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OZET
DENEYSEL HiPOTIROIDININ OVARYUM FOLLIKULLERIi UZERINE
ETKIiSi

Fatma Betll SILINMEZ
Yuksek Lisans Tezi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Hiilya CETIN
Kasim 2024, 86 Sayfa

Hipotiroidi, tiroid hormonlarinmm (T4 ve T3) yetersiz iretimi sonucu viicut
fonksiyonlarmin yavaslamasina neden olan bir durumdur. Ureme saghgini etkileyerek
menstriel siklus ve fertiliteyi bozabilir, tekrarlayan gebelik kayiplarina yol agabilir.
Hayvan calismalarinda, hipotiroidinin follikiil olgunlagsmasini1 engelledigi ve ovaryum
fonksiyonlarmi bozdugu gézlemlenmistir. Epidermal biiyiime faktorii (EGF), hiicre
biiylimesi ve farklilagsmasinda 6nemli rol oynayan bir polipeptittir; epidermal biylime
faktor reseptorii (EGFR) ise EGF'nin baglandig: reseptordir. Tiroid hormonlari, EGF ve
EGFR seviyelerini etkileyebilir ve hipotiroidi, EGFR seviyelerinde azalmaya neden
olabilir. EGF, granuloza hiicrelerinin biiyiimesini ve follikiil gelisimini destekler, oosit
olgunlasmasi ve yumurtlama i¢in gereklidir. Bu ¢alismanin amaci, yetiskin siganlarda
indlklenen hipotiroidinin ovaryum follikulleri Uzerindeki etkilerini ve hipotiroidi
indiiklenmis ovaryum follikillerinde EGFR etkisini incelemektir. Calismamizda 18 adet
Wistar disi sigan kullanilmistir. Rastgele secilen ve icme suyuna 30 glin boyunca 10
mg/kg metimazol eklenen 10 adet sigan hipotiroidi grubunu, geri kalan 8 adet sigan kontrol
grubunu olusturmustur. Metimazol ile indiiklenmis deneysel hipotiroidinin ovaryum
iizerine biyokimyasal, histopatolojik ve mRNA ekspresyonu degisimi agisindan etkileri
arastirilmistir. Metimazol verilen siganlarin serum T3 seviyesinde anlamli derecede
azalma oldugu gozlendi. Hipotiroidi grubundaki sicanlarin ortalama viicut ve ovaryum
agirliklari, primer, sekonder ve tersiyer follikiillerde anlamli derecede azalma oldugu
tespit edildi. Immiinohistokimyasal olarak EGFR ekspresyonunun da hipotiroidi grubu
sicanlarda azaldigi goruldi. GZ-PZR analizi sonucunda kontrol grubuna gére metimazol
grubu Siganlarm HB-EGF, EGFR, GPER1 ve ESR1 gen ekspresyonu artarken, RAF1
ekspresyonlarinin azaldigi gdzlendi. Metimazol sigan ovaryum follikiler gelisimi ve oosit
kalitesinde ciddi bozulmalara yol agmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Hipotiroidi, EGFR, Ovaryum, Rat
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ABSTRACT
EVOLUATION OF EFFECT OF EXPERIMENTAL HYPOTHYROIDISM ON
OVARIAN FOLLICLES

SILINMEZ, Fatma Betil
Master Thesis, Department of Histology and Embryology
Thesis Supervisor: Prof. Dr. Hiilya CETIN
November 2024, 86 Pages

Hypothyroidism is a condition caused by the insufficient production of thyroid hormones
(T4 and T3), leading to the slowing down of bodily functions. It can affect reproductive
health by disrupting the menstrual cycle and fertility, and may result in recurrent
pregnancy losses. Animal studies have shown that hypothyroidism inhibits follicular
maturation and impairs ovarian function. Epidermal growth factor (EGF) is a polypeptide
that plays a crucial role in cell growth and differentiation, while the EGF receptor (EGFR)
is the receptor to which EGF binds. Thyroid hormones can influence EGF and EGFR
levels, and hypothyroidism may lead to a reduction in EGFR levels. EGF supports the
growth of granulosa cells and follicular development, and is essential for oocyte
maturation and ovulation. The aim of this study is to investigate the effects of induced
hypothyroidism on ovarian follicles and the impact of EGFR in hypothyroid- induced
ovarian follicles in adult rats. In this study, 18 female Wistar rats were used. Ten rats,
randomly selected, were assigned to the hypothyroidism group, receiving 10 mg/kg of
methimazole in their drinking water for 30 days, while the remaining 8 rats constituted
the control group. The effects of methimazole on the rats were evaluated biochemically
in blood serum, histologically in ovarian tissue, and through immiinohistochemical and
GZ-PZR analyses. A decrease in serum T3 levels was observed in the hypothyroidism
group. Significant reductions in the average body and ovarian weights, as well as in the
number of primary, secondary, and tertiary follicles, were detected in the hypothyroidism
group rats. Immunohistochemical analysis also revealed a decrease in EGFR expression
in the hypothyroidism group. GZ-PZR analysis showed that while HB-EGF, EGFR,
GPER1, and ESR1 gene expressions increased in the hypothyroidism group compared to
the control group, RAF1 expression decreased. Methimazole leads to significant
impairments in ovarian follicular development and oocyte quality in rats.

Keywords: Hypothyroidism, EGFR, Ovary, Rat
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1. GIRIS

Hipotiroidi, tiroid bezinin yetersiz hormon Uretimi ile karakterize edilir ve
kadinlarda tireme fonksiyonlar: tizerinde onemli etkileri bulunmaktadir. Bu baglamda,
hipotiroidi over fonksiyonlarina ve genel olarak iireme sagligina etkileri kapsamli bir
sekilde arastirilmaktadir. Ote yandan, epidermal biiyiime faktor reseptorii (EGRF),
hiicresel bliylime, proliferasyon ve farklilasma siireglerinde kritik bir rol alir ve over
fonksiyonlarmin diizenlenmesinde de dnemli etkisi vardir (Weng ve ark., 2019; Richani

& Gilchrist 2018).

Tiroid hormonlar1 (TH), follikiiler gelisim ve gonadotropin salgilanmasi igin
kritiktir ve hipotiroidi bu surecleri olumsuz yonde etkileyebilir (Weng ve ark., 2019;
Hatsuta ve ark., 2004). Hipotiroidi durumunda, overlerde lipid ve glikojen igerigi degisir
ve bagisiklik hiicrelerinin infiltrasyonu artar, bu durum iireme fonksiyonlarmi bozar
(Mendez-Tepepa ve ark., 2020). Deneysel hipotiroidi olusturulmus sican modelinde
cesitli follikiil asamalarinda azalma (Weng ve ark., 2019) ve yetiskin sigcanlarda
yumurtalik atrofisi ve follikll atrezisi gozlemlenmistir (Ortega ve ark. 1990; Meng ve ark.
2017). TH tedavisi, follikiil atrezisini azaltir ve saghkli antral follikiil sayisin1 artirir
(Kobayashi ve ark., 2009). Ayrica hipotiroid, yumurtalik ve rahim ic¢indeki lipid ve
glikojen igerigini etkiler, yumurtalik ¢cevresi yag dokularinda ve rahim i¢inde bagisiklik
hicrelerinin infiltrasyonunu tetikler (Mendez-Tepepa ve ark., 2020). Kadinlarda
subklinik hipotiroidi, infertilite ile iligskilendirilmis olup dogurganhigi azaltmaktadir
(Abalovich ve ark., 2007; Danilovic ve ark., 2016). Bunun yan1 sira dstrus dongiisiinde
diizensizliklere ve yalanci gebelik durumlarma neden olabilmektedir (Hapon ve ark.,
2010). TH'ler, hipotalamus-hipofiz-yumurtalik ekseninde diizensizlige ve seks hormonu

baglayici protein diizeylerinde azalmaya sebep olur (Canipari ve ark., 2018).



EGFR, over fonksiyonlarinin diizenlenmesinde 6nemli bir etkendir. EGFR/ErbB
reseptor ailesinin diizenlenmemesi epitelyal over kanserinin etiyolojisine ve ilerlemesine
katki da bulunabilir ve gonadotropin indiiklenmis 00sit olgunlagsmasinda Kritik bir rol alir.
Epidermal blyltme faktoriine (EGF) yanit veren yolak, over epitel hlicrelerinde buyime
ve proliferasyonu diizenler (Abdollahi ve ark., 2003). EGFR, oosit olgunlasmasinda ve
gonadotropin indiikklenmis oosit olgunlagsmasinda gorev alir. Luteinizan hormonun (LH)
tetikledigi EGF molekiillerinin kiimulus ooforus hiicrelerinden salgilanmasiyla EGFR
aktive olur ve bu aktivasyon, oositlerin mayoz bélinmesini indtikler (Jamnongjit ve ark.,
2005; Gilchrist ve ark., 2004). EGF agi, oosit olgunlagsmasi srasinda kiimulus
hlcrelerinden gelen sinyallerle mMRNA translasyonunu diizenler ve bu sireg, fertilite igin
kritik 0neme sahiptir. EGFR sinyallemesi, PI(3)K-AKT-mTOR sinyalizasyonu ile
maternal mRNA translasyonunu kontrol eder ve bu kontrol dogurganlik i¢in gereklidir

(Jamnongjit ve ark., 2005; Richani & Gilchrist 2018).

EGFR, tiroid hormonlari ile es zamanli ¢alisarak ovaryum fonksiyonlarinda gorev
alir. Tiroid hormonlari, EGF ve EGFR iizerinden ovaryumda follikiil gelisimini ve
olgunlasmasini1 destekler. Hipotiroidi, bu siiregleri bozarak iireme fonksiyonlarini
olumsuz etkileyebilir. Bu nedenle, tiroid hormonlarmin diizenli seviyede tutulmasi,
saglikli ovaryum fonksiyonlari i¢in kritik dneme sahiptir (Mukku ve ark., 1984). EGFR
sinyal yolaklar1 oositlerdeki ikincil habercilerin yeniden diizenlemesini destekler ve
MRNA translasyonunu saglar (Gilchrist ve ark., 2004). Tiroid hormonlariin azalmasiyla
birlikte, EGF ve EGFR'nin ifade dlzeyleri etkilenir. Tiroid hormonlarinin eksikligi, EGF

iceriginin ve mRNA birikiminin azalmasima sebep olur (Kasayama ve ark., 1989).

Tiroid hormonlar1, EGF ailesinin Gyelerinin ifadesini somatik dokularda ve meme
karsinomu hcrelerinde diizenler. Tiroid hormonlari, hiicre yizeyindeki iodothironinlere
bagli G proteini reseptdrleri ve mitojen aktive protein kinaz (MAPK) kaskadi araciligiyla
farkl bliylime faktorii sinyallerini modiile eder. Tiroksin (T4) hormonu, MAPK yolunu
aktive ederek ERKI1 ve ERK2'nin niikleusa taginmasini saglar ve bu da gen
ekspresyonunu dizenler (Shih ve ark., 2004). Hipotiroidi durumunda, EGF seviyeleri
azalir ve tiroid hormonlarinin uygulanmasi bu seviyeleri geri getirebilir. Bu durum, tiroid
hormonlarinin EGF sinyalizasyonunu diizenleyici olarak etkiledigini gostermektedir

(Fujieda ve ark., 1993).



Hipotiroidinin over fonksiyonlar1 {iizerindeki etkileri EGFR’nin over
fonksiyonlartyla iliskisi ve hipotiroidinin EGFR ekspresyonu ve aktivitesinin ovaryum

iizerindeki etkilerini inceleyen ¢aligsmalara ihtiya¢ vardir.

1.1. Amag

Bu calismanin amaci, yetiskin sicanlarda indiiklenen hipotiroidinin ovaryum
follikiillerine ve follikiiler gelisim siire¢lerine etkilerini incelemektir. Bu arastirmanin,
yetiskinlerde hipotiroidinin over follikiiler gelisimi ve lireme potansiyeli tlizerindeki
etkileri hakkinda oOnemli bilgiler saglayabilecegini diisiiniiyoruz. Ayrica, tiroid
hormonlar1 ile EGF / EGFR arasindaki iligkiler bilinmekle birlikte, hipotiroidinin
ovaryumdaki EGFR ekspresyonu (izerine net etkileri hakkinda daha fazla bilgiye ihtiyag
duyulmaktadir. Hipotiroidi indiiklenmis sicanlarin ovaryumundaki follikiiller {izerinde
EGFR etkisini inceleyerek, hipotiroidinin si¢an ovaryumunda EGFR ekspresyonunu ve

histolojik olarak ovaryuma olan etkilerini arastirmay1 amagladik.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Ovaryum

Ovaryumlar, insan viicudunda yaklasik 3 cm uzunlukta, 1.5 cm genislikte ve 1 cm
kalimlhiginda bulunan bir ¢ift organlardir. Pelvis boslugunun iki yaninda ve uterusun her
iki tarafinda yer alirlar. Badem seklinde ve pembemsi beyaz renkli olan bu Greme bezleri,
disi cins hiicreleri olarak bilinen oositleri Gretmekle gorevlidirler. Ovaryumlar éstrojen
ve progesteron gibi hormonlar1 salgilar; bu hormonlar sekonder cinsiyet karakterlerinin
gelisimi ve gebeligin kontrolii gibi islevlerde rol alir. Yapisal olarak, yumurtaliklar
mesovaryum adi verilen peritoneal bir kivrim aracilifiyla genis ligamentin posterior
yilizeyine baglanir ve puberta oncesinde ylizeyleri diizgiinken, {ireme yasami boyunca
tekrarlayan oviilasyonlar sebebiyle skarlasabilir ve diizensizlesebilir. Postmenopozal
kadinlarda ise, yumurtaliklar iireme donemindeki boyutlarnin yaklasik dortte biri

kadardir (Moore ve ark., 2022; Ozdamar & Cetin Sorkun, 2002; Ross ve ark., 2014).

2.1.1. Ovaryum embriyolojisi

Ovaryum embriyolojisi, embriyonun erken donemlerinde baslayan ve disi Ureme
saglhigmin temelini olusturan bir suregtir. Bu sureg, primordial germ hicrelerinin olusumu

ve gocli, cinsiyetin belirlenmesi ve 6zellikle follikiiler gelisim evrelerini kapsar (Moore

ve ark., 2022; Ross ve ark., 2003).

Erkek embriyolara kiyasla, disi embriyolarinda gonadal gelisim daha yavas ilerler.
XX kromozomlar: tarafindan tagman genler ovarian gelisim i¢in gereklidir. Overler 10.
haftaya kadar histolojik olarak secilemezler. Gonadal kordlar medulla igerisine dogru
uzanir ve rudimenter yapi olan reteovarii'yi olusturur. Bu yapilar ve gonadal kordlar

genellikle dejenere olarak kaybolur (Moore ve ark., 2022).



Erken fetal donemde overin ylizey epitelinden koken alan kortikal kordlar, altta
bulunan mezenkim dokusunun i¢ine dogru ilerler. Bu epitel, peritonun mezotelinden
gelisir. Kortikal kordlarin boyutlar1 arttiginda, primordial germ hiicreleri bu kordlarin
icine girer. Yaklasik 16. haftada, bu kordlar izole hiicre kiimelerine pargalanir ve olusan
her bir primordial follikil, primordial germ hiicrelerinden kdken alan bir oogonium ve
onu cevreleyen, ylzey epitel kokenli tek sirali yassilasmig follikiler hiicreler icerir. Fetal
yasam siiresinde, overlerde aktif mitoz sonucunda oogoniumlarda meydana gelen

binlerce primordial follikiil olusur (Moore ve ark., 2022).

Dogum sonras1 donemde oogonium olusumu goriilmez. Dogumdan 6nce bir¢ok
oogonium dejenerasyona ugrar, ancak iki milyon civarinda hiicre primer oositleri
olusturmak i¢in kalir. Overin ylizey epiteli diizlesip tek tabakali hale gelir; bu hiicreler
over limeninde periton mezoteli ile devam eder. Yiizey epiteli, korteksteki follikullerden,
ince bir fibréz kapsul olan tunica albuginea ile ayrisir. Overler, gerileyen mezonefrozan

ayrildiktan sonra mezenteri olan mezovarium ile baglanti kurarlar (Moore ve ark., 2022).

Bu siirecler sonucunda, disi iireme sistemi embriyonik gelisimini tamamlar ve
dogum sonras1 donemde, yasamin ilerleyen donemlerinde ovulasyon siirecine katilacak
olan primer oositler hazir hale gelir. Bu gelisimsel siire¢lerin her asamasinda, hiicrelerin
dogru zamanda ve dogru sekilde boliinmesi, farklilasmasi ve yer degistirmesi biiylik

onem tagir (Moore ve ark., 2022; Ross ve ark., 2003).

Ovaryumun embriyolojik gelisimi, follikiillerin olusum evreleri ve disi lireme
fonksiyonlarmin korunup devamliliginin saglanmasint gerektiren bu asamalar,
hormonlarin ve diger molekiiler sinyallerin diizenleyici etkileri ile gerceklesir. Bu

stireglerin her biri, lireme saghigt acisindan hayati 6neme sahiptir (Zhou ve ark., 2019;

Ozdamar & Cetin Sorkun, 2002; Moore ve ark., 2022; Ross ve ark., 2003).
2.1.2. Ovaryum histolojisi
Ovaryum histolojisi, disi iireme sisteminin merkezi bilesenlerini olusturur.

Ovaryumun dis yiizeyi (germinal epitel), tek katli yass1 veya izoprizmatik hiicrelerle

cevrilidir. Bu epitel altinda, yogun bag dokusundan olusan tunica albuginea bulunur.



Ovaryum korteksi, gelisimin farkli evrelerindeki ovaryum folliktllerini barmndirir.
Bu follikiller, bir oosit ve gevresinde siralanan graniiloza ve stromal hiicrelerden olusur.
Follikiil gelisimi, primordial follikiillerin farklilasmastyla baglar ve oositin ¢evresindeki
graniiloza hiicreleri, mitotik bolinmelerle cogalarak zona pellucida ad1 verilen yapiy1
olusturur. Zona pellucida, follikiiliin ¢evresinde siklasan ovarium stromastyla birlikte,
Teka follikiili ad1 verilen yapiy1 gelistirir (Moore ve ark., 2022; Ross ve ark., 2003).
Ovaryumun i¢ yapist ise, follikiiler biiyiime ve atrezinin basladig1 fetiis doneminden
itibaren deger kazanir. Follikiiller, primordial, primer, sekonder ve tersiyer olmak iizere
dort ana asamada siniflandirilir. Her asama, follikiillerin yapisinda ve islevinde belirgin

degisikliklerle gbzlemlenir (Fox, 2011).

Histolojik olarak, primordial follikller kiiguk, basit yapili ve ince grantiloza hicre
tabakasma sahiptir. Primer follikiiller daha buyik, kiibik graniloza hucreli ve zona
pellucida ile ¢evrilidir. Sekonder follikiiller ise, daha fazla graniiloza hiicresi katmanina
ve antrum bosluklarma sahiptir. Tersiyer follikiiller, biiyiik antrum ve belirgin kiimiiliis

oophorus yapistyla ayirt edilebilir (Fox, 2011).

Primordial follikiiller yaklasik 25 mikrometre c¢apinda olup fetal donemin
sonlarinda ve dogumdan kisa siire sonra olusan ilk follikiil tipidir. Her bir primordial
follikl, birincil oosit ve onu ¢evreleyen tek katli yassi grantiloza hiicreleriyle cevrilidir.
Bu follikiller, overin kortikal bdlgesinde bulunur ve pubertaya kadar nispeten inaktif
durumda bekler (Moore ve ark., 2022). Oosit, profaz I evresinde duraklamis olup,

graniiloza hiicreleri oositin beslenmesini ve korunmasini saglar (Fox, 2011).

Puberta ile hormonal degisiklikler, primordial follikiillerin primer follikiillere
dontistimiini tetikler. Primer follikiller 30-140 mikrometre ¢apindadir ve yassi graniiloza
hiicrelerinin kiibik hiicrelere doniismesiyle karakterizedir. Graniiloza hiicrelerinin sayis1
ve katmani artarak oosit ¢evresinde ¢ok katmanlt bir yapi olusturur. Ayrica, 00sitin
cevresinde zona pellucida ad1 verilen glikoprotein yapili bir zar olusur. Zona pellucida,

oositin korunmasinda ve spermin oosite ulasmasinda gorev alir (Fox, 2011).

