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ONSOZ

Vitamin D5 hiicrelerde ¢ogalmay, farklanmay: ve apoptozisi uyarabilen bir hormondur.
Vitamin D5 nin bu zit iglevlerinden dolay: pek ¢ok farkli tipte hastahgn tedavisinde
kullaniimast planlanmakta ve bu konudaki aragtinlmalar giin gectikge cogalmaktadir. Genel
olarak bilindigi gibi kadinlar iireme hayat: boyunca apoptozis yoluyla oosit kaybina ugrarlar.
Biz bu galigmada, vitamin Dy’iin ovaryum follkullerinde apoptozisi mi yoksa hiicre
cogalmasim mi uyardigim arastirdik. Bu arastirma TUBITAK, Saglik Bilimleri Aragtirma
Grubu (SBAG) tarafindan desteklenmistir.
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OZET

Arastirmamizda vitamin D; 'iin ovaryum apoptozisindeki roliinii belirlemeyi amagladik.

Bu ¢aligmada 16 ergin sigan 24 yeni dogan sigan kullamidi. Ergin siganlar iki gruba aynidi.
Grup I (n=8) siganlar kontrol olarak kullamidi. Grup II(n=8) sicanlara 0,5 pg/ kg Vitamin D
( calsitriol) 8 hafta sireyle intraperitoneal olarak uyguland:. Son injeksiyondan sonra
ovaryumlar gikanld: ve immunohistokimyasal islem igin hazirlandi. Ergin sican '
ovaryumunda TUNEL, PCNA, Bax, Bcl-2, kaspaz 8, kaspaz 9 ve kaspaz 3 reaksiyonlan
immunohistokimyasal olarak belirlendi. Yavru siganlar ise 4 gruba aynildi. Grupl (n=6) ve
grup IIT (n=6) kontrol olarak kullandd:. Grup II ve grupIV yeni dogan sicanlara ( n=12)
dogumun 1. giiniinden itibaren 2 hafta siireyle 0,2pg/kg vitamin D3 subkutan olarak
uygulandi. Son enjeksiyondan sonra grup I ve grup IT, son enjeksiyondan 2 hafta sonra grup
Il ve IV siganlann ovaryumlan alindi ve immunohisyokimya icin hazirlandi. Yavru sican
ovaryumunda TUNEL, Bax, Bcl-2, kaspaz3, kaspaz 9 reaksiyonlan immunohistokimyasal
olarak incelendi. ,

Vitamin D3 hem ergin sican ovaryumunda hem de yavru sigan ovaryumunda Bel-2, Bax,
kaspaz 3, kaspaz 8, kaspaz 9 reaksiyonuna etki gostermedi. Erginve yavru gruplarda
reaksiyonun giddeti ve yerlesimi benzer sekildeydi. Ancak ergin dokularda primordiyal
follikiillerde say1 deflismezken primer, sekonder ve tersiyer follikiillerin sayisimin anlamh
olarak azaldif dikkati gekti. Sonuglanmiz bize vitamin D’nin ovaryan apoptozise ctki
etmedigini ancak primordiyalden primer follikiile gegis asamasinda etkili olabilecegini
gosterdi.

Anahtar sbzciikler: Ovaryum , apoptozis, bel-2, bax, vitamin D




ABSTRACT

The aim of the present study was to determine the respective role of vitamin D3 on ovarian
apoptosis. .

In this study, 16 adult and 24 new born rats were used. All adult animals were divided into 2
groups. Group I(n=8)served as control. In group II animals(n=8) were injected with vitamin
D; (0,5 pgr/kg)IM for 8 weeks. After the last injection , ovaries of animals in group I and
group II were removed and processed for immunohistochemistry. In adult groups, TUNEL,
PCNA, caspase 8, Bel-2 and Bax and caspase 3 expression were determined. New born rats
were divided into 4 groups. Group I and group II animals( n=12) served as control. In group Il
and group IV rats (n=12) were injected with vitamin D3 (0,2 pgr/kg, subcutan) for 2 weeks.
After the last injection, ovaries of group 1 and group Il rats and two weeks after the last
injections, ovaries of group I (n=6) and group IV(n=6) rats were removed and processed
for immunohistochemistry. In new born groups, Bcl-2, Bax, caspase 8,3,9 expression were
investigated.

Vitamin D; didn’t have an effect on the expression of Bcl-2, Bax, caspase 3,caspase 8,
caspase 9 in adult and new born rats. Similiar staining intensity and localization for TUNEL,
Bel, Bax, caspase3, 8,9 were observed in all the groups. In adult groups, there were a few
primary, secondary and tertiary follicles in vitamin D treated adult ovaries when they were
compared with control ovaries.

This study has demostrated that vitamin D; did not have an effect on ovarian apoptosis but
may have an effect on transition from promordial to primary follicle.

