siilfidril gruplarindaki kayip, kalsiyum aliminda
ve mitokondriyal membran potansiyelinde azalma goriilmesine sebep olmaktadir [100].
Cisplatin DNA hasarinin yaninda hiicre oliimiinii tetikleyen reaktif oksijen tiirlerinin
tretimini de arttirmaktadir. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunda cis-diamindikloro platin
(I1)’nin konsantrasyonu ve ajana maruz kalma siiresi temel faktorlerdir [100]. Hiicre igi
redoks homeostazi, tiyol grubu (-SH) igeren molekiiller tarafindan korunmaktadir. Belirli

kosullar altinda bir tiyol grubu, molekiiler oksijen ile etkilesime girebilen tiyil radikallerinin
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olusumuna yol agarak reaktif oksijen tiirleri olusturabilmektedir [6, 101]. Asir1 sentezlenen
reaktif oksijen tiirleri hem hiicre i¢inde ve hem de hiicre disindaki ilgili yolaklara etki ederek
apoptozisi indiiklemektedir [102]. Hiicre dis1 apoptozis yolaginda, Fas ligand tarafindan
tiretilen reaktif oksijen tiirleri ve kaspaz-8 etkiliyken, hiicre i¢i yolakta reaktif oksijen tiirleri
Bcl-2 ve Bel-xL’1 aktive etmektedir [103]. Artmis reaktif oksijen tiirleri kanser hiicrelerinde,
hem apoptozisi ve hem de nekrozu indiiklemektedir [104]. Reaktif oksijen tiirleri ayni

zamanda otofajiyle hiicre 6liimiinii de indiiklemektedirler [105].
2.13. Cisplatin Apoptozisi indiiklemektedir

Apoptozis;  hiicrenin  biizillmesine, kromatinlerin  yogunlagsmasina, = memranda
tomurcuklanmaya ve kaspaz adi verilen bir sistein proteaz ailesinin aktivasyonuna yol agan
bir hiicre 6liimii tiiriidiir [106]. Kaspaz aktivasyonu apoptozisin baslangicidir ve ¢ok sayida
kaspaz molekiilii, cok sayida hiicre igi yolaga etki etmektedir. Ornegin, kaspaz-8 plazma
mebranindaki hiicre Oliimi reseptorlerini  aktive ederken, kaspaz-9 mitokondriyal
disfonksiyonda gorev almaktadir. Kaspazlar apoptozisin hem baslatilmasinda ve hem de
yuriitiilmesinde gorev almaktadirlar. Apoptozisi baslatan kaspazlar arasinda kaspaz-3 ve
kaspaz-7 sayilirken, devam ettiren kaspazlarin ise poli-ADP-riboz polimeraza ve DNA

fragmantasyonuna neden olarak etki gosterdigi bildirilmektedir [6].
2.14. Cisplatin ve Mitojen-Aktive Protein Kinaz (MAPK) fliskisi

Mitojen aktive protein kinaz ailesi yapisal olarak serin/threonin protein kinaz aile liyesidir
ve hiicre bilylimesi ve hiicrenin hayatta kalmasi gibi ¢ok sayida ekstraseliiler sinyal yolaginin
diizenlenmesinde gorev almaktadir [107]. Cisplatinin ¢ok sayida hiicre ¢esidinde ERK
(ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinazlar) sinyal yolagini aktive ettigi gortilmiistiir. Cisplatin
ile indiikklenen ERK aktivasyonu, p53 aracili DNA hasar1 tepkisinden Once
gerceklesmektedir ¢linkii ERK, p53'ii dogrudan fosforile ederek p21'in diizenlenmesine,
biiylimenin durmasina ve DNA hasarina (GADD45) neden olmaktadir [108].

2.15. Cisplatin ve PCNA

PCNA molekiilii replikasyon ¢atalinin sefi olarak da ifade edilebilmektedir [109]. Okaryotik

hiicrelerde hiicre boliinmesinin (S) faz1 boyunca, genom duplikasyonu olaylanmaktadir ve
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bu siirece ¢ok sayida farkli faktor etki etmektedir. Bu siirecteki en ufak aksama ise DNA
hasarina neden olabilmektedir. DNA replikasyonu replikasyon c¢atalindan baglamakta [110]
ve iki onemli adimda gerceklesmektedir. Bunlar prereplikatif kompleksin (pre-RC)
baglandigi G1 evresi ve S evresidir. DNA polimerazlar ve diger faktorler DNA sentezi igin
gereklidir. Helikazlar ¢ift sarmall1 yapiy1 acarlarken, zincir sentezi, 5’-3’ucu yoniinde DNA
polimeraz aktivitesiyle gergeklesmektedir. Primaz, DNA replikasyonu i¢in RNA primeri
eklemektedir [109]. Replikasyon faktér C, (RFC) primer kaliba baglanmakta ve halka
seklindeki replikasyon faktorii olan PCNA’nin baglanmasimi Kkatalizlemektedir [109].
PCNA, replikatif enzimler olan ve DNA sentezinin biiyiik ¢cogunlugunu gerceklestiren
enzimler olan Pold ve Pole enzimlerinin islevselligini artirmaktadir. Bu enzimler 3’-5’
ekzoniikleaz aktivitesi igermektedirler. PCNA, yapisal ve islevsel olarak korunmus olan
DNA kayan kiskaglar (B-kelepceler) ailesine aittir ve ATP varliginda DNA’ya baglanmakta
ve bu kiskaglar asidik yapidaki proteinlerden olugsmaktadir. Molekiil negatif yiikliidiir ancak
merkezde ki a-helikaz bolgesi pozitif yiiklii aminoasitlerle kaplidir. Bu yiik halkaya pozitif
elektrostatik potansiyel kazandirmakta ve bu sayede molekiil DNA iizerinde kayarak hareket
edebilmektedir [109, 111]. B-kelepgeler DNA’y1 saran halka seklinde ki komplekslerdir ve
PCNA monomerleri iki benzer globular domaindir ve esnek bir ilmek olusturmaktadirlar.
PCNA, DNA’ya korunmus bir saperon kompleks olan RFC ile tutunmaktadir [112]. ATP
baglanmas1 PCNA-RFC kompleksinin formasyonu icin gereklidir ve bu sayede DNA’ya
yiiklenebilmektedir. RFC, PCNA’nin C terminaline baglanarak PCNA’y1 uzayan DNA nin
3’ucuna dogru yonlendirmektedir. Bodylece PCNA’nin C terminaline baglanan
polimerazlarin da uzayan uca dogru yonlenmesi saglanmaktadir [111]. Molekiil 6zellikle
kesintili zincirdeki Okazaki fragmanlarinin sentezlenmesi ve islenmesi i¢in énemli olan
DNA ligaz ve endoliikneaz 1 (FENI) i¢in de 6nemli bir role sahiptir [113]. PCNA ayni1
zamanda DNA onarimi, kromatinlerin yeniden modellenmesi ve hiicre dongiisii
kontrollerinde de gorev almaktadir. Bu molekiillerin PCNA’ya ve enzimlere baglanmalari
arasindaki ge¢is farkli mekanizmalar tarafindan tetiklenebilmekte ve bu mekanizmalar
arasinda baglanma affinitesi, proteolizis veya post-translasyonal modifikasyonlar
sayilabilmektedir [113]. PCNA son yillarda DNA metabolizmas1 ve DNA hasar tolerans
mekanizmasina olan katkisiyla da calisiimaktadir. DNA’nin ¢ok sayidaki mekanizmasi ve
metabolik yolagt DNA’y1 maruz kaldig1 stresten korumak tizerine kuruludur. PCNA ise
replikasyon catalindaki gorevleriyle bu siireclere ALT ye (alternatif telomer uzatma) katkida
bulunmaktadir [114]. ALT-aracili telomer uzamasi, POLD3 ve RAD52 rekombinazlar
araciligiyla gergeklesen BIR (break induced replication) araciligiyla olmaktadir [115, 116].
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Replikasyon sirasinda meydana gelen stres, CFSs (common fragile sites) ve telomerler gibi

replikasyonu zor olan bolgeleri de etkilemektedir [117, 118].

2.16. Cisplatin ve PI3K/Akt/mTOR Sinyal Yolag:

Okaryot TOR proteinleri ~280 kDa agirliginda olan ve yaklasik % 40-60 arasinda primer
dizilerinde benzerlik gosteren, kinazlar olarak da bilinen fosfotidilinozitol kinaz (PIKK) aile
tiyesi proteinlerdir ve hiicrede biiylimeyi ve protein sentezini kontrol etmektedirler [119] .
PIKK ailesi iiyeleri, fosfatidilinositol 3-kinazlarin (PI3K) ve PI4K'lerin katalitik alanina
benzeyen bir karboksi-terminal serin/treonin protein kinaz bolgesi icerir. TOR'daki kinaz
bolgesinin amino terminali, FKBP12-rapamisin baglama alanidir [119]. PI3K/AKT/mTOR
sinyal yolagi besinlerin, hormonlarin ve biiyiime faktorleriyle stimiile olan timdrlerin
hiicresel biiytimesinde ve proliferasyonunda gorev alan temel hayatta kalma yolagidir.
Biiyiime kosullar1 uygun oldugunda, TOR proteini aktive olarak ribozom biogenezinin
baslamasini saglamaktadir ve mayalarda yapilan calismalarda rapamycin eklenen
kiiltiirlerde TOR sentezinin downregiile oldugu, protein sentezinin ve makrootofajinin
azaldig1, ¢cok sayida stres-tepki proteininin sentezinde artis oldugu da goértilmistiir [119].
Buradan yola ¢ikilarak rapamycin-sensitive TOR’un ribozom biogenezi, mRNA
translasyonu, hiicre dongiisiine giris ve anjiyogenez gibi anabolik siiregleri indiikleyerek,
katabolik siiregleri antagonize ettigi soylenebilmektedir [119]. Fareler iizerinde yapilan
caligmalarda ayn1 zamanda mTOR (mammalian target of rapamycin) proteinlerinin gelisim
icin gerekli oldugunu ve rapamycine maruz kalan ratlarin hiicre proliferasyonun arreste
ugradigini bulmuslardir [120] . mTOR, memeli hiicrelerinde bulunan PI3K ve Akt sinyal
yolagini etkileyen bir serin/threonin protein kinazdir. PI3K ve Akt’nin downregiilasyonunda
gorev almaktadir [121]. Biiyiime faktorii stimiilasyonuyla PI3K’daki trozinler
otofosforilasyona ugramakta ve daha sonra PI3K fosfotirozin alt iinitelerine direk baglanarak
membrana alinmaktadir. Bu, CAT alt {initesinin allosterik aktivasyonunu saglamaktadir
[122]. Cok kisa bir siire iginde PI3K aktivasyonu ikincil mesajct olan fosforlanmis
fosfotidilinositol-3,4 bifosfat (PIP2)’in  fosforlanmis fosfotidilinositol-3,4,5 trifosfata
(PIP3) doniismesiyle aktive olur. PI3K daha sonra, protein serin/treonin kinaz-3'-
fosfoinositile bagimli kinaz 1 (PDK1) ve Akt/protein kinaz B (PKB) dahil olmak {izere zara
pleckstrin homoloji (PH) alanlarina sahip bir sinyal proteinleri alt kiimesini alir. Ardindan
PIP3 Akt’te baglanarak, Akt’nin aktive oldugu plazma membranina transloke olur. Akt,

T308 ve S473’lin fosforlanmasiyla aktive olur [123]. Akt’nin fosforlanmasi ¢ok sayida
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hiicresel yolak iizerine etki eder ancak en bilineni mTOR aktivasyonudur. Akt, mMTOR’u
direkt veya indirekt olarak aktive etmektedir. Akt/mTOR yolagi hiicresel hayatta kalmay1 ve
apoptozis direncini aktive etmektedir. Akt’nin artmis ekspresyon seviyeleri ilag direnciyle
iligkilidir. Bu yolagin aktivasyonu hiicre biiylimesi ve hayatta kalmasi i¢in gerekli olan
dengede bozulmalara neden olarak metastaza, anjiyogenezde artisa ve tedavilerde dirence
neden olmaktadir. [122, 123]. Aktive olan mMTOR, mTORc1 ve mTORc2 olmak {iizere iki
kompleks seklinde gorev yapmaktadir [123]. MtorC1 rapamisin ve rapamisin analoglarinin
hedefidir. mTORc1 ¢ok iyi ¢alisilmis ve karakterize edilmis olsa da, mTORCc2’nin hiicre
metabolizmasini etkiledigi ve kanser hiicre biiylimesinde gorev aldigi anlagilmistir [124].
mTOR protein ailesi; aktin-iskelet yapisina, proteinlerin yikimina, sinyalizasyonuna ve
ribozomlarin yapiminda mRNA transkripsiyonuna ve protein translasyonun baslatilmasina
katilirlar [125]. Akt/mTOR yolagindaki dejenerasyonlar kansere neden olmaktadir ancak
ovaryum kanserleri ve bu yolagin iliskisi halen tam olarak anlasilabilmis degildir [126].
Mtor yolaginin aktivasyonu, primordiyal folikiil aktivasyonu i¢in dnemlidir ¢iink{i molekiil
mRNA translasyonunu, hiicre biiylimesini, proliferasyonu, otofajiyi, besin sinyallerini ve

hiicresel hayatta kalmay1 regiile etmektedir [119].



24

458 pre-rRNA

Rm3p
Pol |
@ RP mRNA
Processing
18S rRNA
5S rRNA 5.8S rRNA

>

Ribosome assembly

7

Ribosomal proteins o o° Translation of 5’ TOP
Oo o RP mRNAs
O

Sekil 2.2. mTOR ribozom biogenezi hiicresel yolag: [16].