Primer follikiillerin gelisimiyle sekonder follikiiller olusur ve bu siire¢ daha

karmagiktir. 140-200 mikrometre capindadirlar. Grantiloza hicreleri ¢ogalmasini



artirarak, follikiiliin ¢apmi artirir ve follikiil i¢i bosluklart (antrum) olusturur. Bu
donemde, graniiloza hiicreleri arasinda sivi birikmeye baslar ve bu sivi antrumu
doldurarak follikiilii genisletir (Moore ve ark., 2022). Antral follikiillerin gelisimi
sirasinda, graniiloza hiicreleri, hormon iiretimi ve oositlerin olgunlagmasi gibi temel
fonksiyonlar1 da diizenler. Bu hiicreler, ozellikle 6zellesmis ekstraseliiller matriks
yardimiyla, bazal lamina {izerinde yer alir ve follikiiler atrezi veya oosit {iretimi
stireglerine katilir. Endokrin sistem, bu siireclerin diizenlenmesinde merkezi bir rol alir
(Zhou ve ark., 2019). Ayrica, teka interna ve teka externa olarak adlandirilan iki farkl
hiicre tabakasi gelisir. Teka interna hiicreleri androjen uretir ve bu androjenler graniiloza
hiicreleri tarafindan Gstrojene doniistiiriilerek follikiil gelisimini ve ovulasyonu tesvik

eder (Fox, 2011).

Tersiyer folliktllerin ¢ap1 200 mikrometreden daha blyuktir, gelisim asamasimin
son folliktlleridir ve Graaf follikulleri olarak da bilinir. Bu follikiller, blytk bir antruma
ve kalin graniiloza hiicre tabakasindan olusur. Tersiyer follikiillerde, oosit antrumun
kenarinda bir tarafa dogru yerlesir ve kumulus oophorus adi verilen hiicreler tarafindan
desteklenir (Fox, 2011). Oosit, bu olgunlasmis follikiil i¢inde metafaz I sathasindan
itibaren bulunur. Follikiil sivisi, yliksek Gstrojen konsantrasyonu igerir ve bu Ostrojen,
hipofizden LH salinimin1 tetikleyerek ovulasyonu baslatir ve II. mayoz boliinme baslar.
Oosit, ovulasyon igin hazirlik yapar ve bu siire¢ déllenmeye hazir olma strecinin kritik bir
asamasidir. Bu asamada, hiicre zar1 ikiye boliniir ve iki yeni hiicre olusur: birincil 00sit
ve ikincil polar cisim. Her iki hicre de haploid (n) kromozom setine sahiptir. Bu sirec,
oositin olgunlagsmasini tamamlayarak ddllenmeye hazir hale gelmesini saglar. Ovulasyon
sirasinda, olgunlasmis oosit, fallop tiiptine dogru gider ve dollenmeyi bekler. Déllenme
gerceklesirse, oosit II. mayoz boliinme sonrasinda birlesik bir yumurta hiicresi (zigot)

olusturmak i¢in dollenme ile ilgili olaylar1 gergeklestirir (Schoenwolf ve ark., 2021).

Follikiiller gelisim, hipotalamus-hipofiz-ovaryum ekseni tarafindan diizenlenir.
Gonadotropin salgilatict hormon (GnRH), hipotalamustan salinarak hipofiz 6n lobundan
follikiil uyarict hormon (FSH) ve LH salinimini uyarir. FSH, primordial follikiillerin
primer follikullere doniistimiinii ve graniloza hicrelerinin cogalmasini desteklerken, LH,
sekonder ve tersiyer follikiillerin gelisimini ve ovulasyonu destekler (Moore ve ark.,

2022).



Follikiil gelisimi sirasinda, Ostrojen iretimi artar ve bu hormon, endometriumu
kalinlagtirarak gebelige hazirlar. Ayrica, yiiksek Ostrojen seviyeleri, LH salmimini
tetikleyerek ovulasyonu baslatir. Ovulasyon sonrasi, bosalan follikiil korpus luteum'a
dontiserek progesteron Uretir ve bu hormon, endometriumu destekler. Follikillerin her bir
asamasindaki histolojik degisiklikler, oositin olgunlagmasinit ve follikiiliin hormonal
yanitint duizenler. Bu siirecler, basarili bir ovulasyon ve potansiyel gebelik igin gereklidir
(Fox, 2011).

2.2. Tiroid Bezi

Tiroid bezi, boynun 6n kisminda yer alan ve kelebek seklinde olan bir endokrin
bezdir. Tiroid, endokrin bezler arasinda en biiyiik olanidir ve 20-25 gram agirligindadir.
Tiroid bezi, insan viicudundaki en Onemli hormonlar1 iireten bezlerden biridir ve
metabolizmay1 diizenleyen, biiyiimeyi ve gelismeyi diizenleyen tiroid hormonlarini (T3
ve T4) iretip salgilar (Fox, 2011). Tiroid hormonlarinin iiretimi, hipofiz bezinden
salgilanan tiroid uyarici hormon (TSH) tarafindan kontrol edilir. Tiroid bezinin yapisal

ve islevsel oOzellikleri, hormon iiretimi ve depolanmasi i¢in optimize edilmistir
(Eroschenko, 2013; Fox, 2011).

Thyroid
cartilage
of larynx

Cricoid
cartilage
of larynx

gland

Sekil 2. 1. Tiroid bezi genel goruntisu (Fox, 2011).



2.2.1. Tiroid embriyolojisi

Tiroid embriyolojisi, tiroid bezinin embriyolojik gelisimini ve olusumunu ifade
eder. Tiroid bezi, fertilizasyondan yaklasik 24 giin sonra farinksin tabanindaki foramen
cecum bolgesinde olusur ve ardindan faringeal bagirsak oniinden ikili divertikiil olarak
asag1 iner (Moore ve ark., 2022). Bu go¢ sirasinda tiroid, dile bir dar kanal olan tiroglossal
kanal ile bagl kalir, ancak bu kanal daha sonra kaybolur. Daha ileri gelismeyle birlikte,
tiroid bezi hiyoid kemigin ve larinks kikirdaklarmimn oniinde konumlanir ve yedinci
haftada trakeanin 6niinde nihai konumuna ulasir. Burada, boynun 6n kisminda yer alan ve
sag ve sol lob olmak iizere iki biiyiik lob ve ortada birbirini baglayan istmus geligir

(Eroschenko, 2013; Fox, 2011).

Tiroid, follikiiller ad1 verilen yapisal birimlerden olusur. Tiroid bezi, yaklasik
Uclinct aym sonunda etkin hale gelir ve bu donemde kolloidi iceren ilk follikiller ortaya
cikar. Her bir follikiil, tiroid hormonlarin1 depolamak icin kolloid ad1 verilen bir madde
iceren jelatinimsi yapiya sahiptir. Tiroid folliktllerinin etrafinda, follikiiler hiicreler olarak
bilinen hiicreler T3 (triiyodotironin) ve T4 hormonlarmu tiretir. Follikiiler hiicreler iiretmis
olduklar1 kolloidi follikiillerin i¢inde depolar (Nilsson & Fagman, 2017a).

Tiroid bezinde, follikiiler hiicrelere ek olarak parafollikiiler hiicreler bulunur ve
follikiiler epitelde yer alir. Parafollikiiler veya C hiicreleri ultimobranchial cisimden
tiiretilir ve kalsitonin iiretimine katki saglarlar (Mense & Boorman, 2018). C hiicreleri
noral krest kdkenli hicrelerdir. Folliktler hicreler ise endodermal kokenli hucrelerdir
(Moore ve ark., 2022).
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Sekil 2. 2. Tiroid bezi gelisimi (Moore ve ark., 2022).

2.2.2. Tiroid histolojisi

Tiroid taslagi ilk olarak kat1 endodermal hiicre kiitlesinden geligir. Bu hiicreler
daha sonra cevre vaskiiler mezenkim dokusuyla etkilesime girer ve epitel kordon agini
olusturur. 10. haftada, bu kordonlar kiglk hiicre gruplarina bélinmeye baslar (Moore ve
ark., 2022). Tiroid bezinde follikiiler hiicreler, tiroid hormonlarmin sentezini ve
depolanmasimi1  saglarken parafollikiiler  hiicreler, Kkalsitonin  gibi  kalsiyum
metabolizmasini diizenleyen hormonlar1 tiretir. 11. haftada bu follikiillerde kolloid

goriilmeye baslar (Moore ve ark., 2022).

Follikiiller genellikle follikiiler hiicrelerden olusan basit kiiboidal bir epitelyum
tarafindan kaplanir. Tangansiyel olarak kesilmis follikiiller genelde liimen sergilemez
(Eroschenko, 2013). Follikiiler hiicreler, 20. Haftada tiroid hormonlarin1 sentezler ve
salgilamaya baslar. Rutin histolojik hazirliklarda kolloid genellikle follikiler duvarlardan
geri cekilir. Parafollikiiler hiicreler follikiillerin ¢evresinde tek baglarina veya kiime

halinde bulunurlar (Moore ve ark., 2022; Eroschenko, 2013)
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Parafollikiiler hiicreler hafif boyanirlar ve kalsitonin hormonunu sentezler ve
salgilarlar. Follikiiler hiicrelerin yiiksekligi islevlerine gore degiskenlik gosterir. Son
derece aktif folliktllerde epitelyum kiiboidaldir (Arrangoiz ve ark., 2018; Eroschenko,
2013). Daha az aktif follikiillerde ise epitelyum yass1 gibi goriiniir. Tiroid bezi, bol
miktarda kan damar: igerir ¢iinkii tiroid hormonlarinin sentezi igin gerekli olan besin

maddeleri ve iyotun taginmasi i¢in kan dolasimi 6nemlidir (Ross ve ark., 2014).

Follicles
=

.

Sekil 2. 3. Tiroid bezi histolojik gorintist (Eroschenko, 2013).

2.2.3. Tiroid hormonlan

Hipofiz bezi, beyin tabaninda bulunur ve viicuttaki birgok 6nemli hormonun
salmmmimi kontrol eder. Adenohipofiz, biiylime hormonu (GH), prolaktin (PRL),
adrenokortikotropik hormon (ACTH), FSH, LH ve TSH gibi hormonlar1 Uretir ve salgilar
(Fox, 2011; Zoeller ve ark., 2007). Hipotalamus, memelilerde tirotropin salgilatici
hormon (TRH) veya memeli olmayanlarda kortikotropin salgilatict hormon (CRH)
salgilayarak On hipofizin TSH tretmesini uyarir (Thambirajah ve ark., 2021). TSH, daha
sonra tiroid bezinde tiroid hormon Uretimini uyarir (Burger & Patel, 1977; Thambirajah
ve ark., 2021).

Tiroid bezinin follikiiler hiicreleri, tiroid hormonlarinin liretiminden sorumludur
ve bu islevleri adenohipofizden salman TSH tarafindan diizenlenir. Etkili tiroid
hormonlar1 T3 ve T4 olarak adlandirilir ve bu hormonlar tiroid bezinden kan dolasimma

salmir (Silva ve ark., 2018; Eroschenko, 2013).
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Tirozin amino asidinden tiiretilen TH'lerin iyodinli formlari, 6ncelikle 3, 3°, 5-
trilodotironin ve tiroksin, tiroid bezi tarafindan aktif iyodin tasinmasi ile slc5a5 geni
tarafindan kodlanir ve tiroid peroksidaz (TPO) aktivitesi araciligiyla sentezlenir

(Thambirajah ve ark., 2021).
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Sekil 2. 4. Hipotalamus-Hipofiz-Tiroid kontrol sisteminin gosterimi (Fox, 2011).

2.2.4. Tiroid hormonlar Uretimi

Disiik tiroid hormon seviyeleri, adenohipofizden TSH salinimini uyarir. TSH'nin
uyarisma yanit olarak, tiroid bezindeki follikiiler hiicreler, dolasimdan iyot almak i¢in
follikiiler bazal hiicre membraninda bulunan iyot pompasini kullanir. Iyot, follikiiler
hiicrelerde okside edilerek follikiiler liimene taginir. Liimende, iyot aminoasit tirozin
gruplari ile birleserek iyotlu tiroglobulin olusturur. T3 ve T4, iyotlu tiroglobulinin temel
drtnleridir (Silva ve ark., 2018; Zoeller ve ark., 2007). Bu hormonlar, ihtiya¢ duyulana
kadar tiroid follikullerinde inaktif formda bekler. Adenohipofizden salinan TSH, tiroid
hormonlarint kan dolasimima salmaya tesvik eder. TH'ler, ¢esitli kan proteinleri
araciligiyla periferal dokulara tasmir (6rnegin, memelilerde albiimin ve esas olarak
tiroksin baglayict globulin (TBG) veya baliklar, amfibiler, kuslar ve strungenlerde
transtiretin (TTR)) (Thambirajah ve ark., 2021; Eroschenko, 2013; Fox, 2011; Ross ve
ark., 2014).
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Target cell

Sekil 2. 5. Tiroid hormonunun aksiyon mekanizmasi (Fox, 2011).

T4 kandaki tastyici proteinlere, 6zellikle TBG proteinine bagli olarak dolasir.
Tiroid az miktarda T3 hormonu da salgilar. Ancak tastyici proteinler, T4'i T3'ten daha
yiikksek bir afiniteyle baglar; bu nedenle kandaki serbest T3 miktari, serbest T4
miktarmdan yaklasik olarak 10 kat daha fazladir. Kandaki T4’lin yaklasik %99.96' s1
tastyici proteinlere baglidir ve geri kalan kismi serbesttir. Yalnizca serbest T4 ve T3 hedef
hicrelere girebilir (Fox, 2011; Zoeller ve ark., 2007).



I
<
v
2
g
g
;3
26

3
4
5
<
0
g
%2

Bile
l TSH
T3-G + T-G
0 Thyrold Gland 0
I Liver 'L
UDP-GT TRM
TR« 1 T4+73

| ©
Blood
s
3

TH-sensitive cell

Sekil 2. 6. Memeli hipotalamik-hipofiz-tiroid ekseni (Zoeller ve ark., 2007).
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Serbest T4 hedef hiicrenin sitoplazmasina girdikten sonra enzimatik olarak T3'e

doniisiir. Hedef hiicreler icinde T3, T4'ten daha aktif formda bulunur. Tiroid hormon

reseptor proteinleri, tiroid hormon ligandi olmadan da niikleusta bulunabilir. Tiroid

reseptorleri, ligandlar1 tanimlanmadan kesfedilebilir ve genleri klonlanabilir. Glintimuzde

bilinen yaklagik 70 niikleer reseptoriin yalnizca yarisinin ligandlar1 tespit edilebilmistir

(Greenspan & Gardner, 2021; Fox, 2011; Zoeller ve ark., 2007).
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Sekil 2. 7. L-tiroksin (T4) ve ana metabolitleri olan triiyodotironin (T3) ve ters
trityodotironin (rT3)'in yapisi (Brent, 1997).
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2.2.5. Tiroid hormonlarmin salinumi

Tiroid bezinin follikiiler hiicreleri tarafindan salgilanan ana tiroid hormonu T4
dokularda, deiodinaz enzimi etkisiyle daha aktif olan T3'e doniisiir. Tiroid hormonlarmin
salinimi, folikiiler hiicrelerin tiroglobulini almasiyla baslar. Ardindan, iyotlanmis
tiroglobulin lizozomlar tarafindan pargalanarak T3 ve T4 hormonlari serbestlestirilir. Son
olarak, bu hormonlar follikiiler hiicrelerden kan dolagimina salinir. Dolagima katilan bu
hormonlar viicudun metabolik hizin1 artirrr; hiicre metabolizmasini, biiylimeyi,
farklilasmay1 ve tlim vicutta gelismeyi hizlandirir. Buna ek olarak, protein, karbonhidrat
ve yag metabolizmasini da hizlandirirlar. Tiroid hormonlariin etkileri, genellikle farkli
dokularda ve organlarda ifade edilen tiroid hormon reseptorlerine (TR'ler) baglanarak
ortaya ¢ikar. Bu reseptorler, T3'iin biyolojik aktivitelerini transkripsiyonel diizenleme
yoluyla yonetir. Iki tir TR geni(TRal ve 2 ile TRb 1 ve 2), T3 baglayici reseptorleri kodlar
(Fedail ve ark., 2013; Eroschenko, 2013; Guyton & Hall, 2021).

Parafollikiiler hiicrelerin kan damarlarma salgilamis oldugu kalsitoninin ana
islevi, viicuttaki kan kalsiyum seviyelerini diisiirmektir. Bu silireg, kemiklerdeki
osteoklast aktivitesini azaltarak ve dolayisiyla kemik rezorpsiyonunu engelleyerek
kalsiyum salmimini inhibe eder. Ayrica kalsitonin, bobreklerden idrara kalsiyum ve
fosfat iyonlarinin atilimini artirir. Parafollikiiler hiicreler tarafindan iiretilen ve salian
kalsitonin, sadece kan kalsiyum seviyelerine bagli olup adenohipofiz hormonlarindan

tamamen bagimsizdir (Eroschenko, 2013; Kasper ve ark., 2018).

2.2.6. Tiroid hormonlarmin etkilesimleri

Her hormon, belirli hedef hiicrelerde kendi karakteristik etkilerini gosterir, ancak
ayn1 kimyasal kategorideki hormonlar genellikle benzer etki mekanizmalarina sahiptir.
Bu benzerlikler, hiicresel reseptdr proteinlerinin etkilesim yerini ve hormonun reseptor
proteinine baglandiktan sonra hedef hiicrelerde meydana gelen olaylari icerir. Hormonlar
kan yoluyla viicuttaki her hiicreye tasinsa da sadece hedef hiicreler bu hormonlara yanit
verebilir. Belirli bir hormona tepki verebilmek icin bir hedef hiicre, o hormon icin belirli
reseptor proteinlerine sahip olmalidir. Hormonlar reseptorlere yiiksek afiniteli veya diisiik

afiniteli olarak baglanirlar (Fox, 2011; Meisenberg & Simmons, 2016).
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TH’ler, metabolik dengeyi korumada énemli bir rol oynar. (Rodriguez- Castelan ve
ark., 2022a). TH'ler, tiim omurgalilarin biiylime, gelisim ve metabolizmasmin énemli
duzenleyicileridir (Forrest & Visser, 2013; Thambirajah ve ark., 2021). Tiroid
hormonlarinin biiyiime, hiicresel solunum, metabolizma, embriyonik gelisim, doku
farklilagmast ve olgunlagma gibi ¢esitli biyolojik siiregleri diizenledigi bilinmektedir
(Fedail ve ark., 2013). T3' (in en yaygin incelenen etkilerinden biri, bazal metabolik hizin
diizenlenmesidir. Hipertiroidide gortlen hipermetabolik durum, mitokondriyal solunum
zincirini agarak serbest radikal retimine ve oksidatif stres ile hiicresel hasara yol agabilir
(Venditti & DiMeo, 2006; Cano-Europa ve ark., 2011). Ancak, hipotiroidinin neden
oldugu hipometabolik durum, toksinlerin neden oldugu oksidatif hasara kars1

koruyucudur (Oren ve ark., 1996).

Tiroid fonksiyonlarmmin bozulmasi ve buna bagh olarak tiroid hormonu
uretimindeki degisiklikler, biiyiime, gelisme ve metabolizmanin temel islevlerini etkiler.
Bazal metabolizma hizi, enerji tiretimi, karbonhidrat ve lipit metabolizmasi gibi bu
stiregler tizerinde onemli degisikliklere sebep olur. Ayrica, tiroid hormonlarinin uzun
sreli disiik konsantrasyonunun, follikiilogenezin bozulmasi, yumurtlama problemleri ve
fertilizasyon oraninda azalma gibi tireme sorunlarma neden olabilecegine dair 6nemli

kanitlar bulunmaktadir (Meng ve ark., 2017).