Key Words: Ovary, apoptosis, bel-2, bax, vitamin D




1. GiRiS
1 a 25 vitamin D;, mineral meiai&eimas hiicre ici kalsiyum diizeyi, protein kinazlann

etkin oldugu hilere gogalmasi ve farklanmasi, apoptozis, kas g@ﬁgﬁm ve kasiimas: ve immiin
sistem de gorev alan bir hormondur (Ikeawa, 1993) Bu etkileri nedeni ile kanser, vajinal
atrofi, diabetes mellitus, ve psoriasis gibi degisik hastahklarin etiyoloji ve/veya tedavilerinde
yer almaktadir ( Morales 2004, Eckert 2002, Bao 2006, Zitterman 2003). Kendine 6zgiin
vitamin D reseptorleri ile iglevierini yaparken, ras proteinleri, mitojen aktive protein kinazlar
(MAPKs), protein kinaz A, fosfatidil inozitol 3 fosfat ve kalsiyum gibi sinyal yollarm
kullamrlar. Bu yollar ile hiicre cogalmasinda, farklanmasinda ya da hiicre gelisiminin inhibe
edilmesinde ve apoptozisinde etkili olurlar. Hiicre ¢ogalmasinda MAPKs yolunda ERK1/2 rol
oynar. ERK, G proteinini uyararak hiicre cogalmasmm indiikler. Hiicre gelisiminin
inhibisyonunda ve apoptozisinde MAPKS lardan P38 ve JUNK yolu ékt%va olur ( Johnson
2003). Digilerde iireme hayati boyunca hem dogum &ncesi hem de dogum sonrasi donemlerde
apoptozis yolu ile follikiil kaybi goriiliir. Vitamin Dy’tin bu yollarla yapmms oldugu etkileri
g6z 6niine alinarak, calismamizda cesithi hastaliklarin tedavisinde kullanilan ve hiicre
gogialmas: ve apoptozisinde rol oynayan vitamin Ds iin ovaryum f{}ﬁﬁ{uﬁeﬁ tizerine olan
etkisini aragtirdik.

2. GENEL BILGILER

Oosit 6liimii en ¢ok ilgi duyulan aragtirma alanlanindan biridic. Walter Fiemmﬁg ik
olarak 1885 yilinda tavgan ovaryumu granulosa hiicrelerinde ﬁ‘agmaﬁiﬁsyﬂzﬁsr gozlemlemis
ve bu gériintilere kromolizis adim vermistir. Giiniimiizde ise gozlenen bu morfolojik
ozellikler apoptozisi tammlamaktadir. Pek cok tiirde ovaryum apoptozisinde, kaspazlann, Bel
ailesinin ve 6kim reseptorlerinin rol aldig: bilinmektedir. Kadinlar bir milyondan daha az
oositle dogarlar. Pubertede bu oran 300.000 olur bunlarinda ancak 400 tanesi ovulasyona
ugrayabihr ( Gougeon 1996, Guyton 2693 Matova 2001, Richardson1987, Rolaki 2005).
Dogum sonras: donemde atretik follikiil olarak adlandinlan dejeneratif follikiil, gelisen
follikiilden baglayarak her asamadaki follikiillerde gorilebilir. Follikiilerde airezi granulosa
tabakasinda baglar. Hicreler arasindaki yaygin hiicre kaybi follikiillerde hiicre oliimiini
tetikler. Ovaryum follikiillerinde gelisme ve atrezi gonodotropinier aracilif ile diizenlenir.




Ovaryum igi diizenleyiciler ve bunlar arasindaki iliski ogalmayi, olgunlagmayi yada ,
apoptozisi uyarir, Oositlerdeki apoptozisi diizenleyen genlerin ve proteinlerin ovaryum
apoptozisindeki yeri ve tetikleyici faktorleri gok iyi bilinmemektedir (Krysko 2008). Ancak
heniiz ¢ok net olarak agtklanmamakla birlikte hormonal faktorlerin apoptozisi baslattigs
digtiniilmektedir. Bcl-2 ve fas sistemi iyeleri ovaryum apoptozisinin temel oyunculandir (
Guo 1994, Kondo 1996, Kugu 1998; Kim 1999). Fas, kaspaz 8 ekspresyon yogunluguna gore
iki farkh hiicre yolu izler. L yolda hiicreler yiiksek oranda kaspaz 8 eksprese ederler ve bu
kaspazin 3' fin salimmina ve sonrasmnda hiicrenin Sliimiine neden olur. II. yol daise ¢ok az
miktarda aktif kaspaz 8 igeren hiicreler apoptozisi baglatmak xg:m Bcl-2 ailesinden pro-
apoptatik Bid’i aktive ederler. Bid proteini mitokondriyondan Bax sahinimint, Bax proteinide
sitokrom ¢' yi aktive eder. Sitocrom ¢ apaf-1’e baglanarak apoptosomlann olusumuna
neden olur. Apoptosomlarda kaspaz 9’u ve ve 6liim kaspazi olan kaspaz 3° § aktifler (
Scaffidi 1998). Anti-apoptotik faktor olan Bel-2'nin hiicreleri apoptozisden korudugu bilinir.
Bununla birlikte Bcl-2’nin apoptozis tizerindeki negatif islevinde aym aileden olan pro-
apoptotik Bax proteini etkilidir. Bcl-2 Bax ile heterodimer olugturur ve koruyucu i§ieviﬂi
kaybeder. Bcl-2 proteininin ekspresyonu fazla oldufiunda hiicreler apoptozisden korunurken
Bax proteini fazla oldugunda Bcl-2 ve Bax arasinda heterodimerler olusur ve hiicreler
apopitozise dogru giderler (Oltvai 1993). Bcl-2 ve Bax arasmdaki iligki hiicrelerin apoptozise
ugramasinda onemlidir. Oositlerin azalmasinda Bcl-2 ve Bax genlerinin 6nemli rol
oynadigzm ve bunlar arasindaki dengenin apopitotik siiregte oldukea etkili oldufiu
bilinmektedir ( Tilly 2001, Tilly 1996, Boise 1993 Albamonte 2008). Ozellikle Bax geni
baskilanan hayvanlarda primordiyal follikiil say1sini artmasi ve dolayisi ile iireme hayatiin
uzamas: ovaryum apoptozisindeki ¢aligmalarin gogunu bu iki protein tizerine
yogunlagtirmgtir.

