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ONSOz

DMBA (7,12-Dimethylbenz[a]anthracene), polisiklik aromatik hidrokarbon olarak
ovaryum da dahil olmak Uzere pekcok timori tetikleyen ve kemirgenlerde kanser model
olarak kullanilan bir ¢evresel karsinojendir ve gunlik hayatta sigara icilmesi, piserken aktif
karbona maaruz kalmis yiyeceklerin tiketiimesi (mangalda pisirilen besinler gibi) ve
otomobillerden c¢ikan egzoz dumaninin solunmasi ile DMBA'ya maruz kalinmaktadir.
Karsinojenik etkisine ek olarak DMBA'nin folikilogenezin normal strecini bozarak folikul
popillasyonunun azalmasina neden oldugu ve Prematire Over Yetmezligine (POY) yol actigi
da belirtiimektedir.

Ovaryumdaki rezervin hizli bir sekilde tikenerek kadinlarin Greme hayatlarinin
kisalmasina neden olan DMBA'nin bu sonuglara hangi yolaklari kullanilarak ulastigina iliskin
hentiz net bir calisma yoktur. Biz projemizde folikiler gelisimde dnemli bir role sahip olan c-
Abl ve mTERT'in DMBA indiUkli ovotoksisitenin mekanizmasinin ortaya koyulmasinda
onemli olabilecegini distndik. Buradan yola cikarak bir hafta boyunca DMBA uygulamasi
yaptigimiz farelerin ovaryum dokularinda c-Abl ve mTERT ekspresyonlarini géstermeyi
amacladik. Buna ek olarak yapilan calismalarda, DMBA'nin folikul igcerisinde nasil bir etki
gOstererek oosit ve granuloza hucreleri arasindaki iliskiyi bozduguna dair de bir bilgi
bulunmamaktadir. Bu nedenle transmisyon elektron mikroskobu ile ultrastriktiirel dizeyde
oosit ile granuloza hicreleri arasindaki iliskiyi de gostermeyi hedefledik.

Projemiz sonucunda elde edilen bulgular DMBA'nin ovotoksisiteye ve POY’ne neden
olarak premature foliktl aktivasyonu sonucu primordiyal folikill rezervinin erken tukenisine yol
actigini gostermektedir. Ayrica, DMBA’nin oosit ile granuloza hiicreleri arasindaki iletisimin
bozulmasina neden olarak folikller gelisimde ve oosit maturasyonunda bozulmalara neden
oldugu belirlenmistir. Tum bunlara ek olarak DMBA uygulanan ovaryumlarda, pramatire
folikiil aktivasyonu ile mTERT ekspresyonunun azaldi§i gosterilmistir. ilk defa projemiz
sonucu elde edilen bulgular ile DMBA’nin c-Abl Gzerinde inhibe edici bir gdrevinin oldugu
belirlenmigtir. Projemiz sonunda elde edilen veriler 1siginda mTERT ve c-Abl tirozin kinazin
DMBA'nin ovotoksik etkisinin ortaya c¢lkmasinda ©Onemli role sahip olabilecegini

disinmekteyiz.



v

TiBITAK

iICINDEKILER

Onsoz

igindekiler

Sekil listesi

Tablo listesi

Ozet

Abstract

1. GIRIS

2. LITERATUR OZETI

3. GEREC VE YONTEM

3.1 Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Degerlendiriimesi
3.2 Doku takibi ve Hematoksilen-Eozin boyamasi

3.3 Kanda AMH Konsantrasyonlarinin ELISA ile Belirlenmesi
3.4 Folikdl sayimi

3.5 TUNEL Yontemi

3.6 immunofloresan Yontemi

3.7 Western blot Yontemi

3.8 Transmisyon Elektron Mikroskobu Y&dntemi

3.9 gReal Time-PCR Yb&ntemi

4. BULGULAR

4.1 Deney Gruplarinin Morfolojik Olarak Degerlendirilmesi
4.2 Elisa Yontemi Bulgulari

4.3 Folikdl sayimi Bulgulari

4.4 TUNEL Yo6ntemi Bulgulari

4.5 immunofloresan Yéntemi Bulgulari

4.6 Western blot Yontemi Sonuclari

4.7 Transmisyon Elektron Mikroskobu Ydntemi Bulgulari
4.8 gRT-PCR YoOntemi Sonuclari

5. TARTISMA/SONUC

6. KAYNAKLAR

© © 00 N N o o N B

AW W W W DN DNMNDNMNDNPFP P P P B2
N © 0 O b OO0 N P O & B DN P, O



v

TiBiTAK
SEKIL LISTESI

Sekil 1. In vivo KONtrol grubu OVaryum. ... e e 14
Sekil 2. In Vivo ¢OZgen grubu OVAIYUM. ...t et e e e e e e 15
Sekil 3. In vivo DMBA grubu ovaryum. ... e e e 16
Sekil 4. In vitro KONtrol grubu OVaryUM ... e e e e e 17
Sekil 5. In vitro ¢Ozgen grubu OVArYUM. ..o e e e e e 18
Sekil 6. In vitro DMBA grubu OVaryum. ..........ooii i e e e e 19
Sekil 7. AMH igin standart degerlerin @griSi. .........ouve i 20
Sekil 8. Deney gruplarinda AMH seviyesinin gosterilmesi. ........ccocoveeviiiiiii i, 20

Sekil 9. Deney gruplarinda primordiyal, primer, sekonder-preantral, antral, graaf ve atretik

foliktillerin sayilarinin Karslastiriimasl. ... e 21
Sekil 10. Kontrol grubu ovaryumda TUNEL boyanmasi..............coooiiiiiiii i 22
Sekil 11. Cozgen grubu ovaryumda TUNEL boyanmasl..........c..ccceciiieiiiiiiii i e, 23
Sekil 12. DMBA grubu ovaryumda TUNEL boyanmasl. ............ccooviiiiiiiiiiiiieeeen, 24

Sekil 13. Kontrol grubu ovaryumda genel olarak c-Abl-mTERT immaunfloresan
010V 7= 1 2 = T 25
Sekil 14. Kontrol grubu ovaryumda erken antral asamadaki foliklilde c-Abl-mTERT
IMMUNFlOresan bOYaNMASI. . ... ..ot e e e e e e e 26
Sekil 15. Kontrol grubu ovaryumda antral asamadaki folikiilde c-Abl-mTERT immiunfloresan
DOy ANMASI. .. e e ———————— 27
Sekil 16. DMBA grubu ovaryumda genel olarak c-Abl-mTERT immunfloresan boyanmasi. 28
Sekil 17. DMBA grubu ovaryumda sekonder asamadaki folikilde c-Abl-mTERT

IMMUNTIOreSaN DOYANMEASI. ... ..eii it e e e e e e e e e e e e 29
Sekil 18. DMBA grubu ovaryumda sekonder asamadaki folikilde c-Abl-mTERT
IMMUNTIOreSaN DOYANMEASI. ...t e e e e e e e et e e e e e 30

Sekil 19. Kontrol, ¢cdzgen ve DMBA uygulanan gruplardan izole edilen ovaryum dokularinda
c-Abl protein ekspresyonu (A) ve analizi (B)..........ououiiriii i 31
Sekil 20. Kontrol, ¢cdzgen ve DMBA uygulanan gruplardan izole edilen ovaryum dokularinda
MTERT protein ekspresyonu (A) ve analizi (B). .......cccooiiii i e 32
Sekil 21. Kontrol, ¢cdzgen ve DMBA uygulanan gruplardan izole edilen ovaryum dokularinda
Caspase3 protein ekspresyonu (A) ve analizi (B). ......oovvi i, 33

Sekil 22. Kontrol, ¢cdzgen ve DMBA uygulanan gruplardan izole edilen ovaryum dokularinda

PCNA protein ekspresyonu (A) ve analizi (B). ......coooiiiiiii i 34
Sekil 23. Transzonal uzantilarin degerlendirilmesi. ...........oooviii i 35
Sekil 24. Mitokondri yapisinin degerlendirilmesi. ............coiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiierreeeere e 36



v

TUBITAK
Sekil 25. Oosit yapisinin degerlendirilmesi. ... e 37
Sekil 26. DMBA uygulamasinin c-Abl ekspresyonu tzerindeki etkisi..............cccccceeeeeeeee. 38
Sekil 27. DMBA uygulamasinin mTERT igin ekspresyonu tzerindeki etkisi........................ 38



v

TiBITAK

TABLO LISTESI

Tablo 1. In ViVo deney gruplart. ... e e e e 6
Tablo 2. In Vitro denEY grUPIari.......c.oue it it e e e e e e 7
Tablo 3. Kullanilan antikorlar ve dilisyon oranlari..............ccooiiii i e 11



v

TiBITAK

OZET
Memelilerde prenatal hayatta olusan oosit rezervi, postnatal hayatta azalarak
tukenmektedir. Folikuler atrezi olarak adlandirilan bu mekanizma ile ovariyal yaslanma
meydana gelmektedir. Primordiyal folikil havuzu tekrardan yenilenemedigi i¢in bu tukenis

sonucunda infertilite ya da Prematire Over Yetmezligi (POY) ile karsi karsiya kalinmaktadir.

Polisiklik aromatik hidrokarbon 7, 12-dimetilbenz (7,12-dimethylbenz-[a]anthracene
(DMBA)), ovaryum da dahil olmak Uzere pekcok timoru tetikleyen ve gunlik hayatta da

siklikla maaruz kaldigimiz bir ¢cevresel karsinojendir.

Telomeraz, hicrenin bolinmesi esnasinda kromozomlarin kararli yapilarinin
korunmasini saglar ve fare telomeraz ters transkriptaz (mTERT), telomeraz kompleksinin
gerekli bir bilesenidir. c-Abl protein tirozin kinaz, DNA ¢ift sarmalinda kiriklarin olusmasi ile
aktive olan ve telomer kontrol esnasinda bu kiriklarin tamir edilmesine katilan bir proteindir.
Telomer kisalmasi, hicre bélinmesini zamanla durduran bir islemdir. Bu nedenle
calismamizda DMBA indUklu ovotoksisite sonucu olusan POY’de c-Abl ve mTERT’in dnemli
bir role sahip olabilecegini disinmekteyiz. Buradan yola ¢ikarak gunlik yasamda surekli
olarak maaruz kalinan DMBA'nin ovaryumdaki oosit rezervi, oosit kalitesi ve granuloza
hicreleri Gzerindeki etkisini c-Abl (Abelson Tirozin Kinaz) ve mTERT (telomeraz katalitik

alttinitesi) belirtecleri ile aciklamayi hedefledik.

Calismamizda postnatal (PND) 28 gunluk BalbC turt farelere 7 giin boyunca susam
yag igerisinde ¢ozillen 1mg/kg DMBA uygulamasi yapildi. izole edilen ovaryum dokularinda
Hematoksilen-Eozin boyama ile morfolojik degerlendirme ve folikil sayimi yapildi.
Immiinofloresan yoéntemi ile c-Abl ve mTERT lokalizasyonlari goésterildi. Ayrica ELISA,
western blot ve gRT-PCR yontemleri kullanilarak fare ovaryumunda DMBA tedavisinin
telomeraz aktivitesi lGzerine olan etkisi gosterildi. Ayrica, Transmisyon Elektron Mikroskobi

yontemi ile oosit-granuloza hiicresi arasindaki iliski ultrastriktiirel diizeyde incelendi.