2.17. Cisplatin ve FOXO3

Forkhead box, kelimelerinin kisaltilmasindan olugan FOX protein ailesi, transkripsiyon
faktor siiper ailesi tiyesidir [127]. Forkhead (replikasyon catali) geni ilk olarak 1989 yilinda
Drosophila’da tanimlanmistir [128]. Forkhead box, siiper aile iiyeleri olarak FOXO3
(FOX0O3a/FKHRL1, FKHR-like 1), FOXO4 (AFX, acute-lymphocytic-leukemia-1 fused
gene from chromosome X) ve FOXOa genleri sayilabilir [127]. Bu protein ailesi yasam
stiresi, stres direnci, apoptozis, hiicre proliferasyonu ve dongiisii, farklilasma ve
metabolizma ile iliskili hiicresel yolaklarda gorev almaktadir [129]. Bu molekiil ayni
zamanda folikiiler gelisimin diizenlenmesi, ovaryum patolojileri ve iliskili olarak ovaryum
yaslanmasi, yasam uzunlugu ile iligkili yolaklarda da gorev almaktadir. FOXO3a aktivitesi
¢ok sayida mekanizma ile kontrol edilmektedir. Bu mekanizmalar arasinda fosforillenme,

asetilasyon, ubiquitinasyon, metilasyon ve protein-protein etkilesimleri sayilabilmektedir.
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Bu aktivasyon mekanizmalar1 ile molekiiliin subseliiler organizasyonu, protein sentez
diizeyleri ve DNA’ya baglanma 6zellikleri degismektedir [130]. Molekiiliin fosforlanmasi
ckstraseliiler enzimler olan protein kinaz B (PKB), serum glukortikoid-indiikleyici kinaz ve
inhibitér kappa B kinaz ile yapilmaktadir [131]. Fosforillenen FOXO3a sitoplazmaya
diffiize olmaktadir. FOXO3a’nin transkripsiyonel regiilasyonu, PI3K sinyal yolagiyla
iligkilidir. Memelilerde FOXO3a PKB tarafindan fosforillendikten sonra niikleustan
sitoplazmaya diffiize olmaktadir. Sitoplazmaya gegcen FOXO3a poliubiquitinasyon yolagina
girerek preteazomlar tarafindan degrade olmaktadir. FOXO3a eksikligi, primordiyal folikiil
havuzunda azalmaya ve iliskili olarak prematiire ovaryan yetmezlige neden olmaktadir
[129]. Aktive olan primordiyal folikiillerde FOXO3a fosforile edilmekte ve fosfo-FOXO3a
proteini sitoplazmaya gecmektedir [132]. Niikleer FOXO3a proteini primordiyal
folikiillerdeki dormansinin devam ettiginin histolojik bir kanitidir ve folikiiler aktivasyonla
birlikte protein sitoplazmaya diffiize olmaktadir [132, 133]. FOXO3a hiicre dongiisii, DNA
hasar1 tamir mekanizmasi, apoptozis, oksidatif stres ve metabolik siireglerle yakindan
iligkilidir ve molekiiliin folikiiler gelisimde nasil bir rol oynayacagi bu yolaklardan
hangisinin aktive olduguyla alakalidir. Oksidatif stres altinda, ROS tiirlerindeki artis
FOXO3a’nin post-translasyonel modifikasyonlarina neden olmaktadir. FOXO3a’nin
reglilasyonu hiicre dongiisii arrest yolagi ve apoptozis yolaginda gorev alarak hedef genlerin
downregiilasyonunu saglamaktadir ve PKB, SIRT1, ROS ve mTOR araciligiyla oksidatif
stres ve enerji metabolizmasina katilarak apoptozisi artirarak direk olarak primordiyal
folikiil aktivasyonu, oosit ve graniiloza hiicre apoptozisi ile folikiil gelisimi ve bilylimesine

etki etmektedir [130].
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Sekil 2.3. FOXO3a hiicre i¢i sinyal yolaklar1 [130].

2.18. Sikloastrogenol (CAG)

Sikloastrogenol (CAG), steroid-iskelet yapisindadir ve Astragalus membranaceus’un aktif
triiniidiir [134]. Cok sayida ¢alisma CAG’in ¢ok ¢esitli farmakolojik aktivitelere sahip
oldugunu gostermistir. Bu aktiviteleri arasinda anti-inflamatuar, anti-fibrozis [135], anti-
oksidatif stres, antibakteriyal, antiviral, endoteli koruyucu aktivite ve immiin regiilator
aktiviteleri sayilabilmektedir [27]. Molekiil bu etkilerini ERK/JNK, Wnt/B-catenin, AKT-
MTOR-RPS6KB1 ve JAK/STAT3 sinyal yolaklar1 araciligiyla gostermektedir [136].
Mevcut literatiir bilgileri, bu ajanin farmakolojik ve farmakokinetik etki mekanizmasina
odaklanmig durumdadir. Molekiil telomeraz aktivatorii olarak da aktivite gostermektedir
[27]. Bilindigi lizere telomeraz aktivitesi somatik hiicrelerin yagsam dongiisiinii uzatmaktadir
ve yeni doganlarla karsilastirildiginda yetigkinlerin telomer uzunluklarmin kisaldigt
goriilmektedir. Cok sayida hastalikta da telomeraz enzim disfonksiyonu oldugu
belirlenmistir. Bu hastaliklar arasinda ¢oklu sistem bozukluklari, kardiyovaskiiler sistem

hastaliklari, solunum sistemi hastaliklart ve ndrodejeneratif hastaliklar sayilabilmektedir
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[137-140]. Bu hastaliklar diisiiniildiigiinde CAG ve etki mekanizmasi 6nem arz etmektedir.
CAG ozellikle HEK-neonatal keratinositlerdeki ve HEK293 hiicrelerindeki ERK sinyal
yolaginin fosforilasyonunu arttirmaktadir [135]. Ancak telomeraz enzimiyle iliskili olan etki
mekanizmas: halen tam olarak anlasilmamistir. CAG’1n telomeraz enzim aktivitesi MAPK
ve Akt sinyal yolagtyla iligkilidir [135]. Akt sinyal yolaginin aktive olmas1 telomeraz reverse
transkriptaz  enziminin (TERT) katalitik alt {nitesinde, post-transkripsiyonel
modifikasyonlar araciliiyla fosforilasyona neden olmaktadir [135]. Ek olarak epidermal
biiylime faktorii (EGF), direkt olarak hTERT’in promotor bolgesine Rass/MEK/ERK yolagi
ve Ets faktorii araciligiyla baglanmaktadir [135].

2.19. CAG’n Anti-Aging Etkisi

Yaslanma, yasami tehdit eden birgok hastaligin temel nedenidir [141]. CAG yasamu tehdit
eden bu siirec i¢in potansiyel bir tedavi ajant olmaya aday bir molekiil olarak karsimiza
cikmakta ve insanlarda lenfositlerdeki ortalama telomer uzunlugunun, yaslanma ve Sliim
gibi siireclerde bir biomarker olabilecegini gostermektedir [142, 143]. Telomeraz enzim
sentezindeki inhibisyonlarin, 6zellikle hiicre 6liimiiyle sonuglanan hiicresel yaslanmayi
indiikledigi gorilmistir [144, 145]. CAG’in anti-aging etkisinin telomeraz enzimiyle
gerceklestigi diistiniilmektedir ve CAG popiiler anti-aging protokolleri literatiiriine girmistir
[27]. Son zamanlarda Xu ve digerleri, CAG’m B-Klotho (KLB) expresyonunu upregiile
ettigi ve ROS (reaktif oksijen tiirleri) tretimini etkileyerek sigirlardaki graniiloza
hiicrelerinde islev bozuklugunu hafiflettigi goriilmiistiir [146]. Klotho geninin agir
ekspresyonu yasam siirelerini uzatirken, gende meydana gelen mutasyonlar prematiire
yaglanma sendromlarina neden olmaktadir [147]. CAG ve TERT’in sigir graniiloza
hiicrelerindeki plazmid ekspresyon seviyeleri KLB ekspresyonunu artirirken ROS

seviyelerini azalttigin1 ve hiicrelerin apoptozisini inhibe ettigini gostermistir [27].

2.20. CAG’1n Anti-inflamatuar EtKisi

Inflamasyon bagisiklik sisteminin mikrobiyal invazyon veya zararl1 uyaranlara karsi verdigi
cevabin bir sonucu olarak karsimiza ¢ikmaktadir [148]. 2019 yilinda Deng ve digerleri,
yaptig1 bir calismada 50 mg/kg CAG’1n farelerde sedef benzeri cilt iltthabini 6nemli 6l¢iide
iyilestirebildigini ve IL-1B, TNF-a ve IL-6 gibi proinflamatuar sitokinlerin seviyelerini

diistirebildigini gostermistir [149]. CAG’1n 6zellikle NLRP3 inflamazomlar1 tizerinde etki
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gosterdigi bildirilmis ve bu inflamazomlarin inflamatuar hastaliklarin gelismesinde énemli
bir role sahip oldugu tespit edilmistir. CAG’1n 6zellikle NLRP3 inflamazomlarinin sentezini
inhibe ettigi ve mitokondriyal membran kaybmi, kaspaz-1’in ve kaspaz-3’iin

aktivasyonlarini inhibe ederek yeniden diizenledigi gosterilmistir [150-152].

2.21. CAG’1n Farmakokinetik Etki Mekanizmasi

Farmakokinetik ¢aligmalar o6zellikle terapotik ajanlarin kimyasinin taninmasinda ve
optimizasyonunda temel adimi olusturmaktadir [153]. 2010 yilinda, CAG’1n farmakokinetik
etki mekanizmasi {izerine yapilan bir caligmada arastirmacilar Caco-2 modelinde
karacigerdeki mikrozomlarin in vitro kosullarda degerlendirmesini yapmislardir. Buna gore
molekiiliin pasif diffiizyon ile hiicre mebranindan gegtigini ve 30 dk’lik inkiibasyonun
ardindan yalnizca %17.4 ile %8.2’sinin karaciger mikrozomlarinda goriindiigiinii
bulmuslardir. Arasgtirmacilar CAG’in faz-1 [154] reaksiyonuna maruz kaldigini
gostermislerdir [155]. Yapilan ¢alismalarda, CAG’m %0.5 karboksimetil seliiloz ile oral
yolla uygulanan 10 mg/kg dozunun, yaklasik 5.70 + 1.62 saat sonunda absorbsiyon oraninin
%25.70 oraninda olmasi, ajan1 yeni bir klinik ilag olarak tanimlamaya yeterli olarak
gorlilmiistiir [156]. Idrees ve digerleri, 2023 yilinda, CAG ve yaslanma mekanizmasi
iligkisini arastirmak i¢in yaptiklari ¢alismada molekiiliin telomeraz aktivitesini moleculer
docking (molekiiler kenetlenme) metodu ile gostermis ve arastirmacilar CAG ile telomeraz
enziminin katalitik bolgesi olan TERT in kinetik olarak uyumunu da gostererek, molekiiliin

telomeraz enzim aktivatorii oldugunu ispatlamisladir [27].

2.22. CAG’1n Toksikolojisi

CAG’m etki mekanizmasin genisligi ve farmakolojik etkileri onu 6nemli bir klinik ajan
yapsa da molekiilin klinik kullanimda giivenilirligi sorusunu halen tam olarak
cevaplanamamistir. CAG bir telomeraz aktivatoriidiir ancak toksik etkileriyle ilgili caligma
sayilar1 sinirhidir. Deney hayvanlarn iizerinde yapilan deneysel bir ¢alismada 150 mg/kg
dozunda ve 91 giin siiresince uygulanan CAG dozunun herhangi bir toksik etkisinin
olmadigimi eritrosit mikroniikleus metodu ile gosterilmistir [157]. Yaklasik 7000 insan
tizerinde 5 yil siiresince yapilan bir bagka ¢alismada ise, yilda 50 mg/kg dozunda uygulanan
CAG’m sadece birkag insanda hafif yan etkiye neden oldugu gosterilmistir [158]. Molekiil,
2014 yilinda FDA tarafindan giivenli ilag kategorisine alinmustir [26].
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3. GEREC VE YONTEM

Calismada 6-8 haftalik Sprague dawley cinsi 40 adet disi rat kullanildi. Ratlar ortalama 22
+2°C sicaklikta, 12 saat aydinlik/karanlik dongiide, ad libitum igme suyu ve standart yem ile
beslendi. Ratlardan rastgele se¢im yapilarak 5 deney grubu olusturuldu (Cizelge 3.1.). 14
giin stiresince deneklerin agirliklar1 6l¢iildii. Deney bitiminde deneklerden yiiksek anestezik

madde dozu altinda intrakardiyak kan alindi.

Cizelge 3.1. Ratlardan rastgele 5 deney grubu

DENEY GRUPLARI
GRUP ADI DOz UYGULAMA DENEK | UYGULAMA
NO SEKLI SAYISI SURESI
1. Coziicti Grubu % 5 DMSO Gavaj n=5 14 Giin
(DMSO)
2. Coziicii Grubu (DMSO) %5 DMSO Intraperitoneal n=5 14 Giin
Enjeksiyon
3. Cycloastrogenol 7 mg/kg Gavaj n=10 14 Giin
(CAG) (% 5 DMSO)
4, Cisplatin 1,5 mg/kg Intraperitoneal n=10 14 Giin
(CIS) (% 5 DMSO) Enjeksiyon
5. Cycloastrogenol 7 mg/kg Gavaj n=10 14 Giin
(CAG) (%5 DMSO) +
+ + Intraperitoneal
Cisplatin 1,5 mg/kg Enjeksiyon
(CiS) (%5 DMSO)

1. Ilk ¢bziicii grubuna, %5°’lik DMSO (Merck, Lot; K54374143231) gavaj yoluyla
uygulanmistir.

2. 1kinci ¢éziicii grubuna, %5’lik DMSO (Merck, Lot; K54374143231) intraperitoneal
enjeksiyon (i.p.) ile uygulanmistir.

3. Cycloastrogenol (CAG) grubuna, 7 mg/kg CAG (Sigma-Aldrich, Lot; SMB00372) %5
‘lik DMSO’da ¢oziinerek 14 giin siiresince gavaj yoluyla uygulanmistir [159].

4. Cisplatin (CIS) grubuna, 1,5 mg/kg CIS (MedChemExpress, Lot; 266775563) %5’lik
DMSO’da ¢oziinerek 14 giin siiresince i.p. yoluyla uygulanmistir.

5. CAG+CIS grubuna, % 5’lik DMSO’da ¢oziinen 7 mg/kg CAG ve % 5’lik DMSO’da

¢oziinen 1,5 mg/kg CIS 14 giin siiresince sirastyla gavaj ve i.p. yoluyla uygulanmislardir.
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3.1. Histokimyasal Metod

Deney bitiminde alinan ovaryum dokular: (Resim 3.1) % 10 nétral formalinde 24 saat fikse
edildikten sonra rutin histolojik takip islemlerinden gegirilerek parafin bloklar elde edildi.
Hazirlanan parafin bloklardan 4 mikron kalinliginda kesitler alindi. Alinan kesitler etiivde
57°C’de 2 saat deparafinize edildikten sonra % 100, % 96, % 80, % 70 % 50 seklinde azalan
alkol serilerinden gecirildi. 10 dk akarsuda yikandiktan ve alkol uzaklastirildiktan sonra
Harris’ Hematoksilen soliisyonunda 10 dk tutuldu ve akarsuya alinarak boyanin renginin
oturmasi saglandi. Ardindan % 1°lik HCI soliisyonunda (asit-alkol) 1-2 dip yapildiktan sonra
kesitler tekrar akarsuda yikandi. Lamlar fazla su uzaklastirildiktan sonra 10 dk Eozin
sollisyonunda bekletildi. Fazla boyay1 uzaklastirmak i¢in 10 dk akarsuda yikandiktan sonra
kurutularak % 50, % 70, % 80, % 96, % 100 seklinde artan alkol serilerinden gegirildi ve
suyun kesitlerden uzaklastirilmasi saglandi. 45 dk ksilolde seffaflastirildiktan sonra entellan
ile kapatildi. Elde edilen preparatlar Leica DCM 4000 (Germany) 1sik mikroskobunda,
LASD9 bilgisayar destekli programda goriintiilenerek kaydedildi.

Resim 3.1. Sakrifiye edildikten sonra ovaryum dokulari. A; Kontrol-1, B; Kontrol-2, C;
Sikloastrogenol (CAG), D; Cisplatin (CIS), E; Sikloastrogenol (CAG) +
Cisplatin (CIS).