Vitamin Ds steroid tipte bir hormon olup , mineral metabolizmasi, hiicre i¢i kalsiyum
diizeyi, protein kinazlarin etkin oldugu hiicre gogalmasinda ve farklanmasinda , apoptozisde,
kas gelisiminde ve immiin sistem de gorev alan bir hormondur (Tkeawa, 1993). Bu
ozelliklerinden dolay: deneysel olarak vajinal atrofi, diabetes mellitus, ve psoriasis gibi
degisik hastaliklann tedavilerinde yer almaktadir ( Morales 2004, Eckert 2002, Zitterman
2003). Kendine dzgiin vitamin D reseptorleri ile etkilerini olustururken, ras proteinler,
mitojen aktive protein kinazlar (MAPKs), protein kinaz A, fosfatidil inozitol 3 fosfat ve
kalsiyum gibi sinyal yollarim kullarurlar. Bu yollar ile hiicre cogalmass, farklanmasi ya da
hitcre geligiminin inhibe edilmesi ve apoptozisinde etkili olurlar. MAPKs yolunda ERK1/2
hiicre gogalmasinda rol oynar. ERK1/2 bu etkisini G proteinini uyararak gerceklestirir. Hucre




gelisiminin inhibisyonunda ve apoptozisinde MAPKS lardan P38 ve JUNK yolu ais:ﬁv% olur
(Gniadecki 1996, Johansen 2003, Johnson 1996) Vitamin D3 hem hiicrelerin gogalmasins
uyarmakta hem de apoptozisine neden olmaktadir. Yapilan literatir taramalarinda
follikiillerde vitamin D reseptorlerini aragtiran calismalara rastlaniimistir (Johnson 1996).
Ancak vitamin Ds’iin follikiillere etkisini aragtiran calismalar bulunamamustir. Giiniimiizde
vitamin D5 deneysel olarak bazi hastaliklann tedavisinde kullamlmaktadir. Bununia birlikte
yakan gelecekte insanlarda pek gok hastaligin tedavinde kullanilmast planlanmaktadir.

3. GEREC VE YONTEM

3.1 Ergin Sicanlar

Bu alismada 16 adet ergin sigan kullamldr. Sicanlar Pamukkale Universitesi Deneysel
Aragtirma Birimin'den elde edildi. Ergin sicanlardan sadece diestrus donemindekiler deneye
dahil edildi. 16 ergin sicanin 8 tanesine 0,5 yg/ kg Vitamin Ds ( calsitriol) haftada 3 giin
olmak iizere 8 hafta siireyle intraperitoneal olarak uygulandi. Sekiz sican ise kontrol grubu
olarak kullamldi, Sekizinci haftanin sonunda siganlann hepsi servikal dislokasyon yoluyla
Sldiiriildii ve ovaryumlan cikanldi. Ovaryumiar notral formalinke tesbit edildikten sonta
aligilagelmis 19tk mikroskobu takip yontemi uyguland:. Ksﬁen ve dereceli alkol serilerinden
gegirilen dokular parafine gomiildi. '
Parafin bloklardan seri kesitler yz:éﬁﬁ camiaz’a alindi. TUNEL, PCNA, Bcl-2, Bax, kaspaz 3,
kaspaz 8 ve kaspaz 9 reaksiyonlan mafﬁhistek}myasai olarak incelendi

3.2 Yavru Sicanlar
Bu caligmada 24 adet yavru sigan kullanildi. Sicanlar Pamukkale Universitesi Deneysel

Aragtirma Birimin'den elde edildi Dogumun 1. gumméeﬁ itibaren 12 tane yeni dogan sicana
0.2 ug/ kg Vitamin D; ( calsitriol) 2 hafia siireyle haftada 3 giin olmak tzere subkutan olarak
verildi. 2. haftamn sonunda (14, ginde) 6 adet vitamin D verilen gruptan, 6 adette kontrol
grubundan, 30. giinde de yine 6 tane deney grubundan 6 tanede kontrol grubundan yavru
sigan dekapite edildi ve ovaryumian alindi. Ovaryumlar notral formalinde tesbit edildi.
Normal tsik mikroskobik takibi yapildiktan sonra dokular parafine gomuldi. Parafin
bloklardan alman seri kesitlerde TUNEL, Bel-2, Bax, kaspaz 8, kaspaz 3, kaspaz 9
reaksiyonlan: immunohistokimyasal olarak belirlendi.




3.3 Apoptozisi Belirleme Yoniemi

Apoptozisi belirlemek i¢in ergin dokularda deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated
deoxyuridine triphosphate (dUTP) nick end labeling (TUNEL) yontemi uygulandi. Kesitlere
In Situ Cell Death Detection Kit, AP (Roche, Penzberg, Germany, Lot# 13184900) trtniinin
parafin blok igin olan protokolit uygulandi. BM Purple AP Substrate, (Recﬁc, Penzberg,
Germany) alkalin enzim igin kromojenik substrat olarak kullamld: Yavru dokularda ise
Apoptosis Detection kit Chemicon Apoptok, S7101 Lot# VR1361529) kullanild:. Bu
grupta substrat olarak metil yesili uygulandi. ‘

3.4 Istatiksel Analiz

SPSS software (version 10.00) istatiksel analiz i¢in kullamldi. Her iki grupta da sayilan
follikiiller ManWhitney-U testi ile degerlendirildi. P < 0.05 istatiksel olarak anlamh kabul
edildi.