Azalmig TH konsantrasyonu, hiicrelerde daha az mitokondri ve azalmis ATP
rejenerasyonuyla iligskilendirilir. Bu durum, bazal proton sizintisi ve oksijen tiketimi
Uzerinde de etkilidir (Harper&Seifer, 2008). Hipotiroidi durumunda, mitokondriyal zarlar
daha akigkandir ¢linkii yag asit bilesimi degisir (Brookes ve ark., 1998). Benzer sekilde,
diyabetik kardiyomiyopati ve alkolsiiz yagli karaciger hastaligi gibi farkli metabolik
bozukluklar da mitokondriyal morfoloji ile fonksiyon arasindaki iliski gozlemlenmistir
(Galloway & Yoon, 2013). Hipotiroidinin mitokondriyal morfolojiyi degistirdigi ve sican
serebellar gelisimi sirasinda apoptojenik proteinlerin salimmasma yol agtig1 da

bulunmustur (Singh ve ark., 2003; Danilovic ve ark., 2016).

Tiroid hormonu, homeotermlerde (6rnegin insanlar ve diger memelilerde) viicut
sicakliginin diizenlenmesinde temel bir rol oynar (Frare ve ark., 2021). Ayrica,

zebrafishler gibi sogukkanli organizmalarda termal uyum mekanizmalarini etkiler (Little
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ve ark., 2013). Insanlarda, tiroid hormonunun ruh halinin diizenlenmesinde onemli
katkilar1 vardir; 6rnegin, duygu durum bozukluklar1 ve enerji seviyeleri tizerinde belirgin
etkiler gdsterir. Kuslar ve siirlingenler gibi diger organizmalarda ise tiroid hormonunun
ciftlesme davranislari, lireme basarisi ve yiyecek arama stratejileri tizerindeki rolleri

arastirtlmigtir (McNabb, 2000; Thambirajah ve ark., 2021).

Ayilarda kis uykusu swrasinda tiroid hormonunun aktivitesi diiser, bu da
metabolizma hizinda bir diislise ve enerji tasarrufuna yol acar (Tomasi ve ark., 1998).
Ayrica, tiroid hormonu kardiyovaskiler sistem (izerinde de 6nemli etkilere sahiptir, kalp
atis hizin1 ve kan basmcint diizenler. Genel olarak, tiroid hormonunun biyolojik
sistemlerdeki bu cesitlilik gosteren rolleri, organizmalarin saglik ve uyum yeteneklerini

saglamada 6nemli bir yer tutar (Thambirajah ve ark., 2021).

Tiroid hormonlari, genlerin etkinlestirilmesi yoluyla protein sentezini tesvik eder,
sinir sisteminin olgunlagmasini saglar ve viicut dokularinda hiicresel solunum oranini
artirir. T4 T3'e doniistiikten bu mekanizmalar araciligiyla bazal metabolik hizi artirir; bu

da viicudun dinlenme halindeki kalori harcama hizini belirler (Fox, 2011).

Tiroid hormonlar1 (TH), niikleer ve membran reseptorleri iizerinden metabolik
yollar1, hiicre ¢ogalmasini ve farklilasmasmi diizenler. Ayrica, merkezi sinir sistemi
aracilifiyla, hipotiroidinin siddeti, siiresi ve doku/hiicre tipine bagli olarak hiicre
dongusunl aktive edebilir veya inhibe edebilir ve apoptoz sinyallerini tetikleyebilir
(Lopez ve ark., 2013; Holsberger ve ark., 2003; Danilovic ve ark., 2016). TH sinyallemesi
metamorfoz siireglerinde, 6rnegin amfibilerde, lambri baliklarinda ve pisi baliklarinda
(Gilbert & Frieden, 1981; Manzon & Manzon, 2017; Thambirajah ve ark., 2021), tiroid
hormonu metabolik aktiviteleri ve doku doniisiimleri tizerinde dogrudan etkide bulunur.
Salmonidlerde deniz suyuna uyum saglama siirecinde tiroid hormonu 6nemli bir
dizenleyicidir (Holzer & Laudet, 2015).

Kuslarda tiiy dokiimii siirecinde, yilanlarda deri degisiminde ve insanlar da dahil
olmak tizere memelilerde, dogum sirasinda tiroid hormonunun ndrolojik gelisim tzerinde
onemli etkileri bulunmaktadir. Bu hormon, néronal migrasyon, ndrit uzamasi, sinaps

olusumu, miyelinizasyon ve gliyal hiicre farklilasmasi gibi temel beyin gelisim sureclerini
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diizenleyerek sinir sisteminin kompleks yapismin olusumunu destekler (Thambirajah ve
ark., 2021). Bu baglamda, tiroid hormonu sinyallemesi omurgalilarin sinir sistemi
gelisiminde hayati bir rol oynarken cesitli biyolojik surecleri etkileyerek 6nemli katkilar

saglamaktadir (Martinez ve Gomes, 2002).

2.2.7. Tiroid hastaliklar

Dogumsal hipotiroidi, neonatal dénemde sik rastlanan bir metabolik bozukluktur.
Bu hastalik, TSH reseptorti ile tiroid transkripsiyon faktorlerini igeren ¢esitli genlerdeki
mutasyonlara bagli olarak gesitli klinik belirtiler gosterebilir. Tedavi edilmediginde sinir
sistemi gelisimini olumsuz etkileyebilir ve {ireme sorunlarina yol agabilir. Ayrica,
dogumsal hipotiroidili bebeklerde bobrek ve iiriner sistem anomalileri sik¢a goriilme

egilimindedir (Rao ve ark., 2003; Moore ve ark., 2022).

Tiroglossal kanal ve tiroid anomalilerinde tiroglossal kistler, tiroid bezinin gog
yolu boyunca ¢esitli noktalarinda olusabilirler. Genellikle boyunun orta hattina yakin bir
konumda bulunan bu Kistler, tiroglossal kanalin kistik bir kalintis1 olarak tanimlanir. Bu
kistlerin yaklasik olarak yaris1 hiyoid kemigin yakininda veya dogrudan altinda yer
alirken, dil taban1 veya tiroid kikirdagi gibi bdlgelerde de gozlemlenebilirler (Schoenwolf
ve ark., 2021).

Ektopik tiroid bezi, nadir gorilen dogumsal anormalliktir ve genellikle tiroglossal
kanal boyunca yerlesir. En sik rastlanan ektopik tiroid dokusu lingualtiroid dokusudur;
klinik olarak iliskilendirilme siklig1 tiroid hastalarinm 4000'de biridir (Moore ve ark.,
2022). Tiroid bezinin veya bir lobunun yoklugu nadir gorulen Tiroid bezi agenezisidir.
Tiroid hemiagenezisinde (tek tarafli gelisim yetersizligi) siklikla sol lob olusmaz (Moore
ve ark., 2022). Tiroid bezinde noduller olusabilir. Noddller genellikle iyi huylu olsalarda,
bazi durumlarda kanser riski tastyabilirler. Nodiiller hormon {iretimini artirarak
hipertiroidizme neden olabilir veya bezin biiylimesine yol acarak guatr olusumunu

tetikleyebilir (Haugen ve ark., 2016).
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Hipertiroidide en yaygin nedenlerinden biri otoimmiin bir hastalik olan graves
hastaligidir. Graves hastaliginda, bagisiklik sistemi tiroid bezine saldirir ve fazla hormon
iiretmesine neden olur. Gozlerde sislik, one ¢ikma ve kas kaldirma gibi belirtiler

gosterebilir (Kratzsch&Pulzer, 2008).

Hipertiroidi, tiroid bezinin asir1 miktarda tiroid hormonu (triiodotironin, T3 ve
tiroksin, T4) tretmesi sonucu olusur. Hipertiroidi, metabolizmanin diizenlenmesinde
onemli rol oynayan hormonlarin fazlaligt nedeniyle viicutta cesitli sistemlerde
anormalliklere yol agar. Genellikle metabolik hizin artmasiyla iliskilendirilir. Bu belirtiler
arasinda tasikardi, kilo kaybi, sinirlilik ve huzursuzluk, artan terleme, titreme, kas
zayiflig1 ve gozlerin disar1 dogru ¢ikmasi yer alir. Hipertiroidinin baslica nedenleri
arasinda graves hastaligi, toksik nodiiler guatr, tiroidit ve asir1 iyot alimi bulunur (Ross

ve ark., 2014).

Hashimoto hastaligi, hipotiroidinin en yaygin nedenlerinden biridir. Hashimoto
hastaliginda bagisiklik sistemi tiroid bezine saldirarak bezin iltihaplanmasina ve hormon

Uretiminin azalmasiyla iliskilendirilir (Schoenwolf ve ark., 2021).

2.2.8. Hipotiroidi

Hipotiroidi, tiroid bezinin yeterli miktarda T4 ve T3 hormonlar1 liretememesi
durumudur. Bu durumun temel nedenlerinden biri iyot eksikligidir. Iyot, tiroid
hormonlarinin sentezi i¢in hayati éneme sahiptir (Konig ve ark., 2011). On hipofiz
bezinden salgilanan TSH hormonu, tiroid bezini tiroksin {iretimi i¢in uyarir ve ayrica
tiroid lizerinde biiylimeyi tesvik edici bir etki yapar. Yeterli iyot alinmadiginda, tiroid
bezinin yeterli miktarda T4 ve T3 hormonlar: iiretememesine neden olur. Bu durum,
negatif geri bildirim mekanizmasinin bozulmasina ve anormal sekilde yliksek TSH

salinimina yol agabilir (Fox, 2011).

Hipotiroidi ¢esitli etmenler tarafindan tetiklenebilir. Otoimmiin bir hastalik olan
hashimoto tiroidisi, bagisiklik sisteminin tiroid bezine saldirarak iltihaplanmaya ve tiroid
hormonlarinin Uretiminde azalmaya neden oldugu bir durumdur (Caturegli ve ark., 2014).

Ayrica, tiroid bezinin cerrahi olarak ¢ikarilmasi da hormon Gretimini azaltabilir (Jonklaas,
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2022). Boyun bolgesine uygulanan radyasyon tedavisi ise tiroid bezine zarar vererek
hipotiroidiye yol acabilir (Jereczek-Fossa ve ark., 2004). Diger bir neden ise, hipofiz veya
hipotalamus islev bozukluklarinin tiroid bezini uyaran TSH hormonunun Gretimini

etkileyerek hipotiroidi olusturabilmesidir (Persani, 2012).

Hipotiroidinin tiroksoin eksikligi nedeniyle ortaya ¢ikan etkileri arasinda, vicutta
oksijen tiiketiminde azalma, enerji liretiminin diismesi ve metabolik hizin yavaglamasi
bulunur. Bu durum, hipotiroidili hastalarinda kilo alimi ve halsizlik gibi belirtilere yol
acar (Cecconi ve ark., 2004). Ayrica, yapilan ¢alismalar hipotiroidili hastalarda serbest
oksijen radikallerinin oraninin arttigin1 gostermektedir (Yehuda- Shnaidman ve ark.,
2014). Hipotiroidi, bagirsak hareketlerinin yavaslamasi sonucu kabizlik gibi sindirim

problemlerine de neden olabilir (Yaylali ve ark., 2009).

Fiziksel belirtiler arasinda kuru cilt, sa¢ dokiilmesi ve kirilgan tirnaklar yer alir.
Psikolojik semptomlar arasinda ise depresyon, anksiyete ve konsantrasyon giicliigii
sayilabilir. Tiroksin eksikligi, soguga kars1 hassasiyeti artirdigi gibi (Laurberg ve ark.,
2005), strese uyum saglama yetenegini de azaltir. Yetiskinlerde siddetli hipotiroidi,
glikozaminoglikanlar ve sivinin deri alt1 bag dokularinda ve viseralarda birikerek ellerin,
ayaklarm, yiiziin ve goz ¢evresindeki dokunun sismesine neden oldugu miksddem
olusabilir ve hatta miksédem komasina yol agabilir (Fox, 2011). Tiroksine olan ihtiyag,
beynin en hizli gelistigi ddnem olan prenatal yasamn ilk (¢ aylik doneminden dogumdan
sonraki alt1 aya kadar 6zellikle ¢ok dnemlidir. Bu dénemdeki hipotiroidi, kretenizme
neden olabilir. On hipofizden biiyiime hormonunun yetersiz salgilanmas1 nedeniyle
cucelik gelisen insanlardan farkli olarak, kretenizm yasayan kisiler ciddi zihinsel gerilikle
karsilagirlar (Boas ve ark., 2011; Fox, 2011).

2.2.9. Hipotiroid ve ovaryum iliskisi

Tiroid hormon reseptorilerinin (TR) insan yumurtalik yiizey epitelinde yer aldigi
ve yumurtalik follikillerinde etkili oldugu, ayrica bu follikillerin graniloza hiicrelerinde
lokalize olduklar1 belirtilmistir (Fedail ve ark., 2013). Hipotiroidi, kadin infertilitesi,
fallop tiiplerinde rahatsizliklar ve hidrosalpinks ile iligkilendirilmistir. Hipotiroidi,

yumurtalik ve rahim igindeki lipid ve glikojen igerigini etkiledigi gibi, yumurtalik gevresi
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yag dokularinda ve rahim i¢inde bagisiklik hiicrelerinin infiltrasyonunu tetikler (Méndez-
Tepepa ve ark., 2020).

Hem hipo hem de hipertiroidizm, hipotalamik-hipofiz ekseninin bozulmasi ve
yumurtalik follikiillerinin  gelisimi ve islevinin engellenmesiyle baglantilidir.
Hipotiroidili si¢anlarda, primordial, primer, sekonder ve tersiyer follikiiller gibi ¢esitli
follikul evrelerinde azalma egilimi gorulmektedir (Weng ve ark., 2019). Deneysel hayvan
calismalarinda, hipotiroidinin sicanlarda gonadotropin salgilanmasmi ve follikiillerin
olgunlagsmasini engelledigi gézlemlenmistir (Hatsuta ve ark., 2004). T3'Un gonadotropik
hormonlarla etkilesimi, teka hiicrelerinin asir1 androjen iiretimini inhibe etmekte ve
graniloza hiicreleri tarafindan 6strojen tretimini aromatizasyonu uyarmaktadir (Silva ve
ark., 2018). Olgunlasmamis sicanlarda gegici hipotiroidi, polikistik over benzeri
sendromlara neden olurken, yetigkin si¢canlarda yumurtalik atrofisi, organ agirhginda
azalma ve follikul atrezisi (Meng ve ark., 2017) gibi etkiler gostermektedir. Kadinlarda ise
subklinik hipotiroidinin infertilite ile baglantili oldugu bilinmektedir (Abalovich ve ark.,
2007; Danilovic ve ark., 2016).

Hipotiroidiin erken yaslarda blylime geriligi ile iliskilendirildigi tespit edilmistir.
Onceki arastirmalar, tiroid hormonlarinin biiyiime ve gelisimi tesvik ettigini one
stirmektedir; bu tesvik, blylime faktorlerinin salinimini uyararak veya hedef dokulardaki
biliylime faktorii reseptorlerinin seviyelerini degistirerek gerceklesebilir (Kung ve ark.,
1992). 1997 yilinda TR mRNA'sinin ¢esitli izoformlarinin insan oositlerinde eksprese
edildigi tanimlanmistir (Rosales ve ark., 2020). TH'ler, hipotalamik-hipofiz-gonadal
eksende duzensizliklere neden olarak ve seks hormonu baglayici proteinlerin seviyelerini
diistirerek, yumurtaliklar tizerinde dolayli bir etki gosterebilir (Canipari ve ark., 2018).
TH'lerin sigan yumurtaliklarinda biiylime hormonu mRNA ekspresyonunu baskiladigi,
postnatal yasamda ve yetiskinlikte bilylime hizin1 ve kemik mineral yogunlugunu azalttigi
gosterilmistir (Fedail ve ark., 2013). Graniloza hicrelerinin hayatta kalmas1 ve follikiler
blyumenin gonadotropinler tarafindan diizenlenmesi, fosfatidilinositol 3-kinaz (P13K) /
Akt yolunun aktivasyonuna baghdwr. FSH ve T3'Uin sekonder follikiiler biiylime
iizerindeki etkilesimi, aktive edilmis PI3K/Akt yolu araciligiyla gerceklesir (Weng ve
ark., 2019). T3, Akt'yi PI3K'ya bagimli bir sekilde aktive eder (Canipari ve ark., 2018).
TH'ler ayrica, preovulatuar follikiillerin ve fare kiimiiliis ooforus hiicrelerinin

olgunlagsmasinda ERK1/2 sinyal yolunu da kullanir (Silva ve ark., 2018).
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Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda, tiroid hormonlarinin biyosentezinde rol
oynayan tiroid peroksidaz enzimine graniloza hucrelerinde ilk kez rastlanmasi, ovaryum
follikiiliniin bagimsiz bir tiroid hormonu iireten birim oldugunu desteklemektedir
(Monteleone ve ark., 2017). Ayrica ovaryumlarda oositlerin, graniloza hiicrelerinin ve
epitelyumun tiroid hormonu reseptorlerini ifade ettigi gosterilmistir (Kobayashi ve ark.,
2009). Tiroid bezinde iyot konsantrasyonu diger organlardan daha yiiksek olsada,
yumurtaliklarda da iyot alimi1 ve birikimi tanimlanmustir (Rosales ve ark., 2020). Bu bulgu,
tiroid hormonlarinmn yumurtalik fonksiyonu tizerinde dogrudan bir etkisi olabilecegini

gostermektedir (Kobayashi ve ark., 2009).

TSH, graniiloza hucrelerinin proliferasyonunu tesvik etmede FSH ile sinerjik bir
etkiye sahiptir. Ayrica, tiroid hormonlarmin follikiillerde FSH uyarimini diizenledigi ve
apoptozu Onledigi gosterilmistir. Follikiilogenez siirecinde, tiroid hormonlar1 serum
Ostrojen diizeyleri arttikga TBG ile baglanir. Bu olaylarin sonucunda serbest tiroksin

azalir ve TSH diizeyleri artar (Kabodmehri ve ark., 2021).

Tiroid hormonu follikiiler sivida bulunur ve follikiil gelisiminde 6nemli bir rol
oynar; bu siirecin diizensizlesmesi follikiil gelisimini etkileyebilir (Kabodmehri ve ark.,
2021). Tiroid fonksiyon bozuklugunun en sik goriilen belirtileri arasinda adet
diizensizlikleri, gonadotropin salinimindaki degisiklikler ve iireme yeteneginin azalmasi
yer alir. Bu etkiler, yumurtalik {izerinde dogrudan etkili olan alfa ve beta T3
reseptorlerinin farkli izoformlarinin somatik (stromal, graniiloza ve kiimiiliis hiicreleri)
ve germ hiicrelerindeki transkriptlerinin belirlenmesiyle agiklanabilir (Cecconi ve ark.,
2004). Yetiskin sicanlarda, hipotiroidi dogrudan infertiliteye yol agmaz, ancak gebeligin
ilk yarisinda embriyonik yeniden emilimi arttirir. Bu, daha kiigiik yavrulara ve fetal
mortalitenin artmasini tesvik eder. Hipotiroidi dogurganhigi azaltmakla birlikte Ostrus
dongisu diizensizliklerine ve prodstrus ve gstrus sirasinda asir1 prolaktin salgilanmasinin
bir sonucu oldugu disiiniilen spontan ardisik yalanci gebeliklerede yol agar (Hapon ve
ark., 2010).
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2.3. Epidermal Buyume Faktoria (EGF)

EGF, 53 aminoasit kalintisindan olusan bir polipeptittir ve ilk olarak 1962'de
Stanle Cohen tarafindan, yeni dogmus erkek farelerde dis ¢ikmasini ve goz kapagi
acilmasini hizlandiran bir madde olarak submandibular bezlerinin Oziitlerinden izole
edilmigstir (Savage ve ark., 1972; Mitsudomi & Yatabe, 2010; Fisher & Lakshmanan,
1990). Sialoadenektomi sonrasi plazma EGF diizeyi hizla azalmakta ve 3 hafta iginde
tespit edilemez hale gelmektedir, bu da submandibular bezin dolasimdaki EGF i¢in ana

kaynak oldugunu gostermektedir (Ketani ve ark., 2004).