3.2. Immunohistokimyasal Metod

Indirekt immiinohistokimya ydntemi kullanilarak folikiilogeneziste énemli antikorlarin
isaretlemesi yapildi. Bu amagla L-polilizinli lamlara alinan 4 mikron kalinligindaki kesitler
etivde 57°C’de 2 saat bekletilerek deparafinize edildi. Lamlar deparafinizasyonu
tamamlamak i¢in 2 kez 15’er dakika ksilolde tutulduktan sonra sirasityla % 100°lik, %
96’11k, % 80’lik ve % 70’lik alkol serilerinden 7°ser dakika gegcirilerek rehidratasyonlart
saglandi. Ardindan 2 kez 5’er dakika distile suda bekletilerek alkolden kurtarildi. Doku
icerisinde formaldehitin kapattig1 antikor boélgelerinin agiga c¢ikarilmasini saglamak

amaciyla mikrodalga firinda 1 M sitrat tamponunda (pH:6.0) 3x5 dk etkin birakild1 ve oda
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isisinda 20 dk sogutulduktan sonra hidrofobik kalem ile dokularin etrafi ¢izildi. Lamlar
%3’liik hidrojen peroksite nemli ortamda etkin birakilarak dokulardaki endojen peroksidaz
aktivitesi bloke edildi. Daha sonra lamlar phosphate buffer saline (PBS) (pH: 7,4) ile
yikandi. Bundan sonraki asamalara indirekt immiinohistokimyasal ile uyumlu kit ile devam
edildi. Oncelikle 6zgiin olmayan baglanmalarin engellenmesi amaciyla Ultra V Block
(Thermo-scientific, Lot; PHLT811) uygulandi. Bloking asamasinin ardindan kesitler
yikanmadan PCNA (Santa cruz, lot:#J2219, 1/100) , anti-MTOR (Affinity bio,
lot:#AF6308, 1/100) ve anti-FOXO3A (Affinity bio, #AF6020, 1/75) anti-Caspaz 3 (Bioss,
lot#AG12061316, 1/200), primer antikorlarina bir gece +4°C’ da etkin birakildi. Siire
sonunda dokular 3x3 dk PBS ile yikandiktan sonra, 10 dk biyotinli goat anti-poyvalent
(Thermo-scientific, lot; PHLT811) sekonder antikoru uygulandi. Dokular, 3x3 PBS ile
yikanmanin ardindan enzimin biyotine baglanmasi amaciyla 10 dk streptavidin peroksidaz
enzim kompleksine (Thermo-scientific, lot; PHLT811) etkin birakildi. Lamlar tekrar 3x3
PBS ile yikandiktan sonra AEC kromojen (Thermo-scientific, Lot; HA53704) uygulanarak
go6zle goriilebilen immiin reaksiyonun agiga ¢ikmasi saglandi. Zemin boyamasi i¢in Harris’
Hematoksilen 10 saniye siiresince damlatilarak 5 dk akarsuyun altinda yikandi. Vision
Mount soliisyonuyla lamlar, lamellerle kapatildi. Elde edilen preparatlar Leica DCM 4000
(Germany) 1s1tk mikroskobunda, LAS9 bilgisayar destekli programda goriintiilenerek
kaydedildi.

Immiinohistokimyasal tutulumlar her bir antikor ve her grup icin degerlendirildi ve gruplar
arasinda tutulum yogunluklart arasinda anlamli bir farklilik olup olmadiginin tespiti i¢in
uygun istatistiksel analizler yapildi. Immunohistokimyasal tutulumlarin degerlendirilmesi

image J programinda yapildi [160].
3.3. AMH ve Telomeraz Aktivitesi Ol¢iimii icin ELIZA Metodu

Primordiyal folikiil havuzu tayini icin AMH (BT Lab, lot; 202302008) ve enzim aktivitesi
tayini icin de Telomeraz Enzim &lgiimleri (BT Lab, lot; 202302008) ELIZA metodu ile
uygulandi. Intrakardiyak kan alimi ile sar1 kapakli tiiplere toplanan kan ornekleri oda
sicakliginda 10-20 dk boyunca bekletildikten sonra 20 dk siiresince 4000 rpm’de 4°de
santrifiij edildi. Siipernatant ve serum toplanarak pellet atild1 ve sandvig-ELIZA metodu
uygulandi. Kit oda 1sisina gelmesi i¢in 30 dk bekletildi. Yikama tamponu, standart calisma

sollisyonu, biyotinli antikor ¢alisma soliisyonu ve HRP konjiigat1 ¢alisma soliisyonu kitin
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icerigine uygun sekilde hazirlandi. Mikroplate kuyucuklarma 100 pl hazirlanan standart
caligma soliisyonu eklenerek standart serileri olusturuldu. Diger kuyucuklara 40 pl serum
orneklerinden ve biyotinli HRP soliisyonu eklendikten sonra 60 dk 37°‘de sicakliktaki
etiivde inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda fazla s1v1 uzaklastirildi ve mikroplate 5 defa wash
buffer ile yikandi. 50 pl soliisyon A ile 50 pl soliisyon B eklenerek karanlikta 37°‘de
sicakliktaki etiivde 10 dk inkiibe edildi. Son olarak 50 pl stop soliisyonu eklenerek AMH

ve Telomeraz Enzimi i¢in 450 nm’de 6lgtim yapildi.

3.4. Telomer Uzunlugu icin Real Time PCR Metodu

3.4.1. DNA izolasyonu

Gene ALL, Exgene Blood SV, Lot: 105-326 Kit ile DNA izolasyonu gergeklestirilmistir.

DNA izolasyon protokolii asagidaki sekilde gergeklestirilmistir.

Dokular bistiiri yardimiyla kesildi ve 1.5 ml tiip igerisine 20 uL Proteinase K eklendi.
20 ul RNase A eklendi. Pipetaj yapildi. Oda sicakliginda 2 dk bekletildi.

200 ul BL Buffer eklendi. 56°C 10 dk inkiibe edildi.

200 ul absolute ethanol eklendi.

Kolona aktarildi ve 10,000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi.

600 ul BW Buffer eklendi. 10,000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi. Collection tiip yenilendi.
700 ul TW Buffer eklendi. 10,000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi.

Bos olarak full speed 14,000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi.

Temiz ve etiketlenmis tiip igerisine alindi. 60 ul AE Buffer eklendi. 14.000 rpm’de 2 dk
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santrifiij yapildi.
10. Elde edilen DNA 6rnekleri -20 °C'de donduruldu.

3.4.2. Real-time PCR

DNA izolasyonundan sonra Real-Time PCR asamasina gegildi. Real-Time PCR ig¢in asagida

marka, isim ve katalog numarasi verilen malzemeler kullanildi (Cizelge 3.2).
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Kullanilan Kitin Markasi

Kit Ad1

Katalog No

ELK Biotechnology Rat Telomere Length Quantification gPCR Assay Kit (Relative) EQ028

Real-time PCR (TEL)

TEL primer seti kullanilarak master mix hazirlandi. Master mix bilgileri asagidaki tabloda

verilmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Master mix bilgileri

Bilesen Hacim (ul)
2 X Mix 10
Telomer (TEL) primer set (10 uM) 0.4
Nuclease-free H,O 8.2
Genomic DNA Template (0.5~5ng/ul) 1
TOPLAM 20

Mastermix hazirlandiktan sonra Real-Time PCR reaksiyonu baglatildi. Real-Time PCR igin

kullanilan reaksiyon kosullar1 asagidaki tabloda belirtilmistir. Real-Time PCR reaksiyonu

Applied Biosystems™ QuantStudio 5 cihazinda gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.4. Real-Time PCR i¢in kullanilan reaksiyon kosullari

PCR Reaksiyonu Kosullari
Temp (°C) Time Cycle
Pre- Denaturation 95 1 min. 1
Denaturation 95 10 sec.
Annealing 55 30 sec. 40
Extended 72 45 sec.
Melt Curve

Real-Time PCR sonunda elde edilen amplifikasyon ve melting curve grafikleri asagida

gosterilmistir (Sekil 3.1).
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Amplification Plot

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Cycle

Sekil 3.1. Real-Time PCR sonunda elde edilen amplifikasyon ve melting curve grafigi
(Single copy reference)

Single copy reference real-time PCR (SCR)

SCR primer seti kullanilarak master mix hazirlandi. Master mix bilgileri asagidaki tabloda

verilmistir.

Cizelge 3.5. PCR master mix bilgileri

Bilesen Hacim (ul)
2X mix 10
Single Copy Reference Primer Mix (10 uM) 0.4
Nuclease-free H.0 8.2
Genomic DNA Template (0.5~5ng/ul) 1
TOPLAM 20

Mastermix hazirlandiktan sonra Real-Time PCR reaksiyonu baglatildi. Real-Time PCR igin
kullanilan reaksiyon kosullar1 agsagidaki tabloda belirtilmistir. Real-Time PCR reaksiyonu

Applied Biosystems™ QuantStudio 5 cihazinda gergeklestirilmistir.
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Cizelge 3.6. Reaksiyon kosullar

PCR Reaksiyonu Kosullari

Temp (°C) Time Cycle
Pre- Denaturation 95 1 min. 1
Denaturation 95 10 sec.
Annealing 55 30 sec. 40
Extended 72 45 sec.
Melt Curve

SCR primerleri kullanilarak gergeklestirilen Real-Time PCR reaksiyonu amplifikasyon ve

melting curve grafigi asagidaki sekildedir.

Amplification Plot

ARNn

Sekil 3.2. Amplifikasyon ve melting curve (TEL)

3.4.3. Telomer uzunlugunun hesaplanmasi

1. TEL primerleri kullanilarak izole edilen DNA 6rneklerinden elde edilen Cq degerinden,
Referans DNA 6rneginin Cq degeri ¢ikarilarak normalize edilmis ve ACq (TEL) degeri elde

edilmistir.

ACq (TEL) = Cq (TEL, izole edilen DNA ornegi) - Cq (TEL, referans DNA ornegi)
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2. SCR primerleri kullanilarak izole edilen DNA 6rneklerinden elde edilen Cq degerinden,
Referans DNA 6rneginin Cq degeri ¢ikarilarak normalize edilmis ve ACq (SCR) degeri elde

edilmistir.

ACq (SCR) = Cq (SCR, izole edilen DNA 6rnegi) - Cq (SCR, referans DNA ornegi)

3. ACq (TEL) degerinden ACq (SCR) degeri ¢ikarilarak AACq degeri elde edilmistir.

AACq = ACq (TEL) - ACq (SCR)

4. Izole edilen DNA 6rneginin referans numuneye gore goreceli telomer uzunlugunu kat
degisimi cinsinden (Fold Change) belirlemek igin; AACq degeri 24C9 ifadesine

dontstiirilmiistiir.

Izole edilen DNA érneklerinin referans DNA Ornegine gore goreceli telomer uzunlugunu

(Fold) = 2444

5. Diploid hiicre basina izole edilen DNA 6rneginin toplam telomer uzunlugunu belirlemek
icin; 4. adimda belirlenen DNA 0Orneklerinin referans numuneye gore goreceli telomer
uzunlugu degeri, referans ornegin telomer uzunluguyla (4.39 mb) carpilmistir. Referans
ornegin telomer uzunlugu kit tireticisi firma tarafindan daha once belirlenmis olup, 4,39

mb’dir.

Diploid hiicre basina izole edilen DNA orneginin toplam telomer uzunlugu = Referans DNA

orneginin telomer uzunlugu x 2444

6. Tek bir kromozom ucundaki ortalama telomer uzunlugunu belirlemek i¢in; 5. adimda
belirlenen diploid hiicre basina izole edilen DNA 6rneginin toplam telomer uzunlugu degeri,

84’e boliinmiistiir (Bir diploid insan hiicresinde 84 kromozom ucu bulunur).

Tek bir kromozom ucundaki ortalama telomer uzunlugu = Diploid hiicre basina izole edilen

DNA érneginin toplam telomer uzunlugu / 84

Sonuglar: Referans genomik DNA 6rneginin ortalama telomer uzunlugu:
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Diploid hiicre basina 6,32 + 0,45 Mb veya kromozom ucu basina 75,2 + 5,4 kb.

3.5. Folikiil saymm

Folikiil sayimi i¢in her gruptan rastgele 6 preparat se¢ildi Gruplar arasinda folikiil sayilarinm
degerlendirmek icin, her denek igin rastgele secilen 6 kesitte, x400 biiyiiltmede sayimlar
gerceklestirildi [161]. Folikiler primordiyal, primer, sekonder, Graaf ve atretik folikiiller
olarak alt basliklara ayrild1 [162].

Primordiyal folikii/; merkezde primer oosit ve gevresinde tek katli yassi folikiiler hiicrelerin

oldugu folikiildiir.

Primer Folikiil; antrumun heniiz sekillenmedigi ve folikiiler hiicrelerin kiiboidal sekil aldigi
folikiillerdir.

Antral Folikil; antrum adi verilen kavitenin sekillendigi folikiillerdir.

Atrezi; folikiiler hiicrelerin kollabe ve ¢ogunun piknotik goriiniimlii oldugu ve graniiloza
hiicrelerinin bazal membranindan ayrildigi, zona pellusidanin dejenere oldugu, oositin

perifere dogru gekildigi folikiiller dejenerasyondur [163].

3.6. istatistiksel Analizler

Istatsitiksel analizler, SPPS programiyla yapildi ve non-parametik gruplara, Independent-
Samples Kruskal-Wallis testi uygulandi. p degeri 0,05 ten kiiciik degeler anlamli kabul
edildi. Gavaj ve i.p. enjeksiyon uygulanan ¢6ziicii gruplarinin arasinda ki degerlerde p degeri
anlamli ¢tkmadigi i¢in gruplar istatistik yapilirken birlestirildi. Her istatistikten dnce her iki
grubunda kendi aralarinda istatistigi yapildi. Real-time PCR metodunda gruplarin son
telomer uzunlugu degerlerinin ortalamasi alinarak Mann-Whitney testi kullanilarak istatistik
yapildi. Immunohistokimya metodunun istatistiksel degerlendirmeleri icin Image J

programinda, threshold yapilarak elde edilen verilerin istatistikleri yapildi [160].
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4. BULGULAR

4.1. Hematoksilen Eozin Bulgular:

Gavaj ve 1.p. enjeksiyon uygulanan ¢oziicii gruplarinin Hematoksilen-Eozinle yapilan kiigiik
biiyiitmeli incelemelerinde (Resim 4.1, Resim 4.5); germinal epitel tek katli pirizmatik
(kiibik) - yass1 epitele degisen sekildeyken (Resim 4.2, Resim 4.6), epitelin hemen altinda
yer alan Tunika albuginea fibréz bag dokusu yapisiyla ayirt edildi (Resim 4.3, Resim 4.6).
Tunika albugineanin hemen altinda bulunan Korteks, gelisimin g¢esitli evrelerindeki
folikiiller (primordiyal, preantral, antral, Graaf) ile karakterizeydi (Resim 4.4, Resim 4.8).
Bu folikiillerde zona pellusida biitiin ve parlak sekilde izlenirlen, graniiloza hiicreleri ise
diizenli goriiniimleriyle karakterizeydi. Teka tabakalari ve oosit bazal membrani net bir
sekilde ayirt edilmekteydi (Resim 4.4, 4.8). Medullada ise kan damarlar1 ve medullar bag
doku normal yapisinda ayirt ediliyordu (Resim 4.1, Resim 4.5).

Resim 4.1. Gavaj stresi uygulanan ¢oziici grubu over kesitinde germinal epitel (—,
kirmizi), antral folikiil (AF) , korpus luteum (CL) ve medulla (M) izleniyor
(Hematoksilen-Eozin x40).
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Resim 4.2. Gavaj stresi uygulanan ¢oziicii grubu over kesitinde germinal epitel (—, kirmizi
ok), tunika albuginea (7, sar1) , preantral folikiil (PAF) , antral folikiil (AF) ,
folikiiler atrezi (FA), graniiloza hiicresi ({ ), zona pellusida (», kirmiz1) ve teka
tabakalar1 (v, mavi) izleniyor (Hematoksilen-Eozin x200).