3.5 Immunohistokimyasal Islem

Kesitler 1 gece 37°C derecede etivde bekletildi, Daha sonra ksilen ve dereceli alkol
serilerinden gegirildi. Endojen peroksidaz aktivetisini bloklamak icin %0.3 H,0, uyguland:.
PBS ile yikanan kesitlere bloking uyguland:. Kesitler primer antikorda +4 derecede bir gece
bekletildi. Sekonder antikor ve enzim uygulamasmdan sonra reaksiyonu belirlemek i¢in
kromojen olarak diaminobenzidin (DAB) kullamids. '

Arastirmada Kullanilan Primer Antikorlar Ve Dilusyon Dereceleri

PCNA 1/200 oraminda PBS ile diliie edildi  sc-25280), santa Cruz, Lot# H1506),
Bel2 1/150 oramnda PBS ile diliie edildi ( sc-492, santa Cruz, Lot# H0107),

Bax 1/200 oraninda PBS ile dilite edildi ( 5c-526 santa Cruz, Lot#E1607),

caspaz 3 1/200 oraminda PBS ile dilie edildi ( sc-1226, santa cruz, Lot# F080(),
caspaz 8 1/200 oraninda PBS ile diliie edildi { Ab-4 Neomarkers, Lot# 1200 P708D)
caspaz 9 1/ 150 oraninda diliie edild( Ab-4 Lot# 1205P608G) |

PCNA, Bcl-2, caspaz 3 igin Zymed kiti kullamirken ( Zymed Histatin Plus, Lot# 1400570) ,
kaspaz8 ve 9 icin ultravision Dako HRP kiti kullanildi ( DAKO Cytomatation LSAB+System-
HRP, Lot# 00008050). Tiam immunohistokimyasal islemlerde kromojen olarak DAB (Zymed
DAB Plus, Lot# 421138A) kullamid:. Zit boyama Mayer’s hematoksileni ile vapidi. Aynca
tism antikorlar igin negatif boyama yapild.

Reaksiyonun degerlendirilebilmes igin asagidaki skala uyguland:.




(-): Boyanmayok

(+/-) : Cok zayif boyanma
(+): Zayfboyanma

(+4) : Orta derecede boyanma
(+++): Kuvyetli boyanma

4. BULGULAR

4.1 Ergin Gruplar

Vitamin D; verilen grupla kontrol grubu kargilastirldiginda iki grup arasinda histolojik
olarak belirgin farkliik vardi. Kontrol grubunda korteks ve medulla ayrimu belirgindi ve
gelisimin her safhasindaki follikiiller korteks bolgesinde ayirt ediliyordu. Vitamin D; verilen

grupta ise tiim alan bag dokusuyla kaplanmus gibiydi ve primordiyal follikiil diginda diger
foihkuﬁar ok azdi. Deney gruplarindaki primordiyal follikullerin kontrol grubuyla hemen
hemen aym olmast, buna karsin primer, sekonder ve tersiyer faﬁlkuiiem ise ¢ok az olmasi
oldukga ilgingti ( p<0,05), ( Tablo 1 ve grafik 1). Apoptotik hiicre sayist agisindan f;ek
belirgin farklilik yoktu. .

Tablo 1; Ergin ovaryum dokusunda 'fs‘:}ﬁikﬁl sayist
Primordiyal | Primer | Sekonder Tersiyer
f{)likui follikul follikil | Follkal
0, 003 0,001
p<0,05 anlamh

Grafik 1: Ergin Ovaryum Dokusunda Follikiil Sayist

Folikil Sayisi
O - N W RO~

Primordial Primer Seimnder Tersiyer
Folikiil Tipi




Kaspaz 3
Sonuglar tablo 2’de dzetlenmigtir. Kontrol grubunda ve vitamin D uygulanan grupta genel

olarak oositler ve granulosa hiicreleri tiim follikiillerde pozitif reaksiyon gosterdi. Boyanma
yaygind: ve cekirdeklerde de pozitif reaksiyon izlendi. Teka tabakasi negatifti ( Resim 1,2).

Tablo 2: Ergin ovaryum dokusunda kaspaz 3 dag
Kontrol Grubu

Oosit (Primer, skonder ve
tersiyer follikul )
Granulosa hiicreleri (Primer,

skonder ve tersiyer follikul )
Teka tabakasi(Primer,

skonder ve tersiyer follikiil
Corpus Luteum

Resim 1: Vitamin D, uygulanmig ovaryum dokusunda kaspaz 3 aktivitesi. Immunperoksidaz,
X200
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Resim 2: Vitamin D uygulanmg ovaryum dokusunda kaspaz 3 aktivitesi. immunperoksidaz,
X400

Kaspaz 9
Sonuglar tablo 3’te ozetlenmistir. Her iki grupta da oositlerde ve granulosa hiicrelerinde

pozitif reaksiyon izlendi. Bu grupta primer follikiillerde granulosa hﬁcreien yogun pozitif
reaksiyon gosterirken tersiyer follikiillerde ise pozitif ve negatif reaks;ysan gosteren granulosa
hiicreleri belirlendi. Pozitif boyanan granulosa hiicreleri negatif granuloza huicreleri arasinda
dagilmus sekildeydi. Bu grupta da teka tabakast negatifti (Resim 3,4).

tersiyer follikiil
Granulosa hiicreleri (Primer,
skonder ve tersiyer follikul )
Teka tabakam(aner ‘
skonder ve tersiyer follikil )
Corpus Luteum

