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OLUSTURULAN SICANLARDA HIiDROKSITIROSOLUN
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Damisman: Dog. Dr. Elif ONAT

Doksorubisin (Dox) genellikle dogurganlik ¢aginda goriilen meme kanseri tedavisinde
yaygin olarak kullanilan ve ayrica over toksisitesine neden olan kemoterapdtik bir ajandir.
Bu ¢alismada Hidroksitirosol’iin (HT) over toksisitesi iizerine olas1 etkileri arastirildi.
Calismada 8-10 haftalik, Spraque Dawley cinsi, 200-250 gr agirliginda 28 adet disi sigan
kullanildi. Siganlar dort gruba ayrildi: 1. Kontol grubu, 2. Dox grubu, 3. HT grubu ve 4.
Dox+HT grubu. 1.Kontol grubu, 4 hafta boyunca oral yoldan 1 ml serum fizyolojik
verildi ; 2.Dox grubu, deneyin 1. giinii tek doz seklinde 10 mg/kg/giin dozunda Dox
intraperitoneal yolla uygulandi; 3.HT grubu, HT 4 hafta boyunca 4 ml/kg/giin oral yoldan
verildi; ve 4.Dox+HT grubu, deneyin 1. giinii tek doz seklinde 10 mg/kg/giin dozunda Dox
ip. yolla uygulandi. Uygulama sonrasinda HT 4 hafta boyunca 4 ml/kg/giin oral yoldan
verildi. 28 giinliik deney siiresinin sonunda ovaryumlar alindi, sonrasinda histopatolojik ve
immunohistokimyasal analizler yapildi. Elde edilen tiim veriler istatistiksel olarak
degerlendirildi. Histokimyasal analizlere gore Dox’un over dokusunun medullasinda ve
ayrica folikiillerde bazi dejeneratif degisikliklere neden oldugu belirlendi. Ayrica dokudaki
kistik folikiil sayisim1 da goreceli olarak arttirdigi izlendi. Dox uygulamasi ile birlikte
primordiyal, sekonder, graaf folikiillerinin kontrol ve diger gruplarina gore istatistiksel
olarak anlamli derecede azaldig1 ve atretik folikiil sayisinin arttig1 tespit edildi. Dox+HT
grubu uygulamasiin ise yalniz Dox uygulanan gruba goére sadece atretik folikiillerde
istatistiksel olarak anlamli azalmaya neden oldugu belirlendi. Bu bilgiler dogrultusunda
Dox’un neden oldugu over toksisitesinde HT nin olumlu yonde etkisi olan bir madde oldugu
sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Overtoksisite; HT; Dox; TRPCI.
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ABSTRACT

PROTECTIVE EFFECT OF HYDROXYTYROSOL IN RATS
WITH OVARIAN TOXICITY CAUSED BY DOXORUBICIN

Nihan GUNES
Department of Medical Pharmacology
Adiyaman University, Graduate Education Institue, June/2025, Page:68
Supervisor: Assoc.Prof. Dr. Elif ONAT

Doxorubicin (Dox) is a chemotherapeutic agent widely used in the treatment of breast
cancer, which is commonly observed in women of reproductive age, and is also known to
cause ovarian toxicity. In this study, the potential effects of Hydroxytyrosol (HT) on ovarian
toxicity were investigated. Twenty-eight female Sprague Dawley rats, aged 8—10 weeks and
weighing 200-250 g, were used. The rats were divided into four groups: 1. Control group,
2. Dox group, 3. HT group, and 4. Dox+HT group. The Control group received 1 ml of
physiological saline orally for 4 weeks; the Dox group was administered a single
intraperitoneal dose of Dox at 10 mg/kg on the first day of the experiment; the HT group
received HT orally at 4 ml/kg/day for 4 weeks; and the Dox+HT group received a single
intraperitoneal dose of Dox at 10 mg/kg on the first day, followed by oral administration of
HT at 4 ml/kg/day for 4 weeks. At the end of the 28-day experimental period, the ovaries
were excised, and histopathological and immunohistochemical analyses were performed.
All obtained data were statistically evaluated. Histochemical analyses revealed that Dox
induced degenerative changes in the medulla and follicles of the ovarian tissue. In addition,
it relatively increased the number of cystic follicles. Dox administration significantly
reduced the numbers of primordial, secondary, and Graafian follicles compared with the
control and other groups, while the number of atretic follicles was increased. In the Dox+HT
group, only the number of atretic follicles showed a statistically significant reduction
compared with the Dox group. Based on these findings, it was concluded that HT is a
substance with a beneficial effect on Dox-induced ovarian toxicity.

Keywords: Overtoxicity; Hydroxytyrosol; Doxorubicin; TRPCI.
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kiymetli canim aileme ve arkadaslarima destekleri ve her zaman her kosulda yanimda

olduklari i¢in tesekkiir ederiim.
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ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgilin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu caligma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakgada yer verdigimi; bu g¢alismanin Adiyaman
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programiyla tarandigimni ve higbir
sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, calismamla ilgili
yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki

ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.

(Imza)

(Ogrencinin Adi1 ve SOYADI)
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1. GIRIS

Cevresel kimyasallar ve ilaglar, hem hayvanlarda hem de insanlarda iireme
toksisitesine yol acabilir [1]. Bu toksik etkiler, yumurtaliklar1 dogrudan etkileyebilecegi
gibi, hipotalamus ve hipofiz bezi gibi organlarda da gériilebilir [2]. Ozellikle kemoterapi,
DNA g¢ift iplik¢ik kirilmalar1 ve apoptoza bagli folikiillerin tiikenmesiyle over toksisitesine
neden olabilir. Kemoterapi uygulanan kadinlarda primordial folikiillerin biiyiik 6l¢iide tahrip
olmas1 erken menopoza yol agabilir. Primordial folikiillerin sayisindaki azalma, lireme
fonksiyonunun diismesine neden olur. Bu folikiiller, dogumdan itibaren sabit sayida olup,
oosit sayisini belirler [3].