Fare EGF'si, 1217 aminoasitlik bir 6nctl protein iginden turetilir ve bunun iginde
7 diger EGF benzeri amino asit dizisi bulunmaktadir; insan EGF'si ise 1207 amino asitlik
bir dncl protein iginden tasarlanir. EGF ailesi proteinleri, hiicre yuzeyinde EGF reseptori
ile etkilesir. Bu yaklagik 170.000 molekiiler agirliga sahip transmembran glikoprotein
olan EGFR, EGF ile etkilesir. EGF reseptorleri, hematopoetik hiicreler disinda neredeyse
tum hucre tiplerinde bulunur; beyin, tiroid, akciger, karaciger, deri, plasenta ve fetal zarlar

gibi dokularda reseptorlerin yogun oldugu bilinmektedir (Fisher &Lakshmanan, 1990).

EGFR, hiicre membraninda bulunan ve igsel protein tirozin kinaz aktivitesine
sahip olan bir reseptérdir (Lopez-Gines ve ark., 2010). EGFR, Her-1 olarak da bilinir ve
erbB ailesinin bir liyesidir. Diger tiyeleri ise Her- 2, Her-3 ve Her-4'tlr. Bu aileye ait
reseptorler, ekstraseliiler ligand baglayici bolge, transmembran bolge ve i¢sel protein-
tirozin kinaz aktivitesi iceren bir intraselliler domain'e sahiptir (Leibl ve ark., 2006).
EGFR, 7. kromozomun kisa kolunda g22'de yer alir ve 110 kb DNA'y1 28 eksona
boliinmiistiir. Normal hiicrelerde, EGFR'nin ifadesi hiicre basina tahmini olarak 40.000

ila 100.000 reseptor arasinda oldugu diistiniilmektedir (Wee & Wang, 2017).

EGFR'nin biyokimyasal, yapisal ve genetik caligmalari, genellikle ligand
uyarisina yanit olarak gergeklesen reseptor trans-fosforilasyonunun molekiler
mekanizmalarini ortaya koymustur. Bu strec, hiicre ylizeyinden niikleusa bilgi tasiyan bir
dizi sinyal yolunun aktive edilmesiyle ger¢eklesir. Sonug olarak, hiicre proliferasyonu,
hayatta kalma ve farklilasmadan sorumlu genler aktive edilir (Lemmon & Schlessinger,

2010; Sigismund ve ark., 2018). EGF ve pro-EGF mRNA'lar1 ¢ogu yetiskin kemirgen
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dokusunda tespit edilmis, ancak en yuksek mRNA seviyeleri tukuruk bezlerinde ve
bobreklerde tespit edilmistir (Fisher & Lakshmanan, 1990).

EGF, birgok ekto ve mezodermal hiicre ve doku tipi igin gii¢lii mitojendir; bunlar
arasinda deri keratinositleri, konjonktival ve faringeal dokular, korneal endotelyal
hicreler, vaskuler diiz kas hticreleri, kondrositler, fibroblastlar, karaciger hucreleri, tiroid
folliktler htcreler, grantloza hicreler, meme bezleri ve plazmada nanogram
miktarlarda bulunmaktadir. EGF'nin in vitro olarak GH, PRL, estradiol, testosteron ve
kortizol sentezini degistirebildigi ve in vivo olarak da kortizol, adrenokortikotropik
hormon, T4, GH, PRL ve plasental laktojen salgisini etkileyebildigi bildirilmistir (Fisher
& Lakshmanan, 1990; Corcoran ve ark., 1986).

EGF, cesitli hiicre tiirlerinin bliylimesi ve farklilasmasi Gzerinde bircok etkiye
sahiptir. Hayvanlarda EGF {izerine yapilan ilk c¢aligmalar, epidermal proliferasyonu ve
keratinizasyonu uyardigin1 ve apoptoza da engel oldugunu gostermistir. Bu nedenle
EGFR, genellikle bir proto-onkogen olarak da lanse edilmektedir (Wee & Wang, 2017).
Follikiler graniiloza, teka hiicreleri ve korpus luteumda bulunan EGF, bu hiicrelerde
sentezlenen bir ligand olarak, hiicre proliferasyonunu etkiler (Moreno-Cuevas ve ark.,
1997). EGF, mide asidi salgisini engeller (Bower ve ark., 1975; Kasayama ve ark., 1989).
EGF, laktasyon déneminde meme bezinde ve prostat bezinde yiksek konsantrasyonlarda
bulunur. Ayrica tukirik, pankreas ve duodenal sivi, safra, idrar, prostat ve seminal vezikil
stvilari ile farelerde ve insanlarda siitte de salgilanir (Wee & Wang, 2017). EGF, damak
ve deri farklilasmasi, sa¢ follikili blytmesi, g6z agilmasi ve dis ¢ikarma gibi gelisimsel
stireclerle iligkilendirilmistir. Ayrica EGF, beyin, iireme yollari, cilt, gastrointestinal
sistem gibi yapilarin gelisiminde ©nemli rol oynar. Kardiyovaskiler sistemin
farklilagmas1 ve islevi, epitelyal rejenerasyon (doku yenilenmesi) siiregleri ve korneal

epitelde de EGF'nin etkileri bulunmaktadir (Wee & Wang, 2017).

EGF, fetal sicanlar, kuzular ve tavsanlarda akciger olgunlagsmasimi tesvik
ederken, organ Kkiiltiirlerinde palatal gelisimi, gastrointestinal sistem, karacier ve
pankreas olgunlagmasi iizerinde de etkilidir. Ayrica EGF, tiroid ve adrenal bezlerin
blyumesini destekler, yara iyilesmesini hizlandirir ve meme bezi gelisimini uyarir (Wee

& Wang, 2017). EGFnin metabolizma ve roliine dair bilgilerin buyik g¢ogunlugu
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farelerden elde edilmistir. Bu EGF etkilerinin muhtemelen oto-parakrin ve endokrin
yollar araciligiyla gergeklestigi diisiiniilmektedir (Fisher & Lakshmanan, 1990; Ketani ve
ark., 2004).

EGF, in vivo olarak ektodermal ve endodermal hiicre bliyiimesini uyarir ve in vitro
olarak epitelyal hiicre ve fibroblast biiylimesini uyaric1 mitojenik bir polipeptid
hormondur (Ketani ve ark., 2004). Mitojenik etkisinin yani sira, EGF'nin hiicre
farklilasmas1 tlizerinde de etkileri bulunmaktadir ve bu etkinin, ligand tarafindan
indiiklenen cAMP (retimi ve cCAMP etkisi yoluyla olabilecegine diistiniilmektedir (Fisher
&Lakshmanan, 1990). Ayrica, EGF, in vitro olarak follikiiler progesteron sentezini artirir.
Progesteron sentezi, follikiiler hiicrelerin farklilagsma islevini belirledigi i¢in, EGF'nin
hem follikiiler hiicrelerin ¢ogalmasini hem de farklilagmasini etkiledigi goriilmektedir

(Garnett ve ark., 2002).

2.3.1. EGF reseptor sinyal yolaklar

EGF'nin reseptore baglanmasi, reseptorlerin oligomerik bir konfiglirasyonunu
stabilize ettigi, tirozin kinaz aktivitesini aktive etti§i ve reseptor otofosforilasyonunu
indiikledigi diistiniilmektedir. Buytime faktorleri tarafindan baslatilan sinyaller, dinlenme
halindeki hiicreleri hiicre boltinmesinin ilk bosluk fazi (G1) asamasina ilerletir, G1 fazini

gecer ve ardindan DNA sentezine veya S fazina gegerler (Fisher & Lakshmanan, 1990).

Hucreler, DNA sentezine ve G1 fazi gegisine karar vermeden 6nce EGF'ye en az
6-8 saat maruz kalmalar1 gerekmektedir. EGF/ErbB ailesi reseptorlerinin, epitel
dokularin, 6zellikle de over yuzey epitelyumunun, normal gelisimi ve hiicre bliyiimesinde
(Abdollahi ve ark., 2003), hiicre hayatta kalma, proliferasyon, yapisma, invazyon,
hareketlilik ve anjiyogenezde énemli fizyolojik roller oynadig: bildirilmistir (Wu ve ark.,
2019).

EGFR'nin aktivasyonu, ligand baglanmasiyla tetiklenir ve bu, hiicresel proliferatif
ve sag kalim sinyal yolaklarinm sik1 bir sekilde diizenlenmis uyarilmasina yol agar; en
dikkate deger olanlart RAS/RAF/MEK/MAPK ve PI3K/Akt yolaklaridir (Lopez-Gines
ve ark., 2010).
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EGF ailesi, 11 protein ve dogrudan baglayici alt1 ligand Uyeden olusur. Bu Uyeler
arasinda EGF, heparin baglayict EGF-benzeri biyume faktort (HB-EGF), doniistiiriicti
blytime faktori-o (TGF-a), epigen (EPGN), neuregulinler 1-4 (NRG1-4), amfiregulin
(AREG), epiregulin (EREG) ve betaselltlin (BTC) bulunur. Bu EGF benzeri blyime
faktorleri, mitojenik aktiviteleriyle tanimlanmis ve &zellikleri belirlenmistir. Bu
proteinler, yapisal ve islevsel olarak birbirine oldukg¢a benzeyen ligandlardir ve yapilan
calismalar EGF'nin follikiiler gelisim sirasinda graniiloza hiicrelerinin ¢ogalmasini ve
farklilagmasini kontrol etmede merkezi bir rol oynadigini géstermektedir (Conti ve ark.,
2006; Garnett ve ark., 2002; Brandt ve ark., 2006; Richani & Gilchrist 2018).

ErbB ailesi, dort Giyeden olusan bir transmembran reseptor tirozin kinaz grubudur
(Richani & Gilchrist 2018). EGF reseptori (EGFR; erbB-1), erbB-2 (Her2), erbB-3 ve
erbB-4. Reseptor tirozin kinazlar1 (RTK'ler), hiicre disi1 ligand baglanma alani,
transmembran alan1 ve hiicre i¢i tirozin kinaz alani igeren yapilar1 bulunur ve hiicresel

sinyal iletimini, hiicre dis1 ligand baglanmas1 yoluyla saglar (Wang & Hung, 2012).

Hucre yilzeyindeki EGFR, erbB-3 ve erbB-4, bir ekstraselliiler ligand baglanma
alani, tek bir transmembran alan ve EGFR, erbB-2 ve erbB-4 icin bir intraselliler tirozin
kinaz alanmi igerir. Ligand baglanmasiyla, EGFR ailesi proteinleri reseptér homo-
dimerizasyonu veya hetero-dimerizasyonu ile dimerize olur ve ardindan tirozin kinaz
aktivitesi aktive olur. Aktive olan EGFR ailesi reseptorleri, fosfatidilinositol-3 kinaz
(P13K), MAPK, sinyal transdiser ve aktivatéri (STAT), fosfolipaz C gibi bir¢ok sinyal
yolunu tetikler. Bu sinyal aktiviteleri, proliferasyon, hareketlilik ve farklilasma gibi

bir¢ok farkli hiicre tipinde diizenlenir (Brandt ve ark., 2006).
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Sekil 2. 8. Coziinur ERBB ligandlari, endokrin yoluyla reseptorlerine (EGFR gibi) baglanabilir
ve onlar1 aktive edebilir (Cheng ve ark., 2021).

2.3.2. EGFR ligand regiilasyonlar

EGFR gen ekspresyonunu genetik, epigenetik ve hiicresel diizeyde birgok faktor
etkiler. Bu faktorlerin bir veya birka¢inin kombinasyonu, normal diizenlemeyi bozabilir
veya hastaliklara yol acabilir. EGF ailesi sinyal yollarindaki degisiklikler, insan
kanserlerinde yaygin goriilen genetik anormalliklerdir (Abdollahi ve ark., 2003). EGFR
gen amplifikasyonlar1 EGF reseptoriiniin asir1 tiretilmesine yol acar. Amplifikasyonlar,
gen ekspresyonunu artirarak EGFR sinyalizasyonunun siirekli aktif olmasma ve hiicre
bliylimesinin artmasina neden olur (Sigismund ve ark., 2018). EGFR, ovaryum
karsinomlari, meme, mesane ve glioblastomalarda, amplifiye edilmis kanser tirlerinde
sikga mutasyona ugrar veya asir1 eksprese edilir (Abdollahi ve ark., 2003; Sigismund ve
ark., 2018).

EGFR geninin kromozomal bdlgesindeki delesyonlar veya translokasyonlar,
genin normal regiilasyonunu bozarak veya promotor bdolgesini degistirerek artmis
ekspresyona neden olabilir (Ekstrand ve ark., 1992). Ozellikle EGFR'nin ekzon 19 ve
ekzon 21 bolgelerinde sikga gézlemlenen nokta mutasyonlari veya in-framedelesyonlar,
reseptoriin ligand baglanma bolgesini degistirir ve siirekli aktivasyona yol acar (Pao ve
ark., 2004; Wee & Wang, 2017). EGFR, normal kosullarda bir ligand tarafindan
baglandiginda dimer olusturarak aktive olur. Bu sureg, hiicre i¢i sinyalizasyon yolaklarini
etkinlestirir. Ancak bazi mutasyonlar veya kisaltmalar, EGFR'nin bu dimerizasyonu

bagimsiz olarak gerceklestirmesine ve dolayisiyla surekli olarak aktif halde olmasmna
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neden olabilir. Bu durum, hiicre i¢i sinyalizasyon yolaklarinin stirekli olarak uyarilmasina
yol acabilir ve reseptoriin endositozla down regiilasyondan ka¢gmasimna izin verebilir
(Hynes & Lane, 2005). EGFR ligandlar1 reseptOre baglandiginda, reseptor aktivasyonu ve
intraseliiler sinyalizasyon yollar1 etkinlesir. Bu siire¢, EGFR gen ekspresyonunu dolayl
olarak diuzenleyebilir; ¢tinku aktive olan EGFR sinyalizasyonu hiicre ici transkripsiyon
faktorlerini etkileyebilir ve boylece EGFR geninin transkripsiyonunu artirabilir veya

azaltabilir (Brandt ve ark., 2006).

EGFR geninin transkripsiyonu, epigenetik modifikasyonlar tarafindan da
diizenlenir. Ornegin, DNA metilasyonu EGFR promotor bdlgesinde arttiginda, genin
transkripsiyonel aktivitesi baskilanabilir ve bu da EGFR ekspresyonunun azalmasma
veya kaybma yol acabilir (Alvarado ve ark., 2015). Tiimorlerde, EGFR asir1 ifadesi,
Ras/mitejenle aktive olan protein kinaz (MAPK), Src kinaz, Janus kinaz sinyal
doniistiiriiciive transkripsiyon aktivatorii (JAK/STAT) ve PI3K-Akt yollart gibi hiicre
proliferasyonu, hayatta kalma ve invazyonu indiikleyen birgok sinyal yolunu aktive eder
(Richani&Gilchrist 2018). Ras-MAPK veya PI3K-Akt yollari, EGFR sinyalizasyonunun
aktive olmasimi ve bu yolla EGFR geninin transkripsiyonunu diizenlemesini saglayabilir.
Bu genetik degisiklikler, EGFR reseptorunun aktivasyonunu artirarak hiicre biiylimesini
ve proliferasyonu tesvik eder (Mitsudomi & Yatabe, 2010). Ayrica EGFR'nin niikleusa
transloke olmasi, hiicre dongiisii ilerlemesini destekleyen genlerin transkripsiyonunu

artirir (Wee & Wang, 2017).

EGFR'nin hucresel islevleri ve diger dnemli sinyallesme yollariyla olan etkilesimi,
gelisim ve doku yeniden sekillenmesi sirasinda siki bir sekilde diizenlenmelidir.
Reseptoriin asir1 veya yetersiz ekspresyonu, otokrin ligand uyarimi veya siirekli aktif
reseptdr mutantlari, bu hassas sinyallesme sisteminin bozulmasina ve ¢esitli yumurtalik
patofizyolojilerine, ayrica follikiilogenezde basarisizliga yol agabilir (Garnet ve ark.,
2002).
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Sekil 2. 9. EGFR sinyal agi (Yarden, 2001).

2.3.3. EGFR ovaryum iliskisi

EGFR/ErbB reseptor ailesinin diizenlenmemesi, epitelyal over kanserinin
ilerlemesini tesvik eder. EGF yanit veren yolak birgok hiicre tiirliniin biiyiime ve
proliferasyonuda dahil olmak iizere over epitel hiicrelerinde kritik bir rol oynamaktadir
(Abdollahi ve ark., 2003). EGFR aile genleri omurgalilarin normal embriyogenezinde
kritiktir (Wee& Wang, 2017) ve oosit olgunlagmasmi diizenler (Jamnongjit ve ark.,
2005). Farelerde herhangi bir ErbB geninin null mutasyonlar1 embriyonik veya perinatal
6lime sebep olabilir (Wee & Wang, 2017).

GnRH, hipotalamus-hipofiz-over ekseni tarafindan diizenlenen dreme
hormonlarinin salinimima aracilik eder (Sun ve ark., 2018). Gonadotropin indiiklenmis
oosit olgunlasmasinda, EGFR aktivasyonu kritik bir rol alir. EGFR, LH"n tetikledigi EGF
molekiillerinin kiimulus hiicrelerinden salgilanmasiyla aktive olur. Bu aktivasyon,
oositlerin profaz I'den metafaz II'ye hiicre boliinmesi siirecindeki ilerlemesini saglar.
Oositlerdeki EGFR sinyallemesi, hiicre bolunmesi ilerlemesi igin gerekli olan ikincil
habercilerin mobilizasyonunu destekler (Gilchrist ve ark., 2004). EGF agi, oosit
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olgunlagmasi sirasinda kiimulus hiicrelerinden gelen sinyallerle mRNA translasyonunu
diizenler. Ayrica, FSH'nin oosit translasyonunu diizenlemesi EGFR araciligiyla
gerceklesir. EGF ag1 ayrica oosit iginde PI3K-Akt-mTOR sinyalizasyonu ile maternal
MRNA translasyonunu kontrol eder (Richani&Gilchrist 2018; Jamnongjit ve ark., 2005).

ERK1/2 (MAPK3/1), peri-ovulatuar follikuilde ovulasyon uyarisinda temel bir rol
oynar. Farede, EGFR, ErbB2 ve ErbB3 hormon 6ncesi ve sonrasi yumurtalikta siirekli
olarak ifade edilir ve graniiloza ve kiimulus hiicrelerinde yerlesim gosterir (Wu ve ark.,
2019). EGFR ve ERK1/2 bagimli gen transkripsiyon aktivasyonu sonucunda kiimilis ve
graniiloza hiicrelerinde EGF benzeri peptid iiretimini artirir. Bu sinyal yolunun aktive
edilmesi ve follikil boyunca EGF aginin siirdiiriilmesi, kiimulus genislemesi, ovulasyon
ve granuloza htcrelerinin liteinizasyonunu diizenlemek igin 6nemlidir (Downs&Chen,
2008; Franciosi ve ark., 2016).

EGF benzeri peptidlerin EGFR aktivasyonu, MAPK, PI3K ve Janus kinaz/sinyal
transdiiktorleri ve transkripsiyon aktivatorleri (JAK/STAT) gibi gesitli sinyal yollarini
tesvik eder. EGFR-ERK1/2 aktivitesi, ovulasyonla ilgili olaylarmm diizenlenmesi
acisindan hayati onem tasir (Rawlings ve ark., 2004; Richani&Gilchrist 2018).

2.4. Hipotiroid ve EGFR iliskisi

Tiroid hormonunun, 6zellikle transforman buytime faktoru-alfa (TGF-a) ve EGF
reseptorii gibi EGF ailesinin tyelerinin ifadesini somatik dokularda ve meme karsinomu
hiicre kiiltiirlerinde diizenledigi belirtilmistir. Arastwrmalar, tiroid hormonunun beyin
homojenatlarinda EGF mRNA ifadesini ve reseptor baglanma aktivitesini modiile ettigini

gostermistir (Carrosco ve ark., 2003).