Calismamizda DMBA indukli ovotoksisite sonucu olusan POY’de c-Abl ve mTERT,
ilk defa gosterilmistir. Bu proje ile DMBA uygulanmis fare ovaryumunda c-Abl ve mTERT
ekspresyonlarindaki degisimin gosterilmesiyle, projemizin sonuclarinin POY’de erken over
yaslanmasi ve kadin infertilitesine iliskin sinyal mekanizmalarina 1sik tutacagini
distinmekteyiz.(TUBITAK-215S867).

Anahtar Kelimeler: DMBA (7,12-dimethylbenz-[a]anthracene), Prematiire Over Yetmezligi,
Fare, mTERT Telomeraz Katalitik Alt Unitesi.
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ABSTRACT
In mammals, the oocyte reserve formed in prenatal life is depleted during postnatal
life. Ovarial aging occurs with this mechanism called follicular atresia. Since primordial follicle
pool cannot be regenerated again, this depletion results in infertility or Premature Ovarian
Failure (POY).

Polycyclic aromatic hydrocarbon 7,12-dimethylbenz  (7,12-dimethylbenz- [a]
anthracene (DMBA)) is an environmental carcinogen that triggers many tumors, including

ovaries, and frequently exposed in dalily life.

Telomerase maintains stable structures of chromosomes during cell division and
mouse telomerase reverse transcriptase (MTERT) is a necessary component of telomerase
complex. c-Abl protein tyrosine kinase is a protein that is activated by formation of fractures
in DNA double helix and participates in repair of these fractures during telomere control.
Telomere shortening is a process that stops cell division over time. Therefore, we suggested
that c-Abl and mTERT may have an important role in POY caused by DMBA-induced
ovotoxicity. We aimed to explain the effect of continuously exposed DMBA on oocyte
reserve, oocyte quality and granulosa cells in ovary with c-Abl (Abelson Tyrosine Kinase)

and mTERT (telomerase catalytic subunit) markers.

Postnatal (PND) 28 days old BalbC mice were treated with 1mg/kg DMBA dissolved
in sesame oil for 7 days. Hematoxylin-Eosin staining and follicle counts were performed in
isolated ovarian tissues. c-Abl and mMTERT localizations were demonstrated by
immunofluorescence staining. In addition, effect of DMBA treatment on telomerase activity
was demonstrated in mouse ovary using ELISA, western blot and qRT-PCR methods. In

addition, relationship between oocyte-granulosa cells was examined at ultrastructural level.

In our study, c-Abl and mTERT were shown for the first time in POY caused by
DMBA-induced ovotoxicity. We suggest that results of our project will shed light on signaling
mechanisms of early ovarian aging and female infertility in POY by demonstrating changes in
c-Abl and mTERT expressions in DMBA-treated mouse ovaries. (TUBITAK-215S867).

Keywords: DMBA (7,12-dimethylbenz-[a]anthracene), Premature Ovarian Failure, Mouse,

MTERT Telomerase Catalytic Subunit.
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1. GIRIiS

Primer over yetmezligi olarak da bilinen Prematire Over Yetmezligi, ovaryumlarin 40
yasindan 6nce normal fonksiyonlarinin kaybolmasidir. Bunun sonucu olarak ovaryumlar,
normal miktarda Ostrojen hormonu (Uretemez veya dizenli olarak ovulasyonu
gerceklestiremez ve bunlara bagl olarak POY’da infertilite yaygin bir sonugtur. POY bazen
erken menopoz olarak da adlandirilir, ancak iki kosul ile menapozdan farklidir. POY olan
kadinlar yillarca dizensiz veya ara sira adet gorebilirler ve hatta hamile kalabilirler. Erken
menopozda olan kadinlarin menstriyel periyodlari bitmistir ve hamile kalamazlar. POY olan
kadinlarda O6strojen seviyelerinin restore edilmesi ile osteoporoz gibi disuk 6strojen
seviyesinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan bazi komplikasyonlar énlenebilir.

POY nedenleri arasinda Turner's sendromu gibi X kromozomuna bagli kromozomal
defektler, otoimmuin hastaliklar, kemoterapi ve radyoterapi gibi toksinlerin yanisira sigara
icilmesi, kimyasallar, pestisitler ve viriisler gibi cevresel toksinler belirtimektedir. Ozellikle
sigara icen kadinlar ile yapilan arastirmalarda, sigara icen kadinlarin igmeyenlere oranlara
idiyopatik POY riskinin arttigi gosterilmistir. Ancak halen POY’ne neden olan faktorler ve etki
mekanizmalari tam olarak aydinlatilamamistir. Biz calismamizda ¢evresel bir karsinojen olan
ve Ozellikle sigara icerisinde ve cok pismis yiyeceklerde bulunan DMBA'nin ovaryumdaki
oosit rezervini nasil harab ederek tikettigini mTERT ve c-Abl Gzerinden aciklamayi
hedefledik. Daha 6nceki projemizde mTERT ve c-Abl arasindaki iliskiyi granuloza hticreleri
ile oosit ve preimplantasyon dénemi embriyolarinda ortaya koymustuk. Oosit rezervinin hizli
tikenisinde de mTERT ve c-Abl arasindaki iliskinin etkili olabilecegini hipotez ederek POY
olusturdugumuz fare ovaryumlarinda MTERT ve c-Abl ekspresyonlarini gdstermeyi
amacladik.

Gunumuze kadar insan ve deney hayvani ile yapilan ¢alismalar ve elde edilen bulgular,
POY olan hastalarda ovaryumlarin fonksiyonunun yeniden kazanilmasi ve dogurganliga
ulasiimasi konusunda pekcgok bilgi vermektedir. Son yillarda ovariyal kdk hcrelerin
kullaniimasi fikri POY tedavisinde umut vericidir. Bununla birlikte, ovariyal kok hucrelerin
tedavi i¢in klinik kullanimi, karsimiza bu hcrelerin guvenligi, 6zellikle de in vitro kultir
sirasindaki epigenetik degisikliklerin ve Uretilen oositlerin ve ayrica elde edilen embriyolarin
manipulasyonu ile ilgili ok sayida soru isareti de olusturmaktadir. Boyle bir basarinin elde
edilmesi, ¢ok zaman harcanmasini ve biyuk deneysel ve klinik ¢alismalarin yapilmasini
gerektirecektir. O zamana kadar, POY’nin altinda yatan mekanizmalarin belirlenmesi,
ovaryumdaki oosit rezervinin korunmasinda ve yenilenmesinde Kklinige 1sik tutacaktir.
Tamamladigimiz bu proje ile mTERT ve c-Ablin bu noktada POY altinda yatan
mekanizmalarin aydinlatiimasina katki saglayacagini disinmekteyiz.
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2. LITERATUR OZETI
Memelilerde prenatal hayatta olusan oosit rezervi, postnatal hayat siresince sirekili
azalarak tukenmektedir. Bu tikenis sirecinde oositlerin ¢ok az bir bolima fonksiyonel
gelisimini  tamamlayarak ovule olurken, binlercesi ovulasyona girmeden ortadan
kaldiriimaktadir. Folikiler atrezi olarak adlandirilan bu mekanizma ile ovariyal yaslanma
meydana gelmekte ve primordiyal folikil havuzu tikenmektedir (Borman vd. 2000;
Broekmans vd. 2007; Hansen vd. 2008; Hoyer ve Sipes 1996) ve bu tikenis sonucunda

infertilite ya da Prematire Over YetmezIigi (POY) ile kars! karsiya kalinmaktadir.

Polisiklik aromatik hidrokarbon 7,12-Dimethylbenz[a]anthracene (DMBA), ovaryum da
dahil olmak Uzere pekgok farkl turde tumori tetikleyen ve kemirgenlerde kanser modeli
olarak kullanilan bir ¢evresel karsinojendir (Hoyer vd. 2009). Peki gunlik hayatta insalar
DMBA'ya nasil maaruz kalirlar? DMBA'nin kaynagi olarak sigara icilmesi, piserken aktif
karbona maaruz kalmis yiyeceklerin tiketilmesi (mangalda pisirilen besinler gibi) ve
otomobillerden c¢ikan egzoz dumaninin solunmasi belirtimektedir (Gelboin 1980).
Karsinojenik etkisine ek olarak DMBA'nin folikilogenezin normal sirecini bozarak folikil
populasyonunun azalmasina neden oldugu ve POY’ne yol actigi da belirtiimektedir (Mattison
ve Nightingale 1980). Yapilan calismalar ile DMBA'nin preovulatuvar folikillerde,
proapoptotik Bax proteininin ve Caspase-3 proteininin aktivasyonuna neden olarak granuloza
ve teka hucrelerinin apoptozuna yolactigi gosterilmistir (Tsai-Turton vd. 2007). Sigara icen
kadinlar ile icmeyenler karsilastirildiginda, sigara icenlerde erken menopozun uyarildigi
belirlenmistir (Harlow ve Signorello 2000; Jick 1979; Mattison vd. 1983). Ayrica sigara igen
annelerin yavrularinda, gebelik siresince sigara icmeseler bile, oosit sayisinda azalma,
anormal over fonksiyonu, fertilitenin azalmasi ve/ya da erken menopoz gibi sorunlar ile

karsilasildigl ortaya koyulmustur (Jurisicova vd. 2007).

Prematiire Over Yetmezligi, 40 yasin altindaki kadinlarda hipergonadotropik
hiperdstrojenik amenorenin meydana gelmesi yani ¢ok gen¢ yasta ovaryumdaki oosit
rezervinin tukenerek kadinlarin erken menopoza girmesi durumudur (Vujovic vd. 2012).
Hastalarin %74-90"1 idiyopatiktir. X kromozomu ya da otozomlardaki genetik bozukluklar
POY icin primer neden olarak gosterilmektedir. POY etiyolojisinde %20 ailesel genetik
nedenler, %10 X kromozomu anomalileri oldugu bildirilmistir (Bennett vd. 2010). Kromozom
X uzerindeki Xgl13.3-g21.1 (POF2) ve Xq21.3- 927 (POF1) bdlgelerinin overin iglevi
acjsindan onemli oldugu bildirilmistir (Dudding vd. 2010; Simpson 2008). Ancak POY
etiyolojisinde rol oynayan genetik ve/veya epigenetik etkenler heniiz ortaya konulamamistir.

Teknolojik ilerlemelere bagh olarak sik gozlenen hastaliklarin genetik temelinin ortaya
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koyulma calismalari icerisinde POY genetigine iliskin calismalar da yogunlasmistir. Bilateral
ooforektomi, kemoterapi, radyoterapi ve enfeksiyonlar da POY’ne neden olabilmektedir. POY
semptomlari arasinda sinirlilik, libido kaybi, depresyon, konsantrasyon eksikligi, kilo alma ve
enfeksiyonlara daha sik yakalanma sayilabilir. Ancak en buyuk ve en dnemli sorun bu
hastalarin ovaryumlarindaki yumurta (oosit) rezervlerinin hizli bir sekilde tikenmesi ve
dejenere (atretik) folikil sayilarinin artmasidir. Bu hastalarin azalan over rezervlerinin
yanisira kardiyovaskiler hastaliklar, osteoporoz ve inme gibi hastaliklara da yatkinliklari
artmaktadir (Vujovic vd. 2012). POY sendromuna sahip hastalarda germ hiicre sayisi
normalden az olabilir, bu hastalarda atreziye giden folikil sayisi normalden fazla olabilir ya

da cevresel faktorlerden dolayi postnatal hayatta germ hiicre kaybi izlenebilir.

c-Abl (Abelson Tirozin Kinaz), reseptdr olmayan tirozin kinaz ailesinin bir Gyesidir.
Hucre icerisinde; ¢cekirdekte ve sitoplazmada yerlesim gostererek pekcgok sinyal molekdli ile
iliskiye girmekte ve hicre i¢i sinyal mekanizmalarinda rol almaktadir (Gu vd. 2009;
Pendergast 2002; Sirvent vd. 2008; Wang ve Zhu 2004; Zhu ve Wang 2004). c-Abl (Abelson)
protein tirozin kinaz, DNA c¢ift sarmalinda kiriklarin olusmasi ile aktive olmaktadir. Telomer
kontrolli esnasinda bu kiriklarin tamir edilmesine katilan bir proteindir (Meltser vd. 2011). c-

Abl'in aktive olmasi durumunda telomeraz aktivitesi baskilanmaktadir (Bakalova vd. 2003).

