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OZET

Capsaicin, kirmizi bibere acilig1 veren, alkoloid yapida bir maddedir. Capsaicinin,
sensorik sinirler tizerindeki etkilerinden dolay1, bir¢ok ¢alismada, farkli organ ve sistemler
iizerindeki etkileri incelenerek genis uygulama alanlar1 bulmasina ragmen, ovaryum
iizerindeki etkilerini arastiran ¢alismalar oldukc¢a sinirlidir.

Sunulan tez ¢aligmasinin amaci, capsaicinin farkli doz ve zaman uygulamalarinin, primer
olarak elde edilen ovaryum granuloza hiicreleri lizerinde meydana getirdigi proliferatif ve/veya
apoptotik, direk etkilerinin incelenmesidir. Bu amaca uygun olarak, 30 giinliik sican
ovaryumlarindan, belirlenen primer hiicre kiiltiiri prosediiriiniin takibi ile granuloza hiicreleri
izole edildi. Elde edilen granuloza hiicreleri ile; kontrol A (hiicre kontrol grubu), kontrol B
(tasit maddenin (DMSO) verildigi kontrol grubu), 10, 50, 100, 150 ve 200 uM olmak tizere
capsaicinin uygulanacagi 7 farkli doz grubu ve her doz grubu ig¢in, iki farkli zaman (24 ve 48
saat) grubu olusturuldu. Doz ve zaman uygulamalarini takiben capsaicinin, granuloza
hiicreleri iizerindeki olas1 proliferatif ekilerinin incelenmesi amaciyla PCNA primer antikoru
ile immunsitokimya, immunfloresan ve western blot prosediirleri uygulandi. Ayrica bu
bulgular1 desteklemek amaciyla MTT hiicre proliferasyon testi yapildi. Capsaicinin apoptotik
etkilerini incelemek amaciyla ise, apoptotik yolagin son elemanlarindan aktif caspase-3 ve
aktif PARP primer antikorlar1 ile immunsitokimya, immunfloresan ve western blot deneyleri
gergeklestirildi.

Deneylerin sonucunda, capsaicinin 50 uM’a kadar diisiik uygulama dozlariyla, granuloza
hiicrelerinde proliferasyonun arttig1, 100 uM dozdan sonra ise apoptozisin meydana geldigi
goriildii. Bu etkilerin 24 ve 48 saatlik zaman uygulamalarinda benzer olmasindan dolay1, 24
saatlik capsaicin uygulamasinin istenen etkilerin goriilmesi icin yeterli oldugu goriildii.

Sonug olarak, capsaicinin diisiik dozlarinin, ovaryum granuloza hiicreleri iizerinde
proliferatif etki gosterdigi, doz arttikca ise apoptozisin meydana geldigi belirlendi. Bu
etkilerinden dolay1, capsaicinin diisiik dozlarinin, reproduktif diizenin devamliliginda
kullanilabilecegi, yliksek dozlarinin ise ovaryum kanserleri icin gelistirilecek alternatif tedavi

protokollerine temel olusturabilecegi soylenebilir.

Anahtar Sozciikler: Granuloza hiicresi, capsaicin, apoptozis, proliferasyon.
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SUMMARY

Capsaicin, alkoloid substance, is pungent ingredient in red peppers. Due to the effects on
sensory nerve fibers, many studies have examined the effects of capsaicin on different organs
and systems. Despite the finding wide application areas on different systems, the studies of
the effects on the ovary is very limited.

The aim of the present thesis, the possible proliferative and/or apoptotic effects of various
doses and time periods in the application of capsaicin on primarily derived granulosa cells. In
accordance with this purpose, identification procedure was followed for granulosa cells
isolation from 30-day rat ovaries. The obtained granulosa cells were divided seven dose
groups; control A (cell control), control B ( vehicle (DMSO) control), 10, 50, 100, 150 and
200 uM and two different time (24 and 48 hours) groups. As the results of dosage and time
administration of capsaicin, the proliferative effects were examined by PCNA primary
antibody and immunocytochemistry, immunofluorescence and western blot procedures were
performed. In addition, the MTT cell proliferation assay was performed to support these
findings. In order to examine the apoptotic effects of capsaicin, immunocytochemistry,
immunofluorescence and western blot assays were performed by last elements in the apoptotic
pathway; active caspase-3 and active PARP.