++ ++
Ovaryum epiteli +++ +H+
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Resim 6: Vitamin D uygulannug ovaryum dokusunda kaspaz8 aktivasyonu
Immunperoksidaz, X400

Bel-2
Sonuglar tablo 5’te dzetlenmigtir. Bel -2 reaksiyonu boyanma sekli ve derecesi bakimindan

kontrol grubunda da vitamin D uygulanan grupta da hemen hemen aym idi. Primer, sekonder
ve tersiyer follikullerde hem oosit hem de granulosa hi cféiezinde pozitif reaksiyon izlendi.
Boyanma sitoplazmik ve yaygin sekildeydi. Korpus luteum hiicreleri kuvvetli reaksiyon
gosterirken teka hiicrelerinde hig reaksiyon izlenmedi. Medulla bolgesindeki hiicrelerde de

boyanma pozitifti (Resim 7,8).

Tablo 5: Ergin ovaryum dokusunda Bcl-2 da
Vitamin D uygulanan grup

Oosit (Primer, skonder ve
_tersiyer follikil
Granulosa hiicreleri (Primer,
skonder ve tersiyer follikiil )
Teka tabakasi(Primer,
skonder ve tersiyer follikiil )
Corpus Luteum
Ovaryum epiteli
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D uygulanmig ovaryum dokusunda Bcl-2
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Vitamin
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Resim 7

nu

D uygulanmig ovaryum dokusunda Bcl-2

X100

itamin
daz,
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i

Resim 8;
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Bax
Sonuglar tablo 6’da 6zetlenmistir. Hem kontrol hem vitamin D uygulanan grupta oositler
kuvvetli reaksiyon gosterirken granulosa hiicreleri oositlere gore daha zayif reaksiyon
gosterdi. Korpus luteum, medullar hiicreler ve kan damarlarinda kuvvetli reaksiyon izlenirken
teka tabakasi yine negatifti ( Resim 9,10).

Tablo 6: Ergin ovaryum dokusunda Bax dagihmi

Kontrol Grubu Vitamin Duygulanan grup
Oosit (Primer, skonder ve ++/+++ +++
tersiyer follikiil )
Granulosa hiicreleri (Primer, | +++ +++
skonder ve tersiyer follikiil )
Teka tabakasi(Primer, _ _
skonder ve tersiyer follikiil )
Corpus Luteum +++ +++
Ovaryum epiteli +++ +H+

Resim 9: Vitamin D uygulanmg ovaryum dokusunda Bax aktivasyonu. Immunperoksidaz,
X100




Resim 10: Vitamin D uygulanm§ ovaryum dokusunda Bax aktivasyonu. immunperoksidaz, X
200 ' ' _ '

PCNA
Sonuglar tablo 7’de 6zetlenmistir. Bu grupta diger gruplarda oldugu gibi kontrol ve vitamin
D; uygulanan grupta reaksiyon gok benzerdi. Follikillerde pozitif reaksiyon izlenmesine

kargin primer ve tersiyer folilkiillerde reaksiyon derecesi farkl idi. Primer follikullerde oosit
PCNA acisindan oldukga yogun reaksiyon gosterirken tersiyer fﬂlﬁkﬁﬁéi’dﬁ yogunluk daha
azdi. Bununla birlikte granulosa hiicrelerindeki reaksiyon birbirine esit sekildeydi. Bu grupta
da teka tabakasinda reaksiyon izlenmezken medullar hiicrelerde , korpus luteumda réaksiyén

pozitifti. (Resim 11,12).




Tablo 7: Ergin ovaryum dokusunda PCNA dagihum
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Kontrol Grubu_

Vitamin D uygulanan grup

Oosit (Primer, skonder -
terstyer follikil

-+

Granulosa hiicreleri (Primer, | +/ ++

7 T

skonder ve tersiyer follikiil )
Teka tabakasi(Primer,

| skonder ve tersiyer follikil )

Corpus Luteum
Ovaryum epiteli

T+
e

E

Resim 11: Vitamin D uygulannus ovaryum dokusunda PCNA aktivasyonu.

Immunperoksidaz, X 100




onu

uygulanmg ovaryum dokusunda PCNA

=1
ag
i

Vi

»
e

Resim 12
Immunpero

D; verilen grupta baz kesitlerde biraz daha fazla

vitamin

Imasina kar
¢ 9in, sayilar gene] olarak iki grup arasmda birbirine yakin izlendi (Resim 13-15).

TUNEL

: Vitamin D

13

Resim

e boyanmig ovaryum dokusundan bir

ygulanmig ve TUNEL y6ntemiyl

Immunperoksidaz, X100
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.
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Resim 14: Vitamin D uygulanmig ve TUNEL yontemiyle boyanmig ovaryum dokusundan bir

kesit, immunperoksidaz, X 400

s ve TUNEL yontemiyle boyanmig ergin ovaryum
dokusundan bir kesit, immunperoksidaz, X200

Resim15: Vitamin D uygulanmi
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4.2 YENIDOGAN GRUPLARI
4.2.1 14 Giinliik Grup

Dogumun 1. giiniinden itibaren vitamin Ds uygulanan grubu ile kontrol grubu ovaryum
dokusunda korteks ve medulla ayrimr net olarak yapilamiyordu. Follikiiller cogunlukla
primordiyal ve primer follikiil asgamasindaydi.

TUNEL
Hem kontrol hem de deney gruplannda oositlerin gogu TUNEL pozitifti. Follikiil epitel

hiicrelerinde ise TUNEL pozitif hiicre gok azdi. ( Resim 16,17).