Bir ribonukleoprotein kompleksi olan telomeraz, hiicrenin bélinmesi esnasinda
kromozomlarin kararli yapilarinin korunmasini saglar. Evrimsel olarak korunmus bir gen olan
telomeraz geninin insandaki ortologu hTERT'dir. Telomeraz, telomerleri sentezleyen ve
koruyan bir ters transkriptaz enzimdir. Yapisinda tasidigi RNA'yI taslak olarak kullanarak, her
boéluinme ile kisalan telomer uclarinda tamiri saglar. Telomerik DNA dizilerini dogrusal
kromozomlarin uclarina ilave eder. Her DNA eslesmesi sonrasi kromozomun boyu kisalir;
cunki DNA polimeraz, ana zincirde 3’ ucunda yeni bir DNA sentezini baslatamaz.
Telomeraz, bu ug replikasyon problemini, telomerik tekrar dizilerini kromozomun 3’ ucuna
takip, kromozomun kisalmasini engelleyerek ¢ozer. Telomeraz enzimi, somatik hicrelerde
az bulunur. Bu yizden normal bir hiicrenin her bolinisinde, telomer boyu yaklasik 100 baz
cifti kadar kisalir. Telomer kisalmasi, hiicre béliinmesini zamanla durduran bir islemdir. Fare
telomeraz ters transkriptaz (MTERT) (fare telomeraz Kkatalitik altiinitesi) (mouse
Telomerase Reverse Transcriptase) telomeraz kompleksinin gerekli bir bilesenidir.
Telomeraz aktivitesi ile hTERT'i koadlayan genin ekspresyon dizeyi arasinda gugliu bir
korelasyon vardir (Brenner vd. 1999). Telomeraz cesitli protein kinazlar ile kompleks
olusturarak geri donustirdlebilir bir fosforilasyona sahiptir. Bu durum telomeraz aktivitesinin

modilasyonu icgin ve sinyal yolaklari icin gereklidir. Ancak telomeraz aktivitesinin nasil
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dizenlendigi halen bilinmemektedir. Gunimize kadar edinilen bilgiler telomeraz
regulasyonunun, Protein kinaz C/B bagimli aktivasyon ve c-Abl bagimli inhibisyon olmak

uzere iki farkh sekilde oldugudur.

Telomerler, tim oOkaryotik hucrelerde dogrusal kromozomal sonlarin gerekli bir koruyucu
bashgi olarak gorev yapmaktadir (Greider ve Blackburn 1996). Telomeraz bir
ribontkleoprotein ters transkriptaz kompleksi iceren bir kalip RNA alt tnitesi (TER) ve bir
katalitik protein alt tnitesi (TERT)'nden olusmaktadir. Telomerin korunmamasi durumunda,
hucre bolinmesinin ardindan kromozomal kararsizlia neden olan telomer kisalmasi ve

proliferatif yaslanma izlenmektedir (Blasco vd. 1997).

insan sperminde telomer uzunlugu erkegin yasi ile artis géstermektedir (Allsopp vd.
1992) ve ratlarda germ hicre hattinin olgunlasmasi esnasinda telomer uzunlugu, telomeraza
ters orantili olarak calismaktadir (Achi vd. 2000). Kisa telomerlerin farede sperm DNA
fragmentasyonu ile iliskili oldugu ileri suriilmiistiir (Rodriguez vd. 2005). insanda fragmente
olan sperm DNA’'si anormal embriyonal gelisime neden olmaktadir (Evenson vd. 2002).
Oositin hasarli DNA'y1 tamir mekanizmasi iyi bilinmekle birlikte (Derijck vd. 2008) bu
kapasitenin dollenmeden sonra farkli mekanizmalarin da isin icerisine girmesine ragmen
preimplantasyon dénemi embriyolarinda da mevcut oldugu ileri suriilmektedir (Fiorenza vd.
2001). Ddllenmede, oosit ve sperm telomerleri ayni hicrede birlikte yeralir ve telomer

uzama-kisalma mekanizmasi aktif olarak gerceklesir (Liu vd. 2002).

c-Abl (—/-) hicreler ile yapilan ¢alismalarda c-Abl'in telomer uzunlugunu dizenledigi
gosterilmistir. c-Abl (—/-) hicreler, hTERT'in negatif regulasyonunda dnemli bir role sahiptir
(Tybulewicz vd. 1991). c-Abl(—/-) farelerde yapilan bir calismada spermatogenezde pakiten
evresinde defektler meydana geldigi bildirilmistir (Kharbanda vd. 1998). c-Abl proteini pakiten
kromozomlarin sonlarinda yerlesim gostermektedir. Bundan dolayr mayotik hicrelerde

telomeraz ile de iliskiye girebilmektedir (Kharbanda vd. 1998).

Sigir ovaryumunda telomeraz RNA komponenti ovaryumda buyiyen folikillerin
granuloza hicrelerinde lokalize olurken primordiyal folikiilde izlenmemektedir. Siganlarda,
buyik ve atretik folikillerdeki telomeraz aktivitesinin kiguk ve saghkli folikillere nazaran
azaldi§! belirlenmistir (Yamagata vd. 2002). insan telomeraz reverse transkriptaz (hTERT)
ekspresyonu ile ilgili bulgular ve telomeraz aktivitesinin insan ovaryumunundaki epitel
hicreleri tarafindan dretilen 0Ostrojen tarafindan uyarilmasi, endometriyum, prostat ve

ovaryum gibi 6strojenin etkili oldugu hedef dokularda telomeraz aktivitesinin hormonal kontrol
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altinda oldugunu ileri siirmektedir (Chronowska 2012). insanda yapilan bir calismada normal
ovaryumlar ile POY olan 40 yas alti ovaryumlar telomeraz aktivitesi agisindan karsilastiriimis

ve yasa bagl olarak telomeraz aktivitesinin azaldigi belirtiimistir (Kinugawa (2000).

Biz bu calismamizda, farede DMBA maaruziyetinin ovaryumdaki foliktllerin telomeraz
aktivitesinde degisime neden oldugunu hipotez ettik. DMBA indiklu ovotoksisitede c-Abl ve
MTERT arasindaki iligkiyi ortaya koyarak, folikiler gelisimde telomerlerin uzamasinda-
kisalmasinda yer alan mekanizmaya yeni bir yaklasimda bulunmayr amacladik.
Calismamizin sonunda elde edeceg@imiz bulgular ile, telomer kisalmasinin hiicre bélinmesini
zamanla durduran bir islem olmasindan dolayi, gen¢ yasta ovaryumdaki yumurta rezervinin
tukenmesi ve oosit kalitesinin bozulmasi sorunlarinin agiklanmasina katkida bulunmayi
hedefledik. Onerdigimiz proje ile ilk defa, fare deney modelinde POY sendromunda ovariyal
yaslanmada rol aldigini disiindiimiiz c-Abl ve mTERT arasindaki iliskinin gosterilmesi ile,
DMBA indikli ovotoksisite ve POY'de folikill ve oosit maturasyonu hakkinda énemli bilgilere

de ulasmis olduk.
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3. GEREG VE YONTEM
3.1 Deney Modelinin Olusturulmasi

A. Invivo Bélum: Intraperitonel olarak DMBA Uygulanmasi

Calismamizin in vivo kisminda postnatal 28 gunlik toplam 30 adet (her grup igin 10 tane
hayvan toplam 60 adet ovaryum) Balb/C turt digi fareler kullaniimistir. Deney gruplarindan
birinci gruba Prematire Over Yetmezligi modeli icin ovotoksisite olusturmak amaciyla
intraperitonel (ip) olarak 7 gun boyunca susam yag igerisinde hazirlanmis gunlik 1mg/kg
dozda 7,12-dimethylbenz(a)anthracene (DMBA) uygulanmasi yapimistir. ikinci gruba
sadece susam yagi verilirken, Uglncu gruba herhangi bir uygulama yapilmamistir. Son
enjeksiyondan 24 saat sonra hayvanlar eter anestezi altinda servikal dislokasyon ile 6tanazi
edilerek ovaryum dokulari diseke edildi. Diseke edilen sad ovaryumlar morfolojik
degerlendirme, folikill sayimi ve immunofloresan boyama ve TUNEL yapilmak lzere fiksatif
icerisine alinirken sol ovaryumlar protein ve RNA izolasyonu yapilmak Uzere -80°C'ye
kaldirildi.

B. In vitro Béliim: Ovaryum Kiltiirii
DMBA'nin ovaryumda meydana getirdigi ovotoksik etkisini in vitro deney modelinde

gostermek amaciyla yaptigimiz ovaryum kualtdrd icin dokular diseke edilerek 6-kuyucuklu
kultdr kaplarina alindi. Ovaryumlar %10’luk FBS, 7,5 mg Ascorbic Acid, 1,25 ml L-Glutamin,
75 ul, 250 pl FGF, 30 pl LIF, 37,7 yl SCF, 3 ml. B27 ve Penicilin/Streptomycin iceren RPMI
medyumu icerisinde 4 gin kiltire edildi. Kiltir ortamindaki ovaryumlara kontrol grubu icin
higcbir uygulama yapilmazken, ¢ézgen grubu 0.01% aseton iceren medyum ve deney grubu
50nM DMBA iceren medyum ile kilttre edildi.

Deney gruplar ve yapilan uygulamalar asagidaki tablolarda da 6zetlenmistir (Tablo 1 ve
2).

Tablo 1. In vivo deney gruplari.

Grup Adi Hayvan Adedi

DMBA Grubu: Postnatal 28 gunlik hayvanlara intraperitoneal olarak (ip) 7 gun 10

boyunca susam yagi icerisinde hazirlanmis giinlik 1mg/kg dozda DMBA verilen

grup

Cozgen Grubu: Postnatal 28 ginlik hayvanlara intraperitoneal olarak (ip) 7 giin 10

boyunca susam yag verilen grup

Kontrol Grubu: Postnatal 28 gunlik hayvanlara hicbir islem yapilmadan 7 gin 10
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boyunca hayvanlarin inkiibe edildigi kontrol grubu

Toplam Hayvan Sayisi 30

Tablo 2. In vitro deney gruplart.