As a result of the experiments, granulosa cell proliferation with the lower application
doses of up to 50 uM, but after 100 uM and increased doses showed the apoptosis occur. Due
to these effects were similar in 24 and 48 hours application time, 24 hours capsaicin
application was observed to be sufficient for of the occurrence of the desired effects.

In consequence of the present study, low doses of capsaicin have proliferative effects on
granulosa cells and the apoptosis was occurred when the dose increase. Because of these
effects, low-dose capsaicin can be used in the continuity of the reproductive pattern and higher

doses in development alternative treaatment protocols on ovarian cancers.

Key Words: Granulosa cell, capsaicin, apoptosis, proliferation.



GIRIS

Capsaicin (CAP) (trans-8-methyl-N-vanillyl-6-nonenamide), alkoloid yapida bir madde
olup, ac1 biberin etken maddesidir. Kirmizi ac1 biberin varligiyla ilgili bilgiler M.O. 7000
yilina ait arkeolojik ¢alismalarla ortaya konulmustur. Aci biber, hem kolay ulasabilirliligi hem
de genis, etkili ve farkli kullanim alanlartyla popiilerligini giiniimiize degin siirdiirmektedir.
[lk olarak gida katki maddesi olarak kullanilan ac1 biber, 19. yy’da ekstrakti olan CAP’1n elde
edilmesiyle analjezik olarak kullanilmaya baslanmistir. Capsaicin bu etkisini, primer duyu
noronlarinin terminal bolgelerinde, plazma membraninda segici olmayan katyon kanallarini
olusturan, TRPV1 (Transient Receptor Potential Vallinoid 1)/VR1 (Vallinoid Receptor
Subtype 1) reseptore baglanarak gergeklestirir (1). Kronik ndropatik agri olgularinda
uygulanan CAP dozuna baglh olarak TRPPV1 ifadesi artar ve noropeptit salinim gergeklesir.
Ancak bir siire sonra noropeptitlerin aksoplazmik gecisleri engellenir, membran potansiyelleri

degisir, agriya sebep olan sinir telleri fonksiyon yapamaz ve analjezi olusur (2).

CAP agn giderici etkisinin yaninda, immun sistem, gastrointestinal, kardiovaskiiler ve
solunum sistemleri olmak iizere pek ¢ok sistem iizerine de etkilidir. Bununla birlikte CAP’1n
etkileri anlagildikca, sistemik, perindyral ve lokal uygulamalar1 da yayginlasmugtir.
TRPV1’den zengin sinir tellerinin yogun oldugu sindirim sisteminde gastrik koruma ve
yangisal tedavide CAP’1in 6nemli rol oynadigi bildirilmektedir (1). Ayrica, siganlarda alkol ile
deneysel olarak olusturulan mide lezyonlarina karsi capsaicinin koruyucu etki yaptigi
gosterilmistir (3). Bunlarin yanisira CAP, postoperatif tedavilerde (4) ve myokardiyal isemi
olgularinda da (5) kullanilmaktadir.

Daha onceki yillarda yapilan ¢alismalar, capsaicinin karsinojen, ko-karsinojen ve timor
gelistirici 6zellikte oldugunu belirtirken (6, 7), son yillarda pek ¢ok arastirici, capsaicinin
deneysel karsinogenezis ve mutogenezis iizerine koruyucu etki yaptigini ve apoptozisi
indiikleyerek kanser tedavisinde kullanilabilecegini belirtmektedir (7, 8). Birgok farkli kanser
turtiyle ilgili, in vitro ve ksenograft modellerinin kullanildig1 ¢alismalarda da, CAP’1n
apoptotik etkileri belirgin sekilde ortaya konulmustur (9, 10).