Resim 4.3. Gavaj stresi uygulanan ¢6ziicti grubu over kesitinde primordiyal folikiil (—, sar1)
ve preantral folikiil (PAF) izleniyor (Hematoksilen-Eozin x400).
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Resim 4.4. Gavaj stresi uygulanan ¢oziicii grubu over kesitinde primordiyal folikiil (—),
preantral folikiil (PAF) , antral folikiil (AF), atretik folikiil (FA) ve zona
pellusida (») ve teka tabakalari (v, mavi) izleniyor (Hematoksilen-Eozin x200).

-
By

Resim 4.5. 1.p. enjeksiyon stresi uygulanan ¢dziicii grubu over kesitinde germinal epitel (—,
kirmizi), preantral folikiil (PAF), antral folikiil (AF) , korpus luteum (CL), Graaf
folikiil (GF) ve medulla (M) izleniyor (Hematoksilen-Eozin x40).



Resim 4.6. Lp. enjeksiyon stresi uygulanan ¢dziicii grubu over kesitinde tunika albuginea
(", sar1), primordiyal folikiil (—), preantral folikiil (PAF) ve folikiiler atrezi (FA)
izleniyor (Hematoksilen-Eozin x200).

Resim 4.7. 1.p. enjeksiyon stresi uygulanan ¢dziicii grubu over kesitinde preantral folikiil
(PAF) , zona pellusida (»), graniiloza hiicre tabakasi ({) ve teka folikiilii (,
mavi) izleniyor (Hematoksilen-Eozin x200).
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Resim 4.8. Lp. enjeksiyon stresi uygulanan ¢dziicii grubu over kesitinde germinal epitel (—,
kirmizi), zona pellusida (»), Graaf folikiil (GF) ve korpus luteum (CL) izleniyor
(Hematoksilen-Eozin x100).

CAG verilen grupta, kontrol grubuna benzer sekilde germinal epitel tek katli alcak boylu
prizmatikten yassi epitele degisen sekilde izlenirken, epitelin hemen altinda yer alan tunika
albuginea fibr6z bag dokusu yapisiyla ayirt edildi (Resim 4.9, Resim 4.10). Tunika
albugineanin hemen altinda bulunan korteks, gelisimin ¢esitli evrelerindeki folikiiller ile
karakterizeydi (primordiyal, preantral, antral, Graaf) (Resim 4.9, Resim 4.10.). Bu
folikiillerde zona pellusida biitiin ve parlak sekilde izlenirken, graniiloza hiicreleri diizenli
goriiniimleriyle karakterizeydi (Resim 4.10, Resim 4.11). Teka tabakalari ve oosit bazal
membrani net bir sekilde ayirt edildi (Resim 4.11.). Folikiil sayimlarinda elde edilen veriler
tizerinde yapilan istatistiksel incelemeler sonucunda; kontrol gruplart ile kiyaslandiginda
CAG uygulanan grupta primordiyal folikiil sayilar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmadig: tespit edildi (p=1, Mann-Whitney Testi) ancak primer folikiil sayilar
kontrol grubuna kiyasla artis gostermekteydi (p=0,009, Mann-Whitney Testi) (Resim 4.12.)
(Sekil 4.1). Primer folikiil sayilarina benzer sekilde sekonder folikiil sayilarinda da kontrol
grubuna kiyasla artis mevcuttu ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli degildi (Sekil 4.2.)
(p=0,102, Mann-Whitney Testi). Atreziye giden folikiil sayis1 ise kontrol grubu ile
kiyaslandiginda ise azalmis olarak bulundu ancak bu azalis istatistiksel olarak anlamli1 olarak
tespit edilmedi (Sekil 4.3) (p=0,100, Mann-Whitney Testi). Atreziye giden folikiil sayilart
cisplatin grubu ile kiyaslandiginda ise (p<,001, Mann-Whitney Testi) istatistiksel olarak

anlamli seviyede azalmisti. Cisplatin ve sikloastrogenol uygulamasi yapilan grup ile
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kiyaslandiginda ise, yine istatistiksel olarak anlamli bir diisiis bu gruplar arasinda da

mevcuttu (p=0,031, Mann -Whitney Testi). Medullada kontrol grubundan ayricalikli olarak

vaskiiler dilatasyon ilgiyi ¢ekti (Resim 4.9).

Resim 4.9. CAG grubu over kesitinde germinal epitel (—, kirmiz1), preantral folikiil (PAF)
, antral folikiil (AF) , kistik folikiil (CF), folikiiler atrezi (FA), vaskiiler
dilatasyon (*) ve Medulla (M) izleniyor (Hematoksilen-Eozin x40).

Resim 4.10. CAG grubu over kesitinde germinal epitel (—, kirmiz1), tunika albuginea (7,
sar1), primordiyal folikiil (—, sar1), preantral folikiil (PAF) , antral folikiil (AF)
, zona pellusida (»), graniiloza hiicre katmani ({ ), teka folikiili (v, mavi),
vaskiiler dilatasyon (*) ve medulla (M) izleniyor (Hematoksilen-Eozin x40).
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Resim 4.11. CAG grubu over kesitinde primordiyal folikiil (—, sar1), antral folikiil (AF),
zona pellusida (», kirmizi1), teka folikilii (, mavi), folikiiler atrezi (FA) ve
vaskiiler dilatasyon (*) izleniyor (Hematoksilen-Eozin x100).

Resim 4.12. CAG grubu over kesitinde antral folikiil (AF) ve Kistik folikiil (CF) izleniyor
(Hematoksilen-Eozin x100).

Cisplatin verilen grupta, kontrol grubuna benzer sekilde germinal epitel tek katl algak boylu
pirizmatikten yassi epitele degisen sekildeyken (Resim 4.13), kontrol grubundan ayricali

olarak epitelin hemen altinda yer alan tunika albugineanin oldukga incelmis oldugu ilgiyi
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cekti (Resim 4.14). Bu grupta primordiyal folikiillerde dejenerasyon izlenirken, primordiyal
folikiil sayilarinin hem kontrol gruplar ile ve hem de sikloastrogenol verilen grupla
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi tespit edildi (Sekil 4.1)
(p<0,001, p=0,015 Mann-Whitney Testi). (Resim 4.16). Primer ve sekonder folikiillerde
zona pellusidanin ve oositin olduk¢a dejenere oldugu ve cogunun atreziye ugradigi,
grantiiloza hiicreleri arasinda piknotik hiicrelerin sayisinda artig ve vakualizasyon olaylandigi
tespit edildi (Resim 4.16). Kontrol gruplar ile kiyaslandiginda primer folikiil sayilarinin
azaldig goriildii ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli seviyede olmadig belirlendi
(Sekil 7) (p=0,1 Mann-Whitney Testi). Sikloastrogenol verilen grupla kiyaslandiginda ise
istatistiksel olarak anlamli seviyede azalma gorildi (p<,001, Mann-Whitney Testi).
Sekonder folikiil sayilar1 ise kontrol gruplari ile kiyaslandiginda azalmis seviyedeydi ancak
bu azalig istatistiksel olarak anlaml1 olarak tespit edilmedi (Sekil 4.2) (p=0,1 Mann-Whitney
Testi). Kortekste ayrica infiltrasyon ve 6dem ilgiyi ¢ekti (Resim 4.15 ve Resim 4.16).
Medullada ise hilar hiicre hiperplazisi goriildii (Resim 4.13). Bu grupta diger gruplardan
ayricalikli olarak atreziye giden folikiil sayist artis gostermekteydi ve bu artis kontrol
gruplart ve sikloastrogenol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli seviyedeydi
(Sekil 4.3) (p<0,05).

Resim 4.13. Cisplatin grubu over kesitinde, germinal epitel (—, kirmiz1), folikiiler atrezi
(FA), hilar hiicrelerinde hiperplazi ( <« sari) ve o6dem () izleniyor
(Hematoksilen-Eozin x40).
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200 pm

Resim 4.14. Cisplatin grubu over kesitinde primordiyal folikiil (—, sar1), germinal epitel
(—, kirmzi), tunika albuginea (7, sar1) ve folikiiler atrezi (FA) izleniyor
(Hematoksilen-Eozin x100).

Resim 4.15. Cisplatin grubu over kesitinde germinal epitel (—, kirmizi), folikiiler atrezi
(FA), inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (>) ve o6dem (<) izleniyor
(Hematoksilen-Eozin x100).
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Resim 4.16. Cisplatin grubu over kesitinde germinal epitel (—, kirmizi), primordiyal
folikiilde dejenerasyon (—, yesil), folikiiler atrezi (FA), tunika albuginea (),
piknotik graniiloza hiicreleri (A ), graniiloza hiicrelerinde vakuolizasyon (A,
kirmizi), inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (>) ve teka tabakalarinda

dejenerasyon (v, pembe) izleniyor (Hematoksilen-Eozin x200).

Cisplatin ve sikloastrogenol uygulanan grupta, germinal epitel tek katli algak boylu
pirizmatik (kiibik) epitelden tek katli yassi epitele degisen sekildeydi (Resim 4.17.). Tunika
albuginea kontrol grubuna benzer sekilde izlendi (Resim 4.18). Kiiciikk biiyiitmetli
mikroskop goriintiilerinde ¢ok sayida primordiyal ve primer folikiil ilgiyi ¢cekerken, biiyiik
biyiiltmeye gegildiginde ise kortekste, kontrol grubuna kiyasla primordiyal folikiil
sayilarinda fark c¢ikmazken (p=0,1, Mann-Whitney Testi), cisplatin grubuna kiyasla
primordiyal folikiil sayilarinda artis oldugu goriildii (Sekil 4.1) (p<0,001, Mann-Whitney
Testi). (Resim 4.18, Resim 4.19). Primer ve sekonder folikiillerde zona pellusida parlak
renkte ve kompakt sekilde izlendi (Resim 4.18). Primer folikiil sayilar1 kontrol grubuyla ve
cisplatin grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak artmis seviyedeydi (Sekil 4.2)
(p=0,009, p<,001 Mann-Whitney Testi). Sekonder folikiil sayilarinda ise kontrol grubuyla
ve cisplatin grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlaml farklilik gortilmedi (Sekil
4.3) (p=1, p=1 Mann-Whitney Testi). Atreziye giden folikiil sayilarinda kontrol grubuyla
istatististiksel olarak anlamli fark bulunmazken (p=0,104 Mann-Whitney Test,),
sikloastrogenol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli seviyede artis tespit edildi (Sekil
4.3) (p=0,031, Mann-Whitney Testi) ancak bu artig cisplatin grubuna ait artis kadar fazla
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degildi ve atreziye giden folikiil sayilar1 cisplatin grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik goriilmedi (p=1, Mann-Whitney Testi) (Sekil 4.3). Graniiloza
hiicreleri diizenli sekildeki dizilmeleri ile karakterizeydi (Resim 4.17). Teka interna ve
eksterna ayirt edilebilir durumdaydi (Resim 4.18, Resim 4.19). Cisplatin grubuna benzer
sekilde bu grupta da bag dokusu hiicrelerinin infiltrasyonu goriildii. Ancak cisplatin grubuna

kiyasla azalmis diizeydeydi (Resim 4.20).

Resim 4.17. Cisplatin ve sikloastrogenol verilen gruba ait over kesitinde germinal epitel (—,
kirmizi), folikiiler atrezi (FA), antral folikiil (AF) ve medulla (M) izleniyor
(Hematoksilen-Eozin x40).
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Resim 4.18. Cisplatin ve sikloastrogenol verilen gruba ait over kesitinde germinal epitel (—,
kirmizi), tunika albuginea (7, sar1), primordiyal folikiil (—, sar1), zona
pellusida (») ve graniiloza hiicreleri ( { ) izleniyor (Hematoksilen-Eozin x100).

Resim 4.19. Cisplatin ve sikloastrogenol verilen gruba ait over kesitinde primordiyal folikiil
( —, sar1), antral folikiil (AF), preantral folikiil (PAF), zona pellusida (»), teka
folikiili (v, mavi) ve folikiiler atrezi (FA) izleniyor (Hematoksilen-Eozin
x200).



Resim 4.20.
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Cisplatin ve sikloastrogenol verilen gruba ait over kesitinde primordiyal folikiil
(—, sar1), antral folikiil (AF), preantral folikiil (PAF), infiltrasyon (>),
folikiiler atrezi (FA), zona pellusida (») ve teka folikiilii (v, mavi) izleniyor
(Hematoksilen-Eozin x100).
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Sekil 4.1. Gruplar aras1 primordiyal folikiil sayis1 grafigi.
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Sekil 4.2. Gruplar aras1 primer folikiil sayis1 grafigi.
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Sekil 4.3. Gruplar aras1 Sekonder folikiil sayis1 grafigi.
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Sekil 4.4.Gruplar arasinda atreziye giden folikiil sayilar.

4.2. PCNA immiinohistokimya Boyama Bulgulari

DNA'’ya baglanarak etki gdsteren bir proliferasyon isaretleyicisi olan anti-PCNA antikoru
ile yaptiZimiz immunohistokimya boyamalar1 neticesinde; her iki kontrol grubunda da,
biitiin folikiiler evrelerde hem oosit ve hem de graniiloza hiicre nukleuslarinda pozitif
tutulum oldugu tespit edildi (Resim 4.21, Resim 4.22.). Sikloastrogenol verilen gruptaki
PCNA immiinreaktivitesinin kontrol gruplarina benzerlik gosteririken istatistiksel olarak bu
iki grupta da tutulum farki gézlemlenmedi (p=1, Mann-Whitney Testi) (Sekil 4.5) ancak
bu grupta negatif tutulum gosteren primordiyal folikiillerin varlig1 da ilgiyi ¢ekti ve (Sekil
4.5) (Resim 4.23) bu durum, sikloastrogenoliin primordiyal folikiilerde dormansiyi
destekledigi seklinde yorumlandi. Cisplatin verilen grupta ise, preantral folikiillerde oosit
nukleuslarinda diger gruplara kiyasla gorece olduk¢a az sayida hiicrede pozitif

immiinreaktivite oldugu gorildii ve kontrol grubu ve sikloastrogenol grubu ile
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kiyaslandiginda bu grupta PCNA pozitif hiicre sayisi istatistiksel olarak anlamli sekilde
azalmig seviyeleri ile tespit edildi (p=,008, p=,006, Mann-Whitney testi) (Sekil 4.5, Resim
4.24). Cisplatin ile birlikte sikloastrogenol verilen grupta, kontrol grubuna benzer sekilde
preantral folikiil evrelerinde hem oosit ve hem de graniiloza hiicre nukleuslarinda pozitif
immiinreaktivite goriiliirken, hi¢ tutulum olmayan primordiyal folikiillerin varligi bu grupta
da ilgiyi ¢ekti (Resim 4.25). Bu grupta cisplatin grubuyla kiyaslandiginda PCNA pozitif
hiicre sayisinda artis olsada bu artis istatistiksel olarak anlamli seviyelerde degildi (p=1,

Mann-Whitney Testi) (Sekil 4.5).

Resim 4.21. Gavaj stresi uygulanan ¢6ziicii grubu ovaryum kesitinde PCNA immiin
reaktivite gortintiisii. Pozitif tutulum (—, kirmizi), negatif tutulum (—, sari)
(Immiinperoksidaz-Hematoksilen x400).
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Resim 4.22. 1.p. stresi uygulanan ¢dziicii grubu ovaryum kesitinde PCNA immiin reaktivite
goriintlisi. Pozitif tutulum (—, kirmizi) (Immiinperoksidaz-Hematoksilen
x400).