Grup Adi Hayvan Adedi

DMBA Grubu: Postnatal 28 gunlik ovaryumlarin 4 giin boyunca doku kultirt 10

ortamina 50nM DMBA iceren medyum verilen grup

Cozgen Grubu: Postnatal 28 gunlik ovaryumlarin 4 giin boyunca doku kaltiirt 10

ortamina 0.01% aseton iceren medyum verilen grup

Kontrol Grubu: Postnatal 28 guinliikk ovaryumlarin hicgbir islem yapilmadan 4 giin 10

boyunca ovaryum dokusu inkiibe edilenkontrol grubu

Toplam Hayvan Sayisi 30

3.2 Doku Takibi ve Hematoksilen-Eozin ile Boyama

Tdm gruplardan alinan ovaryum dokulari %10’luk formaldehit icerisinde 6 saat fikse
edildi. Ardindan ¢cesme suyunda 2 saat yikandiktan sonra sirasiyla %70, 80 ve 90'lik alkol
serilerinden gecirilerek dehidratasyon yapildi. 3 saat %100'lik alkolde bekletildikten sonra 3
kez 5’er dakika ksilolde bekletilerek seffaflastirma yapildi. Dokular 56°C’deki sivi parafin
icerisinde 3 kez 1’er saat inkiibe edildikten sonra temiz parafine gomaldi. Parafin bloklardan
alinan 5um kalinliktaki kesitlere Hematoksilen-Eozin boyamasi yapildi ve gruplar morfolojik

olarak incelenerek karsilastirildi.

3.3 Kanda Antimiilleriyen Hormon (AMH) Seviyesinin Belirlenmesi

Deney gruplari olusturulup deney tamamlandiginda doku diseksiyonu yapilmadan
once hayvanlarda Anti Mullerian Hormonu seviyelerini belirlemek amaciyla deneklerden kan
Oornegi alindi. Alinan kanlar 15 dakika 4000 rpm’de santirflij edilerek, ELISA tekniginde
kullaniimak tzere -80°C’ye kaldirildi.

Serum Anti-Miillerian Hormon (AMH) Konsantrasyonlarinin ELISA ile Belirlenmesi
1. -80°C’den alinan serum ornekleri oda Isisina getirildi, ardindan 20-30 saniye santirfijj
edildi.

2. Standartlar kitte onerilen sekilde hazirlandi.

3. Kitte belirtilen 5 adet standart, pozitif kontrol ve calismamiza ait 12 adet serum 6rnegi

daha Onceden planlanan siraya uygun olarak AMH seviyelerini belirlemek Uzere
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kuyucuklara eklendi. Standartlarin her biri ve ornekler 2 tekrarli olacak sekilde

yuklendi.

4. Standart kuyularinin tzerine 50 pL Streptavidin-HRP ve &rneklerin tzerine 10 pL
AMH antikoru ve 40 yul HRP enzim konjugat eklendi ve 1 saat 37°C’de inkibe edildi.
Blank icin 2 adet bos kuyucuk ayrildi.

5. inkiibasyonun sonunda tim kuyucuklardaki sivi uzaklastirildi.

6. 30X konsantrasyondaki yikama solisyonu 30 kat sulandirlarak 1X konsantrasyona
getirildi. Tim kuyucuklar 350 pl 1X yikama solisyonu ile 5 kez yikandi. Yikamadan
sonra kuyucuklarda kalan sivi havlu kagit aracihgiyla alindi.

7. Tum kuyucuklara 50'ser pl kromojen A ve ardindan 50’ser pl kromojen B sollisyonu
eklendi, yavasca calkalandi ve 37°C’de 10 dakika karanlikta inkiibe edildi. Bu sire

icerisinde kuyucuklarda farkli tonlarda mavi renk olusumu gézlendi.

8. Ardindan tum kuyucuklara 50’ser pl stop sollisyonu eklendi. Yavasca calkalanarak
solusyonun kuyucuklarda homojen olarak dagiimasi saglandi ve maviden sariya renk

gecisi gdzlemlendi.

9. Hemen ardindan 15 dk. icerisinde 450 nm’'de Gen5 programi araciligiyla drnekler

ELISA okuyucuda okunarak absorbans degerleri kaydedildi.

3.4 Folikil Sayimi

Tum gruplardan alinan ovaryum dokularina yukarida belirtilen rutin parafin takibi yapildiktin
sonra 5 pum kahlnhkta kesitler alindi. Folikil sayimi yonteminde 6nemli olan kisim, bir
ovaryumun tamaminin higbir kesit atlanmadan seri olarak ve tim kesitler ayni kalinhkta
olacak sekilde mikrotomda kesilmesidir. Alinan kesitlere hematoksilen-eozin boyamasi
yapildi. Folikil sayisini dogru bir sekilde hesaplayabilmek ve ayni folikili tekrar saymis
olmamak i¢in, boyama sonrasinda kesitlerdeki folikillerden, sadece oositinin cekirdegi

gorunen folikuller sayildi. Boylece tim gruplardaki ovaryumlarda folikll sayisi belirlendi.

3.5 TUNEL Yoéntemi
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Fare ovaryumunda atretik folikllleri, apoptotik oosit ve granuloza hucrelerini belirlemek

amaci ile TUNEL metodu uygulandi.

1. Pozitif sarjh lamlara alinan 5 pm kalinligindaki kesitler ksilen ile deparafinize edildi.

2. Sirasl ile %100, %90, %70’lik alkol serilerinden gecirilen kesitler distile suya alinarak
rehidrate edildi ve ardindan PBS ile yikandi.

3. TUNEL metodu uretici firmanin (Roche, In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein)
verdigi kullanim kilavuzundaki yénteme gore yapildi. Kesitler Proteinaz K'da (20
pg/ml) 15 dk bekletildi, ardindan PBS ile 3 kez yikand.

4. Kit icerisindeki “Enzyme solution” ve “Label Solution” 1:9 oraninda karistirilarak
kesitlerin tzerine 25’er pl damlatildi ve 37°C’de 1 saat inkibe edildi.

5. Ardindan 3 kez PBS ile yikama yapildiktan sonra DAPI iceren kapatma solisyonu
(Sigma, Fluroshield with DAPI, #F6057) ile kapatilarak konfokal mikroskop ile

goruntdlendi.

3.6 immiinofloresan Boyama

Tidm deney gruplarindan alinan ovaryum dokularinda c-Abl ve mTERT proteinlerinin varligini

ve yerlesimlerini gostermek amaciyla ciftli immunofloresan yontemi kullanildi. Bu yontemde

ayni kesit Uzerinde iki farkli antijenin iki farkli sekonder antikor kullanilarak (farkl iki renkte

gorundr hale getirilmesi saglandi. Protokoliin detaylari asagida verilmistir.

1.

2.

Kesitler secildikten sonra 1 saat 60°C’de etlivde bekletildi

20 dk 2'ser kez ksilenden, ardindan 10’ar dakika %100, %90, %80 ve %70 alkol

serilerinden gecirildi.

. Ardindan, 6nce distile suda sonra PBS’te 5’er dakika yikandi ve taze hazirlanan 250 ml

EDTA (pH: 8.0) tamponunda ilk olarak 6 dakika 700 Watt'lik mikrodalga 1sinimina, ardinda
15 dakika 300 Watt'lik mikrodalga 1sinimina maruz birakilarak antijenik epitoplarin agiga

ctkmasi saglandi.

. Ardindan oda sicakliindan sogumasi icin bir sure bekletildi ve distile su ile U¢ kez 5’er

dakika oda 1sisinda yikandi.

. Dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesini doyurmak icin, kesitler methanol ile hazirlanan

%3’luk H-0, sollisyonu iginde oda i1sisinda 10 dakika bekletildi.

. Ardindan 2 kez 5 dakika distile su ile sonrasinda 5 dakika TBS-T ile yikandi.

. Kesitlerdeki 6zgll olmayan baglanmalari engellemek icin %5 Normal Goat Serum (TBS-T

icerisinde) ile 1 saat oda sicakliginda bloklama yapildi.
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8. MTERT (MA5-16034, Mouse mA6, Thermo) primer antikoru ile (1:100) +4°C’de gece boyu
inktbe edildi.

9. Primer ile gece boyu inkilbasyonun ardindan ertesi sabah kesitler 3x5 dk TBS-T ile

yikandi.

10. 1.5 saat oda sicakliginda sekonder antikor ile inkiibe edildi. (Goat anti-mouse IgG,
Dylight 488nm (35503, Thermo, Invitrogen 1:250)).

11. Kesitler sekonder inkiibasyonun ardindan 6x5 dk TBS-T ile yikandi.
12. Tekrar %5 NGS ile 1 saat oda sicakliginda bloklama yapildi.

13. c-Abl (PA5, 39688, Rabbit, Thermo) primer antikoru ile (1:100) 2 saat oda

sicakhginda inkibe edildi.

14. 3x5 dk TBS-T ile yikamanin ardindan tekrar sekonder antikor inkiibasyonuna
konuldu. Sekonder icin Goat anti-rabbit 1gG Cross-Adsorbed Texas red (T-2767,
Invitrogen, 1:500, 615 nm) kullanildi, 1.5 saat oda sicakliginda inkibe edildi.

15. 6x5 dk TBS-T ile yikama islemi yapildi.

16. DAPI'li kapatma sollisyonu ile kapatilip konfokal mikroskobu ile gérintilendi.

3.7 Western Blot Yontemi

Doku Lizatlarinin Hazirlanmasi:

Tdm gruplardan alinan 6rnekler tartildiktan sonra Uzerlerine 10 mg/ml Protease Inhibitor
Cocktail (PIC) iceren 100 pl RIPA lizis soliisyonu (Santa Cruz; sc-24948) eklendi. Ornekler
daha sonra sonikatdr kullanilarak parcalanip lizat haline getirildi. Lizatlarin icerdigi protein
konsantrasyonu Qubit Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific; Q33211) kullanilarak
olgulda.

Jel Elektroforezi:

Yurutmelerde %4-12 Bis-Tris jel kullanildi (ThermoFisher Scientific; NP0321). Loading Buffer
(LDS, 4X) 2,5 pl, Reducing Agent (10X) 1 pl, su 1 pl ve 5 pl protein lizati (toplam 10 pl)
karistinlarak denattrasyon islemi icin 10 dakika 70°C’de inklibe edildi. 5 pl protein ladder ve
10 pl 6rnek jelin kuyularina yiklendikten sonra elektroforez sistemi 80 mA-200V olarak
ayarlanarak 20 dakika, daha sonra 120 mA-200V olarak ayarlanarak 1 saat 30 dakika

proteinler jelde yaratalda.

10
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PVDF Membrana Transfer:

Elektroforezden sonra jeldeki proteinler iBlot sistemi kullanilarak PVDF membrana
(ThermoFisher Scientific; IB401001) transfer edildi. 9 dakika transfer isleminden sonra
membranlar 6nce distile suda c¢alkalandi daha sonra % 0.1 Tween-20 iceren TBS (TBS-T)
solusyonu ile 5 dakika yikandi.

Bloklama:

Transfer isleminden sonra membranlar TBS-T icerisinde %5 yagsiz sut tozu ile oda
sicakhiginda 1 saat ¢alkalayici tizerinde inkiibe edilerek bloklama islemi gerceklestirildi.
Primer Antikor ile inkiibasyon:

Calismamizda kullanilan antikorlar, katalog numaralari ve diliisyon oranlari asagidaki tabloda

verilmigtir (Tablo 3).

Tablo 3. Kullanilan antikorlar ve diliisyon oranlari.