Capsaicinin bu iki yonli etkisinin; capsaicinin dozuna, uygulama sekline ve dokunun

tipine bagli olarak degistigi bildirilmektedir (11, 12). Giiniimiizde fizyolojik ve farmakolojik

etkilerinden dolayz, tip alan1 ve ilag sanayinde de kullanim1 yayginlagmistir.

Yapilan taramalarda capsaicinin organizmada pek ¢cok metabolizma iizerine etkili oldugu
goriilmektedir, ancak capsaicinin ovaryum tiizerine etkisini inceleyen ¢ok az ¢aligsma vardir.
Yapilan literatiir taramalarinda, ¢cogunlukla sinirsel innervasyonun ovaryum tizerine etkisini
incelemek amaclanmis ve bu dogrultuda yiiksek dozda capsaicin uygulanarak sinirlerde
dejenerasyon olusturulmus, sonug olarak follikiil atrezisi ve fertilite lizerine sinirsel
inervasyonun énemli rol oynadigi belirtilmistir. Moran ve arkadaslari (13), in vivo olarak yeni
dogan sicanlara yiiksek dozda capsaicin uygulayarak, genital sistemin gelisimi ve fonksiyonu
tizerine capsaicinin etkisini incelemislerdir. Bu arastirmacilar, kontrole gore, capsaicin
uygulanan hayvanlarda, ovaryumdaki follikiillerin sayisinin diisiik, atretik follikiil sayisinin
yiiksek, gebelik oraninin diisiik oldugunu belirterek, ovaryum fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde sensorik sinirlerin énemli bir rol oynadigini ve yiiksek doz (50 mg/kg)
capsaicinle sensorik sinirlerde dejenerasyon olusturuldugunu belirtmislerdir (13). Ayrica yine
yiiksek dozda capsaicin uygulamasinin, ¢iftlesmede néroendokrin refleksin bozulmasina sebep
oldugu bildirilmistir (14). Bununla birlikte Ozer ve arkadaslari (15), 1 giinliik yastan itibaren
civeiv rasyonlarma toksik olmayan dozlarda kirmizi aci biber ilave ederek, 5 ay sonunda
tavuklarin genital sistemlerini incelemisler, bunun sonucunda genital sistem organlarinin daha
hizl1 gelistigini ve kirmizi ac1 biberin biyolojik aktivator bir madde oldugunu belirtmislerdir.
Ayni arastirmacilar, benzer rasyonla besledikleri horozlarin deney grubunda, kontrol grubuna
gore 1 ay once, seminifer tubuluslarda spermatogenik hiicre serisinde tamamlanma, Sertoli
hiicrelerinde fonksiyonel faza ge¢is ve seminifer tubulus lumenlerinde spermatozoonlarin
varhigini tespit etmislerdir. Ayrica epididimal kanalda, deney grubunda, 3. aydan itibaren
spermatozoonlar gozlenirken, kontrol grubunda ayni 6zelliklere bir ay sonra rastlanmistir (16).
Zik ve arkadaglari (17) ise, diisiik doz (0.5 mg/kg) CAP’1ratlara 6, 9, 12 ve 15 giin boyunca
subkutan uygulayarak, deney grubunun ovaryumunda follikiil atrezisinin diisiik, proliferasyon
faktorii olan Ki 67 ekspresyonunun yliksek oldugunu ve diisiik doz CAP’1n follikiil gelisimini

uyarict etki yaptig1 sonucuna varmislardir.



Boliimiimiizde daha 6nce yapilan ¢alismalar (17-19) goz 6niine alindiginda, CAP’1n,
diisiik dozlarmin disi genital sistem ve 6zellikle ovaryum iizerine olumlu etkilerinin oldugu
kanisina varilmistir. Sunulan tez ¢aligmasinda, in vivo meydana gelen olasi indirekt etkiler
olmaksizin, ovaryumun farkli elemanlarindan granuloza hiicrelerini ayirarak, CAP’1n farkli
stire ve doz uygulamalariyla granuloza hiicreleri tizerine etkisini incelemeyi amagladik.
Calismanin sonucunda, CAP’1n granuloza hiicreleri tizerine proliferatif ve/veya apoptotik
etkileri belirlenecek ve bu elde edilen veriler, disi genital sistem, tireme fonksiyonlari ve

ovaryum tiimorleri ile ilgili ileriki ¢aligmalara 151k tutacaktir.