Resim16: Vitamin D uygulanmig ve TUNEL yontemiyle boyanmig 14 ginlik ovaryum
dokusundan bir kesit, immunperoksidaz, X200
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Tablo 8: 14 giinliik vitamin D uygulanan ve kontrol gru i@W

Primordiyal Primer Follikil Sekonder [ Tersiyer Follikul |

. |Folkal Follikill

Gost |+ - B

Granulosa - . - -

hieresi | |

Teka hiicresi - . i -

| Oosit (kontrol) |+ + I L
Granulosa - - - L - §
hiicresi{ kontrol) o M/jﬁﬁri
 Teka hiicresi | - - - -

Tablo 9: 14 gunliik vitamin D uygulanan ve kontrol @giangM
Tersiyer Follikul |

Primordiyal Primer Follikul Sekonder 7
 |Foltkwd o} Follikiil

Qosit ++ +

Granulosa - -

hiicresi R

Teka hiicrest - E— -

Qosit (kontrol) | ++ - W

Granulosa - - - - %
- hiicresi( kontrol) /4//%

Tablo 10: 14 giinliik vitamin D UV@E&MMMM
o Primordiyal Primer Follikil | Sekonder [ Tersiyer Follikil |

Follkil Follikil |

Oosit |

Granulosa ++
Oosit (kontrol) |

Granulosa ++

hiicresi( kontrol |

Teka hiicrest -

Tablo 11: 14 giinlik vitamin D uygulanan ve kontrol gru 1arinda kaspaz 9 da“ﬂum' »
Sekonder | Tersiyer Follikil E%
i

Primordiyal Primer Follikiil

WMM&MW
_{}Ggﬁ R + - -
Granulosa +4 Gk - -
%WMWMWMMMW
Tekahweres |- |- — -
“Oosit (kontroh) |+ LF R S
Granulosa -+ S s -

| Teka hiicresi |




WWW@%\W@N%@WWMWN%WWMWWWWK%WWW&%WWMM‘%W%WWWWW R e
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Tablo 12: 14 giinlitk vitamin D uygulanan ve kontrol gruplarinda kaspaz 3 .
Primordiyal s Primer Follikiit | Sekonder Tersiyer Follikiil
Follkiil Follikil

Oosit + + - -

Granulosa - ++ + - -

hiicresi

Teka hiicresi - - -- -

Oosit (kontrol) | + + + -

Granulosa ++ ++ ++ =

hiicresi(kontrol)

Teka hiicresi - - - s

Resim 18: Vitamin D uygulanmig 14 ganlik ovaryum dokusunda kaspaz 8 reaksiyonu
immunperoksidaz X 200
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Resim
Immunpero
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fmmunperoksidaz X 400
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4.2.2. 1 Ayhk Grupta
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Bir aylik grupta ovaryum dokusu genel olarak olgun ovaryum dokusuna benzer

goriniimdeydi. Korteks ve medulla ayrimi yapilabiliyordu. Ancak vitamin D5 verilen grupta

sekonder ve tersiyer folikiillerin kontrol grubuna gore daha az oldugu gozlendi.

TUNEL

TUNEL poxitif hiicreler diger gruplarla parelellik gosteriyordu. Bu grupta da oositler pozitif

olmasina karsin epitel hiicrelerinde TUNEL pozitif hiicre sayis1 azdi. TUNEL pozitif hiicre

acisindan kontrol ve deney gruplan arasinda farkliik yoktu.

Bax , Bcl-2, Kaspaz 3, Kaspaz 8, Kaspaz 9

Sonuglar tablo 13,14,15,16,17 de 6zetlenmigtir. Bu gruptada Bax ve Bcl-2 reaksiyonu

oositlerde izlenirken kaspaz 8 follikiiler epitelde reaksiyon gosterdi. Kaspaz 3 ve kaspaz 9

hem oositlerde hem de granuloza hiicrelerinde pozitifti. Bu grupta da kontrol ve deney

gruplan arasinda farkhlik yoktu ( Resim 21,22).

Tablo 13: 1 ayhk vitamin D uygulanan ve kontrol gruplaninda Bcl-2 dagilimi

S R O RN

Primordiyal Primer Follikil | Sekonder Tersiyer Follikul
Follkul Follikiil
Oosit -t -+ -+ -+
Granulosa +/- +/- + A+
hicresi
Teka hiicresi - - -- -
Oosit (kontrol) | +++ +H+ +++ +++
Granulosa + + + ++
hicresi(kontrol)
Teka - - - -
hicresi(kontrol)
Tablo 14: 1 ayhk vitamin D uygulanan ve kontrol gruplarinda Bax dagilimi
Primordiyal Primer Follikil | Sekonder Tersiyer Follikiil
Follkl Follikil
Oosit At 4+ -+ +++
Granulosa +/- +/- + 4+
hiicresi
Teka hicresi - - - -
Oosit (kontrol) | +++ +H+ +++ A
Granulosa + + + ++
hiicresi(kontrol)
Teka - - - -

hacresi(kontrol)
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Tablo 15: 1 aylik vitamin D uygulanan ve kontrol gruplarmda kaspaz 8 dagilum

Primordiyal Primer Follikiil | Sekonder Tersiyer Follikil
Follkil Follikul

Oosit -+ +/- + T

Granulosa -+ A R T

hiicresi

Teka hiicrest” - - - -

Oosit (kontrol) | +/- - I T

Granulosa +4+ -+ . .

hiicresi (kontrol)