Antikorlar Katalog no Diliisyon orani
c-Abl Sigma#A5844 1:1000
MTERT Santa Cruz #sc-7212 1:1000
PCNA Cellsignalling#14220 1:1000
Caspase3 Cell Signaling #13110 1:1000
Beta-actin Cell Signaling #8H10D10 1:5000

Projede belirtilen antikorlar TBS-T icerisinde %5 yagsiz sit tozu ile tablo 1'de belirtilen
dilisyon oranlarinda seyreltilerek hazirlandi. Bloklama sonrasinda membranlar +4°C’de gece
boyu inkliibe edildi. Primer antikor ile inkiibasyondan sonra membranlar TBS-T ile 5’er dakika
3 kez yikandi. Anti-Rabbit IgG HRP bagli sekonder antikor TBS-T icerisinde % 5 yagsiz st
tozu ile 1:5000 oraninda hazirlandi. Yikamadan sonra membranlar 2 saat oda sicakliginda
sekonder antikor ile inkiibe edildi. Sekonder antikorla inkilbasyondan sonra membranlar
TBS-T ile 5er dakika 6 kez yikandi. Yikamadan sonra membranlar chemiluminisans
(Amersham #RPN2109) ile oda sicakhginda karanlik ortamda 1 dakika inkibe edildikten
sonra, CCD kamera ile gorunttlendi.

3.8 Transmisyon Elektron Mikroskobu Yéntemi

Kontrol, DMBA uygulanan ve ¢6zgen gruplarindan izole edilen ovaryum dokularinda oosit ve
folikil htcrelerini ultrastriktirel dizeyde incelemek amaciyla transmisyon elektron
mikroskobi (TEM) teknigi kullanildi. Kontrol, DMBA-tedavisi uygulanan ve ¢6zgen grubundan

alinan ovaryum dokulari trimlenerek %4’luk Gluteraldehitte (0.1 M Soérensen Fosfat

11
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Tamponunda (SFT) hazirlanmis) 2 saat fikse edildi. Ardindan Sérensen Fosfat Tamponuyla
yikanip %21’lik SFT'nda hazirlanmis osmiyum tetraoksit (OsO4) fiksatifi ile fikse edildi.
Dokular artan alkol serilerinden gecirilerek dehidrate edildi. Sonrasinda %75'lik etanol ile
hazirlanmis %1'lik uranil asetat solusyonunda 1 saat inklibe edildikten sonra Propilen Oksitte
10’ar dakika 2 kez, Propilen Oksit+(Araldit Ana Karisimi+%?2 oraninda Hizlandirici BDMA)
(1:1)) karisiminda 4 saat boyunca oda isisinda inkube edildi. Araldit igerisinde gece boyu
inkiibe edilen dokular ertesi giin taze araldite gomilerek 60°C’de 48 saat bekletildi. Araldit

bloklardan alinan kesitler TEM mikroskobunda gorintilendi.

3.9 Gercek Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) Basamaklari:

Ornek hazirlama ve Doku izolasyonu

Her bir doku 6rnegi tzerine 300 pl lysis buffer eklendi. Manyetik boncuklar eklendikten
sonra ependorf icerisindeki doku homojenize edildi. Homojenizasyon sonrasinda Uzerine
200 pl daha lysis buffer eklenerek 10 dk. 1000 g'de santriflij edildikten sonra 6rnek
suipernatant fazi ve boncuklar birbirinen ayrildi. Tekrar 10 dk. 1000 g.'de santrifdj islemi
yapildiktan sonra dipte bulunan pellet kismina dokunmadan Ustteki stipernatant kismi baska
bir ependorfa aktarildi.
Filtrenin Aktiflestiriimesi
Filtreli ependorflar 100 ul aktivasyon buffer ile yikanarak30 sn. 10.000 g.'de santrifiij edildi ve
altta kalan ependorf (stiztilen kisim) bosaltildi.
Filtreli Ependorfa Orneklerin Aktariimasi
Ornek supernatantinin bulundugu ependorfa 300 pl iso-propanol eklenirek ve vortekslendi.
Filtreli ependorflarin dibine ¢dken aktivasyon buffer bosaltildiktan sonra isopropanol eklenen
ornekler filtreli ependorfa aktarildi. 30 sn. 10.000 g.’de santrifuj edildi. Filtrenin altinda kalan
ependorf bosaltildi, drneklere ait RNA’lar bu asamada filtre icerisinde kalir.
Filtrenin Yikanmasi
RNA iceren filtreler 700 pl primer buffer yikama solliisyonu ile yikanarak 30 sn. 10.000 g.'de
santrifij edildi. Filtrenin altinda bulunan ependorf bosaltildi. Filtrenin Gzerine 700 pl sekonder
buffer yikama soliisyonu eklendi ve 30 sn. 10.000 g.’de santriftij edildi. Filtrenin altinda
bulunan ependorf bosaltildi.
RNA’nin Ayrilmasi
Filtre kismi otoklavlanmis yeni bir ependorfa aktarildi. Filtre Gzerine 40 pl elution buffer
filtrenin merkezine gelecek sekilde filtre Uzerine aktarilarak 3 dk. oda sicakhginda inkibe
edildi ve ardindan 2 dk. 10.000 g.'de santrifij edildi. RNA’lar altta bulunan ependorfta
toplandi. Ustte bulunan filtre atilarak 6rnek RNA'lar -20 °C’ye kaldirildi.
cDNA Sentezi

12
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Ayrilan RNA'lardan RNA 6lcimU yapildiktan sonar 9.5 pl RNA-template ve 0.5 ul Oligo-Dt

karisimi hazirlandi. 70 °C’de 5-10 dk. i1sitma islemine tabi tutuldu (denattirasyon islemi).

Hazirlama ve DNA cogaltilmasinda kullanilan birinci asama
Mix hazirlama;
SCRIPT RT Buffer Complete 4 ul

dNTP mix 1ul
DTT Stock Solution 1l
RNAase Inhibitor 1l

SCRIPT Reverse Transcriptase 0.5 pl

RNAase free water 2.5 ul

Bu miktarlar bir 6rnek igin gecerlidir. Bu islem sonucunda elde edilen 10 pl mix solisyonu ile
10 pl 6rnek RNA'sI karistirilarak 50 °C’'de 45 dk., 42 °C’de 10 dk. Inkibe edildi.

PCR icin son asama

1 ependorf igin;

PCR Grade water 7.8 pl

Master mix 10 ul
Forward 0.6 pl
Reverse 0.6 ul

Bu miktarlar bir drnek icin gecerli. Herbir ependorfa 19 pl hazirlanan mix + 1 pl cDNA eklendi.

Kullanilan primerlere uygun program girildi.

gRT-PCR yontemi tim 6rnekler icin farkli zamanlarda olmak tzere toplam 3 kez tekrar
edildi. Elde edilen Real Time PCR sonuglari, kullanilan kitin 6nerdigi sekilde hesaplandi.
Degerlendirmeler yapilirken, her bir grup icin 3 deney sonucunun ortalamasi alindi ve gruplar
arasindaki c-Abl ve mTERT gen ekspresyonu mRNA diizeyinde Karsilastirildi. internal
kontrol olarak Beta aktin kullanildi. istatistiksel degerlendirme GraphPad programi

kullanilarak gerceklestirildi.

13
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4. BULGULAR
4.1 Deney Gruplarinin Morfolojik Olarak Degerlendirilmesi

A- In Vivo Deney Gruplarinin Morfolojik Olarak Degerlendirilmesi

Calismamizda kontrol grubu ovaryum dokusunda, ovaryumun korteks kisminda folikuler
gelisimin farkli asamalarindaki folikiller belirlendi. Geligsen foliktllerdeki oositleri morfolojik
olarak degerlendirdigimizde sitoplazmalarinin ve zona pellusidalarinin normal oldugunu
belirledik. Cekirdeklerini inceledigimizde oositlerin profaz 1 (P1) asamasinda olduklarini ve
cekirdekgiklerinin normal gérinime sahip oldugunu goézlemledik. Oositlerin ¢evresinde yer
alan granuloza hicrelerinin oosit ile iliskide olacak sekilde oosit ¢cevresinde dizenlendiklerini
belirledik. Ayrica kontrol grubu ovaryumlarda normal bir folikiiler siirecin geregi olarak

gelisimini tamamlayamayan atretik folikilleri de belirledik (Sekil 1 A ve B).

Sekil 1. In vivo kontrol grubu ovaryum. A, Ovaryumun genel gérinimda; B, Saglikli bir antral
foliktl izlenmektedir (A,10X; B, 40X).
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Cdzgen grubundan elde ettigimiz ovaryum dokularini degerlendirdigimizde genel olarak

kontrol grubu ile ayni morfolojik sonuglari elde ettik (Sekil 2 A ve B).

Sekil 2. In vivo ¢dzgen grubu ovaryum. A, Ovaryumun genel goérinimi; B, Solda saglikh bir
graaf foliklli sagda ise gelisimini tamamlayamayan bir atretik folikl izlenmektedir (A,10X; B,
40X).
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DMBA uygulamasl yaptigimiz ve ovotoksisite meydana getirerek Prematire Over
Yetmezligi fare modeli olusturmayr hedefledigimiz farelerin ovaryum dokularini
degerlendirdigimizde, ovaryumun korteks kisminda folikiler gelisimin farkli asamalarindaki
foliktlleri belirledik. Ancak gelisen folikullerin sayisinin dormant olarak bekleyen, gelisimin
erken asamasindaki primordiyal ve primer folikillerden daha fazla oldugunu goézlemledik.
Gelisen folikulleri inceledigimizde folikul icerisinde yer alan oositlerin sitoplazma ve zona
pellusidalarinda kontrole kiyasla bozulmalar goézlemledik. Cekirdeklerini inceledigimizde
mayotik bdlinmede hatalarin oldugunu ve bazi oositlerin profaz 1 (P1l) asamasinda
olmadiklarini gozlemledik. Folikillerde yer alan granuloza hicrelerinde gerek mitozun ve
gerekse apoptozun kontrol grubu ile karsilastirildiginda aktive oldugunu gozlemledik. Atretik
folikullerde kontrol grubu ile karsilastirdigimizda DMBA grubunda artis belirlemedik. Ancak

foliktiler gelisimin her asamasinda atreziye giden folikillerin oldugunu belirledik (Sekil 3 A-D).

Sekil 3. In vivo DMBA grubu ovaryum. A, Ovaryumun genel gorinimu; B, Antral folikdl.
Folikul icerisinde antruma komsu olan ¢ok sayidaki granuloza hulcresinin koyu mavi

cekirdekleri ile apoptoza gittigi izlenmektedir. C, Oosit ¢ekirdeginde bozulmalarin meydana
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geldigi (daire icerisine alinan alan) bir antral folikill. D, Oosit cekirdeginde bozulmalarin
meydana geldigi (siyah ok) bir sekonder folikil (A,10X; B-D, 40X).

B- In Vitro Deney Gruplarinin Morfolojik Olarak Degerlendirilmesi

Postnatal 28 gunluk fare ovaryumlarinin diseke edildikten sonra 4 giin boyunca higbir
islem yapilmadan kiltire edildigi kontrol grubunda, folikiler gelisimin primordiyal, primer,
sekonder ve erken antral asamasinda olan folikuller belirlendi. Folikulleri inceledigimizde
granuloza hicrelerinin saglikh bir morfolojide olduklarini, etraflarinda teka hiicre tabakasinin
gelistigini, ovaryumun genel olarak damarlanmasinin normal oldugunu belirledik. Folikillerde
bulunan oositler incelendiginde, sitoplazmik olarak normal goériinimde olduklari ve

cekirdeklerinin de normal gérinimde olduklarini gozlemledik (Sekil 4 A ve B).