GENEL BIiLGILER

1. OVARYUM

1.1. Ovaryum Anatomisi ve Genel Histolojisi

Yasamin devamlilifini saglayan ovaryumlar, disilerdeki primer iireme organlaridir.
Kavum abdominisin sublungal bdlgesinde bobreklerin gerisinde ve ratlarda kornu uterilerin
her iki tarafina yerlesen ovaryumlar sag ve sol olmak {izere bir ¢ift organdir. Sekilleri oval ya
da yuvarlak, genellikle pembemsi beyaz veya grimtrak renkte olan ovaryumlarin tizerleri
follikiillerden Gtiirii tiiberkiiler tipte ¢ikintili bir goriiniim sergiler. Ovaryumlar, digtan
mezosalpinks’in, igten ligamentum ovarii proprium ile mezovarium’un olusturdugu bursa
ovarica isimli keseler i¢erisinde yer alirlar (20). Ovaryumlar, yumurta tiretip disi genital
kanala vererek ekzokrin, disi cinsiyet hormonlarini salgilayarak da endokrin bir bez gibi
islevini yerine getirir. Ayrica salgiladigi dstrojen ve progesteron ile ikincil cinsiyet

karakterlerini olustururken, gebeligin devamliligi i¢in de dnemli bir organdir (21).

Ovaryumlar morfolojik yap1 bakimindan, korteks, medulla ve hilus olmak iizere ti¢
bolgeden meydana gelmektedir. Hilus; kan damarlarinin ve sinir tellerinin girip ¢iktig1 bolge
olup, ovaryumu mezovaryuma baglar (22, 23). Medulla (zona vaskuloza); ovaryumun i¢
bolgesinde yer alir, gevsek bag dokusu, kan ve lenf damarlarindan zengin bir yap1 gosterir.
Arterler; kortekste follikiillerin etrafinda kapillar bir ag olustururken, venler; postkapillar
veniil olarak baglayip arterlere eslik ederek hilus bdlgesine dogru ters yonde seyrederler (24).
Ovaryumun fonksiyonel bolgesi olan, follikiilogenezisin meydana geldigi korteks, dis
boliimde yer alir. Ovaryum stromasinda, karakteristik ig seklinde fibroblastlar, hormonal
uyarilara kars1 diger organlardaki fibroblastlardan farkli yanit olusturur (25). Ovaryumun
ylizeyi, hormonal degisime bagli olarak tek kath kiibik, prizmatik ya da yass1 hiicrelerin
dosedigi germinatif epitel tarafindan ¢evrelenmistir. Germinatif epitelin hemen altinda siki
bag dokusu 6zelliginde cesitli yonlerde farklilagsma yeteneginde hiicreleri iceren tunika
albuginea yer alir (24). Bu bdlgenin altinda ise, farkli gelisim asamalarindaki follikiiller ve

korpus luteumlar bulunur.



1.2. Ovaryum Embriyolojisi

Baslangigta mezonefrozun medialindeki sdlomik epitelde olusan kabartida (krista
genitalis) farklilasmamis gonad olusur ve trokal bolgeden lumbal bolgeye kadar uzanir. Daha
sonra farkli gen trtinlerinin ifadeleri sonucu farklilasmamig gonadlar, testis ya da ovaryuma
dontistir. Sekil 1’ de bipotansiyel gonad olusumunda, ovaryum (beyaz bolge) ve testis (koyu
gri bolge) gelisiminde etkili olan ana gen tirlinlerinden SOX9, B-catenin seviyesini diisiirerek
ovaryum yolagini1 baskilarken; B-catenin, SOX9 etkisini antogonize ederek testis yolagini
baskilar (26).