Teka hiicresi - - - R

Tablo 16: 1 aylik vitamin D uygulanan ve kontrol gruplannda kaspaz 9 dagilim

Primordiyal Primer Follikil | Sekonder Tersiyer Follikiil
Folikil Follikal
Oosit +++ -+ -+ -t
Granulosa +++ ++ A/ A+
hiicresi
Teka hiicresi - - — N
Qosit (kontrol) | +++ A+ -+ ++
Granulosa ++ At it PR
hiicresi(kontrol}
Teka - - - -
hiicresi(kontrol

Tablo 17: 1 ayhk vitamin D uygulanan ve kontrol gruplarnda kaspaz 3 dagihmi

Primordiyal Primer Follikal | Sekonder Tersiyer Follikil
Follkil Follikal
Oosit ++ ++ + 1
Granulosa 4 ++ e f R A
hiicresi
Teka hiicresi - - — -
Qosit (kontrol) | + + + -
Granulosa ++ -+ -+ T+
hiicresi(kontrol
Teka - - - -
hiicresi(kontrol)

A S
A R R O R S R S O A R R




Resim 21: Vitamin D uygulanmus 1 aylik ovaryum dokusunda Bcl-2 aktivasyonu.
Immunperoksidaz X 100

Resim 22: Vitamin D uygulanmig 1 aylik ovaryum dokusunda Bax aktivasyonu.
Immunperoksidaz X 100

N
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5. TARTISMA

Bu caligmada ilk defa vitamin D3’tn follikiil gelisimine ve apoptozisine etkisi aragtinidi.
TUNEL reaksiyonu, Bcl, Bax, i{aspaz'& kaspaz 9 ve kaspaz 3 ekspresyonlan incelendi.
&faﬁtgmmééa Vitamin D; verilen ergin dokularda follikil sayisimn anlamli olarak azaldig
dikkati gekti. Kesitlerin gounda bir ya daiki follikiil vardi. Baz kesitlerde sadece primer
follikiillere rastlanirken bazi kesitlerde sekonder bazlarinda da tersiyer follikil
bulunmaktaydi. Bu gruplarda primordiyal follikillerin sayismin kontrol grubuyla hemen
hemen aym olmasi oldukga dikkat cekiciydi ( Grafik-1).

14 giintik ve 1 aylik gruplarda kontrol ve deney gruplan arasinda follikiil sayist olarak
farkhitk yoktu. Bununla birlikte az da olsa gelisimsel farklihk dikkat cekiciydi. 14 ginlik
vitamin D3 uygulanan grupta  primer ve primordiyal follikiiller izlenirken 14 giinlitk kontrol
grubunda geligen ve sekonder follikiillerede rastlandi. 1 aylik kontrol ve vitamin D verilen
grupta follikiil sayist ve gelisim agisindan farklilik izlenmedi.

Hem ergin grupta hem de yeni dogan gruplannda oositlerde ve granuloza hiicrelerinde
TUNEL pozitif hiicrelere rastlandi. TUNEL porzitif hiicre agisindan kontrol ve deney
gruplar arasinda farklilik gdzlenmedi.

Programlanmus hiicre 6limi veya apoptozis normal iireme islevinde ve ovaryum
gelisiminde temel komponentdir. Oosit rezervleri apoptozis yoluyla ya direkt olarak germ
hiicre olamityle ya da indirekt olarak follikiiller atrezi olarak titkenir (Hsueh 1994). Buna
bagh olarak apoptozis Greme hayatinin siiresini belirlemede temel mekanizmadir (Tilly 2001}

Oositlerdeki apoptozisi diizenleyici genlerin ve proteinlerin ovaryum apoptozisindeki
yeri ve tetikleyici faktorleri gok iyi belirlenmemigtir. Ancak hentiz ¢ok net olarak

iklanmam birlikte hormonal faktorlerin apoptozisi baglattifs disstiniilmektedir. Bel-2 ve

fas sistemi iiyeleri ovaryum apoptozisinde temel oyunculardir { Guo 1994, Kondo 1996,

Kugu 1998, Kim 1999). Fas iki farkli hiicre yolu izler 1. yolda hticreler yitksek oranda