Tiroid hormonu, insan hicrelerinde bir¢ok sitokin ve blylme faktdérinin
sinyallerini degistirir. Bu etki, hiicre yiizeyinde bulunan iodothironinlere bagli G proteini
reseptorleri ve MAPK sinyal yolunun aktivasyonu araciligiyla gergeklesir. Ozellikle, T4
hormonu MAPK yolunu aktive ederek ERKSs 1 ve 2 adli kinazlarin ¢ekirdege tasinmasini

saglar ve bunun sonucunda hizli gen ekspresyonuna yol agar. Bu etkiler, fizyolojik T4
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konsantrasyonlarinda veya yiliksek T3 diizeylerinde gozlemlenir. T4, EGF'nin MAPK
aktivasyonu ve protoonkogen ekspresyonu tzerindeki etkilerini artirr. TGFo'nin da
plazma membran EGFR'yi kullandig: diisiiniildiigiinde, tiroid hormonunun TGFa sinyal

iletimini potansiyelize edebilecegi ileri siiriilmiistiir (Shih ve ark., 2004).

Mekanizma ¢aligmalari, T4'lin TGFa sinyalini MAPK aktivasyonuna yol agacak
sekilde artirdigini, ancak TGFa tarafindan indiiklenen c-fos ekspresyonunu inhibe ettigini
gostermektedir. Bu, tiroid hormonunun TGFa tarafindan indiiklenen hizli-erken gen
ekspresyonu Gzerindeki etkisinin, T4'n cCAMP bagimli protein kinaz aktivitesi ile iliskili
oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica, T4'ln hiicre ylizeyindeki G protein-duyarh
reseptor araciligiyla MAPK yolunu aktive ettigi ve MAPK kaskadini uyarmasimin,
protein kinaz C ve Raf-1'in aktivasyonunu gerektirdigi gosterilmistir. (Shih ve ark.,
2004). Ornegin, in vitro deneylerde tiroid hormonunun bulunmasi, tiimér hiicrelerinde
EGFR'nin iki dogal ligandi olan EGF ve TGF-f arasinda ayirim yapma segenegi sunar.
HeLa hiicre ¢aligmalarinda, tiroid hormonu eksikliginde TGF-B ve EGF baglanmasmin
reseptordeki downstream sonuglar1 ayni iken, fizyolojik diizeylerde tiroid hormonu
mevcut oldugunda bu sonuglar farklilik gosterir, dzellikle de c-fos ekspresyonunda. Bu
farklilik, tiroid hormonunun tiimér hiicrelerindeki proliferatif etkisi ile ilgili olabilir

(Cheng ve ark., 2010).
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Sekil 2. 10. EGF reseptori (EGFR) ve onun asagi akis sinyal proteinleri (Eitsuka ve ark., 2016).
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Tiim viicudun EGFR kaynagi olan submandibular EGF konsantrasyonu,
androjenler, tiroid hormonlar1 (Byyny ve ark., 1972), progestinler (Bullock ve ark., 1975)
ve Ostrojen gibi hormonlar tarafindan etkilenir. Fare tukurik bezlerinde EGF ve EGF pro-
mRNA konsantrasyonlarinin hem tiroid hormonlar1 hem de testosteron tarafindan ayr1
ama potansiyel mekanizmalarla uyarildig1 bilinmektedir (Fisher & Lakshmanan, 1990).
Tiroid hormon seviyelerindeki degisiklikler fare plazmasinda ve bobrekte de EGF
seviyelerini degistirdigi bildirilmistir (Ozawa ve ark., 1991). Tiroid hormonu, fare
karacigerinde, ciltte ve meme bez dokusunda EGF reseptorii diizeylerini artrmis ve
karacigerde EGF reseptori mRNA seviyelerini ylikseltmistir (Fisher&Lakshmanan,
1990).

Dogustan hipotiroid farelerde veya hipotiroid ile indiiklenen farelerde EGF'nin
belirgin sekilde azaldigi ve fizyolojik dozda tiroid hormonu uygulamasinin EGF
seviyesini geri getirdigi gosterilmistir. Tiroid hormonunun EGF igerigini artirmasi, EGF

mRNA birikiminde de artisla birlikte oldugu goriinmektedir (Fujieda ve ark., 1993).

Tiroid hormonlarinin biliyiimeyi tesvik eden ve gelisimsel etkileri, 6rnegin, dis
cikist ve goz kapagi acilmasi, EGF tarafindan da uyarilir, bu da bu hormonlar arasinda
bir etkilesim oldugunu 6nermektedir (Mukku, 1984). Fare submandibuler bezinde, tiroid
hormonlar1 indiiklemesi hiicre farklilasmasimi hizlandirir ve submaksiller bez ve deri
iceriginde EGF seviyesinin ylkselmesine ve idrarda EGF atilimmin artmasina sebep olur
(Corcoran ve ark., 1986). Farelerde normal postnatal gelisim su siralamayla gergeklesir:
dis ¢ikisi, goz kapaginin agilmasi ve SMG'de EGF konsantrasyonunda artisin baglamasi.
Her olayin goériinme zamani degisebilir ancak ontogenetik sira sabittir. Ayrica, tiroid
hormonu tedavisi ile kontrol grubuna gére bu {i¢ olayin hepsi hizlandirilabilir, bu da ortak

bir gelisimsel mekanizmanin varhiginmi géstermektedir (Hoath ve ark., 1983).

EGF dogrudan hipotalamo-hipofizer ve plasental hormon Uretimi ve eylemleri
iizerinden endokrin sistemlerle etkilesime girer ve adrenal, gonadal ve tiroid hormon
salgilamalarin1 modiile eder (Fisher & Lakshmanan, 1990). EGF'nin yetiskin veya fetal
koyunlara veya yetiskin maymunlara inflize edildiginde hipofizer adrenal kortikal
hormon ve salgilamay1 uyardig1 gosterilmistir (Fisher & Lakshmanan, 1990). EGF'nin
tiroid hiicre biiylimesinin diizenlenmesinde rol oynayabilecegine dair artan kanitlar,

EGF'nin tiroid dokusunda tritiyum isaretli timidin alimimi uyardigini gostermistir (Roger
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& Dumont, 1982; Humphries ve ark., 1984). EGF'nin tiroid follikil hticrelerinde iyot
alimi ve organogenezini biiylik derecede inhibe eden ve morfolojik yeniden
programlanmastyla iliskili gli¢lii bir in vitro etkisinin oldugu rapor edilmistir (Corcoran
ve ark., 1986). Tiroid bezinde, EGF surekli olarak tiroid fonksiyonunu inhibe ederken in
vitro koyun, képek, domuz, buzagi ve insan kiilturli hiicrelerde ve in vivo olarak tiroid
biliylimesini uyarabilir. EGF, adrenal, gonad, tiroid, plasenta ve ¢esitli hipotalamik ve
hipofiz kaynaklarindan hormon ftiretimini modiile ederek cesitli endokrin sistemlerin

fonksiyonlarmi etkiler (Ozawa ve ark., 1991).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Hipotiroid Olusturulmasi ve Deney Prosediiri

Bu arastirma Pamukkale Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan
PAUHADYEK-2023/08 numarastyla onaylanmistir (Ek 1). Caliyjmamizda Pamukkale
Universitesi Deneysel Cerrahi Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edilen 9-10
haftalik 18 adet Wistar cinsi eriskin disi sigan kullanilmistir. Deney protokoli stiresince;
sicanlar 21 + 1 °C oda sicakliginda, rutubeti uygun degerlerde tutulan, 12 saat 151k ve
karanlik ¢evrimi olan sessiz bir odada, ayr1 kafeslerde tutuldu. Hipotiroidi gruplarina,
giinliik diizenli olarak standart sican yemi olan pelet yem verilerek ad libitum olarak
beslendi. Sigan agirliklar1 (210-270 gr) Olculdikten sonra rastgele 2 gruba ayrilarak

isaretlendi.

1. Grup (n:8) Kontrol Grubu (K): Bu gruptaki siganlara herhangi bir islem
yapilmadi,

2. Grup (n:10) Hipotiroidi Grubu: Bu gruptaki siganlara icme suyuna % 0.02 (10
mg/kg) metimazol eklenerek 30 giin boyunca sicanlarin metimazol almasi

saglandi.

Caligmamizda, si¢anlara vajinal smear testi yapildiktan 17-19 saat sonra anestezi
uygulandi. Hipotalamo-hipofizer-ovaryan eksenindeki hormonel bozukluklar, &strus
dongusunin duzgun bir sekilde ilerlemesini engelleyebilir ve didstrus evresinde uzun sure
kalmasina yol acabilir. Bu bozukluklar, 6zellikle tiroid hormonlarinin eksikligi nedeniyle
geligen hipotiroidide yaygindir. Metimazol verilen grubumuzda 6strus siklusunun ditstrus
evresinde bekledigi tespit edildi. Bu nedenle kontrol grubumuzda yer alan siganlarimizin
da sakrifiye dncesi didstrus evresinde olmasina dikkat edildi. Sicanlara anestezi islemi, 50

mg/kg ketamin ve 5-10 mg/kg ksilazinhidroklorid ile intraperitoneal olarak uygulandi.
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Genel anestezi altindaki siganlardan, kan 6rnekleri alimip biyokimya yontemiyle
ostrojen, TSH, FSH, T3 ve T4 degerlerine bakildi. Siganlarin her iki over dokusu alind.
Sag over dokusu histopatolojik inceleme icin ayrilirken, sol over dokusu Gergek Zamanli
Pzr (GZ-PZR) analizleri igin trizole konup -80°’¢ kaldirildi. Alinan sag over dokulari
%10 formaldehitte tespit edildi. Rutin doku takibi yontemleri uygulandi ve kesitler
alinarak histokimyasal ve immiinohistokimyasal degerlendirmeler i¢in hazirlandi. Sol
ovaryum dokularida GZ-PZR analizi i¢in total RNA ekstraksiyonu yapmak tizere trizole

alindi.

3.2. Vajinal Smear

Deney prosediirii olusturulduktan 13 giin sonra 18 sig¢an i¢in iki hafta boyunca her
gun saat 09.00’da vajinal smear yapildi ve 0strus sikluslar1 gozlemlendi. Vajinal yaymada
her sigan igin serum fizyolojik, steril pastor pipeti ve lam kullanildi. Vajinal yayma
orneklerini alirken siganlar kuyruk ve kuyruk dibinden tespit edildi ve kaldirilarak kafas1
asagiya gelecek ters bir bicimde tutuldu (Cora ve ark., 2015). Vajinal kanaldan hicre
toplamak i¢in, pipete 0,2 ml serum fizyoloji ¢ekildi. Damlaligin ucu vajinal delige
yaklasik 5-10 mm derinlikte hafifce sokuldu ve vajinaya akitilip 2 veya 3 kez geri ¢cekildi.
Numuneden kiiglik bir damla, ince bir tabaka (smear) halinde lam iizerine esit sekilde
yayild1 ve acik havada kurumaya birakildi (Macdonald ve ark., 2010). Kuruyan lamlar
daha sonra DiffQuick boyama seti ile boyand1 (Makker ve ark., 2012). DiffQuick

Boyama,;

1. Metanol (fiksasyon) 3dk bekletildi.

2. Xanthene (eozinofilik) 2 dk bekletildi.

3. Thiazine (bazofilik) 2 dk bekletildi.

4. Cesme suyunda 2 saniyetutuldu.

5. Havada kurumaya birakildi.
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Vajinal smear preparatlart boyama iglemi tamamlandiktan sonra 151k
mikroskobunda incelendi. Hiicreler 10°luk 20’lik ve 40’lik biiyiitmede degerlendirildi.
Ostrus siklusu evreleri progstrus, met6stris ve diostriis olarak smiflandirildi. Stiperfisyal,
intermedyer, parabazal hiicreler ve 10kositlerin (beyaz kan hiicreleri) yogunluguna gore

Ostrus evreleri degerlendirildi.

Sekil 3. 1. DiffQuick boyamada Proostrus (A, B), Ostrus (C, D) ve Diéstris (E, F), vajinal
smear gorlntdleri.
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3.3. Sican Tartim

Hipotiroidi ve kontrol Grubuna ait siganlar bir aylik siire boyunca her hafta bir
kere ayni giin ve saatte hassas terazide tartildi. Deneyin baslangicinda tiim si¢anlarin
agirliklar: tartildi ve 1. hafta olarak kaydedildi. Deney siiresince, her bir siganin viicut
agirhigl, hipotiroidi durumunun fizyolojik etkilerini degerlendirmek iizere dikkatle
izlenmistir. Deneyin sonlanmasi ile anestezi islemi uygulanmadan dnce sican agirliklart

tekrar olgiilerek kaydedildi ve 6. hafta degeri olarak verildi.

3.4. Ovaryum Tartim

Deney sonunda her bir siganin sag ve sol ovaryumlari, siganlarmn satrifikasyonu
sonrasinda dikkatle ¢ikarilmis ve ¢evre dokulardan arindirilarak hassas terazide

tartilmistir.

3.5. Biyokimya Yo6ntemi

Ozel bir tibbi tahlil laboratuvarlarmdan Beckmancoulter Access 2 cihaziyla ve
imminoassay yontemiyle dstrojen, TSH, FSH, T3 ve T4 seviyelerinin belirlenmesi icin

hizmet alim1 yapilmstir.

3.6. Histopatolojik Inceleme

3.6.1. Fiksasyon

1. Nétral tamponlanmig formalin sollisyonu

2. %]10’Tuk formalin

3. 100 ml Distile su

4. 900 ml Sodyum fosfat, monobazik, monohidrat

5. 4 gr Sodyum fosfat, dibazik, anhidréz 6.5 gr
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Fiksatif icin notral tamponlanmis formalin soliisyonu hazirlanirken distile su, %
10°luk formalin, sodyum fosfat monobazik monohidrat ve sodyum fosfat dibazik anhidréz
yukarida belirtilen miktarlarda karistirilip, Ph metre yardimiyla Ph degeri 6,5 olmasi
saglandi. Her denekten alman dokular farkli kaplarda olacak sekilde kaplar
numaralandirildi ve etiketlendi. Kaplar igerisine hazirlanan fiksatif soliisyonu esit
miktarlarda aktarildi. Fiksatif miktar1 dokunun en az 10 kati olacak sekilde eklendi.
Alman dokular 24-48 saat formaldehitte fikse edildi.

3.6.2. Doku takip yontemi

1. Alman dokular 48 saat formaldehitte bekletildi.

2. Akan suda 60 dakika yikand:.

3.% 70 Etil Alkol' de 1 saat bekletildi.

4.% 80 Etil Alkol' de 1 saat bekletildi.

5.% 90 Etil Alkol' de 1 saat bekletildi.

6.% 100 Etil Alkol' de 1 saat bekletildi.

7.Ksilen | de 1 saat bekletildi.

8.Ksilen Il de 1 saat bekletildi.

9. Parafin | de 1 saat bekletildi.

10. Parafin 1l de 1 saat bekletildi.

11. Dokular parafine gomuilerek etiketleme islemleri yapildi.
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Doku takip yontemi tamamlanan ovaryum bloklarindan, mikrotom cihaziyla 5

pw’luk kesitler alindi. Alinan kesitlere H+E, masson trikrom ve immunohistokimyasal

boyama yontemleri uyguland1.

3.6.3. Hematoksiklen-Eozin boyama

Doku takip yontemi tamamlanan ovaryum bloklarindan, mikrotom cihaziyla 5

wluk kesitler alindi. Dokular etiivde 1 gece boyunca deparafinizasyona ugratildi.

Hematoksilen-Eozin boyama yontemi kullanilan etil alkol soliisyonlari, % 100 etil alkol

(Ethanol, IsoLab) ve distile su kullanilarak % 96, % 80, % 70, % 50 oranlarinda

hazirlandi. Kullanilacak ksilen (Xylol, Isimerengemisch, Supelco) miktar1 kaplara

almarak kullanima hazir hale getirildi. Etiivden alinan dokularin gegtigi asamalar:

1. Ksilen | de 30 dakika bekletildi

2. KsilenlII’de 30 dakika,

3. % 100 etil alkol’de 5 dakika,

4. % 90 etil alkol’de 5 dakika,

5. % 80 etil alkol’de 5 dakika,

6. % 70 etil alkol’de 5 dakika,

7. % 50 etil alkol’de 5 dakika,

8. Distile suda 10 dakika,

9. Hematoksilende 3 dakika bekletildi

10. Akan su altinda 1 dakika yikandi
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Asit-alkol batirilip ¢ikarildi

Akan su altinda yikandi

. Amonyak batirilip ¢ikarildi

. Akan su altinda yikand1

. Eozinde 3 dakika,

% 50 etil alkol’de 5 dakika,

% 70 etil alkol’de 5 dakika,

% 80 etil alkol’de 5 dakika,

% 90 etil alkol’de 5 dakika,

% 100 etil alkol’de 5 dakika,

KsilenI’de 5 dakika,

KsilenlI’de 5 dakika bekletildi

Ksilenden alinan lamlar Gizerine entellan (Merck) damlatilarak lamellerle kapatilda.

Kesitler 151k mikroskobunda incelenmeye hazir hale getirildi.
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3.6.4. Masson-Trikron boyama

Doku takip yontemi tamamlanan ovaryum bloklarindan, mikrotom cihaziyla 5

p’luk kesitler alindive ardindan uygulanan protokol siras1 soyledir;

1. Lama alinmig dokular deparafinizasyonicin 60 ° C etlivde 2 saat bekletildi.

2. Reagant A (Weigert Iron Hematoksilin A Sol) ve Reagant B
(WeigertlronHemotoksilin B Sol) den esit miktar da alinip altisar damla damlatilarak

4 dakika bekletildi.

3. Lamlara direkt Reagant C (Picric acid alcoholic Sol) den 10 damla damlatilarak 4
dakika bekletildi.

4. Safsu ile yikandi.

5. Reagant D (Ponceau acid fuchsin Sol) ‘den 10 damla damlatildi ve 10 dakika
bekletildi.

6. Safsu ile yikand.

7. Reagant E (Phospho molybdic acid Sol) ’den 10 damla damlatilarak 10 dakika
bekletildi.

8. Reagant F (Aniline blue Sol) ‘den 10 damla damlatilarak 5 dakika bekletildi.

9. Artanalkol (% 80, 90, 95 alkol) serisinde dehidrate edildi.

10. Ksilen 1’de 3 dakika bekletildi.

11. Ksilen 2°de 3 dakika bekletilip kapatild1.
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3.6.5. Immiinohistokimyasal boyama yéntemi

Doku takip yontemi tamamlanan doku bloklarindan, mikrotom cihaziyla 5 pm’
lik kesitler alindi, kesitler benmariye birakildi ve devaminda uygulanan asamalar
asagidaki gibidir:
1. Kesitler, benmariden lamlara alinip lam tasima sepetine yerlestirildi.
2. Lam tagima sepeti etiivde 60 °C’de 1 gece bekletildi.
3. Ksilende, deparafinizasyon islemi icin 1 saat bekletildi.

4. Ksilenden gikarilip havada kurutularak PAPPEN ile dokular isaretlendi.

5. Kesitler sirasiyla % 100, % 96, % 80, % 70, % 50’lik etil alkol serilerinde 2’ser
dakika bekletildi.

6. Alkolden ¢ikan preparatlar distile su ile 3 kez 5 dakika streyle yikandi.

7. Antijen retrieval islemi icin 6nceden hazirlanmig ve 37°C’de bekletilen Tripsin
soliisyonu (200cc PBS + 0,2gr Tripsin) ile 37°C’de 30 dakika bekletildi.

8. 10 dakika PBS’de birakildi.

9. Dokulardaki endojenperoksidaz aktivitesi, %30’luk H202: Metanol (1:9) karisimu ile
10 dakikalik uygulamayla ortadan kaldirildi.

10. Phosphate Buffered Saline (PBS) ile yikanan kesitler, iizerlerine ilave edilen serum

bloklama soliisyonu ile 10 dakika oda sicakliginda bekletildi.

11. Kesitler tizerine primer antikorlar (EGFR) (Affinity Biosciences, Cat: AF6043) ilave
edilerek 1 gece bekletildi. Primer antikor distile su ile dilue edildi (dilisyon 1/200).
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Kesitler, PBS ile yikandiktan sonra primer antikorlarla reaksiyon veren, biotinlenmis
afiniteye duyarli sekonder antikorla (Thermo Scientific, Lot: PHLT811, Mensei: UK)
20 dakika muamele edildi.

Tekrar PBS ile yikanan kesitlere, biotinlenmis sekonder antikorlara kolayca
baglanabilen horseradish peroksidaz konjugati streptavidin (HRP-SA) 10 dakika

kadar muamele edildi.