< Bipotential n
Gonad

FGF9, AMH.
DHH, SF1

1 @IYGEE]

Sekil 1. Gonad olusumu ve seksiiel farklilasma. (EMX2, empty spiracles homolog 2; WT1, Wilms
tumor 1 homolog; LHX9, LIM homeobox protein 9; SF1, steroidogenic factor 1; RSPO1, R-spondin homolog 1;
WNT4, wingless-type MMTYV integration site family 4; FST, follistatin; SRY, sex-determining region of
chromosome Y; SOX9, SRY-box containing gene 9; FGF9, fibroblast growth factor 9; AMH, anti-Miillerian
hormone; DHH, desert hedgehog; SF1, steroidogenic factor 1), (26).

Ilkel cinsiyet hiicreleri (ICH), gonadlarin igerisinde olusmazlar, epiblast hiicrelerinden
koken alan vitellus kesesinin arka duvarindaki endodermden olusurlar (27). BMP (Bone
Morphogenetic Protein) ailesi iiyelerinden, ekstraembriyonik ektodermden salinan BMP4,
BMP8B (28, 29) ve visseral endodermden salinan BMP2 protein ifadeleri (30) ilkel cinsiyet

hiicrelerinin olusumuna etki eden proteinlerdir. Vitellus kesesi lizerinde kiimeler olusturan
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ilkel cinsiyet hiicreleri mezonefrozun medialinde yer alan genital kabartiya (krista genitalis)
dogru ameboid hareketlerle go¢ ederler (31). Ilkel cinsiyet hiicrelerinin gog takibi, yapilarinda
bulunan interferon-induced transmembrane protein 3 (IFITM3) ve alkalin fosfataz
enzimlerinin isaretlemesiyle yapilir (32, 33). Bu gog esnasinda germ hiicreleri ve somatik

hiicreler mitoz boliinmelerle gogalir ve kendi yapisal 6zelliklerini kazanirlar (34).

Cinsiyet kromozomlar1, ICH’leri genital kabartiya girene kadar aktif degildir ya da gogii
etkilemezler. ICH’leri genital kabartiya girdikten sonra X kromozomunun aktif olmasiyla
mitoz bolinmeye devam ederler. Mitotik boliinmelerin sitokinezleri tamamlanmadigi i¢in
olusan yavru hiicreler interseliiler kopriilerle birbirlerine bagl halde kalirlar ve germ hiicre
yuvalarim (Kistleri) olustururlar. Kisti olusturan hiicreler, oosit i¢in gerekli olan molekiilleri

saglarlar (Sekil 2), (35, 36).

Sekil 2. Germ hiicre kistlerinin birbirinden ayrilmasi (36).

Farelerde embriyonik (E) 10.5-13.5 giinler arasinda gdce baslayan germ hiicreleri, E 12.5
glinde mezonefrozda, retinoik asite cevap olusturularak mayoz bolinmeye girerler. Seksiiel
dimorfizimde etkili olan ilk gen Dazl (deleted in azoospermia-like), Sycp3 (Synaptonemal
Complex Protein 3)’tiin mRNA sina baglanarak mayozu diizenler. Cytocrome P45026B1,
retinoik asiti indirger. Ovaryumda bu molekiil baskilanirken, testislerde ifadesi artar ve
mayoza girmeyi engeller. Ayrica ovaryumda retinoik asitin hedef proteini olan Stra8
(Stimulated By Retinoic Acid 8)’in aktivasyonu mayoza girisi tetikler (Sekil 3), (26).
Leptoten, zigoten, pakiten evrelerini E 17.5 giine kadar tamamlamis olan germ hiicreleri,
diploten asamasina girerler ve postnatal (P) follikiilogenezise kadar bu asamada kalirlar.
Germ hiicre kistleri yitkimlanmasi ise primordiyal follikiil olusumdan hemen 6nce, farelerde E

20.5-22.5 giinler arasinda gergeklesir (35).