Resim 4.23. Sikloastrogenol grubu ovaryum kesitinde PCNA immiin reaktivite goriintiisi.
Pozitif tutulum (—, kirmizi), negatif tutulum (—, sar1) (Immiinperoksidaz-
Hematoksilen x400).



Resim 4.24. Cisplatin grubu ovaryum kesitinde PCNA immiin reaktivite goriintiisii. Pozitif
tutulum (—, kirmizi) (Immiinperoksidaz-Hematoksilen x400).

Resim 4.25. Cisplatin ve sikloastrogenol verilen gruba ait ovaryum kesitinde PCNA immiin
reaktivite goriintiisii. Pozitif tutulum (—, kirmizi) (Immiinperoksidaz-
Hematoksilen x400).
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Sekil 4.5. PCNA immiinreaktivitesinin gruplar arasinda ki dagilimi.

4.3. FOX03a immiinohistokimya Boyama Bulgular

Cisplatinin uzun dénem uygulamasinin neden oldugu, apoptozis temelli primordiyal
folikiiler havuzdaki kaybin molekiiler mekanizmasini aydinlatmak adina yaptigimiz anti-
FOXO03a immun reaktivitesi deneyinde amacimiz, folikiiler aktivasyonda goérev alan bu
molekiiliin intraseliiler lokasyonunu belirlemek ve reaksiyon derecelerindeki olasi farkliligi
gozlemlemekti. Saglikli folikiilogenezise giren folikiillerde hem sitoplazmada ve hem de
niikleusta FOXO3a tutulumu s6z konusudur. Yapilan degerlendirmeler sonucunda; kontrol
gruplarinda 6zellikle primordiyal ve primer folikiil asamasindaki oosit ve graniiloza hiicre
diizeyindeki tutulumun, niikleusta ve sitoplazmada orta derecede oldugu goriiliirken (Resim
4.26, Resim 4.27), sikloastrogenol uygulanan grupta da kontrol grubuna benzer sonuclara
ulasildi, bu iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p=1, Mann-Whitney
Testi) (Sekil 4.6) (Resim 4.28). Ancak cisplatin uygulanan grupta bu gruplardan farkl: olarak
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niikleer tutulumun yok denecek kadar az ve sitoplazmik reaksiyonlarin ¢ok zayif oldugu
goriildii ve cisplatin grubunda ki bu azalis kontrol grubu ve sikloastrogenol grubu ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli seviyedeydi (p<,001, p<,001, Mann-Whitney
Testi) (Sekil 4.7, Resim 4.29). Hem cisplatin hem de sikloastrogenol uygulanan grupta ise;
hem primordiyal hem de primer folikiillerde, hem niikleusta ve hem de sitoplazmada
cisplatin grubuna kiyasla artis oldugu tespit edildi ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli
seviyede degildi (p=,293) (Sekil 4.7, Resim 4.30).

Resim 4.26. Gavaj stresi uygulanan ¢6ziicii grubu ovaryum kesitinde FOXO3a immiin
reaktivite gdriintisi. Oosit (O), FOXO3a tutulumu (—, kirmizi),
(Immiinperoksidaz-Hematoksilen x400).
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Resim 4.27. 1.p. enjeksiyon stresi uygulanan ¢dziicii grubu ovaryum kesitinde FOXO3a
immiin  reaktivite  gorintiisi. FOXO0O3a tutulumu (—, kirmizi)
(Immiinperoksidaz-Hematoksilen x400).

Resim 4.28. Sikloastrogenol grubu ovaryum kesitinde FOXO3a immiin reaktivite
goriintiisii. Oosit (O), FOXO3a tutulumu (—, kirmiz1) (Immiinperoksidaz-
Hematoksilen x400).



Resim 4.29. Cisplatin grubu ovaryum kesitinde FOXO3a immiin reaktivite goriintiisii. Oosit
(0), FOXO03a tutulumu (—, kirmizi1) (Immiinperoksidaz-Hematoksilen x400).

Resim 4.30. Cisplatin ve sikloastrogenol verilen gruba ait ovaryum kesitinde FOXO3a
immiin reaktivite goriintiisi. Oosit (O), FOXO3a tutulumu (—, kirmizi),
(Immiinperoksidaz-Hematoksilen x400).
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Sekil 4.6. FOXO3a immiinreaktivitesinin gruplar arasinda ki dagilima.

4.4, mTOR Immiinohistokimya Boyama Bulgular

Anti-mTOR antikoru ile yaptigimiz immunohistokimya boyamalart neticesinde, mTOR
immiinreaktivitesinin her iki kontrol grubunda da primer oosite ait ooplazmada orta,
graniiloza hiicre sitoplazmalarinda ise zay1f immiinreaktivite gosterdigi tespit edildi. Bu grup
oosit nukleusuna ait vezikiilde tutulum ayirt edildi ancak immiinreaktivite gosteren vezikiil
sayis1 bir adet olarak tespit edildi (Resim 4.31, Resim 4.32, Resim 4.33, Resim 4.34).
Sikloastrogenol uygulanan grupta mTOR immiinreaktivitesi degerlendirildiginde, ooplazma
ve graniiloza hiicre sitoplazmasina ait tutulumlarin her iki kontrol grubu ile esdes oldugu
izlenirken, kontrol gruplarindan ayricali olarak oosit nukleusuna ait ¢ok sayida vezikiilde
tutulum ayirt edildi ve reaksiyon derecesinde istatistiksel olarak, kontrol grubuyla anlamlt
bir fark bulunmadig: izlendi (p=1, Mann-Whitney Testi) (Sekil 4.7) (Resim 4.35, Resim

4.36). Cisplatin uygulanan grupta ooplazmada siddetli, graniiloza hiicre sitoplazmalarinda
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ise orta siddetli immiinreaktivite goriiliirken, sitoplazmik immiinreaktivitenin kontrol ve
sikloastrogenol gruplarina kiyasla arttig1 izlendi ve bu artis istatistiksel olarak anlamli
derecedeydi ( p<0,001, p<,001) (Sekil 4.7). Buna karsilik bu gruptaki en dikkat ¢ekici bulgu;
oosit nukleusuna ait vezikiillerin yapica bozularak, nukleusun periferinde vezikiiler yapida
degil daginik yerlesim gdstererek konumlanmasi olarak tespit edildi. mTOR tutulumu ise bu
bolgede zayif olarak nitelendirildi (Resim 4.37, Resim 4.38). Cisplatin ve sikloastrogenoliin
birlikte uygulandigi grupta ooplazma ve graniiloza hiicre sitoplazmasma ait
immiinreaktivitenin yeniden kontrol gruplar1 ve sikloastrogenol grubu ile esdes bir hal aldig1
ve reaksiyon derecelerinde anlamli bir fark olmadigi (p=,891, p=,358) (Sekil 4.7),
ooplazmada orta ve graniiloza hiicre sitoplazmasinda ise zayif tutulum goriildigi, ayirt
edildi. Buna karsilik, bu gruba ait oositlerin nuklear vezikiillerinde tutulum gdésteren vezikiil
sayisinin gorece yeniden arttigr ve periferal yerlesimin bozularak, yeniden merkezi ve

vezikiiler yapida konumlandig: dikkati ¢ekti (Resim 4.39, Resim 4.40).

Bu bulgular dogrultusunda, mTOR immiinreaktivitesinin cisplatin uygulamasi ile birlikte
oosit ve graniiloza hiicre diizeyinde artarak folikiillerin atretik siireclerini indiikledigi, bu
hiicrelerdeki immiinreaktivite artisinin ise temelde nuklear vezikiillerde bozulmaya yol
acarak, protein sentezini bloke etmesi lizerinden gergeklestirdigi diisiiniildii. Uygulanan
sikloastrogenoliin ise, vezikiiler sag kalim ve protein sentezini yeniden insa ederek,
folikiilleri apoptotik siirece gotiiren sitoplazmik mTOR immiinreaktivitesini diisiirdiigii ve
bu anlamda cisplatine karsin mTOR yolag tizerinden folikiillerde koruyucu etki gosterdigi

tespit edildi.



Resim 4.31. Gavaj stresi uygulanan ¢oziicii grubu ovaryum kesitinde mTOR immiin
reaktivite goriintlisii. Vezikiiler tutulum (—, kirmizi) (Immiinperoksidaz-
Hematoksilen x400).

Resim 4.32. Gavaj stresi uygulanan ¢dziici grubu ovaryum kesitinde mTOR immiin
reaktivite gorlintiisii. Vezikiiler tutulum (—, kirmizi) (Immiinperoksidaz-
Hematoksilen x1000).
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Resim 4.33. 1.p. enjeksiyon stresi uygulanan ¢dziicii grubu ovaryum kesitinde mTOR
immiin  reaktivite  gorlntisi.  Vezikiller tutulum (—, kirmizi)
(Immiinperoksidaz-Hematoksilen x400).

Resim 4.34. 1.p. enjeksiyon stresi uygulanan ¢dziicii grubu ovaryum kesitinde mTOR
immiin  reaktivite  gorlintlisi. ~ Vezikiller tutulum (—, kirmizi)
(Immiinperoksidaz-Hematoksilen x1000).



Resim 4.35. Sikloastrogenol grubu ovaryum kesitinde mTOR immiin reaktivite goriintiisii.
Vezikiiler tutulum (—, kirmizi) (immiinperoksidaz-Hematoksilen x400).

Resim 4.36. Sikloastrogenol grubu ovaryum kesitinde mTOR immiin reaktivite goriintiisi.
Vezikiiler tutulum (—, kirmizi1) (Immiinperoksidaz-Hematoksilen x1000).
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Resim 4.37. Cisplatin grubu ovaryum kesitinde mTOR immiin reaktivite gdriintisi.
Vezikiiler tutulum (—, kirmizi) (Immiinperoksidaz-Hematoksilen x400).

Resim 4.38. Cisplatin grubu ovaryum kesitinde mTOR immiin reaktivite goriintiisii.
Vezikiiler tutulum (—, kirmizi1) (Immiinperoksidaz-Hematoksilen x1000).
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Resim 4.39. Cisplatin ve sikloastrogenol verilen gruba ait ovaryum kesitinde mTOR immiin
reaktivite goriintiisii. Vezikiiler tutulum (—, kirmizi) (Immiinperoksidaz-
Hematoksilen x400).

Resim 4.40. Cisplatin ve sikloastrogenol verilen gruba ait ovaryum kesitinde mTOR immiin
reaktivite goriintiisii. Vezikiiler tutulum (—, kirmizi) (Immiinperoksidaz-
Hematoksilen x1000).



69

Independent-Samples Kruskal-Wallis Test
40,00
30,00
&
|_
E 200 o
10,00 Iil ‘!I
oo
Kontrol CAG CIS CAG+CIS
Grup

Sekil 4.7. mTOR immiinreaktivitesinin gruplar arasinda ki dagilimi.

4.5. Caspaz-3 Immiinohistokimya Boyama Bulgular

Anti-Caspaz 3 antikoru ile yaptigimiz immunohistokimya boyamalar1 neticesinde, her iki
kontrol grubu ile sikloastrogenol verilen gruplarda, primordiyal folikiilere ait primer oosit
ooplazmas1 ve graniiloza hiicrelerinde, sitoplazmik diizeyde ¢ok zayif diizeyde
immiinreaktivite gozlenirken (Resim 4.41, Resim 4.42,, Resim 4.43, Resim 4.44, Resim
4.45, Resim 4.46) (Sekil 4.8), sikloastrogenol verilen grupta bazi primer folikiillerde oosit
sitoplazmasinda zayiftan ortaya degisen immiinreaktivite tespit edildi ve bu iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p=1, Mann-Whitney Testi) (Resim 4.45,
Resim 4.46) (Sekil 4.8). Cisplatin verilen grupta tiim folikiiler evrelerde; ooplazmada
sitoplazmik diizeyde ve siddetli, granuloza hiicrelerinde ise sitoplazmik diizeyde zayiftan
ortaya degisen diizeyde immiinreaktivite izlendi. Bu degisim kontrol grubu ve

sikloastrogenol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli seviyede artmisti
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(p<,001, p=,004 Mann-Whitney Testi) (Resim 4.48, Resim 4.49) (Sekil 4.8). Cisplatin ve
sikloastrogenol verilen grupta ise tutulum, ooplazmada ortadan siddetliye degisen diizeyde
ve sitoplazmik, buna karsilik graniiloza hiicre sitoplazmasinda ise zayif diizeyde ayirt edildi
(Resim 4.50, Resim 4.51). Bu gruptaki artis kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli seviyedeyken (p=,048 Mann-Whitney Testi), sikloastrogenol uygulanan
grupla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli seviyede degildi (p=,440, Mann-Whitney
Testi) (Sekil 4.8). Cis grubuyla kiyaslandiginda ise tutulum derecesinin azaldigi ancak bu
azalmanin istatistiksel olarak anlamli seviyede olmadigi goriildii (p=,931,Mann-Whitney
Testi) (Sekil 4.8).

Resim 4.41. Gavaj stresi uygulanan ¢oziicii grubu ovaryum kesitinde Caspaz-3 immiin
reaktivite goriintiisii (Immiinperoksidaz-Hematoksilen x40).
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Resim 4.42. Gavaj stresi uygulanan ¢oziicli grubu ovaryum kesitinde Caspaz-3 immiin
reaktivite  gOriintiisii.  Immiinreaktivite = gosteren  folikiiller  (—)
(Immiinperoksidaz-Hematoksilen x400).

500 pm

Sl

Resim 4.43. 1.p. enjeksiyon stresi uygulanan ¢oziici grubu ovaryum kesitinde Caspaz-3
immiin reaktivite goriintiisii (Immiinperoksidaz-Hematoksilen x40).
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Resim 4.44. 1.p. enjeksiyon stresi uygulanan ¢oziicii grubu ovaryum kesitinde Caspaz-3
immiin reaktivite gorintisu. Immiinreaktivite gosteren folikiiller (=)
(Immiinperoksidaz-Hematoksilen x400).

Resim 4.45. Sikloastrogenol grubu ovaryum kesitinde Caspaz-3 immiin reaktivite
goriintiisii (Immiinperoksidaz-Hematoksilen x40).
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Resim 4.46. Sikloastrogenol grubu ovaryum kesitinde Caspaz-3 immiin reaktivite

goriintiisii. Immiinreaktivite gosteren folikiiller (=) (Immiinperoksidaz-
Hematoksilen x400).

Resim 4.47. Cisplatin grubu ovaryum Kesitinde Caspaz-3 immiin reaktivite goriintiisii
(Immiinperoksidaz-Hematoksilen x40).
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100 pm

Resim 4.48. Cisplatin grubu ovaryum kesitinde Caspaz-3 immiin reaktivite goriintiisii.
Immiinreaktivite gosteren folikiiller (=) (Immiinperoksidaz-Hematoksilen
x400).

Resim 4.49. Cisplatin ve sikloastrogenol verilen gruba ait ovaryum kesitinde Caspaz-3
immiin reaktivite goriintiisii (Immiinperoksidaz-Hematoksilen x40).



75

Resim 4.50. Cisplatin ve sikloastrogenol verilen gruba ait ovaryum kesitinde Caspaz-3
immiin reaktivite goOriintiisii. Immiinreaktivite gosteren folikiiller (—)
(Immiinperoksidaz-Hematoksilen x400).
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Sekil 4.8. Caspaz 3 immiinreaktivitesinin gruplar arasinda ki dagilimu.