Sekil 4. In vitro kontrol grubu ovaryum. A, Ovaryumun genel gérinimu; B, Solda saglikli bir
sekonder folikul, sagda ise saglikl bir gelisim gostermeyen bir sekonder folikil izlenmektedir
(A,10X; B, 40X)
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Postnatal 28 gunlik ovaryumlarin 4 gin boyunca doku kdltird ortamina 0.01%
aseton iceren medyum ile inktibe edildigi ¢6zgen grubunda kontrol grubu ile paralel bulgular
elde edildi (Sekil 5 A ve B).

Sekil 5. In vitro ¢bzgen grubu ovaryum. A, Ovaryumun genel goérunimu; B, Saglikh bir
sekonder folikil, sag alt kdsede ise primordiyal folikuller izlienmektedir (A,10X; B, 40X).
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Postnatal 28 gunluk farelerin izole edilen ovaryumlarinin 4 giin boyunca 50nM DMBA ile
inkiibe edildigi grupta, folikiler gelisimin primordiyal, primer, sekonder ve erken antral
asamasinda olan folikulleri belirledik. Folikilleri inceledigimizde granuloza hicrelerinin genel
olarak saglikh bir morfolojide olduklarini, etraflarinda teka hiicre tabakasinin gelistigini,
ovaryumun genel olarak damarlanmasinin normal oldugunu belirledik. Folikillerde bulunan
oositler incelendiginde, bazi oositlerin sitoplazmik gorinumlerinin  bozuldugunu ve
cekirdeklerinin de normal gorinumde olmadiklarini, mayoz bdélinmede sorunlar oldugunu
belirledik (Sekil 6 A ve B).

T R e IO Y P

Sekil 6. In vitro DMBA grubu ovaryum. A, Ovaryumun genel goriinimu; B-C Genel olarak
saglikh bir goériinim sergileyen sekonder folikiller izlenmektedir. Oositlerin ¢ekirdeklerinin
normal gériinimde olmadiklari, mayoz bélinmede sorunlar oldugunu izlenmektedir (siyah
daire) (A,10X; B-D, 40X).
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4.2 Elisa Yontemi Bulgulari

Standartlarin dlgtimleri yapildijinda asagida verilen standart egim grafigi (Grafik 1) elde
edilmistir. Standartlar ile deney gruplarini karsilastirdigimizda deney gruplarindaki AMH
konsantrasyonu Grafik 2'de gosterilmistir (Grafik 2).

Standart Egim Grafigi

2,25 f(x) =0x+0,24
R?=0,99

1,5

0,75
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Sekil 7. AMH icin standart degerlerin egrisi.

Deney Gruplarindaki AMH Konsantrasyonlari
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Kontrol Cozgen DMBA

Sekil 8. Deney gruplarinda AMH seviyesinin gdsterilmesi.

DMBA uygulamasi yapilarak ovotoksisite meydana gelen ve Prematiire Over Yetmezligi
deney modelini olusturdugumuz DMBA grubundan alinan serumlardaki AMH seviyesi kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, AMH seviyesinin DMBA grubunda anlamli olarak arttigini
belirledik. Bu sonu¢ DMBA indukli ovotoksisite ile erken primordiyal folikiil aktivasyonunun

gerceklestigini dogrulamaktadir.
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4.3 Folikiil Sayimi Bulgular

Anti Mullerian Hormonu, folikiler gelisim surecinde primer foliktl ve erken antral folikdl
asamasindaki folikillerde bulunan granuloza hicreleri tarafindan salgilanmaktadir ve

primordiyal folikullerin aktivasyonunda goérev almaktadir. AMH hormonu seviyesinin azalmasi

v
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ovaryumda bulunan foliktil havuzunun azalmasinin bir gostergesidir.

DMBA uygulamasi yapilan grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda primordiyal ve primer
folikil sayisinin carpici bir sekilde azaldigini belirledik. Buna ek olarak gelismekte olan

sekonder ve pre-antral asamadaki folikillerin sayisinda kontrol ve c¢6zgen grubuyla

karsilastirdigimizda artis oldugunu belirledik. Folikll sayilari Grafik 3'te verilmistir.

Gruplardaki Folikiil Sayilar

35
30
_ 25
%20
E 15
2 10
S5 |
T -
Primordial Primer
" Kontrol 29,3 2,8
Cozgen 27 54
DMBA, 12,9 0.2

Sekil 9. Deney gruplarinda primordiyal, primer, sekonder-preantral, antral, Graaf ve atretik

foliktllerin sayilarinin karsilastiriimasi.

SP{?E‘;?]?;T Antral Graaf Atretik
1.7 0 2 4.8
1,3 1 1.7 2,7
3.6 1.1 1 3,82
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4.4 TUNEL Yéntemi Bulgular

Alinan goruntuleri genel olarak degerlendirdigimizde, DAPI boyamasindan dolayi
ovaryumda yer alan folikiil hiicrelerinin, oosit ve stromal alandaki hiicrelerin ¢ekirdekleri mavi
ile boyanmis olarak izlenmektedir, TUNEL pozitif hiicreler ise yesil floresan ile parlak renkte
boyanmis olarak izlenmektedir.

Kontrol grubu ovaryumda, Ozellikle antral folikillerde antruma komsu olan granuloza
hicrelerinin bazilart TUNEL pozitif olarak izlendi (yesil floresan) (Sekil 7). Gelisimin daha
erken asamalarinda olan primer ve sekonder folikiillerde yok denilecek kadar az TUNEL
pozitif hiicre izlendi.

Kontrol Grubu

Sekil 10. Kontrol grubu ovaryumda TUNEL boyanmasi. A, DAPI; B, TUNEL boyanmasi; C,

DAPI-TUNEL cakistirnlan gorintt izlenmektedir. Apoptoza giden hticreler parlak yesil renkte
izlenmektedir.
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Cozgen grubunda elde ettigimiz bulgular kontrol grubu ile paraleldi (Sekil 8).

Cozgen Grubu
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Sekil 11. Cézgen grubu ovaryumda TUNEL boyanmasi. A, DAPI; B, TUNEL boyanmasi; C,
DAPI-TUNEL cakistirilan gorinta izlenmektedir. Apoptoza giden hicreler parlak yesil renkte

izlenmektedir.

DMBA verilen grubu degerlendirdigimizde gelismekte olan folikilllerde artan bir
granuloza hiicre apoptozu belirledik. Ozellikle antral folikiillerde sadece antruma komsu olan
antral granuloza hucrelerinin degil folikil duvarinda bulunan mural granuloza hicrelerinin de

apoptoza gittiklerini belirledik (Sekil 9).

DMBA Grubu
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Sekil 12. DMBA grubu ovaryumda TUNEL boyanmasi. A, DAPI; B, TUNEL boyanmasi; C,
DAPI-TUNEL cakistirilan gorinta izlenmektedir. Apoptoza giden hicreler parlak yesil renkte
izlenmektedir. DMBA grubunda folikul icerisinde yer alan apoptotik granuloza hicrelerinin

sayisinin arttigi izlenmektedir.

Folikul sayiminda elde ettigimiz sonuclar, ELISA, morfolojik degerlendirme ve TUNEL
bulgularimiz birbirini destekler niteliktedir. Elde ettigimiz ELISA, morfolojik degerlendirme,
TUNEL ve folikil sayimi sonuglarimizin tumuanu birlikte degerlendirdigimizde; hedefledigimiz
Prematire Over Yetmezligi fare modelini ve ovaryumlarda olusturmay! hedefledigimiz
ovotoksisiteyi gerek hormonal gerekse morfolojik bakimdan olusturdugumuzu dogruladik.

4.5 immunofloresan Yéntemi Bulgular

Genel olarak ovaryumda c-Abl ve mTERT immiin boyanmalarini degerlendirdigimizde, c-
Abl'in oositin sitoplazmasinda zayif olarak ve cekirdekciginde kuvvetli olarak lokalize
oldugunu belirledik. c-Abl'in granuloza hucrelerinde sitoplazmik olarak lokalize oldugunu
ancak bélinmekte olan ve apoptoza giden granuloza hiicrelerinde cekirdekte lokalize
oldugunu go6zlemledik. mTERT'in oositin sitoplazmasinda c-Abl'den daha yodun olarak
eksprese oldugunu, cekirdek ve cekirdekgikte herhangi bir immin boyanmanin olmadigini
belirledik. Granuloza hicrelerinde ise sitoplazmik mMTERT immin boyanmasi oldugunu
izledik (Sekil 10-12).
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Sekil 13. Kontrol grubu ovaryumda genel olarak c-Abl-mTERT immiunfloresan boyanmasi.
A, DAPI; B, mTERT; C, c-Abl; D, c-Abl/mTERT/ DAPI c¢akistirilan gorintl izlenmektedir.
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Sekil 14. Kontrol grubu ovaryumda erken antral asamadaki foliklilde c-Abl-mTERT
imminfloresan boyanmasi. A, DAPI; B, mTERT; C, c-Abl; D, c-Abl/mTERT/ DAPI ¢akistirilan

goruntd izlenmektedir.
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Sekil 15. Kontrol grubu ovaryumda antral asamadaki folikiilde c-Abl-mTERT immiunfloresan
boyanmasi. A, DAPI; B, mTERT; C, c-Abl; D, c-AbI/mTERT/ DAPI cakistirilan gorunti

izlenmektedir. c-Abl immin boyanmasi apoptotik granuloza hicrelerinde ve oositin
cekirdekgiginde de belirlenmistir (beyaz ok).
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Deney gruplarini karsilastirdigimizda DMBA uygulamas! yaptigimiz grupta c-Abl ve
MTERT immin boyanmalarinin kontrol grubu ile ayni boyanma &rnegini gosterdigini
belirledik. Bunun digsinda DMBA grubunda mTERT immin boyanmasinin kontrol grubuna

kiyasla daha yogun oldugunu g6zlemledik (Sekil 13-15).

Sekil 16. DMBA grubu ovaryumda genel olarak c-Abl-mTERT imminfloresan boyanmasi. A,
DAPI; B, mTERT,; C, c-Abl; D, c-Abl/mTERT/ DAPI cakistirilan gorunti izlenmektedir.
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Sekil 17. DMBA grubu ovaryumda sekonder asamadaki folikilde c-Abl-mTERT
immunfloresan boyanmasi. A, DAPI; B, mTERT; C, c-Abl; D, c-Abl/mTERT/ DAPI cakistirilan
goruntl izlenmektedir. c-Abl immin boyanmasi apoptotik granuloza hucrelerinde (beyaz
daire) de gosterilmektedir. Oositin ¢ekirdeginde izlenen bozulma beyaz daire ile DAPI

boyanmasinda gosterilmistir (A).
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Sekil 18. DMBA grubu ovaryumda sekonder asamadaki folikilde c-Abl-mTERT
imminfloresan boyanmasi. A, DAPI; B, mTERT; C, c-Abl; D, c-Abl/mTERT/ DAPI cakistirilan

goruntl izlenmektedir. c-Abl immin boyanmasi oositin ¢ekirdekciginde de belirlenmistir
(beyaz ok).
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4.6 Western blot Yéntemi Sonuclari

Kontrol, ¢ézgen ve DMBA uygulanan gruplardan izole edilen ovaryum dokulariyla yaptigimiz
western blot deneylerimiz sonucunda, DMBA tedavisi uygulanarak premattre over yetmezIigi
olusturulan gruptan izole edilen ovaryum dokularinda c-Abl ekspresyonunun azaldigini
belirledik (p <0.05) (Sekil 16 A ve B).