A Ovarian Pathway B Testicular Pathway

Mesonephros Mesonephros
; AD all-trans- ; AD all-trans-
retinaldehyde — cetinois acid retinaldehyde ——> retinoic acid
Ovarian Soma | Testicular Soma | :
4-ox0-RA CYP26B1 | .
4-0H-RA .
18-0OH-RA,

Sekil 3. Embriyonik ovaryumlarda mayozun baslangi¢ semasi (26).
1.3. Ovaryum Follikiil Gelisimi (Follikiilogenezis)

Ovaryumun temel fonksiyonu, follikiilogenezis siireci ile yakindan iligkili olan
steroidogenezis ve ovulasyondur. Follikiilogenezis, ovulasyondan 6nce meydana gelir ve
otokrin, parakrin, jukstagrin ve endokrin faktorlerin etkisiyle gerceklesir. Cinsiyet hiicreleri
ile etkilesen ilk somatik hiicre tipi granuloza hiicreleri ya da 6ncii granuloza hiicreleridir. Bu
etkilesim ¢ift yonlii olarak, follikiil sekillenmesi aninda kurulur ve follikiiliin yasam1 boyunca
aktif olarak devam eder. Somatik hiicrelerin diger bir populasyonu olan teka hiicreleri,
follikiilogenezisin daha sonraki sathalarinda olaya dahil olurlar. Bu hiicreler, direk ya da

indirek olarak kurduklari kesintisiz hiicresel haberlesmeyle follikiilogenezisin devamliligini
saglarlar (34).

Ovaryumun korteksinde meydana gelen follikiilogenezin gelisim evreleri;
1- Primordiyal Follikiil Olusumu

2- Primordiyal Follikiillerin Aktiflesmesi ve Primer Follikiil Olusumu

3- Preantral Follikiil Gelisimi

4-Antral (Graaf) Follikiil Gelisimi

5- Ovulasyon ve Korpus Luteum Olusumu



1.3.1. Primordiyal Follikiil Olusumu

Erken follikiil gelisiminde, germ hiicre kiimeleri (Kist) seklinde yer alan oosit
yuvalarindaki bazi oositler apoptozis ile yikimlanirken, diger oositlerin ¢evresini yassi dncii
granuloza hiicrelerinin (pregranuloza) sarmaya baglamasiyla primordiyal follikiil olusumu
baslar (37). Histolojik olarak primordiyal follikiil, kii¢iik bir primer oosit, tek katli dizilim
gOsteren granuloza hiicresi ve bazal lamina icermektedir. Bazal lamina sayesinde granuloza
hiicresi ve oosit, mikrogevrede bulunan diger hiicrelerle direkt temasta olmazlar. Primordiyal
follikiiller bagimsiz bir kanlanmaya sahip degildirler, dolayisiyla endokrin sistemden daha
sinirl olarak etkilenmektedirler. Germ hiicreleri ve dncii granuloza hiicreleri arasindaki
iletisim erken ovaryum gelisimi esnasinda primordiyal follikiillerin sekillenmesi agisindan ¢ok
onemlidir. Follikiilogenezisin ilk safhasi olan bu bdliim, insanlarda embriyonik 13. haftada
gerceklesmeye baslarken, ratlarda esas olarak E 18 ile P 7. giinler arasinda gergeklesir (38,
39).

Oosit-granuloza ve granuloza-granuloza hiicreleri, follikiil bityiimesinde, gelisiminde ¢ok
onemli rol oynayan hiicre temas ve baglantilarina, yerel hiicre sinyallerine gereksinim
duyarlar. Dolayisiyla germ hiicreleri ve pregranuloza hiicreleri arasindaki iletisim fotal ve

neonatal donemde follikiil olusumun diizenlenmesinde 6nemlidir (37).
1.3.1.1. Primordiyal Follikiil Olusumunu Etkileyen Faktorler

Bu erken follikiil gelisiminde; apoptozisi diizenleyen proteinler, biiyiime faktorleri,
transkripsiyon faktorleri ve hiicre adezyon molekiilleri (CAM) gibi bir¢ok diizenleyiciler rol

oynamaktadir (37).