Kesitler son kez PBS ile yikandiktan sonra kromojen boyasit DAB (Thermo Scientific,
Lot: HD53495, Mensei: UK) 1:100 seyreltilerek 3- 10 dakika bekletildi.

Antijenin lokalizasyonunun daha iyi gozlenmesi i¢in kesitlere hematoksilen ile zit

boyama yapild.

Kesitler akan suda yikanarak ve sirastyla % 50, % 70, % 80, % 96, % 100’ lik etil alkol
serisinde 2’ ser dakika bekletildi.

Alkol serilerinden ¢ikan dokular ksilen | ve ksilen II’de 2 ser dakika bekletildi.

Ksilenden alinan dokular, Gzeri kurumadan entellan ile kapatildi.

3.6.6. Follikul sayrmi yontemi

Doku takibinin ardindan ovaryum dokular1 parafin bloklara gémiildiikten sonra

mikrotom cihaziyla 5 mikronluk seri kesitler alindi. Tiim siganlarin ovaryum

dokularindan 1., 5. ve 10. kesitler su banyosunda bekletildikten sonra pozitif yikli

lamlara alind1 ve tagima sepetine yerlestirildi. 1 gece 37C°de inkiibatorde bekletildi.

Hematoksilen-Eozin boyama uygulamasnin ardindan igik mikroskobu ile follikiiller

sayild1. Follikiil sayiminda primordial, primer, sekonder, tersiyer ve atretik follikillerin

saymmi yapildi. Asagida belirtilen kriterlere gore follikiil siniflandirmas: yapildi (Myers
ve ark., 2004).
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Primordial Follikll: Oosit etrafinda tek katli yass1 grantloza hticreleri ile gevrili,

Primer Follikiil: Oosit etrafinda tek katl kiibik graniiloza hiicreleri ile ¢evrili,

Sekonder Follikil: Oosit tek tabakadan fazla kibik grantloza hiicreleri ile gevrili ve antral
boslugu bulunmayan follikiiller,

Tersiyer Follikil: Oositin etrafi cok kath kiibik granuloza hiicreleriyle cevirili, antum

boslugu ve muhtemelen kiimulus ooforus, teka tabakasi bulunan follikiillerdir.

3.7. Total RNA izolasyonu

Deney ve kontrol grubu sicanlarindan alman ovaryum dokular1 doku fiziksel
olarak parcalanarak homojenize edildikten sonra mMRNA dizeyinde ekspresyon
degerlendirmesi yapabilmek amaciyla biitiin gruplarda RNA izolasyonu Trizol Reagent
ile gergeklestirildi. Ardindan direkt olarak RNA izolasyon kiti (MG-RNA-01-50, Lot:
0622-AK-2284, Hibrigen, Turkiye) kullanild.

1. Homejenize edilmis dokulardan her doku basia 500 pl Trizol, ependorf tiiplere (1
ml'lik) aktarild:.

2. Her bir ependorf tiipe 200 ul kloroform eklenip ve pipetlendikten sonra buz
iizerinde 10 dk inkiibasyona birakildi.

3. Sogutmali santriflyj ile +4°C” de 10.900 g’de 15 dk santrifiij edildi ve renksiz olan

iist fazlar ayr1 ependorf tiiplere alind1.

4. Toplanan (st fazin tizerine %2 oraninda sogutulmus Etanol (% 100) eklendi,

pipetlendi ve 10 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakilda.

5. Karigim filtreli tipe aktarildi ve +4°C’de 10.900 g’de 30 sn santrifiij edildi.

Filtrenin altinda kalan sivi atildw

6. Pelet Gzerine 500 pl RY1 eklendi ve +4°C’de 10.900 g’de 30 sn santriflj edildi.
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7. SUpernatant atilip, pelet Uzerine 500 pul RY2 eklendi, 1 dakika oda sicakliginda
inkiibasyona birakilip +4°C’de 10.900 g’de 30 sn santrifiij edildi.

8. 7. adim tekrarlanir.

9. Pelet 10.900 g’de 2 dakika kurumas: igin santrifuj edildi

10. Filtre 1,5 ml'lik mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirildi. Membran iizerine 30 100 pl
DEPC ile muamele edilmis su eklendi. 2 dakika oda sicaklifinda inkiibasyona
birakildi ve RNA'nin bu su igerisinde toplanmasi i¢in 10.900 xg'de 2 dk santrifiij
edildi.

Izole edilen RNA'min konsantrasyonu ve safligt Nanodrop cihazi (Termo
Scientific Nanodrop, 1000) ile dlgtilmiistiir. Nanodrop ile RNA 6rneklerinin 6lgiilmesi
isleminde 6ncelikle uygun konsantrasyonlarda (cihazin 6lgebilecegi RNA konsantrasyon
aralig1 2-3000 ng/ul'dir) sulandirilan RNA 6rnekleri, 1ul RNAsefree su ile Nanodrop
cihaz kaidesi tizerine bir damla halinde pipetlenip ve bilgisayardaki program analizi ile

kor alindiktan sonra, 1ul olacak sekilde pipetlenip 230, 260, 280 nm'de okundu.

3.8. cDNA Sentezi

Izole edilen RNA'lardan cDNA sentezi, cDNA Synthesis Kit (5X) (Nucleo Gene,
Lot: NG20210223, Tiirkiye) kullanilarak oligo d(T) primeri ve Revers Transkriptaz
enzimi ile iiretici firmanin protokolii dogrultusunda gergeklestirildi.

Protokol:

1. Kullanilmadan o6nce kit igerisindeki tiim bilesenler buzdolabindan ¢ikarildi,

coziilmesi sagland1 ve iyice karistirildi.

2. Ependorf tipinde, RT buffer, dNTP'ler, primerler ve Reverse Transkriptaz enzimini

iceren bir mix hazirlandi. Karigimin homojenligi i¢in kisa bir siire santrifiij yapildi.
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3. RNA'lar, kit protokoliine uygun olarak en yiiksek konsantrasyona gore hesaplanarak,

etiketlenen ependorf tliplerine konuldu.

4. Hazirlanan mix, RNA iceren ependorf tuplerine esit sekilde dagitildi.

5. Reaksiyon hacmi 20 pL'ye tamamlanacak sekilde niikleaz-free water eklendi.

6. Protokole uygun olarak, tipler 25°C'de 5 dakika, 50°C'de 30 dakika inkube edildi.
Ardindan 85°C'de 5 dakika inkiibasyon yapilarak cDNA sentezi tamamlandi.

3.9. Gergek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (GZ-PZR)

PZR c¢alismasi,, 96 kuyucuklu Qiagen Rotor-Gene cihaz1 kullanilarak
gerceklestirildi. GRB2, SRC, MEK1, SHC2, ESR1, HB-EGF, RAF1, JNK, mTOR,
KRAS, PI3K, EGFR, NCOAL ve GPERL1 primerleri GZ-PZR kullanilarak saptanmustir.
Ilgili hiicre dizininden TRI-Reagent kullanilarak total RNA izolasyonu yapilmis olup
takiben elde edilen RNA’larin miktar ve kalitesi bulunmustur. Sonrasinda, total
RNA’lardan cDNA sentezi gergeklestirilmistir. ilgili Nucleo Gene Qpcr Sybr Green
Master Mix (Nucleo Gene, Lot: NG20200515, Turkiye) ile ekspresyon analizi

gerceklestirildi. Calismamizda kullanilan primer gen dizileri Tablo 3.1.’de gosterilmistir.

GZ-PZR Protokolu:

Proses Adimmi Sicaklik Sire

[Ik Denatiirasyon ~ 95°C 15 dakika
Denattrasyon 95°C 10-15 saniye
Primer Baglanmas1 55-65°C 30-60 saniye

Uzama 68-72°C 10 saniye



Tablo 3. 1. GZ-PZR yonteminde kullanilan primerler.
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Gen 3 U
A Kalip ... | Erime Kzrljdelr?gl kendiligin
Dizi (5'->3) iplik UzunlukiBaslangig) Bitis sicaklig1 GC% | tamam- | 9€n
layicilik tamamlay-
1cilik
MEK1 TGCTGAGTTGCAGG |[Forward | 20 |16 35 60.75 | 50.0 5.0 0.0
CTGTTT
GCCTCCAGGTTGGT |Reverse 19 (142 124 | 62.32 684 4.0 1.0
CTCGG 2
RAF 1 [TCAGTGCCCCGTCA|Forward | 20 (33 52 61.69 | 55.0 4.0 0.0
CAAAGA
GTCGCTTCACACAA |Reverse 20 |135 116 |59.62 | 50.0 [3.0 0.0
AAGGCA
JNK  [TCCAGTTCTCGTAC |Forward| 20 @403 405 |60.04 | 55.0 4.0 3.0
CCGCTA 7 6
AGCATGGCGTGAC |Reverse | 20 (417 415 |[59.97 | 50.0 [5.0 1.0
ACAGTAA 1 2
kRAS CTCTGAAGATGTGC [Forward | 23 315 [337 |60.49 521 4.0 3.0
CTATGGTCC 7
GCATCGTCAACACC|Reverse 20 464 445 |60.32 | 55.0 [3.0 1.0
CTGTCT
SHC 2 |CTACCCGTCAGATC [Forward | 20 |713 732 | 60.04 | 60.0 5.0 3.0
ATCGCC
ACGGTGCTGATGA |Reverse 20 884 865 |60.04 | 55.0 4.0 3.0
CACTCTG
GRB 2|CGTACGTCCAGGC [Forward | 20 [663 682 |60.04 | 55.0 6.0 0.0
ACTCTTT
GGGTGACATAATT |Reverse 20 821 802 |60.11 | 55.0 4.0 0.0
GCGGGGA
HBEGFIGTTGGTGACCGGTG|[Forward | 20 (86 105 |60.32 | 60.0 6.0 3.0
AGAGTC
GATCGGTCCCTTCC |Reverse 20 [234 215 |59.82 | 60.0 4.0 0.0
AAGTCC
SRC |CCCGGCTCATAGA [Forward| 20 |125 126 | 59.89 | 60.0 4.0 0.0
GGACAAC 0 9
CTCTGCCCTTAGTG |Reverse 20 (140 138 | 60.11 | 60.0 5.0 2.0
GTGAGC 3 9
PI3K TGCTCTTGGCTCGG [Forward | 20 (92 111 | 59.82 | 55.0 |2.0 2.0
TATGAC
CAAGCTCAGCAAG |Reverse 20 (218 199 | 60.04 | 55.0 5.0 0.0
ACGAGGA
coA |GCTTCAGGTGTTTG [Forward| 20 (486 1488 | 60.04 | 55.0 4.0 2.0
(Ncoal)CTGACG 5 4
TAGCTGCTGAAGG |Reverse 20 501 499 |60.33| 55.0 [5.0 3.0
AGGCTCT 2 3
GPER1TCCCTGCAAGCAGT |Forward | 20 (921 940 | 60.25 | 55.0 6.0 1.0

CTTTCC
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(Tablo 3.1. Devam)

TCGTCTTCTGCGCC |[Reverse | 20 |107 |105 |60.46 | 55.0 4.0 2.0
ACATAC 5 6

mTOR [CACCCATCCAACCT |Forward | 20 [707 [708 | 60.03 | 55.0 4.0 1.0
GATGCT 0 9
IATCGAGACCGGTA [Reverse | 20 (723 [721 |60.03 | 55.0 6.0 0.0
ACCTCCA 1 2

EGFR [CAACAACCAGAAG |Forward | 21 214 216 |59.93 52.3 4.0 0.0
GGCCAAAG 8 8 8
GCGGCGTAGTGTA |Reverse | 20 228 226 |59.91 | 55.0 5.0 0.0
CGTTTTC 5 6

ESR 1 CGAGTCCTGGACA |Forward | 22 (165 |167 |60.99 545 (7.0 2.0
AGATCAACG 3 4 5
GTGCCGGATATGG |Reverse | 21 |177 175 |59.93 2.3 4.0 2.0
GAAAGGAT 2 2 8

- actinAGGAGTACGATGA [Forward | 21
GTCCGGC
CGCAGCTCAGTAA |Reverse 20
CAGTCC

3.10. Verilerin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Veriler SPSS 25.0 (IBM SPSS Statistics 25 yazilim (Armonk, NY: IBM Corp.))
paket programiyla analiz edilmistir. Siirekli degiskenler ortalama + standart sapma,
ortanca, ¢eyrekler arasi aralik (CAA) ve en Kkigik-en biiyiik degerler olarak ifade
edilmistir. Bagimsiz grup farkliliklarinin karsilastirilmasinda Kruskal Wallis Varyans
Analizi (post hoc: Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi) kullanilmistir. PZR
verilerinin analizi AACT metodu kullanilarak bilgisayar programi ile kantitasyonu
yapildi. Web tabanli "RT? Profiler™ PCR Array Data Analysis" programinda bulunan,
Volcano Plot analizleri kullanildi. Metod, iki ekspresyon sonucunun +3SD
karsilastirilmast  esasina  dayanmaktaydi. Boylelikle, primer ekspresyonunun
karsilastirilmasi yapilan durumlarda gruplardaki primerlerin ekspresyon degerleri rolatif
olarak belirlendi. Gruplarin karsilastirilmas: "RT? Profiler™ PCR Array Data Analysis"
programinda bulunan "Student t-testi" analizi ile istatistiksel olarak degerlendirildi. Tiim

analizlerde p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Vajinal Smear Bulgulan

Metimazol ile hipotiroid indiiksiyonu sonrasi 13. giinden itibaren tiim siganlarin
vajinal smearleri yapildi ve 0strus sikluslar1 gdzlemlendi. Tlm siganlara ait vajinal smear
preparatlar1 Diff Quick boyama isleminin ardindan 11k mikroskobu altinda incelendi.
Hiicreler X10, X20 ve X40 biiylitmelerde yogunluk ve sekilsel 6zelliklerine gore dstrus
siklusu evreleri prodstrus, dstrus ve didstrus olarak degerlendirildi. Kontrol grubuna ait
tim siganlarm vajinal smearlarinin boyali preparatlarinda prodstrus, Ostrus ve didstrus
evreleri goézlemlendi. Ancak metimazol ile indiiklenen gruptaki siganlarin Ostrus
siklusunun, didstrus evresinde durdugu tespit edildi. Prodstrus ve Ostrus evreleri

g6zlenemedi.

4.2. Sican Tartimi Bulgular

Bu calismada, metimazol ile hipotiroidi indiiklenmis hipotiroidi grubundaki
(n=10) ve kontrol grubundaki (n=8) sicanlarin haftalik agirlik degisimleri istatistiksel
olarak karsilastirilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 4.1. 'de sunulmustur. 1. haftada,
hipotiroidi grubundaki siganlarin ortalama agirligi (240.40+8.017 g) ile kontrol grubu
sicanlarmim ortalama agirligi (241.17+27.766 g) arasinda anlamli bir fark bulunmamistir
(p=0.950). 2. haftada, hipotiroidi grubunun ortalama agirligi (254.50+£16.050 g) kontrol
grubunun ortalama agirhigma (229.17+24.959 g) gore daha yiiksek olmasina ragmen, bu
fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0.131). 3. haftadan itibaren, hipotiroidi grubu
sicanlarin ortalama agirhigi (251.80+11.736 g) kontrol grubuna (275.33+£19.694 g) gore
anlaml1 derecede diisiik bulunmustur (p=0.009). 4. haftada, hipotiroidi grubunun ortalama
agirhgr (255.60+14.804 g) kontrol grubuna (287.33424.328 g) gore anlamli derecede
diistik bulunmustur (p=0.006). 5. haftada, hipotiroidi grubunun ortalama agirlig:
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(244.70+12.010 g) daha azalmis buna karsilik kontrol grubundaki agirlik artigimim devam
etmesiyle birlikte (291.50+24.436 g) iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak ileri
derecede anlamli bulunmustur (p=0.001). iki grup arasindaki agirlik farki 6. haftada daha
fazla artarak hipotiroidi grubunun ortalama agirhgr 239.10£20.502 g iken kontrol
grubunun ortalama agirligit 296.504+21.925 g olarak tespit edilmistir. Bu durumda
hipotiroidi grubunun ortalama agirlig1 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
derecede diisiik bulunmustur (p=0.001). Bu bulgular, metimazol ile hipotiroidi
indliklenen sicanlarda agirlik kaybinin belirgin oldugunu ve bu etkinin zamanla arttigini
gostermektedir. Hipotiroidi ve kontrol grubundaki sicanlarin haftalik periyotta

agirliklarinin karsilastirilmasi Sekil 4.1.”de gosterilmistir.

Tablo 4. 1. Hipotiroidi ve kontrol grubundaki siganlarin haftalik olarak ortalama agirliklari.

Hipotiroidi grubu Kontrol grubu (n=8) Istatistiksel analiz

(n=10) ort+S.S. p
orttS.S.

1. hf 240.40+8.017 241.17+27.766 p=0.950
2. hf 254.50£16.050 229.17+24.959 p=0.131
3. hf 251.80+11.736 275.33+19.694 p=0.009
4, hf 255.60+14.804 287.33+24.328 p=0.006
5. hf 244.70+£12.010 291.50+24.436 p=0.001
6. hf 239.10+20.502 296.50+21.925 p=0.001

p<0,05 istatistiksel olarak anlamli. s.s.: standart sapma
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Sekil 4. 1. Hipotiroidi ve kontrol grubundaki sicanlarin haftalik periyotta agirliklarinin
karsilastirilmasi.

4.3. Ovaryum Tartinu Bulgulan

Sicanlar sakrifiye edilerek sag ve sol ovaryumlar1 ¢ikarilmis ve hassas terazi ile
tartilmistir. Elde edilen veriler istatistiksel analizlere tabi tutulmustur. Elde edilen
sonuclar Tablo 4.2. ve Sekil 4.2.'de sunulmustur. Istatistiksel analiz sonuglar, hipotiroidi
grubunun ovaryum agirliklarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir diisiis oldugunu

gostermistir (p<0,05).

Tablo 4. 2. Hipotiroidi ve kontrol grubuna ait siganlarin sag ve sol ovaryumlarinin ortalama
agirliklari.

Hipotiroidi Kontrol grubu (n=8) Istatistiksel analiz
grubu (n=10) ort+S.S. p
ort+S.S.
Sag over 0.06260+0.024 0.12117%0.030 p=0.001
Sol over 0.06080+0.026 0.11333+0.011 p=0.001

p<0,05 istatistiksel olarak anlamli. s.s.: standart sapma
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Sekil 4. 2. Hipotiroidi ve kontrol grubunun sag ve sol overlerinin ortalama agirliklarmin
karsilastirilmasi.

4.4 Biyokimya Bulgular

Hipotiroidi durumu, tiroit hormonlarinin (T3 ve T4) diismesine ve TSH
seviyelerinin artmasma neden olur. FSH ve 0strojen seviyeleri ise hipotiroidi durumunda
degiskenlik gosterebilir ve genellikle bozulmusg lireme fonksiyonlarini yansitir. Spesifik
calisma kosullarina bagli olarak bu degerler degisiklik gosterebilir. Bu degerlendirmelere
gbre kontrol ve hipotiroidi gruplarindaki sicanlarin T3 ve T4 seviyelerinin referans
araliklar1 karsilagtirildiginda metimazol ile indiiklenen sicanlarda T3 degerinde
istatistiksel olarak anlamli diisiis goriilmiistiir. T4 ve Ostrojen seviyesinde hipotiroidi
grubunda bir miktar diisiis oldugu goézlenmis ancak istatistiksel olarak anlamlilik
bulunamamistir. FSH ve TSH degerleri okunamamistir. Bu durum deney siresinde 30
giin boyunca metimazol indlklemesinin yetersiz kaldigini ve daha uzun streli bir galisma

yapilmasi gerektigini diistindiirmiistiir.



Tablo 4. 3. 18 sigandan alinan kan 6rneklerinde, 6strojen, TSH, FSH, T3 ve T4 seviyelerinin
biyokimya analiz sonuglari.