76

4.6. AMH ELIZA Bulgular

Cisplatinin ovaryum dokusunda folikiiler havuza verdigi hasari tespit etmek igin yaptigimiz
ELIiZA deneyi sonucunda cisplatin verilen grupta AMH seviyelerindeki azalma kontrol
grubu ve sikloastrogenol verilen grupla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde
azaldigi tespit edildi (p=0,03, p<0,001 Mann-Whitney Testi) .Cisplatin ve sikloastrogenoliin
birlikte uygulandig1 deney grubunda ise AMH seviyesinin, cisplatin verilen gruba kiyasla

artt1g1, ancak bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadigi izlendi (p=0,07) (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Independent-Samples Kruskal-Wallis test sonucuna gore, Serum AMH seviyeleri
Olctimii (ng/ml).

4.7. Telomeraz Enzimi ELIZA Bulgular

Telomeraz enzimini dlgmek icin yaptigimiz ELIZA analizleri sonucunda; telomeraz

aktivatori olan sikloastrogenol verilen grupta, kontrol gruplarina kiyasla enzim miktarinda
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istatistiksel olarak anlamli artig tespit edilirken (p=0,012 Mann-Whitney Testi ), cisplatin
grubunda kontrol gruplarina kiyasla azalma oldugu ancak bu azalmanin istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 izlendi (p=0.1, Mann-Whitney Testi). Cisplatin ve sikloastrogenoliin
birlikte verildigi grupta enzim seviyesinde kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir artig goriilmezken (p=0.06, Mann-Whitney Testi), cisplatin grubuna karsin istatistiksel
olarak anlamli seviyede arttig1 goriildii (p=0,017, Mann-Whitney Testi) (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Independent-Samples Kruskal-Wallis test sonucuna gore, telomeraz enzim
seviyeleri 6l¢iimii (ng/ml).

4.8. Real Time PCR ile Telomer Uzunlugu Olciimii

Telomeraz enzim aktivatoriiniin, telomeraz enzimi araciligiyla telomer uzunluguna etkisini
arastirmak i¢in yaptigimiz Real-Time PCR analizleri sonucunda; telomer uzunlugunun
cisplatin ve DMSO gruplarinda, sikloastrogenol grubuna kiyasla azaldigi, ancak bu

azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadigi tespit edildi (p<0,05). Cisplatin ve
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sikloastrogenoliin birlikte verildigi grupta ise telomer uzunlugunun , DMSO grubu ve
cisplatin grubuna kiyasla arttig1 ancak bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 ayirt

edildi (p>0.05) (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Gruplar aras1 telomer uzunlugu Real — Time PCR grafigi.
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5. TARTISMA

Ciplatin, cisplatinum veya cis-diamminedichloroplatinum (II), iyi bilinen ¢ok sayida
calismaya konu olmus bir kanser ilacidir. insanlarda mesane, bas, boyun, akciger, testis ve
ovaryum gibi organlarin ve o6zellikle germ hiicresi kokenli kanserlerin, lenfoma ve
sarkomlarin tedavisinde kullanilmaktadir [6]. Molekiill DNA’daki piirin baz ciftine
baglanarak DNA hasarina neden olmakta ve bdylece kanser hiicrelerinde apoptozis
mekanizmasini aktive etmektedir [6]. Ancak zamanla molekiiliin olusturdugu ilag direnci
bobrek hasari, alerjik reaksiyonlar, immiinitede azalma ve enfeksiyonlarda artis,
gastrointestinal problemler, hemoraji ve o6zellikle genglerde isitme kaybina neden oldugu
bildirilmistir [6]. Bu etken madde ile birlikte verilen destekleyici uygulamalarda hedef, ilag
direncini asmak Ve ilag toksisitesini azaltmak tizerine belirlenmektedir. Cisplatinin neden
oldugu DNA hasari, ERK yolagi ve ATM yolagini aktive ederek, ROS tiirlerini arttirip,
GSH’yi azaltarak hiicre dongiisiinde duraksamalara neden olmaktadir [6]. Hiicre 6limii ve
aktive ettigi ¢cok sayidaki yolak, ovaryum gibi folikiiler bir havuza sahip olan organda, bu
folikiiller havuzun hasar gérmesine neden olabilmektedir. Ozellikle bu molekiiliin uzun
donem kullanimu, infertiliteye ve folikiiler kayba yol agmaktadir. Cisplatinin neden oldugu
DNA hasari, DNA dizisi olan telomer dizilerine de hasar vermektedir [164]. Bu veriler
dogrultusunda biz de ¢alismamizda cisplatin ile ovaryum hasar1 olusturarak, telomeraz
aktivatorli olan sikloastrogenoliin folikiiler aktivasyon, proliferasyon ve apoptoz yolagina
etkisine bakmay1 hedefledik. Bu amagla, folikiiler havuzun bir belirteci olan AMH enzim
seviyeleri dl¢limlerimiz neticesinde cisplatinin AMH seviyelerini azaltarak folikiiler havuzu
hasarladigini ve telomeraz aktivatoriiniin ise cisplatinin neden oldugu AMH seviyelerindeki
bu azalmayr regiile ettigini gozlemledik. Bu bulgumuz, caspaz-3 immiinohistokimya

boyama bulgularimiz ile desteklenir nitelikteydi.

Yoon ve ark.’nin 2020 yilinda cisplatinin ovaryum dokusunda neden oldugu hasari azaltmak
amaciyla fareler iizerinde yaptiklari caligmada, 2 mg/kg cisplatini deneklere 10 giin boyunca
intraperitoneal olarak uygulamiglar ve ovaryumda hasar1 azaltmak i¢in deneyin 12. giiniinde
kuyruk veninden mezenkimal kok hiicre vermislerdir. Arastirmacilar, 5. giinde deneklerde
kilo kaybi oldugunu goézlemleyip, folikiil sayilarinda azalma oldugunu ve cisplatinin
ovaryumlarda hasara neden oldugunu gostermisler ve kok hiicre uygulamasinin bu hasari

azalttigini ifade etmislerdir [165].
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Cisplatin DNA’ya baglanip, reaktif oksijen tiirlerini artirarak etki gosteren bir anti-
neoplastik ajandir [166]. Hiicresel oksidatif stresi azaltan molekiillerin cisplatinle birlikte
uygulandigi hayvan modeli ¢alismalarinda, ovaryumlarda biiyiiyen folikiillerin kaybinin
azaldig1 tespit edilmistir [166]. Arastirmacilar 6zellikle graniiloza hiicreleri gibi aktif hiicre
bliylime o6zelligi gosteren hiicrelerde, cisplatinin —sitotoksik etkilere neden oldugunu

bildirmektedirler [166].

Huang ve digerleri, 2020 yilinda, BALB/c-nu farelerle yaptiklar1 deneysel bir ¢alismada;
cisplatinin, kanserli hiicre hatt1 verilen ve verilmeyen denek gruplarindaki sitoksik etkilerini
melatonin ile azaltilmay1 hedeflemislerdir. Arastirmacilar deney gruplarina PBS, cisplatin
(5 mg/kg, haftada bir), 10 mg/kg melatonin (giinliik) ve hem cisplatin hem de melatonini
intraperitoneal olarak verdikleri gruplar seklinde 3 hafta siiresince uygulamiglar ve
melatoninin folikiil havuzu ile gebelik oranlarina potansiyel etkilerini degerlendirmeyi
amaglamiglardir. Calisma sonunda arastirmacilar cisplatinin ovaryumlarda hasara neden
oldugunu, melatoninin cisplatinin anti-kanser etkisini giiclendirmekle kalmayip ayni

zamanda ovaryumlardaki sitotoksik etkisini de azalttigini tespit etmislerdir [167].

Gursoy ve digerleri, 2022 yilinda yaptiklar1 bir ¢aligmada, cisplatinin ovaryum hasar1 ve bu
hasara diosminin etkilerini arastirmay1 hedeflemislerdir. Arastirmacilar prematiire ovaryan
yetmezlik yapmak i¢in 1,5 mg/kg cisplatini 10 giin siiresince, diosmini ise 100 mg/kg olarak
10 giin siiresince intraperitoneal olarak uygulamiglardir. Deney sonucunda cisplatin
uygulanan grupta, superoksit dismutaz, AMH ve Ostradiol seviyelerinde ve folikiil
sayilarinda azalma oldugunu ve cisplatinin ovaryumlarda hasara neden oldugunu

bildirmislerdir [168].

Morgan ve digerleri, 2013 yilinda yaptiklar1 ¢alismada cisplatin ve doksorubisinin ovaryum
ve folikiiler havuz iizerine olan etkilerini karsilastirmay1 hedefledikleri ¢aligmalarinda; her
iki kanser ilacinin da folikiillerdeki hasar1 arttirdigini, saglikli folikiil sayilarini azalttigina,
hedeflerinde primordiyal folikiiller oldugunu ve o&zellikle cisplatininin saglikli olan
primordiyal folikiil sayisinda azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar
yalnizca oosit gordiikleri, yalnizca folikiiler hiicreler gordiikleri veya her ikisini de dejenere
gordiikleri folikiilleri sagliksiz folikiiller olarak tanimlamiglardir. Deney sonunda her iki
molekiiliin de tiim folikiil seviyelerinde kayba neden oldugunu bulmuslardir [169]. Sonug

olarak her iki kemoterapi ilacinin da folikiiler kayba neden oldugunu ancak aktivasyon
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yolaklarmin farkli oldugunu tespit etmislerdir. Cisplatinin, 6zellikle DNA’ya baglanarak
hiicre 6liimiine neden olan yolagi aktive ettigini ve bu 6zelligi ile cisplatinin germ hiicrelerini
hedef haline getirdigini bildirmisler, bununla iliskili olarak da ovaryumlarda folikiiler
havuzda azalmaya sebep olduklarini tespit etmislerdir [170]. Arastirmaya goére bu kayip
ozellikle primordiyal ve primer folikiillerde olaylanmaktadir. Bu folikiiler kayip, calismada
AMH seviyelerindeki azalma ile de gosterilmistir. Cisplatin hiicrelerde sitokrom c¢’nin
sitoplazmaya salinmasina neden olarak hem apoptozaise ve hem de endoplazmik retikulum
stresine neden olmaktadir [170]. Ttim bunlarin yaninda cisplatin hiicrelerde DNA hasarina
ve oksidatif streste artisla iliskili olarak da apoptoziste artisa neden olmasinin yaniSira timor

hiicrelerinde yaglanmay1 da indiiklemektedir [171].

Calismamizda, mevcut literatiir bilgisi ile uyumlu sekilde cisplatinin 6zellikle preantral
folikiil sayilarinda azalmaya ve atretik folikiil sayilarinda artisa neden oldugunu
gozlemledik. Anti-apoptotik etkilerinin yanisira hiicrede ¢ok sayida fosforillenme yolaginda
gorev alan sikloastrogenoliin, cisplatin verilen grupta telomeraz enzim seviyelerini ve iligkili
olarak telomer uzunlugunu arttirarak, folikiiler havuzdaki kaybi ve ovaryum dokusundaki
s6z konusu hasar1 azalttigini tespit ettik. Sikloastrogenoliin; bizim de ¢alismamizdaki veriler
dogrultusunda tespit ettigimiz, cisplatinin neden oldugu DNA hasarinin onarilmasini
hedefleyen bu etkilerini, telomeraz enzimi ile iliskili DNA tamir mekanizmalarini da aktive
ederek gerceklestirdigi diistiniilmektedir [172]. Tekrarli DNA dizleri olan telomerler ¢ok
sayida piirin baz ¢ifti i¢erdiginden ve cisplatin 6zellikle DNA’da piirin baz giftlerine
baglanarak etki gosterdiginden, bu durumun telomerleri cisplatinin hedef bolgesi haline
getirdigini distinmekteyiz. Yaptigimiz c¢alismaya gore, telomer uzunlugunu arttiran
sikloastrogenol ise cisplatinin telomerler {izerinde dejeneratif etkisini azaltmaktadir. Biz de
telomer uzunlugu ve telomeraz enzimi {iizerine yaptigimiz deneylerimiz neticesinde
sikloastrogenoliin hem telomeraz enzim aktivitesini arttirdigint ve hem de telomerlerde
uzamaya neden oldugunu goézlemledik. Ancak telomer uzunlugu OSlgiimiinde, o6rneklem
biiyiikliigiiniin ve ilag dozunun arttirilmasinin istatistiksel olarak anlamli farka neden

olacagini diistinmekteyiz.

Ikram ve digerleri, 2021 yilinda cycloastrogenoliin nétrofik faktor disfonksiyon,
noroinflamasyon ve apoptoz iizerine etkisini arastirmayi hedefleri ¢alismada, deney
hayvanlarina 6 hafta boyunca her giin 20 mg/kg doz sikloastrogenol uygulanmistir.

Aragtirmacilar indiikleri deney modelinde sikloastrogenoliin oksidatif stresi, LPO ve ROS
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seviyelerini azaltarak diizenledigini, Nrf2 ekspresyon seviyelerini artirdigint ve MAPK

aracili noroinflamasyonu ve apoptotik hiicre 6liimiinii diizenledigini gostermislerdir [173].

Zhu ve ¢alisma ekibinin 2022 yilinda yaptiklar1 ¢alismada CAG’ii kalp, deri ve karaciger
hastaliklar1 i¢in anti-inflamtuar etki gésteren bir molekiil olarak olarak tanimlamis ve astim
bronsitteki etkilerini arastirmayr hedeflemislerdir. Bu amagla deney hayvanlarinda
indiikledikleri AHR modelinde, 31 mg/kg, 62,5 mg/kg ve 125 mg/kg doz CAG uygulayarak
akciger histolojisi degerlendirmesi, IL-5 ve IL-13 i iceren inflamatuar sitokin ve
immiinglobulin 6l¢iimii gerceklestirmislerdir. Arastirmacilar CAG’1n inflamatuar hiicre
infiltrasyonunu ve goblet hiicrelerinin sekresyonunu baskiladigini, gostermislerdir ve
CAG’1n otofajiyle iliskili mikrotiibiil- 4 proteininin hafifi zincir 3 kompleksine baglandigini
gostermislerdir. Ve CAG uygulamasiyla birlikte otofajiyle iligkili protein ekspresyon
seviyelerinde azalma oldugunu ve orta ve yiiksek doz CAG’in astimdaki anti-inflamatuar
etkilerinin akciger hiicrelerinde meydana gelen otofaji yolagini diizenlemesiyle iligkili

oldugunu bulmuslardir [174].

Wang ve ark 2018 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada, deneysel kardiyak hasar olusturduklari
ratlarda, CAG’m AKTI-RPS6KB1 sinyallemesinin inhibisyonu yoluyla miyokardiyal
otofajiyi saglayarak kalp hasarini iyilestirdigini tespit etmislerdir ve CAG’in matrix
metalloproteinaz 2 ve MMP-9 expresyonlarini inhibe ettigini bulmuslardir.. Arastirmacilar
deney modellerine 10 mg/kg, 30 mg/kg ve 90 mg/kg dozunda CAG uygulamislar ve hem in
vivo hem de in vitro yaptiklar1 deneylerinde CAG’1in myokardiyal otofajiyi destekledigini
ve kardiyositlerdeki hipertrofiyi azalttigini, ve 90 mg/kg CAG dozunun daha etkili oldugunu
gostermiglerdir [175].