Follikiil olusumunun baglamasi i¢in olduk¢a 6nemli olan factor in the germline o (FIGLA)
germ hiicresine spesifik basic helix-loop-helix (bHLH) transkripsiyon faktoriidiir. FIGLA
negatif (-) disi farelerin steril oldugu belirtilmistir (40). FIGLA, ilk olarak zona pellusida (ZP)
genlerinin (ZP1, ZP2 ve ZP3) diizenleyicisi olarak tanimlanmistir. ZP genleri olmayan
farelerin de subfertil ya da infertil olduklar bildirilmektedir (41, 42).

Bu donemde etkili olan proteinlerden biri de NOTCH’dur. Notch’lar Delta-like ve

Jagged olmak tizere iki farkli aileden liganlarla etkilesime girerler (43). Neonatal farelerde
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Notch 2 pregranuloza hiicrelerinde, Jagged 1 germ hiicrelerinde ifade edilirken, Notch’un
hedef genleri Heyl ve Hey?2 her iki hiicre tipinde de gozlenmistir. A-secretase inhibitorleri
kullanilarak Notch’un bloke edildigi durumlarda primordiyal follikiil olusumunun azaldigi,
germ hiicre kiimelerinin arttig1 belirlenmistir. Notch modiilatorlerinden Luneatic Fringe’in de
gelisen follikiillerin granuloza ve teka hiicrelerinde ifade edildigi ve yoklugunda multioosit

follikiillerin gelistigi ve infertilite gézlenmistir (44).

Gen iirlinlerinin yani sira, progesteron ve Ostrojen gibi steroid hormonlarin, neonatal
donemde olusan kiimelerin yikimlanmasini bloke ettigi, bunun sonucunda da primordiyal
follikiil olusumunun engellendigi bildirilmektedir (45). Yiiksek diizeyde salinan maternal

antikorlarin da ayni baskilayici etkisi oldugu belirtilmistir (45, 46).
1.3.2. Primordiyal Follikiillerin Aktiflesmesi ve Primer Follikiil Olusumu
Follikiiler gelisim genel olarak iki asamaya ayrilir;
(i) reprodiiktif yasam boyunca primordiyal follikiillerin aktif hale gegmesi,

(i) pubertadan sonra, var olan follikiil havuzundan belli sayida follikiiliin segilip

gelismesi, dominant follikiiliin belirlenmesi ve ovulasyon (47).

Fotusdaki yerlesimden sonra bazi primordial follikiiller gelisim i¢in uyarilirlar.
Primordiyal follikiilden, primer follikiile gecis asamasinda en belirgin morfolojik degisiklik,

yass1 granuloza hiicrelerinin, kiibik sekilli hiicrelere doniismesidir.

Erken follikiilogeneziste, yassi pregranuloza hiicrelerinin, kiibik hiicrelere doniismesine
etki eden en 6nemli faktorler newborn ovary homeobox (NOBOX), spermatogenesis and
oogenesis helix-loop-helix 1 (SOHLH1) ve SOHLH2 dir. Bu faktorlerin disinda 6zellikle Kitl
(KIT Ligand) ve KIT tyrosine kinase reseptorii arasindaki etkilesim primordiyal follikiil
aktivasyonunu ve primer follikiil olusum asamasini etkiler. KIT, oositte ifade edilirken; Kitl,
pregranuloza ve granuloza hiicrelerinde goriiliir (48, 49). KIT Ligand/ KIT etkilesimi,
PIBK/AKT yolagimi aktive eder, o da forkhead box O3 (FOXO3)’iin fosforilasyonuna sebep
olarak primordiyal follikiil gelisimini baskilar. FOXO3™ 2 haftalik farelerin ovaryumlarinda,

gelisen follikiillerde ve atretik follikiillerde artis goriiliirken, primordiyal follikiillerin ve zona
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pellusidanin var olmadig1 bildirilmistir. Boylece FOXO3’iin yoklugunda, cinsel olgunluk
gerceklesmeden, ovaryumlarda follikiil gelisiminin basladig: belirtilmektedir (50, 51).
FOXL2 ise yass1 granuloza hiicrelerinin, kiibik hiicrelere doniismesini saglar. Kiibik hiicre
formuna gecis ger¢eklesmezse, granuloza hiicrelerinin ¢ogalmasi ve oosit gelisimi durmakta,

sekonder follikiil olusumu basarisizlikla sonuglanmaktadir (52, 53).