Ostrojen
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K1 42,5 <1,0 2,6 11 0,01
K2 58 <1,0 2,5 0,9 0,01
K3 9,9 <1,0 2,6 1.2 0,01
K4 7,6 <1,0 2,8 11 0,01
K5 24,5 <1,0 2,4 0,8 0,01
K6 6,6 <1,0 2 1 0,01
K7 8,7 <1,0 2,40 1 0,01
K8 23,6 <1,0 2,56 1 0,01
M1 9,2 <1,0 2,3 1 0,01
M2 6 <1,0 1,9 1 0,01




(Tablo 4.3. Devam)

M3 7,3 <1,0 1,0 0,8 0,01
M4 8,7 <1,0 19 0,9 0,01
M5 22,3 <1,0 2,4 1 0,01
M6 31,6 <1,0 2,2 0,9 0,01
M7 7,2 <1,0 2,1 1 0,01
M8 6,8 <1,0 2,2 0,9 0,01
M9 7,6 <1,0 2 0,9 0,01

M10 <1,0 <1,0 2 0,9 0,01
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Tablo 4. 4. Hipotiroidi ve kontrol grubundaki siganlarn dstrojen. T3, T4 kan degerlerinin
karsilagtiriimasi.

Gruplar N |Ortts.s. Median [Minimum |Maksimum
Ostrojen Kontrol 8 |16.15+14.65 [8.75 5.80 42.5 P=0.814
(pg/ml) Hipotiroidi | 10 [11.85+8.91 7.60 6.00 31.6
T3 Kontrol 8 |2.4810.27 2.55 2.00 2.8
(pg/ml) Hipotiroidi 10 [2.00+0.38 2.05 1.00 2.4 P=0.012*
T4 Kontrol 8 [1.017+0.14 1.05 0.80 1.2
(ng/dl) Hipotiroidi | 10 [0.93+0.067 0.90 0.80 1.0 P=0.221

p<0,05 istatistiksel olarak anlaml:. s.s.: standart sapma

4.5. Makroskobik Bulgular

Yapilan makroskobik incelemede kontrol grubu siganlarmnin her iki ovaryum
dokusu normal gériinimdeydi. Hipotiroidi grubu siganlarin ovaryum dokular1 genellikle
kontrol grubu ovaryum dokularindan daha kiigiik gériniimdeydi. Ayrica hipotiroidi grubu

sicanlarin ovaryum dokusunun yiizeyi daha mat ve diizensizdi.

Kontroel.griubu

=
>

Metimazol grubu

Sekil 4. 3. Kontrol ve hipotiroidi gruplarinin ovaryum karsilastiriimast.
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4.6. Hematoksilen Eozin Boyama Bulgular

Kontrol grubu ovaryum kesitleri incelendiginde farkli evrelerde ¢ok sayida
follikiil yapisi oldugunu ancak hipotiroidi grubunda ise follikiil sayisinda azalma

oldugunu gozledik (Sekil 4.4. A, B).

Follikiil yapilarmi inceledigimizde kontrol grubu sicanlarda oositi ¢evreleyen
granuloza hiicrelerinin bazal lamina yiizeyinde prizmatik hiicrelerden, diger granuloza
hiicrelerinin de birbirine yakin ¢apa sahip morfolojik olarak benzer hiicreler olduklarini
g0Ozledik. Primordial follikiillerin dinlenme halinde olmasi, hiicre dongtisine (GO fazinda)
katilmadiklari i¢cin ¢evresel ve hormonal degisimlerden daha az etkilenirler. Bu nedenle
hipotiroidi grubu sicanlarin erken primer follikiillerinde bazal lamina yiizeyine tutunan
hicreleri prizmatik olarak secilebilmekteyken ge¢ primer ve sekonder follikullerde bu
diizenlenme genellikle ayirt edilememekteydi (Sekil 4.4. B, D, F). Graniiloza hiicrelerinde
diizensizlikler s6z konusuydu. Bu durum, grantloza hicrelerinin proliferasyonunda, yani

cogalma ve yayilma siireclerinde azalma olduguna isaret etmektedir.

Bunun yani1 sira, doku yapisinda hiicresel dagilimlar homojen olmaktan uzaktir.
Yani graniiloza hiicreleri doku iginde diizensiz bir sekilde dagilmis ve yapilarmi
koruyamamiglardir. Bu doku yapisindaki bozulma ve hiicresel dagilimlardaki homojen
olmayan durum, graniiloza hiicrelerinin normal islevlerini yerine getirmekte

zorlandiklarmi gostermektedir.

Ayrica hipotiroidi grubuna ait follikiillerin granuloza hiicrelerinin bazilarinda
belirgin piknotik cekirdekler gézlemlendi (Sekil 4.4. D, F, H). Piknotik ¢ekirdekler, hiicre
cekirdeklerinde yogunlasma ve kiiclilme ile karakterize olan bir durumdur ve hiicresel
hasarin yani sira apoptotik slreclerin bir gostergesi olarak bilinmektedir. Bu durum,
hipotiroidi nedeniyle granuloza hiicrelerinde meydana gelen hasarm bir gostergesi olarak

degerlendirildi.

Kontrol grubu siganlara ait oosit hiicreleri yuvarlak sekilli sitoplazmik bakimdan
homojendi. Ayn1 zamanda zona pellusidasi belirgin olarak secilebilmekte ve her bolgesi

esit kalinliga sahipti (Sekil 4.4. C, E, G). Hipotiroidi grubu siganlarin oositlerinde yapisal
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bozulmalar tespit edildi. Normalde yuvarlak ve diizgiin bir yapiya sahip olmas1 gereken
oositlerde, diizensizlikler ve sekil bozukluklar1 gozlemlendi. Oositleri ¢evreleyen zona
pellusida tabakasinda da diizensizlikler mevcuttu. Zona pellusidanin bazi bolgeleri
kalinlagmis, bazi bolgelerinin incelmis oldugu gorildii (Sekil 4.4. B, F, H). Bu bulgular,
hipotiroidinin oosit kalitesi tzerindeki olumsuz etkilerini ortaya koymakta ve zona
pellusidanin bu sekilde farkli kalinliklara sahip olmasimnin, oosit korumasinda ve sperm

penetrasyonunda potansiyel problemlere yol agabilecegini diisiindiirmektedir.

Ayrica, hipotiroidi grubuna ait sicanlarin oosit sitoplazmasinda vakuolizasyonlar
gozlendi (Sekil 4.4. D, F, H). Sitoplazmada gozlenen bu vakuoller, hiicre ici
dengesizliklerin ve olas1 metabolik bozukluklarin bir gostergesi olarak degerlendirildi.
Ayni zamanda hipotiroidi grubuna ait follikillerde follikiiler sivida da vakuoliize alanlari
gozledik (Sekil 4.4. F, H).

Calismamizda hipotiroidi grubu ovaryum kesitlerinde incelenen bazi oositler
dejenere oosit dzellikleri gosterdi. Atrezi, follikullerin dejenerasyonu ve 6limind ifade
eden bir durumdur. Hipotiroidi, oositlerde dejenere degisimlere neden olarak fertiliteyi
olumsuz etkileyebilir. Hipotiroidi grubumuza ait ovaryum Kkesitlerinde genellikle
sekonder veya tersiyer follikullerinin varligi belirgin bir sekilde azalmistir. Bu durum,
follikiil gelisiminin normal seyrinden sapmasi ve bu follikiillerin gerekli olgunluga

ulagamamasi seklinde kendini géstermektedir.

Incelenen preparatlarda korpus luteum yapismm her iki grubumuzda normal
oldugu gbzlemlendi. Korpus luteum, ovulasyon sonrasi olusan ve progesteron salgilayan
bir yapidir. Bu bulgu, hipotiroidinin korpus luteum yapisini etkilemedigini, ancak diger

ovaryum yapilarinda belirgin degisikliklere neden oldugunu gostermektedir.
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Kontrol Grubu Hipotiroidi Grubu

Sekil 4. 4. Kontrol ve hipotiroidi grubunda Hematoksilen-Eozin boyama gorintuleri. Piknotik cekirdekler
() (D, F, H), vakuolizasyon (%) (F, H), gelismekte olan follikuller () (A, B), korpus lem §(B).
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4.7. Masson-Trikrom Boyama Bulgular

Bag doku yapisimin degerlendirilmesi sonucunda, belirgin bir artig
gozlemlenmemistir; bu durum, kolajen iceriginde anlamli bir degisiklik yasanmadigini
ve bag dokusunda herhangi bir degisiklik meydana gelmedigini g6zlemledik. Dolayisiyla,
fibrotik doku olusumuna rastlanmamistir. Kan damarlar1 yapisina bakildiginda ise
damarlar normal gériiniimdeydi ve fibrotik doku ile ¢evrili olmadiklar1 tespit edilmistir.
Bu bulgular, kan dolagimimin saglikli ve bozulmamis oldugunu gostermektedir. Sekil

4.5’te Masson Trikrom boyama gorintileri sunulmustur.



Kontrol Grubu Hipotiroidi Grubu

Sekil 4. 5. Masson Trikrom boyama goruntileri (X40). Bag dokusu () &HKan
damarlar1 (%) (B,C,D,E).

60
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4.8. Immiinohistokimyasal Boyama Bulgular

Hipotiroidi grubu kesitlerinde EGFR primer antikoru ile yapilan boyamalarda,
kontrol grubunda EGFR ekspresyonunun belirgin oldugu gézlemlenmistir. EGFR, hiicre
membranlarinda yogun bir sekilde bulunmakta olup, metimazol ile indiiklenen

hipotiroidili gruplarda EGFR ekspresyonunun azaldig1 goriilmiistiir.

Normalde graniiloza hiicreleri follikiillerin i¢ kisminda diizenli ve yogun sekilde
yer alirlar. Graniiloza hiicrelerinde, kontrol grubunda EGFR'min yogun bir sekilde
boyandig1 gozlemlenmistir (Sekil 4.6. A, B, C). Hipotiroidi grubu kesitlerinde granuloza
hiicrelerinin yogunlugunda azalma ve dolayisiyla hiicrelerin proliferatif aktivitesinde

diisiis gézlemlenmistir.

Normalde follikuliin dis tabakasinda bulunan teka hiicreleri, grantiloza hiicrelerine
gore daha az yogunlukta ve daha biiyiik hiicrelerdir. Bu Kkesitte teka hticrelerinde kontrol
grubuna gore hipotiroidi grubunda EGFR pozitifliginin azaldigi goriilmektedir. Bu,

androjen Uretimi ve follikiil gelisimi, proliferasyon tizerinde olumsuz etkiler yaratabilir.

Oositler normalde follikilin merkezinde bulunur. Kontrol grubunda oosit
cevresindeki hiicrelerde belirgin EGFR ifadesi vardir. Hipotiroidi grubunda, oositlerde
EGFR ekspresyonunun normalden diisiik oldugu goézlemlenmistir (Sekil 4.6. A, C, D).

Bu durum, oosit maturasyonu ve ovulasyon sireclerini olumsuz etkileyebilir.

Ovaryum stromasinda, kontrol grubuna kiyasla hipotiroidi grubunda hiicresel
yogunlukta ve EGFR ekspresyonunda azalma gézlemlenmistir. Bu, genel doku yapisinin

ve fonksiyonlarinin bozulmasma isaret edebilir.
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Kontrol Grubu

Sekil 4. 6. Kontrol ve hipotiroidi gruplarinda EGFR ekspresyonunun immuinohistokimyasal
karsilastirilmasi. Graniiloza hiicreleri (I) (A, B, C). Oositler (%) (A,C,D).

4.9. Folliktil Sayinm Bulgular

Primordial Follikiiller: Hipotiroidi grubundaki sicanlarin primordial follikiil
sayillart  (2.10+£0.994), kontrol grubundaki ratlarm sayilart (2.67£1.751) ile
karsilastirildiginda anlamh bir fark gostermemistir (p=0.418) (Tablo 4.5.). Bu sonug,
metimazol indiiksiyonunun primordial follikiil sayilar1 iizerinde belirgin bir etkisi

olmadigini gostermektedir.

Primer Follikiiller: Primer follikiil sayilari, hipotiroidi grubunda (3.00£0.816)
kontrol grubuna (6.500+0.548) kiyasla anlamli derecede diisiik bulunmustur (p=0.001)
(Tablo 4.5.). Bu bulgu, hipotiroidi indiiksiyonunun primer follikil sayisini1 énemli élgiide

azalttigin1 gostermektedir.
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Sekonder Follikiiller: Sekonder follikiil sayilari, hipotiroidi grubunda
(2.60+1.350) kontrol grubuna (9.17+0.983) kiyasla anlamli derecede diisiikk bulunmustur
(p=0.001) (Tablo 4.5.). Bu sonug, hipotiroidi indiiksiyonunun sekonder follikiil sayisini
belirgin bir sekilde azalttigini ortaya koymaktadir.

Tersiyer Follikiller: Tersiyer follikil sayilari, hipotiroidi grubunda (1.70+0.823)
kontrol grubuna (7.17£3.430) kiyasla anlamli derecede diisiik bulunmustur (p=0.002)
(Tablo 4.5. ve Sekil 4.7.). Bu bulgu, hipotiroidi indiksiyonunun tersiyer follikil sayisini

da 6nemli 6l¢lide azalttigimi gostermektedir.

Tablo 4.5. Hipotiroidi ve kontrol grubundaki ratlarin follikill sayiminin istatistiksel
olarak karsilastiriimasi.

Hipotiroidi grubu Kontrol grubu Istatistiksel analiz
(n=10) (n=8) p
ort+S.S. ort+S.S.
Primordial 2.10+0.994 2.67£1.751 p> 0.05
Primer 3.00+0.816 6.500+0.548 p< 0.05
Sekonder 2.60+1.350 9.17+0.983 p< 0.05
Tersiyer 1.70+0.823 7.17+3.430 p< 0.05

p<0,05 istatistiksel olarak anlaml: s.s.: standart sapma
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Sekil 4. 7. Hipotiroidi ve kontrol grubundaki ratlarin follikiil sayiminin karsilagtiriimast.

4.10 GZ-PZR Bulgulan

Metimazol verilen siganlarda HB-EGF, EGFR, GPER1 ve ESR1 mRNA
ekspresyon diizeyleri artarken, RAF1 ekspresyonu azalmistir (Tablo 4.8.). HB-EGF'nin
artigl, progesteron tUretimini ve graniilosa-lutein hicrelerinin hayatta kalmasini
desteklerken, RAF1'in azalmasi, hiicresel gogalmay1 kontrol altinda tutmaya yonelik bir
yanit1 temsil etmektedir. Bu bulgular, hormonal dengesizlikler karsisinda ovaryum

fonksiyonunu korumak i¢in viicudun telafi mekanizmalarini aktive ettigini gosterebilir.
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Sekil 4. 8. Metimazol indiiklenmis hipotiroidi ve kontrol grubunda GZ-PZR sonuglarinin
karsilastirmasi.

Yapilan GZ-PZR calismamizda, metimazol uygulamasinin kontrol grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli degisikliklere yol ac¢tig1 genler belirlenmistir. EGFR,
metimazol grubunda 20,2560, GPER1 gen ekspresyonu 2,5242 kat artis gostermistir ve
bu artislar son derece anlamli bulunmustur (p<0.0001). HBEGF 1,9831 kat artmis ve
anlamli olarak saptanmistir (p<0.001). ESR1 15,2968 kat artig gostermis ve bu artig da
anlamli bulunmustur (p<0.05) (Tablo 4.9.). Bu bulgular, metimazol uygulamasmin
ozellikle EGFR, HBEGF, GPER1 ve ESR1 genleri lizerinde anlamli etkiler yarattigini

gostermektedir.

RAF1 0,380098 ve KRAS 0,77678 kat kat azalirken, JNK 1,5523 kat, , SHC2
1,4031 kat, GRB2 1,4709 kat, SRC 1,16399 kat, PI3K 1,4028 kat, NCOAL 1,6003 kat ve
MTOR 1,5796 kat artis géztermistir. Ancak bu degisiklikler kontrol grubuna kiyasla

anlamli bulunmamustir.
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5. TARTISMA

Tiroid fonksiyonlarinin bozulmasi ve buna bagh olarak tiroid hormonu
uretimindeki degisiklikler, biiyiime, gelisme ve metabolizmanin temel islevlerini etkiler.
Bazal metabolizma hizi, enerji iiretimi, karbonhidrat ve lipit metabolizmasi gibi bu
stirecler Gzerinde 6nemli degisikliklere sebep olur (Meng ve ark., 2017). Hem hipotirodi
hem de hipertiroidi, hipotalamus-hipofiz eksenininde meydana gelen mekanizmalarin
bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan saglik sorunlaridir (Weng ve ark., 2019). Hipotiroidi,
tiroid bezinin yeterli miktarda T4 ve T3 hormonlar1 Gretememesi durumudur (Konig ve
ark., 2011). Ayrica, tiroid hormonlarmin uzun siireli diisiik konsantrasyonunun,
follikiilogenezin bozulmasi, ¢esitli follikiil evrelerinde ve fertilizasyon oraninda azalma
gibi ireme sorunlarina neden olabilecegine dair dnemli kanitlar bulunmaktadir (Meng ve
ark., 2017, Weng ve ark., 2019). Literatiirde hipotiroidi indiiksiyonunun siganlarda
didstrus siiresini uzattigi da ortaya konmustur (Hapon ve ark., 2003; Mattheij ve ark.,
1995).

Calismamizda metimazol verdigimiz sigcanlarin serum T3 degerlerinin anlaml
olarak dustiigii, T4 ve Ostrojen seviyesinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da bir
miktar diisiis oldugu gézlenmistir. Metimazol verdigimiz ve hipotiroidi grubu olarak
adlandirdigimiz bu gruptaki siganlarin vajinal smearlerinde 6strus dongiisiiniin didstrus
fazinda bekledigi tespit edilmistir. Calismamiz bu yoOniiyle literatiir ile paralellik
gostermekte ve Thipotiroidinin, 6zellikle tireme c¢agmndaki disilerde, hipofizer
gonadotropin salinimini olumsuz etkileyerek, dstrojen sentezinin azalmasini ve fertilite

iizerinde olumsuz etkiler yaratabilecegini ortaya koymaktadir.

Dijkstra ve arkadaslar1 (1996) ile Silva ve arkadaslar1 (2004), PTU (propiltiyourasil)
ile indiiklenen kronik hipotiroidinin siganlarda over agirligmi 6nemli 6lgiide azalttigmi,
sekonder ve tersiyer follikuller ile korpus luteumun sayisini azalttigini gézlemlemislerdir
(Dijkstra ve ark., 1996; Silva ve ark., 2004). Bizim ¢aligmamizda primordial follikul
sayisinda bir degisiklik gozlemleyemedik. Primordial foliktllerde herhangi bir degisiklik

gozlemlenmemesi, bu folikillerin hicre dongusune aktif olarak katilmamalarindan
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kaynaklandigin1 diislindiirdii. Ancak, primer, sekonder ve tersiyer follikiil sayilarinda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit ettik. Korpus luteum yapisinda farklilik

g6zlemleyemedik.

Yapilan calismalarda erken infantil hipotiroidi gdsteren yavrularda artan sayida
primer ve sekonder follikiil gozlenmistir; bu, follikiilogenez siirecinin daha hizli
gerceklestigini ve follikiillerin erken kaybma neden oldugunu gostermektedir

(Radovanovic ve ark., 1993; Radovanovic ve ark., 2012; Reddy ve ark., 2008).

PTU ile indiiklenen maternal hipotiroidi modelinde, disi yavrularda erken follikil
aktivasyonu ve bunu izleyen ge¢ infantil, ergenlik 6ncesi ve ergenlik doneminde atreziler
gbzlemlenmistir. Follikiil ve korpus luteum sayisindaki azalma ile stromal interstisyel
hicrelerin hiperplazisi ve hipertrofisi de ergenlik ¢agindaki si¢anlarmn overlerinde
prematlr over yetmezligine isaret etmektedir (Radovanovi'c ve ark., 2012; Danilovic ve
ark., 2016). Bizim ¢aligmamizda hipotirodi grubundaki sicanlarin primordial follikiil
sayisinda bir degisiklik gozlemleyemedik. Primordial foliktillerde herhangi bir degisiklik
gbzlemlenmemesinin nedeninin  bu folikdllerin hiicre ddngusine aktif olarak
katilmamalarindan kaynaklandigmi diisiindiirdii. Ancak, primer, sekonder ve tersiyer
follikiil sayilarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit ettik. Korpus luteum

yapisinda farklilik gézlemleyemedik.