A) DMBA1 DMBA2 Vehiclel Vehicle2 Contrall Control2

c-Abl - S & s SRl - 135 kDa

B-actin -« e GNP GNP @I @ - 45 kDa
c-Abl

B)

1.5- i

1.0+ —I_

Protein levels (Normalized to B-actin)

0.54 S
0 . 0 = j T T
@@v’ ’\C}e \‘o\
0 & vl

Sekil 19. Kontrol, ¢zgen ve DMBA uygulanan gruplardan izole edilen ovaryum

dokularinda c-Abl protein ekspresyonu (A) ve analizi (B).
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Kontrol, ¢ézgen ve DMBA uygulanan gruplardan izole edilen ovaryum dokulariyla yaptigimiz

western blot

deneylerimiz DMBA1 DMBA2  Veichlel  Veichle2  Kontroll  Kontrol2

r
sonucunda, mTERT | . I g -120kDa pMBA
tedavisi Beta-actin Wi JUIN SN SN D WP i DA

uygulanarak

prematire over
yetmezligi (POY) olusturulan gruptan izole edilen ovaryum dokularinda mTERT protein
ekspresyonunun azaldigini belirledik (p <0.05) (Sekil 17A ve B).
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Sekil 20. Kontrol, ¢dzgen ve DMBA uygulanan gruplardan izole edilen ovaryum

dokularinda mTERT protein ekspresyonu (A) ve analizi (B).
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Kontrol, ¢ézgen ve DMBA uygulanan gruplardan izole edilen ovaryum dokulariyla yaptigimiz
western blot deneylerimiz sonucunda, DMBA tedavisi uygulanarak premattre over yetmezIigi
(POY) olusturulan gruptan izole edilen ovaryum dokularinda Caspase3 protein

ekspresyonunda degisim belirlenmedi (Sekil 18A ve B).
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Sekil 21. Kontrol, ¢dzgen ve DMBA uygulanan gruplardan izole edilen ovaryum

dokularinda Caspase3 protein ekspresyonu (A) ve analizi (B).
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Kontrol, ¢ézgen ve DMBA uygulanan gruplardan izole edilen ovaryum dokulariyla yaptigimiz
western blot deneylerimiz sonucunda, DMBA tedavisi uygulanarak premattre over yetmezIigi
(POY) olusturulan gruptan izole edilen ovaryum dokularinda PCNA protein ekspresyonunda
azalma belirlendi (Sekil 19 A ve B).
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Sekil 22. Kontrol, ¢dzgen ve DMBA uygulanan gruplardan izole edilen ovaryum

dokularinda PCNA protein ekspresyonu (A) ve analizi (B).

Calismamizda tum gruplar icin n=6 6rnek kullaniimistir ve deneyler 6 kez tekrar edilmistir.
Elde edilen western blot gorintileri NIH ImageJ programi ve GraphPad Prism Software
programi kullanilarak analiz edilmigtir. Protein analizi degerlendirmelerimiz sonucunda
DMBA-indiklu ovotoksisite ile POY'de, folikll rezervinin hizli bir sekilde azalmasinda c-Abl

ve mTERT'in 6nemli bir role sahip olabilecegini disinmekteyiz.
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4.7 Transmisyon Elektron Mikroskobi Bulgulari

Kontrol, DMBA uygulanan ve c¢6zgen gruplarindan izole edilen ovaryum dokularinin
ultrastriktirel olarak degerlendiriimesi amaciyla TEM yontemi kullaniimistir. Projemizin
transmisyon elektron mikroskobik deneyleri sonucunda, kontrol grubu ile DMBA uygulanan
gruptaki ovaryum dokulari asagida belirtilen kriterler ile karsilastirnlarak degerlendirilmistir.

Cozgen grubu ile kontrol grubu arasinda belirtilen kriterler acisindan farklihk gézlenmemistir.

a) Zona pellusida boyunca uzanan transzonal
uzantilar

Transzonal uzantilar oosit ile granuloza hicreleri arasindaki iletisimde, oositin
maturasyonunu tamamlamasinda ve folikilin blyimesinde oldukga 6nemli bir role sahiptir.
Kontrol grubunda oosit yiizeyinden kaynaklanan ve zona pellusida boyunca uzanarak
granuloza hicrelerinde sonlanan cok sayida transzonal uzantilar belirledik (Sekil 18A).
Ancak DMBA uygulanan POY grubunda transzonal uzantilarin sayisinin azaldigini ve
boylarinin kisaldigini belirledik (Sekil 18B).

zona
pellucida

Sekil 23. Transzonal uzantilarin degerlendiriimesi. A, Kontrol grubunda transzonal uzantilar
(beyaz ok). B, DMBA tedavisi uygulanan POY grubunda sayica azalan ve daha kisa

uzunluga sahip transzonal uzantilar izleniyor.
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b) Granuloza hiicrelerinin sitoplazmasinda yaygin
olarak bulunan mitokondriler
Kontrol grubu ovaryumda folikilleri olusturan granuloza hicrelerinin tubuler kristali
mitokondrilere sahip oldugunu belirledik (Sekil 19A). Ancak DMBA uygulanan POY grubunda
folikullerdeki granuloza hucrelerinin - mitokondrilerinde hasar oldugunu, krista yapisini
cogunlikla kaybettiklerini belirledik (Sekil 19B).

5
.

2 Zona “of
¢4 pellicide . =4

Sekil 24. Mitokondri yapisinin degerlendiriimesi. A, Kontrol grubunan alinan ovaryum
dokularinda granuloza hucrelerinde tubdler kristali normal morfolojide izlenen ¢ok sayidaki
mitokondri. B, DMBA tedavisi uygulanan POY grubunda granuloza hucrelerinin
mitokondrilerindeki hasar izleniyor. gc: Granuloza hucresi, mavi ¢izgi ile sinirlandiriimig alan:

tubdler kristali mitokondriler, kirmizi oklar: hasarli mitokondriler.
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c) Oosit ¢cekirdegi ve apoptotik granuloza hiicreleri
DMBA uygulanan POY grubunda folikillerdeki oositlerin bir kisminin profaz 1 (PI)
asamasinda olmadigini, mayoz bdélinmelerine devam ederek metafaz 1 (MI) asamasina
ulastiklarini belirledik (Sekil 20A). Bunun yanisira kontrol grubu ile karsilastirdigimizda
folikullerde daha fazla apoptotik granuloza hiicreleri oldugunu gozlemledik (Sekil 20B).

Sekil 25. Oosit yapisinin deggerlendiriimesi. A, DMBA tedavisi uygulanan POY grubunda
metafaz 1 (MI) asamasindaki bir oosit. B, Oositi ¢cevrelen apoptotik bir granuloza hiicresi.
Beyaz kesikli ¢izgi: kromatinler, (*): apoptotik granuloza hiicresi, o: oosit, zp: zona pellusida.

TEM ile elde edilen bulgular DMBA maruziyeti sonucu olusan ovotoksisite ile POY’de oositin
nukleer maturasyonunun bozuldugunu, buna ek olarak oosit ile granuloza hicreleri
arasindaki fiziksel iletisimin bozuldugunu ve granuloza hucrelerinin mitokondriyel krista

hasarina ugradigini géstermektedir.
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4.8 qRT-PCR Yontemi Sonuclari
Asagidaki sekillerde deney gruplarindan elde edilen ovaryum dokularinda c-Abl ve mTERT

ekspresyonlari izlenmektedir. Genel olarak DMBA uygulamasinin fare ovaryumunda c-Abl ve
MTERT ekspresyonlari Uzerindeki etkisini degerlendirdigimizde gruplar arasinda mRNA

diizeyinde bir farkhlik belirlenmemistir.
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Sekil 26. DMBA uygulamasinin c-Abl ekspresyonu tzerindeki etkisi.
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Sekil 27. DMBA uygulamasinin mTERT i¢in ekspresyonu Uzerindeki etkisi.

5. TARTISMA/SONUGC
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Bir polisiklik aromatik hidrokarbon olan DMBA, ovaryum dokusu da dahil olmak tzere
cok sayida doku Uzerinde etkili olan gevresel bir karsinojendir (Hoyer vd. 2009). Karsinojenik
etkisine ek olarak guinliik yasantimizda farkinda olmadan maruz kaldigimiz DMBA kadinlarda
Ozellikle ovaryumda vyikici bir etki gostererek normal folikilogenez sirecini bozmakta, folikl
populasyonunun azalmasina ve POY’ne neden olmaktadir (Mattison ve Nightingale 1980).
Yapilan arastirmalar ile ginimizde en fazla maaruziyetin sigara icen kadinlarda oldugu,
duzenli sigara icen kisilerde fertilitenin azalmasi ve/lya da erken menopoz gibi sorunlar ile
karsilasildig ortaya koyulmustur (Harlow ve Signorello 2000; Jick 1979; Mattison vd. 1983),
(Jurisicova vd. 2007).

Ovaryumdaki rezervin hizhi bir sekilde tukenerek kadinlarin Greme hayatlarinin
kisalmasina neden olan DMBA'nin bu sonuglara hangi yolaklari kullanilarak ulastigina iliskin
heniiz net bir calisma yoktur. Biz projemizde folikiler gelisimde 6nemli bir role sahip olan c-
Abl ve mTERT'in DMBA indUkli ovotoksisitenin mekanizmasinin ortaya koyulmasinda
onemli olabilecegini distindik. Buradan yola cikarak bir hafta boyunca DMBA uygulamasi
yaptigimiz farelerin ovaryum dokularinda c-Abl ve mTERT ekspresyonlarini goéstermeyi
amacladik. Buna ek olarak yapilan calismalarda, DMBA'nin folikil icerisinde nasil bir etki
gostererek oosit ve granuloza hicreleri arasindaki iliskiyi bozduguna dair de bir bilgi
bulunmamaktadir. Bu nedenle transmisyon elektron mikroskobu ile ultrastriktirel dizeyde

oosit ile granuloza hiicresi arasindaki iliskiyi de gostermeyi hedefledik.

Yapilan calismalar DMBA'nin primordiyal folikll aktivasyonunu ve gelisen folikllerin
atreziye gitmesini tetikledigini ve sonuc¢ olarak POY’a neden oldugunu gostermektedir
(Sobinoff vd. 2011; Sobinoff vd. 2010). Diger polisiklik hidrokarbonlar gibi DMBA da
prematire primordiyal folikil aktivasyonuna neden olarak oksidatif stress yoluyla oositin
fuzibilitesini bozabilmektedir (Sobinoff vd. 2012). Elde ettigimiz verilerde DMBA uygulanan
ovaryumlarda primordiyal folikil sayisinin azaldigini, buna karsin primer ve sekonder folikl
sayisinin arttigini belirledik. Buna parallel olarak serum AMH seviyelerinde de artis tespit
ettik. Ancak gelisen folikullerin yapisini degerlendirdigimizde, oositin gerek nikleer gerekse
sitoplazmik maturasyonunda hatalar oldugunu goézlemledik. Bu bulgularimizi literatir ile
destekledigimizde DMBA'nin prematire primordiyal folikil aktivasyonuna neden olarak
gelismekte olan folikil sayisinin ve AMH seviyesinin DMBA tedavisi uygulanan ovaryum

dokularinda arttigini disinmekteyiz.
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TEM bulgularimizi degerlendirdigimizde, DMBA uygulanan POY grubunda transzonal
uzantilarin  sayisinin  azaldigini  ve boylarinin  kisaldigini, granuloza hucrelerinin
mitokondrilerinde hasar oldugunu, krista yapisini ¢cogunlukla kaybettiklerini belirledik. Buna
ek olarak DMBA grubunda gelisen folikiillerde ¢ok fazla miktarda apoptotik granuloza hicresi
oldugunu ve oositin mayotik bélinmesinde hatalar meydana geldigini, profaz I'den metafaz |
asamasina ilerledigini gozlemledik. Bu bulgularimiz da DMBA sonucu olusan premature
foliktl aktivasyonunun, gerek oosit maturasyonunu gerekse granuloza hicreleri ile oosit
arasindaki iletisimi olumsuz bir sekilde etkileyerek folikiler gelisimi basarisizliga ugrattigini,
folikller atreziyi tetikleyerek primordiyal folikil rezervinin azalmasina neden oldugunu
gOstermektedir. Buradan yola c¢ikarak, DMBA’nin oositin fonksiyonunun bozulmasini
indiikleyerek oosit kalitesini olumsuz bir sekilde etkileyebilecegini ve fertilizasyonda
basarisizlik izlenebilecegini disiinmekteyiz. Dolayisiyla ileride yapilacak ¢alismalarda reaktif
oksijen tirlerine bakilmasinin oositin metabolik fonksiyonlarinin nasil degistigine iliskin bilgi

edinilmesinde faydali olacagini dustinmekteyiz.