Luangmonkong ve ¢alisma ekibinin 2023 yilinda yaptiklari calismada, deney hayvanlarinda
karbon-tetrakloridle olusturduklari karaciger hasart modelinde, CAG’1n karacigeri koruyucu
bir etki gosterdigini bulmuslardir. Arastirmacilar 200 mg/kg CAG dozunun anti fibrotik bir
etki gostererek kollajen birikimde azalma sagladigini, Tip 1 kollajen mRNA ekspresyonunu

azalttiginu ve toplam kollajen miktarinda bir azalma sagladigin1 bulmuslardir [176].

Idrees ve ark 2023 yilinda yaptiklari ¢galismada, CAG’1n telomeraz aktivitesini artirdig ve
yaslanmayla iliskili B-klotho gen ekspresyon seviyeleri ve ovaryumlarda yaslanmayla iligkili

hasar1 azalttigin1 gostermislerdir. Aragtirmacilar hem in vivo hem de in vitro modellerle
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calismis ve CAG’mn telomeraz enzim aktivatorii oldugunu molekiiler kenetlenme
modellemesiyle gostermislerdir. Ovaryumlarda hasar meydana getirmek i¢in Doxorubisin
kullanmislar ve 20 mg/kg dozda DOX’u 7 giin boyunca her giin uygulamislardir. Yaglanma
modeli olusturmak i¢inde 200 mg/kg D-Galaktozu 42 giin siiresince intraperitoneal olarak
uygulamiglar ve bu gruba ayni zamanda 28 giin boyunca 20 mg/kg CAG uygulamislardir.
Aragtirmacilar, CAG verdikleri deney grubunda, hem telomeraz enziminin katalitik
bolgesinin gen ekspresyon seviyelerinde hem de telomeraz enzim seviyelerinde artis
oldugunu gostermislerdir. Bu artigin telomer uzunluguna da yansidigini ifade etmislerdir.
Sonug olarak ise, CAG’mn hem telomerlerle olan iligskisi hem de B-Kloth gen expresyonunu
artirmastyla olan iligkisi neticesinde, ovaryumlarda meydana gelen yaslanmadan

ovaryumlar1 korudugu sonucuna varmiglardir [27].

Yu ve digerleri, 2020 yilinda D-galaktoz ile olusturduklar1 kemik yaslanma modelinde
CAG’m yasla iligkili kemik kaybindan korudugunu, kemik formunun yeniden olusmasini
sagladigini, osteoklast sayilarinda azalmaya neden oldugunu, kemik mikro yapisindaki
kayiplardan korudugunu bulmuslardir. D-galaktoz verdikleri ratlarda, 3 mg/kg, 7 mg/kg ve
14 mg/kg CAG uygulamasini yine 20 hafta siiresince uygulamislardir arastirmacilar ayni
zamanda dogal yaslanma modeli olusturduklari 51 haftalik disi siganlarda da ayn1 dozlarda
33 hafta boyunca CAG uygulamasi yapmuslardir. Ve sonu¢ olarak D-Gal ile model
olusturulan ratlarda serumda kemik resoprsiyon markiri (TRACP) seviyesinin arttigini
GAG’m ise her li¢ doz i¢inde bu markir seviyesini azalttigin1 ve oksidatif strese neden
oldugunu bulmuglardir. CAG’1n kemigin kompakt yapisinda ki bozulmalardan korudugunu

ve maksimum dayaniklilik ve yiiklenme seviyelerini artirdigini bulmuslardir [159].

Bizde calismamizda, oldukca maliyetli bir etken madde olan CAG’mn deney gruplarimiza
uygulanma dozu olarak (7 mg/kg) Yu ve ¢aligma ekibinin yaptiklari ¢aligmay1 temel aldik.
Ancak literatiirde 200 mg /kg doz gibi olduk¢a yiiksek doz uygulamalarinin da s6z konusu
olmasi bize diisiik doz CAG uygulamasi yaptigimizi diisiindiirmektedir. Ve Real-Time PCR
deneylerinde dl¢tiiglimiiz telomer uzunlugunun gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml
cikmamasi da bu diisiincemizi dogrular niteliktedir. Bu oOlgiimlerimizde ayrica denek
sayisinin az olmasinin da etkili olabilecegini diistinmekteyiz. Telomeraz enzim seviyelerinin
gruplar arasinda ki anlamli olarak farkli ¢ikmasi Idrees ve galisma ekibinin sonuglariyla

uyumludur.
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Proliferating cell nuclear antigen (PCNA), DNA replikasyonu ve hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesinde 6nemli bir role sahiptir. Du ver ark. cisplatin ile indiikledikleri ovaryum
hasarinda yaptiklar1 ¢calismada, cisplatinin ovaryum hiicrelerinde yaslanmayi indiikleyerek;
primordiyal, preantral ve antral folikiil sayilarinda ve PCNA pozitif hiicre sayisinda
azalmaya neden oldugunu, buna karsin atretik folikiilerde ve apoptotik hiicre sayisinda artisa
yol actigin1 gostermislerdir [171]. Ayrica ¢alisma ekibi cisplatin uygulanan grubun elektron
mikroskobik incelemelerinde, cisplatinin graniiloza hiicrelerinin subseliiler yapisinda
hasara, periniikleer alanda genigslemeye, kromatin dagiliminda heterojeniteye ve
plasmarhexis adi verilen polipeptidde 6liime ve mitokondrilerin kristalarinda ayrilmalara

neden oldugunu bulmuslardir [171].

Barberino ve digerleri, 2017 yilinda yaptiklari ¢alismada cisplatinin ovaryumlarin hasarina
neden oldugunu ve cisplatin verilen grupta PCNA pozitif hiicre sayisinda azalma oldugunu
tespit etmislerdir. Arastirmacilar ayrica folikiiler morfoloji iizerine yaptiklar
degerlendirmede intakt bir oositi bulunan ve piknotik niikleusu olmayip diizenli sekilde
organize olmus biitiin folikiilleri saglikl folikiiller olarak siniflandirirken; vakuloe niikleusu
bulunan, disorganize sekilde siralanmis, bazal membrandan ayrilmis folikiilleri ise atretik
folikiiller olarak tamimlamiglardir. Arastirmacilar ayrica cisplatin ve kaspaz-3 (pro-
apoptotik) protein etkisini agiklayabilmek iginde yaptiklar1 deneylerde cisplatinin kaspaz-3

tutulumunda artisa neden oldugunu bulmuslardir [177].

Du ve ¢aligma ekibinin yaptiklar1 aragtirmada, cisplatin ile ovaryum hasar1 olusturulan
ratlarda senoterapinin etkilerini arastirmayi hedeflemislerdir. Arastirmacilar cisplatinin
senesens mekanizmalarin1 aktive ederek ovaryum hiicrelerini  yaslandirdigini  ve
antisenolitik ilaglarin bu siirecte bir aksamaya neden olacagi hipotezini test etmislerdir. Bu
amacla PCNA da dahil olmak {iizere ¢ok sayida proliferasyon genini arastirmislardir.
Aragtirmacilar cisplatin verdikleri deney gruplarinda PCNA pozitif hiicre sayisinda azalma
oldugunu goriirken, antisenolitik ilag verdikleri gruplarinda ise artis oldugunu bulmuslardir.
Bu dogrultuda, antisenolitik ilaglarin cisplatinin neden oldugu hasardan dokuyu korudugunu

ifade etmislerdir [171].

Gouveia ve ¢galigma grubu cisplatin verdikleri deneylerinde; PCA’nin farkli dozlarinin neden
oldugu etkiyi aragtirmak i¢in yaptiklar1 calismada, PCNA’nin etkilerini de arastirmiglardir.

Arastirmacilar cisplatinin PCNA pozitif hiicre sayisinda azalmaya neden olurken, PCA’nin
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bu azalmay1 tolere ederek kontrol grubuna yakin seviyelerde artis sagladigini bulmuslardir
[25].

Calismamizda telomeraz aktivitesi ve folikiiler proliferasyon iligkisini test etmek ig¢in
FOXO3a’nin hiicresel lokasyonunu (nuklear veya sitoplazmik) belirlemek adina,
immiinohistokimya metodu ile analizler gergeklestirdik. Normal kosullarda inaktive
durumda olan FOXO3a, biiyiime faktorleri yoklugunda nukleusta lokalize olmakta ve
transkripsiyonel olarak aktive duruma gegmektedir. Cipslatin ise FOXO3a’nin

fosforilasyonunu Akt inhibisyonu yolu ile azaltmaktadir [178].

PTEN fosforilasyonu hiicre proliferasyonunu etkileyerek hiicre dongiistinii inhibe etmekte
ve apoptozisi indiiklemektedir. Down regiilasyonu ise PI3K yolagmin aktive olmasiyla
FOXO3’anin fosforilasyonuna, fosforile olan FOXO3a’nin ise sitoplazmaya transferine
neden olmaktadir. Lins ve digerleri, 2020 yilinda yaptiklar1 ¢alismada cisplatinin
ovaryumlarda neden oldugu hasara quercetin-3-O-rutinoside isimli antioksidanin (rutin)
PTEN ve FOXO3a yolagindaki etkilerini aragtirmay1 hedeflemislerdir. Calisma grubu bu
amagla, kontrol gruplar (intraperitonel ve oral yolla saline uygulanan gruplar), 5 mg/kg
cisplatin uygulanan grup (15 mg/kg), farkli dozlarda rutin uygulanan grup ve hem rutin hem
de cisplatin uygulanan grup olmak tizere 6 deney grubu tasarlamiglardir. Cisplatin uygulanan
grupta normal folikiil sayisinda azalma oldugu goriilmesinin yanisira atretik folikiil
sayisinda artis oldugu belirlenmistir. Rutin uygulanan gruplarda apoptoziste azalma,
folikiiler saglikta ise artma goriilmistir. Cisplatin verilen grupta FOXO3a’nin
fosforilasyonunda azalma oldugu ve bununla iliskili olarak folikiiler aktivasyonda azalma

oldugu tespit edilmistir [179].

Gouveia ve digerleri, 2021 yilinda yaptig1 bir ¢alismada, cisplatin ile indiiklenen ovaryum
hasarina protokatekuik asit’in (PCA) FOXO3a ve PTEN yolag iizerinden etkilerini
incelemeyi hedeflemislerdir. Aragtirmacilar deney gruplarini kontrol grubu, cisplatin grubu
ve hem cisplatin hem de PCA grubu seklinde planlamiglardir. Bu amagla histokimyasal,
immunohistokimyasal (kaspaz 3, PCNA, p-PTEN, p-FOXO03a) ve reaktif oksijen tiirleri
dlciimiine dair analizler (glutathione ve aktif mitokondriyum diizeyi) uygulanmislardir. Ilk
olarak cisplatinin, Morgan ve digerleri’nin ¢alisma sonuglari ile uyumlu olacak sekilde
saglikli folikiil sayilarinda azalmaya neden oldugunu tespit etmislerdir [180]. Cisplatin

grubunda var olan folikiillerin ¢ogunlukla atreziye uygun morfolojide oldugunu ve PCNA
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pozitif hiicrelerin sayilarinin 6zellikle cisplatin uygulanan grupta en diisiik oldugunu
bildirmislerdir. PCA ile tedavinin P-PTEN ekspresyon seviyelerini azaltirken, FOXO3a’nin
niikleustaki ekspresyonunun arttirdigini tespit etmisler ve sonu¢ olarak PCA’nin ROS
tiretimini azalttigini, GSH seviyelerini ise arttirdigini ve bunu da PTEN ve FOXO3a yolagi
tizerinden yaptigini bildirmislerdir [25].

Jang ve digerleri, yaptiklar1 deneysel ¢alismada, cisplatinin ovaryumlarda neden oldugu
hasar1 ve primordiyal havuzdaki kayip tizerine melatoninin etkilerini, PTEN/AKT/FOXO03a
yolag1 iizerinden aragtirmayi hedeflemislerdir. PI3K sinyal yolaginda molekiiler denge
primordiyal folikiil havuzundaki hayatta kalma, aktiflesme, bitylime ve havuzun devamliligi
icin ¢ok onemlidir. Bu yolaktaki baskilanma veya yolagin aktivasyonu POF ve infertilite
acisindan primordiyal folikiilllerin kaderini belirledigi i¢in 6nemlidir. Bu yolagin
baskilanmasi PDK1’de azalmaya ve ovaryumlarda yaslanmay1 indiikleyerek primordiyal
folikiilerin ¢ogunun kaybolmasina neden olmaktadir. AKT yolaginda FOXO3a folikiiler
havuzun korunmasinda kilit molekiillerden biridir. PTEN null farelerde yapilan deneylerde
hiperfosforile olmus FOXO3a’nin niikleustan sitoplazmaya diffiize oldugu goriilmiistiir.
Arastirmacilar  yalnizca  cisplatin = verdikleri deney gruplarinda FOXO3a’nin
fosforilasyonunda yaklasik 1.2-2.5 kat artis oldugunu ve cisplatinin primordiyal folikiillerde
bu yolak iizerinden aktivasyona neden oldugunu, ancak melatoninin bu yolaktaki asiri

fosforilasyonu durdurarak protektif bir etki gosterdigini ifade etmislerdir [181].

Li ve digerleri, 2012 yilinda FOXO3a ile ilgili yaptiklari bir caligmada, FOXO3a ‘nin NF-
Kb‘y1 aktive ederek bir tlimor baskilayici olarak davrandigini bulmuslardir. Arastirmacilar
FOXO03a’nin knockdown ekspresyonlarinin hiicre apoptozisini indiikledigini ve molekiilii

ozellikle kanser tedavilerinde bir hedef haline getirdigini ifade etmislerdir [178].

FOXO3a, aktif haldeyken niikleusta lokalize olmaktadir ve hedefi transkripsiyonel genler
olan bir proteindir. Molekiiliin regiilasyonu, asetilasyon, fosforilasyon ve ubiqutinasyon gibi
post-translasyonel modifikasyonlarla gerceklesmektedir [131]. Tlging sekilde inaktif haldeki
FOXO3a, fosforlanmis sekildedir ve sitoplazmada lokalize olmaktadir [127]. Sitoplazmada
pol-ubiquitinasyona ugrayan FOXO3a proteozomlar tarafindan yikilmaktadir [131].
Folikiilogenezis boyunca oosit ve folikiiler hiicreler arasinda iki tarafli sinyal iletimi
meydana gelmektedir ve bu iki yonlii sinyalizasyon mekanizmalar folikiiler gelisimin

temelini olusturmaktadir. FOXO3a saglikli ovaryumlarda primordiyal ve primer folikiillerde
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niikkleusta tutunmaktadir [182]. FOXO3a, biiyiime faktorlerinin stimiilasyonuyla
fosforlanarak niikleustan stoplazmaya diffiize olmasiyla, DNA’ya baglanma &zelligini
kaybetmektedir ve FOXO3a’nin farelerdeki siirekli ekSpresyonu oosit biiylimesinde
gecikmeye neden olmasiin yani sira, riiptiire olmamis folikiilerde liiteinizasyona neden
olmaktadir [182]. Yapilan ¢alismalar FOXO3a nakavt farelerin asir1 derecede primordiyal
folikiil aktivasyonuna sahip oldugunu, iliskili olarak folikiillerin hemen tiikendigini ve

sekonder infertilitenin meydana geldigini gostermislerdir [183].