Calismamizda, metimazol ile hipotiroidi indiiklenen siganlarda, kontrol grubuna
kiyasla viicut ve ovaryum agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit
edilmistir. Bu sonuglar, hipotiroidinin metabolik ve treme sistemleri Gizerindeki etkilerini
ortaya koymaktadir. Benzer bir calismada, hipotiroid farelerde, propiltiyourasil (PTU)
tedavisi viicut agirligi artisini durdurmus ve serum T4 seviyelerini dnemli Olglide
azaltmustir. T3 tedavisi ise bu etkileri tersine ¢evirmistir. Northernblot analizleri, PTU
tedavisiyle EGF mRNA miktarinin azaldigin1 ve T3 uygulamasiyla tekrar arttigimni
gostermistir. Run-off testleri, T3'Un EGF gen transkripsiyonunu artirdigint dogrulamistir
(Shih ve ark., 2004).

Hipotiroid farelerde PTU ve T3'Un viicut agirhgi, SMG agirhigr ve serum T4
konsantrasyonu iizerindeki etkileri incelenmis ve EGF mRNA diizeyleri
degerlendirildiginde, hipotiroidinin EGF mRNA miktarini azalttig1, T3 tedavisinin ise bu

miktar1 artirdigi gozlenmistir. Transkripsiyonel diizeyde, T3'Un EGF gen ifadesini
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artirdigi ve bu etkinin hiicresel diizeyde dogrulandigi belirlenmistir (Fujieda ve ark., 1993;
Gresik ve ark., 1981).

Yapilan bir calismada hipotiroidi, kontrollerle karsilastirildiginda glandiiler
epitelyumun kalinlasmasini ve uterus bezlerinin flizyonunu tesvik etmistir. Hipotiroidili
tavsanlarda, endometriyumda biiyilik bir bagisiklik hiicresi infiltrasyonu ve iltihaplanma
noktalar1 gdzlenmistir. Kontrol grubunda miyometriyumun diizenli kas lifleri goraltrken,
hipotiroid grupta ayrilmis kas lifleri ve iltihaplanma noktalar: etrafinda daire veya oval
sekilli duiz kas hicresi gruplar1 gézlemlenmistir. Ayrica, hipotiroidi tavsanlari daha diisiik
T4 konsantrasyonuna ve serbest T4 indeksine sahip olma egilimindedir ve T3
konsantrasyonlarinda 6nemli bir azalma gostermistir. Hipotiroidi hayvanlarda TR
ekspresyonu artmis, ancak implantasyon doneminde uterus boynuzunda TR ve TSHR

ekspresyonu azalmistir (Rodriguez-Castelan ve ark., 2019).

Tiroid hormonlarinin farelerde cilt, goz, bobrek ve idrardaki EGF (EGF)
konsantrasyonlarin1  artirdigi  gosterilmistir  (Lakshmanan&Perheentupa, 1986).
Hipotiroidi durumunda, bdbrek pro-EGF mRNA diizeylerinin tiroid hormonuna duyarl
oldugu ve EGF diizeylerinin tiroid hormonu tedavisi ile normale dondiigii bulunmustur.
Ayrica, hipotiroid farelerde T4 enjeksiyonlarmin cilt EGF konsantrasyonlari artirdigi
ve yiiksek doz T4'in, EGF seviyelerini kontrollerden anlamli derecede farklilastirdigi
gozlemlenmistir. T4 uygulamasi, géz kapagi acilmasini hizlandirirken, hipotiroidi bu

gelisimi geciktirmistir (Hoath ve ark., 1983).

Yapilan bir diger ¢alismada hipotiroidi, tiroidektomi veya metimazol kullanimi
ile indiiklenmis ve bu durumun dalak, kalp, karaciger, akciger ve bobrek dokular
iizerindeki etkileri detayli olarak incelenmistir. Dalak dokusunda, tiroidektomi ile
indiiklenen hipotiroidinin normal dalak histolojisini etkilemedigi goriilmiistiir. Ancak,
metimazol ile indiiklenen hipotiroidi, dalak yapisinda bozulmalara yol agmistir. Kalp
dokusunda ise metimazol kullanimi, ¢izgilenme ve ¢ekirdek kaybina neden olmustur.
Karaciger dokusunda, metimazol ile indiiklenen hipotiroidi, hepatositlerin radyal
dagiliminda kayip ve hiper kromatik hicreler gibi degisikliklerle karakterizedir. Akciger
dokusunda, tiim gruplarda normal akciger mimarisinin bozuldugu ve hiicresel atrofi

gbzlemlendigi belirtilmistir. Bobrek dokusunda, metimazol ile indiiklenen hayvanlarda
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glomeruloskleroz, 6dem ve distal ile proksimal tibullerde hiicresel atrofi gdzlenmistir.
Hipertiroid ve hipotiroid siganlarin yumurtalik histolojik kesitleri incelendiginde, saglikli

follikiil sayisinin kontrol siganlara gére dnemli 6l¢iide azaldigr bulunmustur (Fedail ve
ark., 2013).

Literaturde, tiroid hormonlarinin insan oositlerinin olgunlasmasimi etkiledigi ve
bu hormonlarin reseptdrlerinin mural graniiloz hiicrelerinde ve olgun oositlerde
bulundugu gosterilmistir (Vissenberg ve ark., 2015; Xie ve ark., 2010). Ayrica, tiroid
hormonlarinin iiretimini diizenleyen enzimlerin graniiloza hiicrelerinde bulundugu ve
follikiiler sivida tiroid hormonlar1 ve reseptorlerinin varliginin, follikiilogenez ve
ovulasyon stireglerinde onemli bir rol oynayabilecegi 6ne siiriilmektedir (Colicchia ve
ark., 2014; Rosales ve ark., 2020). Calismamizda da, hematoksilen eozin ile boyanmis
kesitlerde, ovaryumun normal fonksiyonlarint bozdugu gozlemlenmistir. Patolojik
degisiklikler arasinda follikiil gelisimindeki anomaliler, graniiloza hiicrelerinde
diizensizlikler ve piknotik ¢ekirdekler, oosit yapisindaki bozulmalar ve zona pellusida
tabakasindaki diizensizlikler yer almaktadir. Bu bulgular, hipotiroidinin ovarium
fonksiyonlarmi olumsuz yonde etkileyerek, dokularin normal islevlerini yerine
getirmekte zorlanmalarina ve dolayisiyla ovarium saghgi ile Ureme kapasitesine zarar

verebilecegini diisiindiirmektedir.

Otiroid ve hafif hipotiroid farelerin meme bezlerinden hazirlanan membranlarda
yapilan analizlerde, hipotiroid farelerde EGF baglanma dlizeyinin, 6tiroid farelere gore
%35-50 daha diisiik oldugu bulunmustur. Hem 6tiroid hem de hipotiroid farelere T4
tedavisi uygulandiginda, hipotiroid dokularindaki reseptor diizeyleri 6tiroid seviyelerine
donmiis, otiroid farelerde ise bir degisiklik gézlenmemistir. Ayrica, hipotiroid farelerin
karaciger membranlarindaki EGF baglanma diizeyi, 6tiroid kontrollerin yalnizca %25-

50'si kadar olmustur (Lin ve ark., 2011).

Immiinohistokimyasal ~ boyamalar, ~EGFR'min  hiicre = membranlarinda
yogunlastigin1 ve hipotiroidinin EGFR ekspresyonu iizerinde olumsuz etkiler yarattigini
ortaya koymaktadwr. Ketani ve arkadaslarinin (2004) c¢alismasinda, EGFR
ekspresyonunun kontrol gruplarinda graniiloza hiicrelerinde yiiksek oldugu, ancak

hipotiroidi ile iliskili sicanlarda EGFR seviyelerinin belirgin bir sekilde azaldig:
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gOzlemlenmistir. Sialoadenektomi uygulanan siganlarda, graniiloza hiicrelerinde yalnizca
hafif boyama gorilirken, kontrol grubunda grantloza hicrelerinde glcli boyama tespit
edilmistir (Ketani ve ark., 2004). Bizim immunohistokimyasal analizlerimizin sonucunda
hipotiroidili siganlarin ovaryum kesitlerinde oositlerde ve graniiloza hucrelerinde, EGFR
ekspresyonunun azaldigi gozlenmistir. Ayrica, oosit yapilarinda degisiklikler tespit
edilmistir. Bu bulgularimiz, hipotiroidinin ovaryum fonksiyonlar1 {izerinde genis
kapsamli olumsuz etkilere sahip olabilecegini gostermektedir. EGFR konsantrasyonu ve
EGF baglanma diizeylerinin azaldigi ve epitel hiicre mitojenlerinin ¢ogalmasinin
baskilanabilecegini diisiindiirmektedir. Bu durum, hiicresel proliferasyonun azalmasina

ve doku fonksiyonlarmin bozulmasina katkida bulunabilir.

Koyunlarda yapilan ¢alismada, EGF infiizyonunun dolasan T4 ve T3 duizeylerinde
azalmaya neden oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular, EGF'nin tiroid hormonu tretimi ve
eylemi tzerindeki negatif etkisinin, tiroid hormonlar1 tarafindan uyarilan EGF saliimini
dengeleyen bir geri bildirim kontrol mekanizmasi olabilecegini gostermektedir. Bu
sonuglar, tiroid hormonlarmin EGF reseptorleri {izerindeki diizenleyici roliinii

vurgulamaktadir (Kung ve ark., 1992).

HB-EGF'nin (Heparin Baglayict EGF) yukar1 diizenlenmesi, ¢ogalma ve
farklilasma dahil olmak {tizere c¢esitli hiicresel siireclerde kritik bir rol oynadigi
gosterildiginden 6zellikle dikkat ¢ekicidir. Ovaryum fonksiyonu baglaminda, HB-
EGF'nin granilosa-lutein hicrelerinde ERK1/2 sinyal yolu araciligiyla progesteron
iretimini tesvik etmede ve steroidojenik akut diizenleyici proteinin (StAR)
ekspresyonunu artirmada rol oynadigi gosterilmistir (Cheng ve ark., 2021). Bu durum,
hormonal dengenin bozuldugu hipotiroidi kosullarinda, ovaryumun HB-EGF
ekspresyonunu artirarak viicut fonksiyonlarmi desteklemeye ve {ireme sagligini

korumaya yonelik bir mekanizma olabilecegini diisiindiirmektedir.

EGF reseptorinin HB-EGF tarafindan aktive edildigi ve hiicrenin hayatta
kalmasimi ve ¢ogalmasmi destekleyen bir sinyalleme dizisine yol actig1 bilinmektedir.
EGFR ifadesinin genellikle hormonal degisiklikler dahil olmak tizere g¢esitli stres
faktorlerine yanit olarak yukari diizenlendigini goriilmiistiir. EGFR sinyal yollarinin

aktivasyonu, ayrica ovaryum hucrelerinin ¢ogalmasimi artirabilir ve bu, hipotiroidide
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azalan tiroid hormonu seviyelerini dengelemeye yonelik bir telafi mekanizmasi olarak
islev gorebilir. Gperl (G proteinine bagli 6strojen reseptorii 1) ve esrl'in de (6strojen
reseptorii 1) yukari diizenlenmesi, ovaryumlarda telafi edici mekanizmalar kavramini
daha da desteklemektedir. Ostrojen sinyallemesi, ovaryum fonksiyonunun sirdiriilmesi
icin ¢cok Onemlidir ve reseptorleri genellikle tiroid disfonksiyonunun neden oldugu
degisiklikler de dahil olmak tlizere hormonal seviyelerdeki degisikliklere yanit olarak
yukar1 diizenlenir (Hsieh ve ark., 2007). Bu, ovaryumlarin Ostrojen reseptorlerinin
ekspresyonunu artirarak mevcut Ostrojene duyarliligi artirabilecegini ve bdylece
hipotiroid kosullarina ragmen normal fizyolojik islevleri siirdiirmeye ¢alisabilecegini

gOstermektedir.

RAF1 (Hizli hizlandirilmis fibrosarkoma 1), genellikle buytime faktorlerine yanit
olarak aktive edilen, hiicre ¢ogalmasi ve hayatta kalmasi i¢in ¢ok Onemli olan
MAPK/ERK sinyal yolunun temel bir bilesenidir (Wu ve ark., 2021). Bizim
calismamizda RAF1'in asag1 diizenlenmesi ilgi ¢ekicidir. RAF1'in asag1 diizenlenmesi
hipotiroidide hormonal sinyallemenin tehlikeye girdigi bir durumda asir1 hiicre
blylmesini 6nlemek i¢in adaptif bir yanit1 yansitabilir. Sicanlarda RAF1'in asagi
dizenlenmesi, hiicresel ¢ogalma i¢in azalmis bir kapasiteyi veya tiroid hormonu eksikligi
baglaminda ¢ogalmadan ziyade hayatta kalmaya oncelik veren sinyal yollarinda bir

degisimi gosterebilir.

Hipotiroid farelerin karaciger membranlarindaki EGF baglanma diizeyi, 6tiroid
kontrollerin yalnizca %25-50'si kadardir. Hipotiroidide, tiroid hormonlarmm EGF
reseptor diizeylerini negatif yonde etkilemis ve tiroid hormonlarmin EGF gen ifadesini
transkripsiyonel diizeyde diizenledigi bildirilmistir. T3 tedavisi, EGF mRNA seviyelerini

artirmig ve hiicre proliferasyonunda iyilesmeye yol agmistir (Lin ve ark., 2011)

EGFR asir1 ekspresyonunun, HRas, RAF1, MEK2 gibi ERK1/2 sinyal yolunda
yer alan genlerin yam1 sira c-Myc gibi asag1 akim genlerin ekspresyonunu artirdigi
gosterilmistir. Arastwrmalar, E2F4’iin EGFR ekspresyonunu ve graniiloza hiicre
proliferasyonunu ERK1/2 yolu araciligiyla tesvik ettigini ortaya koymaktadir (Wu ve
ark., 2019).
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Hipotiroidinin beyin gelisimi Uzerindeki etkileri incelendiginde, farelerde EGFR
ekspresyonunun geciktigi ve 6zellikle graniil hiicre tabakasinda (EGL) EGFR-IR hcre
oraninin diisiik oldugu gézlemlenmistir. Bu durum, hticre gociinde gecikmelere ve hiicre
baglantilarinin bozulmasma neden olarak purkinje hiicrelerinin gelisimini olumsuz
etkilemektedir (Carrasco ve ark., 2003). Ote yandan, hipotiroidi tiikiiriik bezlerinde EGF
sentezini azaltarak dolasimdaki EGF seviyelerini diigiirebilmektedir (Walker ve ark.,
1982). Cilt homojenlerinde de EGF seviyelerinin azaldigi ve tiroid hormonlarinin
eksikliginin c¢esitli doku ve organlarda hiicresel fonksiyonlar1 bozdugu bildirilmistir

(Hoath ve ark., 1983; Mukku, 1984).

Bobreklerde ise tiroid hormonlari EGF {iretimini diizenlemekte énemli bir rol
oynar. T3 hormonu enjeksiyonu, hipofizektomize farelerin bdbreklerinde EGF
seviyelerini artirmakta ve ekstrakte edilebilir olgun EGF, EGF prekursor proteini ve EGF
mRNA seviyelerinde yiikselmeye yol agmaktadir. Bu durum, bobrek saghgi ve
fonksiyonlar1 {izerinde olumlu bir etki yaratmaktadir (Rogers ve ark., 1995). Over
dokusunda da EGFR ifadesi kritik Oneme sahiptir; tiroid hormonu EGF gen
ekspresyonunu artirarak hiicre sag kalimi ve farklilasmasini diizenlemekte ve bu sirecte

cesitli sinyal yollari aktive etmektedir (Garnett ve ark., 2002).

EGFR hiicre biiyiimesini ve proliferasyonunu tesvik eder, hiicre farklilagmasini
dizenler, apoptoz surecini kontrol eder ve doku yenilenmesini hizlandirir. Ayrica, tumaor
bliylimesi ve metastaz siireclerine katkida bulunabilecegi belirtilmektedir. Tiroid
hormonlari, biyolojik siire¢lerde kritik rol oynayan EGF gen ifadesini ve EGFR
seviyelerini diizenleyerek cesitli onemli fonksiyonlar: etkiler. Bu fonksiyonlar arasinda
hiicresel homeostaz, ndro-gelisimsel siiregler, enerji metabolizmasi, termoregiilasyon ve
doku yenilenmesi bulunur. Ayn1 zamanda, treme sistemlerinin diizenlenmesinde de kritik
bir rol oynar; follikiil gelisimi, oviilasyon, spermatogenez gibi siirecleri kontrol eder.
Hipotiroidi durumunda, tiroid hormonlarinin eksikligi bu diizenleyici islevleri bozar ve
hem Greme sistemleri hem de diger sistemler izerinde gesitli olumsuz etkilere yol acabilir.
Tiroid hormonlarmimn eksikligi follikiil gelisimini ve oosit morfolojisi Uzerindeki
etkilerini, oosit ve graniiloza hucrelerinin proliferasyonunu ve apoptotik sdreclerini
olumsuz yonde etkilemektedir. Bu bulgular, tiroid hormonlarmin iireme sistemi
tizerindeki etkilerini daha iyi anlamamiza yardimci olmakta ve hipotiroidinin ovaryum

fonksiyonlar1 iizerindeki zararli etkilerini ortaya koymaktadir. Gelecekteki arastirmalar,
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bu siireglerin molekiiler mekanizmalarin1 daha ayrintili olarak inceleyerek, tiroid
hormonlarinin ve EGF faktoriiniin tireme saghgi tizerindeki etkilerini daha kapsamli bir

sekilde ortaya koyabilir.
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6. SONUC

Yapilan literatiir taramas1 sonucunda, ¢alismamiz hipotiroidinin hem ovaryum
hem de ovaryumdaki EGFR tzerindeki etkilerini arastiran mevcut ¢alismalara kiyasla bir
onculiik teskil etmektedir. Sonug olarak, yaptigimiz ¢aligmada hipotiroidinin sigan
ovaryumlar1 ve EGFR iizerindeki etkilerinin belirlenmesinde dnemli bir adim atilmistir.
Bu bulgular, hipotiroidinin follikiil gelisimi, oosit kalitesi ve ovaryumdaki EGFR
ekspresyonu iizerinde olumsuz etkiler yarattigini ve bu etkilesimlerin hormon diizeyleri

ile uyumlu oldugunu gostermektedir. Sonug olarak yaptigimiz ¢aligmada:

1. Hipotiroidili gruplarda, kontrol grubuna kiyasla follikul sayisinda, sican agirliklarinda
ve ovaryum agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlemledik.

2. Histolojik incelemelerde, graniiloza hucrelerinde piknotik cekirdekler, oosit yapisinda
bozulmalar ve zona pellusida tabakasinda diizensizlikler tespit ettik. Ayrica, oosit
sitoplazmasinda vakuolizasyonlar ve atretik oosit 6zellikleri belirledik.

3. Korpus luteumun yapismim normal oldugu ve bag dokuda herhangi bir anormal
bulguya rastlanmadigini saptadik.

4. Immiin boyama sonuglarinda, graniiloza hiicrelerinde EGF reseptériiniin yogunlugunun
azaldigimi gozlemledik.

5. Hipotiroidi grubu siganlarinda HB-EGF, EGFR, GPER1 ve ESR1 ve RAF1'in mMRNA
ekspresyon diizeylerinde gézlemlenen degisiklikler, hormonal dengesizlik karsisinda
ovaryum fonksiyonunu ve hiicresel homeostazisi korumay1 amaglayan kompanse edici
mekanizmalarin karmasik bir etkilesimini gostermektedir. RAF1'in asagi regulasyonu
stres kosullar1 altinda kontrolsiiz ¢ogalmayr dnlemek icin gerekli bir ayarlamayi

yansitabilir.

Sonug olarak, 10 mg/kg dozunda, 30 giin igme suyuna verilen metimazol kaynakli
hipotiroidi, Wistar yetiskin disi sicanlarda ovaryum ve follikiil hasarinin gelismesine

neden olmustur. EGFR ekspresyonunu azaltmistir.
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