Bu donemde etkisini gosteren en énemli hormon Anti-Mullerian Hormone (AMH)’dur.
AMH, Miiller kanalinin gerilemesinden sonra, gelisen follikiillerin granuloza hiicrelerinde
ifade edilir ve primordiyal follikiil olusumunu baskilar (54, 55). AMH, ovaryum rezervi
acisindan klinik bir belirteg olarak kullanilir (54). Kadinlar ve farelerde serum AMH seviyesi,
yas arttik¢a azalir. Farelerde serum AMH diizeyi ile primordiyal follikiil sayis1 arasinda giiglii

bir korelasyon vardir (56).

Erken follikiilogeneziste etkili olan faktorlerden birisi de norotropinlerdir. Nerve growth
factor (Ngf), brain-derived neurotrophic factor (Bdnf), neurotrophin 3 (Ntf3), Ntf5 ve bunlarin
reseptorleri Ntrk1, 2, 3, Ngfr ifadeleri ovaryumda belirlenmistir (57, 58). Ozellikle Ngf

sinyali granuloza hiicrelerinin, kiibik hiicrelere dontisiimiinde rol oynar (59).

Parakrin faktorlerin yani sira, somatik hiicreler ve oosit arasindaki gap junksin kanallari
ile direk baglanti, follikiilogeneziste olduk¢a 6nemlidir. Gap junksinlarda iyonlarin,
metabolitlerin ve kiiglik molekiilerin transferi 6nemlidir. Bu baglanti, konneksin (CX)
proteinleri tarafindan olusturulur. Memeli ovaryumlarinda birgok konneksin ifade edilse de,
ozellikle konneksin 43 (CX43) ve konneksin 37 (CX37)’nin follikiilogeneziste rolii 6nemlidir
(60, 61). CX43, granuloza hiicreleri arasindaki iletisimi saglarken; CX37, primer agsamadaki
oosit- granuloza hiicre iletisimini saglar. CX43 olmayan ovaryumlarin, primer asamada
kaldig1, granuloza hiicre proliferasyonu ve oosit biiyiimesinin ger¢ceklesmedigi, ayrica anormal
oositler ve mayoz siirecinde defektlerin gézlendigi bildirilmektedir (62). CX37 yoklugunda da
benzer olumsuzluklarin yanisira, graaf follikiiliinliin olugsmadig1, prematiire luteinizasyonun

meydana geldigi, korpus luteuma benzer yapilarin ¢okga gorildiigii belirtilmistir (63).
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1.3.3. Preantral Follikiil Gelisimi

Preantral follikiilogenezis; oosit biiyiimesi, granuloza hiicre proliferasyonu ve yeni
somatik hiicre tabakasi olan tekanin gelisimiyle karakterizedir. Farelerde P 10-12. giinde

preantral follikiil gelisimi baglar.

Preantral evreye ulasan follikiillerin 6zelligi, ortada oosit ve etrafinda yerlesen 2 ya da 3
sirali granuloza hiicre tabakasidir. Gelisen preantral follikiiller, otokrin ve parakrin birgok
diizenleyicinin etkisi altindadir. Bu agamadaki follikiiller hala gonadotropinlerden
etkilenmezler. Preantral follikiilogeneziste, oosit ve somatik boliimler arasindaki iletisim ¢ok

daha 6nemlidir (26).

Bu asamadaki follikiillerin gelisiminde granuloza hiicrelerinin rolii olsa da, esas islevi
oosit gerceklestirir. Oositten sentezlenen faktorlerin en 6nemlisi growth differentiation factor
9 (GDF-9)’dur. ilk olarak primer follikiillerde ifade edilir ve ovulasyon sonrasina kadar

varligini gosterir.

GDF-97 farelerde, granuloza hiicre proliferasyonunda aza