caspaz 8 rese fer ve bu kaspaz 3' in salimmina neden olur ki boylece hiicre

apoptotik olarak oliime gider. IL yot da hiicreler ¢ok az miktarda aktif kaspaz 8 ihtiva ederler
ve az miktarda aktive olmusg kaspaz apoptozisi baglatmak i¢in Bcl-2 ailesinden pro-
apoptatik Bid1 aktive eder. Bid proteini mitokondrial yolu uyanr. Mitokondriyondan Bax
sahmm sitokrom ¢ yi aktive eder. Sitocrom ¢ apaf-1’e baglamr apoptosomlarin olusumuna
neden olur. Apoptosomlarda kaspaz kaskadim aktive ederek kaspaz 9 kaspaz 3 U aktifler.
(Scaffidi 1998). Bcl-‘nin anti apoptotik faktor oldugu ve apoptozisi baglatan faktorlerden
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hiicreleri korudugu bilinir. Bununla birlikte Bel-2’nin apoptozis iizerindeki inbitor etkisinde
aym aileden olan Bax proteini etkilidir. Anti-apoptotik Bcl-2 Bax ile hetrodimer form
olusturur ve koruyucu iligkisini kaybeder. Bcl-2 proteinin ekspresyonu fazla oldugunda
hiicreler apoptozisden korunurken Bax proteini fazla oldugunda heterodimerler olugur ve
hiicreler proglannug olime yani apoptozise dogru giderler. Bel-2 ve Bax arasmdaki iligki
hiicrelerin apoptozise ugramasinda onemlidir. Ovaryan germ hiicre azalmasinda Bcl-2 ve Bax
genlerinin onemli rol oynadigin ve bunlar arasindaki dengenin apoptotoik siirecte oldukga
etkili oldugu bilinmektedir ( Tilly 2001, Tilty 1996, Boise 1993, Albamonte 2008). Bax
islevinin inhibisyonunu primordiyal follikul saytsin artirarak tireme hayatm uzatmaktadir.
Bundan dolaydir ki ovaryan apoptozisinde caligmalarin gogu bu iki protein {izerine olmugtur.
Bizde ¢aligmarzda diger apoptotik proteinlerle birlikte bu iki proteinin ekspresyonunu da
inceledik. Cahigmanuzda deney gruplarindaki Bel-2 ve Bax proteinlerinin ekspresyon
yoguniugu ve yerlegimi hem ergin hem de yenidogan kontrol gruplaninda farkiilik
gostermiyordu. Bel-2 ve Bax proteinleri primer follkillerde daha gok oositlerde
izlenmekteydi. Primer follkiillerdeki granuloza hiicreleri negatif reaksiyon gostermigti.
Sekonder ve tersiyer follikiillerde ise hem granulosa hiicrelerin de hem de oositlerde Bel-2
ve Bax pozitif reaksiyon gosterdi. Teka hiicreleri gruplarin higbirinde pozitif reaksiyon
gostermedi. Slot ve arkadaglarimn ostrus siklusu siiresince inceledikleri dokularda Bcel-2 ve
Bax reaksiyon sonuglan bizim bulgularimizla hemen hemen benzer sekildeydi. Onlarda
oositlerde kuvvetli fakat granuloza hiicrelerinde zayif Bcl2 ve Bax reaksiyonu
saptamiglards ( Slot, 2006). Gursoy ve arkadaglan hem yeni dogan hem de ergin dokularda
Bel-2 ve Bax reaksiyonlanm incelemigler ve yeni dogan grupta Bel-2 ve Bax reaksiyonlarimi
oositlerde zayif pozitif granulosa hiicrelerinde orta derecede bulmuslardir. Ergin dokularda
bizim bulgulanmizdan farkh olarak primer follikiillerin granuloza hiicrelerinde orta derecede
immunreaksiyon belirlemiglerdir (Gursoy 2008).

Kaspazlar ovarian apoptozisinde baglangig ve son safhalarda onemli yere sahiptirler.
Kaspaz 3’un daha ¢ok granulosa hiicrelerinde bulundugu ve apoptozisin son doneminde etkili
oldugu bildirilmektedir ( J ohnson 2002). Kaspaz 9’un da granulosa hiicrelerimin
apoptozisinden sorumiu oldugu bildirilmektedir. Kaspaz 9 geninden yoksun farelerin
ovaryumlannda gok sayida geligen follikuller oldugu ve de bu hayvanlarda follikiiter
atrezinin olmadi@ gosterilmistir ( Jhonson 2002) . Bizim cahgmamzda kaspaz 9 her grupta
hem oositlerde hem de granuloza hiicrelerinde yogun pozitif reaksiyon gosterdi. Kaspaz 8 ise

kaspaz 9 dan ve Bcl-2 ve Bax ekspresyonundan biraz daha farkhydi. Bu protein daha cok
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granuloza hiicrelerinde yerlesim gostermisti. Bu ekspresyonun yogunlugu ve yerlegimi +
vitamin D uygulanan grupla kontrol grubu arasmda onemli farkliiklar gostermedi.

Vitamin D verilen gruplarla kontrol gruplan arasinda apoptotik protein ekspresyonunda
belirgin farkliiklann olmamasi vitamin D’nin ovaryum apoptozisinde ilerletici ya da
geriletici etkisinin olmadigm gosterdi. Ancak ozellikle ergin ovaryum dokulannda primer,
sekonder ve tersiyer follikiflerde anlamh azahg dikkat ¢ekiciydi. Buna zit olarak primordiyal
follikiillerin her iki grupta da aym olmast ise oldukga ilgingti. Primordiyalden primer
follikile gegis oldukga snemlidir. Bu gegiste LIF, Kit ligand, BMF-9 gibi pek ¢ok molekiil
rol alir. Bilindigi gibi oositlerin pek gogu bu gegis sirasinda olmektedir. Biz vitamin D’nin
primordiyalden primere gegcigte etkili olan mollekiilleri inhibe ettigini ya da inhibitor olarak
islev yapan mollekiilleri uyarmig olabilecegini diiginmekteyiz . Bundan sonraki plantmz
vitamin D’nin primordiyal follikulden primer follikiile gegiste rol oynayan molekuller lizerine
etkisini aragtirmaktir.
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Bu calismada vitamin D'nin ovaryum apoptozisine etkisi bulunmadi. Bununia birlikte
bulgulanmizda deney gruplannda follikil kaybi oldukca belirgindi. Sonuclarmiz bize
vitamin D’nin primordial follikiilden primer follikiile gegiste etkisi olabilecegini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Vitamin D, Ovaryum, apoptosiz

Projeden Yapilan Yaymnlar: 1uluslararas: kongrede 1 tanede ulusal kongrede sunuimus iki |
bildiri vardr. iki makale yazilmigtir. 1 tanesi fertility sterilty dergisine gonderilmigtir. Digeri
ise heniiz gonderilme agamasmdadir. '
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