Al-Shahat ve ¢alisma ekibin yaptig1 ¢calismada tek doz 7 mg /kg doz cisplatin uygulamis ve
cisplatinin olas1 dejeneratif etkilerine karsi melatoninin etki mekanizmalarini, PI3SK/AKT
sinyal yolagi, hormon seviyeleri ve apoptozis yolagi iizerinden degerlendirmeyi
hedeflemislerdir. Arastirmacilar tek doz uygulanan cisplatinin FOXO3a ekspresyon
seviyesini artirdigini bulmuglardir ve bunu cisplatini kisa donem ve bir sefer uygulanmasi

ile agiklamislardir [19].

FOXO3a ve folikiiler gelisim ile iliskili mekanizmasi halen tam olarak anlagilmamistir ve
bu mekanizma FOXO3a’nin ovaryum i¢i yolagmn, folikiiler gelisimle mi iligkili yoksa
ekzojen sinyal molekiilleri ile mi iligkili sorularma cevap verildiginde aydinlanacagi
ongoriilmektedir. FOXO3a’nin cisplatin ve sikloastrogenol uygulamalar1 kosullarinda
folikiiler gelisim ve telomerler ile iligkisini agiklamak adina yaptigimiz immiinohistokimya
deneyleri neticesinde, DNA’da hasara neden olan cisplatin verilen grupta FOXO3a’nin
sitoplazmaya diffiize oldugunu ve cisplatinin FOXO3a ekspresyon seviyelerini olduk¢a
azalttigini tespit ettik. Bu durumu, cisplatinin DNA’da hasara neden olarak apoptozis ile
iliskili mekanizmay1 aktiflestirerek protein sentez mekanizmasini dejenere hale getirmesi ile
iliskilendirdik. Sikloastrogenol verilen grupta ise primordiyal folikiillerde yalnizca
niikleusta tutulum olan dormant folikiillerin varligin1 gozlemlerken, primer folikiillerde ise
hem oosit niikleusunda hem de graniiloza hiicrelerinde sitoplazmada ve niikleusta tutulum
oldugunu gézlemledik. Hem cisplatin hem de sikloastrogenol verdigimiz grupta ise preantral
folikiillerde niikleuslarda hafif sitoplazmada ise orta dereceli tutulum oldugunu gordiik,

bunu sikloastrogenoliin anti-apoptotik aktivitesi ile iliskilendirdik.

Yapilan ¢alismalar gostermektedir ki, oosit ovaryum folikiillerinin gelisiminde ki orkestra
sefidir ve folikiiler gelisim hiz1, 0osite ve oositten salgilanan intrinsik faktorlere bagimlidir.

Bu hiicre igi yolaklarda otofaji-iliskili proteinler (Atgs) ve mTOR gibi ¢ok sayida protein
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yer almaktadir [184]. TOR’un inaktive oldugu hiicrelerde protein sentezinin azaldigi,
TOR’un aktive oldugu hiicrelerde ise protein sentezinde artis oldugu goriilmektedir. TOR
proteini, protein sentezi ve degredasyonu arasinda bir denge saglamaktadir [16]. TOR
proteini, hiicresel biiyiimeyi kontrol eden proteinlerinden biridir ve ribozom biyogenezinde

de gorev almaktadir [185].

Xie ve digerleri, yaptiklar1 ¢alismada, in vivo ve in vitro cisplatin uyguladiklart gruplarda,
rapamisin’in etkilerini arastirmay1 hedeflemisler ve cisplatin verdikleri deney grubuyla
kontrol grubu arasinda mTOR ekspresyon sevileri arasinda anlamli bir fark olmadiginm

gormiislerdir [17].

Idrees ve digerleri, yaptiklar1 calismada, telomeraz aktivatorii olan sikloastrogenoliin
ovaryumlarda yasla birlikte meydana gelen hasar1 PI3K/AKT/mTOR yolag: iizerinden
aragtirmay1 hedeflemisler ve sikloastrogenoliin tek basina uygulandigi deney grubunda p-
AKT ve p-mTOR ekspresyon seviyelerini artirdigini gérmiislerdir. Bu yolagin fosforlanmasi
ayni zamanda Ostradiol sentez yolagii da direkt etkiledigi i¢in 6nemli bulunmustur [27,

186].

Al-Shahat ve digerleri, yaptiklar1 ¢alismada, cisplatin ile indiiklenen ovaryum hasarina
(7mg/kg tez doz) melatonin etkileri arastirmiglardir ve yalnizca cisplatin verdikleri grupta
cisplatinin mTOR ekspresyon seviyelerini azalttigini, melatonin verilen grupta ise arttigini

gormiislerdir [19].

Bu ¢aligma grubunu destekler sekilde Eldani ve digerleri, da yaptiklar1 ¢alismada 2 mg/kg
dozda 15 giin siiresince siirekli uygulanan cisplatinin primordiyal folikiil havuzunda
folikiiler aktivasyon olmadan kalict bir kayba neden oldugunu goéstermislerdir ve
arastirmacilar uzun donem cisplatin uyguladiklari deney gruplarinda, AKT/mTOR, ve

PTEN ekspresyon seviyelerinde azalma oldugunu tespit etmislerdir [187].

Chen ve calisma grubunun yaptiklar1 deneysel ¢alismada, cisplatinin, kanserli ve hepatit B
viriisle enfekte olan hastalarda viriisii yeniden aktive hale getirdigini ve bu aktivasyonu da
otofajik yolagi aktive ederek yaptigim1 gérmiiglerdir. Arastirmacilar bu yolakta mikrotiibiil-

iligkili protein 1 hafif zincir 3 (LC3)-11 proteine, p62 degredasyonuna ve RFP-GFP-LC3
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protein ekspresyon seviyelerine bakmislardir. Sonu¢ olarak, cisplatinin ROS/JNK ve

AKT/mTOR yolag: araciligiyla replikasyonu ve otofajiyi indiikledigini gormiislerdir [188].

Peng ve ¢alisma grubunun yaptiklari ¢alismada, arastirmacilar cisplatin uygulamasiyla artan
mTOR ekspresyon seviyelerine ve ila¢ direncine odaklanmislardir ve insan ovaryum kanser
hiicrelerinde uzun donem cisplatin uygulamasmin Akt/mTOR yolagini aktive ederek bu

yolagin PI3K inhibitorii LY294002 tarafindan inhibe edildigini gostermislerdir [189].

AKT/mTOR yolagi; hiicre proliferasyonu, transkripsiyonun baslatilmasi, protein
degredasyonu, membran trafigi ve aktin organizasyonu, farklilasma, apoptozis, otofaji ve
ribozom biyogenezinde gorev almaktadir [16]. AKT’ nin hiperfosforile olmast mTOR un
ekspresyonunu azaltan yolagi aktive ederek PI3K/AKT/mTOR sinyal yolaginda
disregiilasyona neden olmakta ve mTOR ile indiiklenen hiicre 6liimiinii ve apoptozis
yolagini aktive ederek, POF’u indiiklemektedir. mTORun RNA biyogenezini arttirmast ise
tiimorogenezis mekanizmasinin aktiflesmesine de neden olmaktadir [16]. Biz de
deneylerimiz neticesinde uzun donem cisplatin verdigimiz grupta mTOR expresyon
seviyelerinde artis oldugunu tespit ederken, telomeraz aktivatorii olan sikloastrogenolun
verildigi grupta niikleus sitoplazmasinda vezikiillerde de artig ve pozitif reaksiyon oldugunu
belirledik ve bu durumu sikloastrogenoliin ribozom biyogenezini ve protein sentezini
arttirmasuyla iliskilendirdik. Bu bulgumuza benzer sekilde Walden ve digerleri, 2014 yilinda
yaptiklar1 ¢alismalarinda, mTOR’un ribozom biyogenezinde gérev alarak Pol.I ve rRNA

I’ uyararak ribozomal proteinlerin niikleustan taginmasini sagladigini ifade etmislerdir

[190].

Henkels ve digerleri, 1999 yilinda yaptiklar1 ¢alismada cisplatinin apoptozisi indiikleyerek
kanserli hiicre hatlarinda proteolitik degredasyona neden oldugunu gostermislerdir. Ve
arastirmacilar bu aktivasyonu sitoplazmaya salinan sitokrom-c protein seviyeleri ile de

gostermislerdir [191].

Al-Shahat ve ¢alisma ekibinin yaptiklar1 ¢alismada, cisplatin ile ovaryum hasari olusturulan
ratlarda melatoninin olas1 etkilerini arastirmay1 hedeflemislerdir ve cisplatin uyguladiklari
gruplarda apoptozis yolagi indikatorii olan kaspaz-3’tin pozitif oldugu hiicre sayisinin,
kontrol ve melatonin uygulanan gruplarina gore oldukga arttigini ayirt ederken, melatoninin

cisplatinin bu dejeneratif etkilerini azalttigin1 géstermistir [19].
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Kaushal ve digerleri, yaptiklari ¢alismada cisplatinin neden oldugu renal tiibiiler epitel
hiicrelerinin hasarinda kaspaz aktivasyonun etkisini aragtirmay1 hedeflemislerdir, kaspazin
hiicre 6liim yolaginda bir selatér oldugunu, cisplatin uygulanan grupta kaspazin hiicre 6liim
mekanizmasimi indiikleyerck DNA tamir enzimlerinde harabiyete neden oldugunu

gostermislerdir [192].

Cisplatin DNA’da ki piirin baz giftinin N7-bolgelerine baglamasi sitotoksik etkisinin
nedenidir ve bu etkisi ¢ok sayida hiicresel yolakta asir1 aktivasyon etkisi yaratmaktadir
[193]. Apoptozis yolag: da buradaki s6z konusu olan 6nemli yolaklardan biridir. Kaspaz-3
apoptozis yolagmin selatorlerindendir ve bu etkisi DNA tamir mekanizmasi enzimlerinin
selatlanmasini da icermektedir. Biz de ¢alismamizda hipotezimizi test etmek igin yaptigimiz
kaspaz-3 immiinohistokimya sonuglari neticesinde, cisplatin verdigimiz grupta kaspaz-3
pozitif olan oosit ve graniiloza hiicre sayisinda diger gruplara kiyasla artis oldugunu gordiik.
Hem cisplatin ve hem de sikloastrogenol verdigimiz grupta ise preantral folikiillerde hem
oositte ve hem de graniiloza hiicrelerinde kaspaz-3 pozitif hiicre sayisinda azalma oldugunu
izlerken, antral folikiillerde oosit sitoplazmasinda orta derecede kaspaz-3 tutulumunun
oldugunu tespit ettik. Buradan yola ¢ikarak sikloastrogenoliin cisplatinin neden oldugu
apoptozisi; ozellikle preantral folikiil evresinde azaltirken, antral folikiil evresinde ise
graniiloza hiicrelerindeki pozitif hiicre sayisinda azalmay tetikledigini izledik. Bu durumu,
Regan ve digerleri, yaptiklar1 c¢alismaya benzer sekilde,  sikloastrogenoliin artik
gonadotropin stimiilasyonundan bagimsiz olan preantral folikiillerdeki anti-apoptotik
etkisiyle ovaryum rezervinin korunmasina yardim etmesi seklinde yorumladik [194]. Benzer
sekilde, bu deney sonucumuz, Idrees ve ark.’nin yaptiklari ¢alismada [27], sikloastrogenol
ve doxorubisin verilen deney gruplarinda, sikloastrogenolin DNA ve telomer igeren
mitokondiriyal hasar1 da mitokondriyal telomerler {izerine etki ederek azalttiginin gorildiigi

calisma ile de uyumlu olarak tespit edildi [27].

Biz de ¢alismamizda DNA ¢ift zincir sarmalinda harabiyete neden olan cipslatinin PCNA
pozitif hiicrelerin sayisinda azalmaya neden oldugunu ancak telomeraz aktivatorii olan
sikloastrogenoliin cisplatinin toksik etkilerini hafifleterek PCNA pozitif hiicre sayisinda
artisa neden oldugunu goézlemledik. Bu bulgularimizi, folikiiler aktivasyonu apoptozis
yolagi iizerinden indiikleyen cisplatinin toksik etkilerinin, telomeraz aktivatorii olmasinin
yanisira ¢ok sayida fosforilasyon ve protein sentez yolaginda gorev alan sikloastrogenol

tarafindan regiile edildigi seklinde yorumladik.
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6. SONUC

Cisplatin uygulamasinin deneklerin ovaryumlarinda ¢esitli gelisim asamalarindaki
folikiillerde dejenerasyona neden oldugu, ozellikle primordiyal ve primer folikiillerde
atreziye yol agtig1 tespit edildi. Tek basma sikloastrogenol uygulamasinin, primer
folikiillerde artisa neden oldugu tespit edilirken, cisplatin ile birlikte uygulandiginda ise
cisplatinin neden oldugu folikiiler atreziyi, 6zellikle primer folikiil diizeyinde, azalttig1 ve
folikiillerde gerek oosit ve gerekse graniiloza hiicrelerindeki dejenerasyonlart kompanse
edebildigi ayirt edildi. FOX0O3a ve PCNA immiinohistokimya boyamalar1 sonucunda
cisplatinin ekspresyonlarini azalttigi ve bu baglamda folikiilogeneziste bozulmaya yol actig1,
cisplatin ile uygulanan sikloastrogenoliin ise ilgili antikorlarin ekspresyonlarini arttirdigi
ancak bu artigin istatistiksel seviyede anlamli olmadigi izlendi. Kaspaz-3
immiinohistokimya boyamalar1 sonucunda elde edilen veriler ise, PCNA ve FOXO3a
boyamalar1 ile zit ancak ekspresyon anlamlilig1 acisindan paralel seyretmekteydi. Yapilan
mTOR immiinohistokimya analizleri sonucunda, cisplatin uygulamasinin bu yolak
iizerinden etkin oldugu ve cisplatinin oosit nukleusunda vezikiiler yikim ve
disorganizasyona yol agarak protein sentezini bozdugu, bu bozulma {izerinden de folikiilleri
atreziye ve dejenerasyona gotiirdiigii belirlendi. Cisplatin ile birlikte uygulanan CAG’n ise
vezikiiler sag kalimi yeniden inga ederek atretik folikiil siirecini diizenlemis olabilecegi
kanisma varildi. Bu veriler ile uyumlu sekilde, ELIZA analizleri sonucu ortaya konulan
serum AMH degerlerinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde cisplatin ile birlikte azaldigi
ancak istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte CAG uygulamasi sonucu arttigi
goriildii. Gerek ELIZA analizleri ile izlenen telomeraz enzim miktarmin ve gerekse RT-PCR
deneyleri ile ortaya ¢ikan telomer enzim uzunluklarinin da birbirleri ile ortiisecek sekilde;
cisplatin uygulamas: ile birlikte azaldigr ve cisplatin ile CAG’mn birlikte uygulanmasi

sonucunda ise cisplatin grubuna gore arttig1 izlendi.

Sonug olarak; ilk defa arastirilan diisiik doz cisplatin ve kisa siireli CAG uygulamasinin dahi
ovaryum dokusunda etkili oldugu; cisplatinin diisiik dozda dahi ovaryum morfolojisi ile
folikiil sayisinda ve yapisinda dejeneratif etki gosterdigi, kisa donem uygulanan CAG’1n ise
proflaktik 6zellik sergiledigi saptandi. Ancak uygulanan CAG’in daha yiiksek dozlarda ve

daha uzun siirelerde koruyucu etkisinin daha yiiksek olabilecegi kanisina varildi.
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