Epidermal Blyume Faktorl, kicluk capl folikulllerdeki granuloza hicrelerinde
telomeraz aktivitesini uyarmaktadir (Tomanek vd. 2008). Bu durum bize 6zellikle kigik ve
hizli baytyen follikiillerde granuloza hicrelerinin proliferasyonu icin telomeraz aktivitesine ve
telomerazin uzamasina ihtiya¢ oldugunu gostermektedir (Liu ve Li 2010). Yapilan bir
calismada 0strojenin TERT geni promotdr bolgesi Uzerinde direkt etki géstererek ve MYC
geni Uzerinden indirekt olarak TERT geni ekspresyonunu pozitif yonde dizenledigi
belirlenmistir (Liu ve Li 2010). Buna ek olarak, 6strojen reseptori 1 ve 2’nin kanser ve saglikli
farkhlasmis hicrelerde TERT geninin transkripsiyonunun dizenlenmesine katildigi
gosterilmistir (Grasselli vd. 2008; Kondoh vd. 2007). Calismamizda DMBA indukli
ovotoksisite ve POY'de prematire folikil aktivasyonu sonucu sekonder asamadaki
folikillerin sayisinda artma ve mTERT ekspresyonunda azalma belirledik. Yapilan galismalar
POY olan kadinlarda, periferal kandan izole edilen l6kositlerde ve granuloza hicrelerinde
telomerazin kisa ve telomeraz aktivitesinin az oldugunu gostermektedir (Butts vd. 2009; Xu
vd. 2017). Ayrica geng¢ kadinlarda granuloza hucrelerinin telomerik kisalmasi ve azalmis
telomeraz aktivitesinin over yetmezligine neden oldugu gosterilmistir (Butts vd. 2009). Bu
literattir bilgileri verilerimizi dogrular niteliktedir. Ancak telomeraz, germ hiicre gelisimi ve
neoplastik immortalizasyon gtzéninde bulunduruldugunda iki ucu keskin bir bigak gibidir.
Prolifere olan granuloza hucrelerinin DMBA etkisi ile ilerleyen zamanlarda nasil bir degisime

ugrayacagini daha uzun sireli DMBA maruziyeti ile gbzlemlemek faydali olacaktir.
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c-Abl mayotik ve mitotik hiicrelerde DNA kiriklarinin onariimasini saglayarak genomik

integritenin  korunmasinda 6nemli bir goéreve sahiptir (Kharbanda vd. 1998). Apoptotik
kaskaddaki bu faktorlerin her biri ovaryum Gzerindeki sitotoksik tedavilerin etkilerini
bloklamak icin potansiyel bir hedef sunmaktadir. Ancak DNA hasari olan oositteki apoptozun

bloklanmasi, DNA tamir molekillerinin tamir kapasitesinin ardinda hucrelerin hayatta

kalmasina izin veren potansiyel bir endise de olusturmaktadir (Gonfloni 2010). Bir hafta
DMBA tedavisi uygulanan ovaryum dokularinda DMBA'nin c-Abl'i inhibe ederek
ekspresyonunu azalttigini belirledik. DMBA'nin premature folikil aktivasyonuna neden
olmasi ve bunun sonucu olarak sekonder asamadaki foliklllerin sayisinda artis belirlenmesi,
bize DMBA'nin c-Abl'i baskilamasindan dolayl oosit ve granuloza hicrelerinin tamir
mekanizmasindan kurtulduklarini ve alternatif bir yolak secerek gelisimlerine devam
edebileceklerini gostermektedir. Gruplar arasindaki Caspase3 ekpresyonunda anlamli bir
degisim izlenmemesi de bu bulgumuzu destekler niteliktedir. Yapilan bir ¢alismada

DMBA'nin kanserojen etkisinin c-Abl inhibitorii imatinib uygulanarak tedavi edilebilecegi

gosterilmektedir (Morgan vd. 2013). Buradan yola cikarak elde ettigimiz bulgular 1s1§inda
DMBA'nin c-Abl'i baskilamasiyla oosit ve granuloza hicrelerinin DNA tamir kontrol
mekanizmasindan kactigini ve bdylece granuloza hucrelerinin  proliferasyonlarini
surdirmesiyle prematire aktive olan folikillerin sekonder asamaya gelistiklerini
distiinmekteyiz. Ancak 1 hafta DMBA uygulanmasi bu sinyal mekanizmasini ortaya koymada
tam olarak yeterli olmamaktadir. Bu nedenle ileride planlanacak calismalar ile daha uzun
sureli DMBA maruziyetinin folikiiler gelisimin ve oosit maturasyonunun ilerleyen asamalarina

olan etkisini daha net olarak ortaya koymayi hedeflemekteyiz.

Projemiz sonucunda elde edilen bulgular DMBA’'nin ovotoksisiteye ve POY’ne neden
olarak prematire folikul aktivasyonu sonucu primordiyal folikil rezervinin erken tiikenigine
neden oldugunu godstermektedir. DMBA'nin oosit ile granuloza hicreleri arasindaki iletisimin
bozulmasina neden olarak folikiler gelisimde ve oosit maturasyonunda basarisizliklara
neden oldugu belirlenmistir. Tim bunlara ek olarak pramattre folikul aktivasyonu ile DMBA
uygulanan ovaryumlarda mTERT ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir. ilk defa projemiz
sonucu elde edilen bulgular ile DMBA'nin c-Abl lizerinde inhibe edici bir etkisinin oldugu da
belirlenmistir. Bulgularimiz 1 hafta DMBA uygulamasi sonucunda elde edilen verilerdir.
lleride yapilacak farkhh calismalar ile DMBA'nin uzun sureli etkisinin ovaryumda oosit
maturasyonu, foliktler gelisim, c-Abl ve mTERT ekspresyonlarini nasil etkilediginin ayrintih

olarak calisiimasi planlanmaktadir.
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Oz:

Memelilerde prenatal hayatta olusan oosit rezervi, postnatal hayat boyunca sirekli azalarak
tikenmektedir. Bu tikenis siirecinde oositlerin gok az bir bolimu fonksiyonel gelisimini
tamamlayarak ovule olurken, binlercesi ovulasyona girmeden ortadan kaldiriimaktadir.
Folikiler atrezi olarak adlandirilan bu mekanizma ile ovariyal yaslanma meydana gelmekte ve
primordiyal folikil havuzu tikenmektedir. Primordiyal foliklil havuzu tekrardan yenilenemedigi
icin bu tiikenis sonucunda infertilite ya da Prematiire Over Yetmezligi (POY) ile karsi karsiya
kalinmaktadir.

Polisiklik aromatik hidrokarbon 7, 12-dimetilbenz (7,12-dimethylbenz-[a]lanthracene (DMBA)),
ovaryum da dahil olmak Uizere pekgok timor tetikleyen ve kemirgenlerde kanser modeli
olarak kullanilan bir gevresel karsinojendir. Giinlik hayatta DMBA?nin kaynagdi olarak sigara
icilmesi, piserken aktif karbona maaruz kalmis yiyeceklerin tiketilmesi (mangalda pisirilen
besinler gibi) ve otomobillerden ¢ikan egzoz dumaninin solunmasi gosterilmektedir.

Bir riboniikleoprotein kompleksi olan telomeraz, hiicrenin bélinmesi esnasinda
kromozomlarin kararl yapilarinin korunmasini saglar. Fare telomeraz ters transkriptaz
(mTERT), telomeraz kompleksinin gerekli bir bileseni olup insan ile homoloji géstermektedir
(hTERT). c-Abl protein tirozin kinaz, DNA ¢ift sarmalinda kiriklarin olugsmasi ile aktive olan ve
telomer kontrolu esnasinda bu kiriklarin tamir edilmesine katilan bir proteindir. Telomer
kisalmasi, hiicre boliinmesini zamanla durduran bir igslemdir. Bu nedenle galismamizda
DMBA indUklu ovotoksisite sonucu olusan POY?de c-Abl ve mTERT?in dnemli bir role sahip
olabilecegini dislinmekteyiz. Buradan yola gikarak giinlik yasamda suirekli olarak maaruz
kalinan DMBA?nin ovaryumdaki oosit rezervi, oosit kalitesi ve granuloza hiicreleri Gzerindeki
etkisini c-Abl (Abelson Tirozin Kinaz) ve mTERT (telomeraz katalitik altiinitesi) belirtegleri ile
aciklamayi hedefledik.

Calismamizin in vivo deneyleri igin postnatal (PND) 28 guinlik BalbC tird farelere 7 gin
boyunca susam yagi igerisinde ¢ézllen 1mg/kg DMBA uygulamasi yapildi. Ayni zamanda
galismamizin in vitro deneyleri icin PND 28 gunlik BalbC tir( farelerden alinan ovaryumlar 4
glin boyunca DMBA (50 nM) icerisinde ve kontroller 1% DMSO igerisinde kuiltiire edildi.
Hematoksilen-Eozin boyama ile morfolojik degerlendirme ve folikll sayimi yapildi.
immiinofloresan yéntemi ile c-Abl ve mTERT lokalizasyonlar gésterildi. Ayrica ELISA,
western blot ve qRT-PCR ydntemleri kullanilarak fare ovaryumunda DMBA tedavisinin
telomeraz aktivitesi tizerine olan etkisi gosterildi. Transmisyon Elektron Mikroskobi yontemi ile
DMBA verilen ovaryumlardaki folikiillerde oosit-granuloza hicresi arasindaki iligki
ultrastriiktirel diizeyde incelendi.

Calismamizda DMBA indUklu ovotoksisite sonucu olugsan POY?de c-Abl ve mTERT, ilk defa
gosterilmistir. DMBA uygulanan ovaryumlarda c-Abl ve mTERT ekspresyonunda azalma
belirlenmistir. Bu proje ile DMBA uygulanmis fare ovaryumunda c-Abl ve mTERT
ekspresyonlarindaki degisimin gosterilmesiyle, projemizin sonuglarinin POY?de erken over
yaslanmasi ve kadin infertilitesine iligkin sinyal mekanizmalarina i1sik tutacagini
distinmekteyiz.
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