Erken menopoz, amenore, diizensiz adet kanamasi over toksisitesine neden olabilir
[4]. Kemoterapotik ajanlar 6zellikle cocuklarda, pubertal gelisim ve biiyiimeyi etkileyebilir,
bu da infertilite ve erken menopoz gibi olumsuz sonuglara yol agabilir [5].

Oksidatif hasar, toksik maddelere maruz kalmanin oosit kalitesini kalici olarak
diistirmesinde rol oynayabilir. Fetal donemde gelismekte olan germ hiicrelerinin de bu tiir
streslere duyarli oldugu gosterilmistir [6].

Kanser tedavisinde kullanilan kimyasal yapilar, etki mekanizmalarina gore
siiflandirilabilir. Bu gruplar arasinda alkilleyici ajanlar, antimetabolitler, topoizomeraz
inhibitorleri ve mitotik ig iplikleri inhibitorleri yer alir. Topoizomeraz I inhibitorleri,
irinotekan ve topotekan gibi ajanlar, DNA ¢ift iplikciklerinde kirilmalara neden olurken,
doksorubisin DNA zincirindeki topoizomerazlar1 inhibe ederek replikasyon ve
transkripsiyon siire¢lerini bozar [7]. 1960'l1 yillardan itibaren yaygin sekilde kullanilan Dox,
bircok kanser tiiriinde etkin olarak kullanilmaktadir [8]. Ozellikle yumusak doku ve kemik
sarkomlar1, akut lenfoblastik 16semi, Hodgkin lenfoma ve meme, yumurtalik, mesane ve
tiroid kanserlerinin tedavisinde 6nemli bir yeri vardir [9].

Doksorubisine (Dox) bagli toksisite mekanizmasi, serbest radikallerin olusumu,
antioksidan enzimlerin azalmast ve lipid peroksidasyonunun artigi gibi siiregleri igerir.
Antrasiklinlerde bulunan kinon/hidrokinon gruplari, serbest radikal ve peroksitlerin
aktivasyonuna yol acabilen bir yapiya sahiptir [10]. Dox, kemoterapide genis bir kullanim
alanina sahip, etkin bir antineoplastik ilagtir. Ancak, bagisiklik sisteminin bozulmasi sonucu
bagisiklik hiicrelerinin sayisindaki azalma, hastalarin mikrobiyal enfeksiyonlara karsi daha
duyarl hale gelmesine ve tedavi siirecinin olumsuz etkilenmesine neden olabilir [11]. Organ
islev bozukluklari, kanser tedavisinde siklikla karsilagilan bir durum olup, bu durum

tedaviye bagl saglik sorunlarini daha da karmasik hale getirebilir [12].



Doksorubisin, 6zellikle meme kanseri tedavisinde tercih edilen kemoterapotik
ajandir ve etkisini iki ana mekanizma ile gosterir: topoizomeraz II inhibisyonu ve kromatin
hasar1. Tiimor hiicrelerinde mitoz boliinmeyi engelleyerek DNA hasarina neden olur, ancak
bu durum, tiimdr hiicrelerinin tedaviye karsi direng kazanmasina yol agabilir [13]. Dox,
oksidatif stresi artirarak ve DNA hasarin tetikleyerek hiicre 6liimiine sebep olur. Bunun
yaninda, tedavi sirasinda bobrek ve bagirsaklarda apoptoz, gastrointestinal hasar, pulmoner,
hematolojik ve testikiiler toksisite gibi yan etkiler gézlemlenebilir. Doksorubisin ayrica
yumurtalik rezervi lizerinde olumsuz etkiler yapmaktadir [14].

Zeytin meyvesi, fenolik maddeler acisindan zengin olup, bu maddeler kuru meyve
etinin %1-14"lini olusturur. Zeytindeki baslica fenoller arasinda oleuropein, hidroksitirozol,
tirozol ve verbaskozit yer alir. Hidroksitirozol, oleuropeinin par¢calanma {iriinii olarak kabul
edilir; zeytinin olgunlasma siirecinde oleuropein konsantrasyonu azaldik¢a hidroksitirozol
artar. Cesitli in vivo ¢aligmalar, zeytinyagi fenolik bilesenlerinin bagirsak seviyelerinde iyi
emildigini dogrulamustir [15]. Tirosol ve hidroksitirosol, zeytinyagindan kana yiiksek oranda
gecer. Bir bagka arastirmada, mide sindirimi sonrasi bu fenolik bilesenlerin (tirozol,
hidroksitirosol ve sekoiridoid yapilar) stabilitesinin yiiksek oldugu, ancak ince bagirsakta
bu stabilitenin azaldig1 bildirilmistir[16].

Hidroksitirozoliin, diger biyofenollere kiyasla daha kolay saflastirilabildigi
gosterilmistir. Ornegin, 1 litre zeytinyag: atik suyundan 1,2 g hidroksitirosol ve 0,4 g
flavonoid igeren bir ekstrakt elde edilebilmektedir [16]. Bu bilesik, zeytin meyvesinde,
yaginda ve yapraklarinda bulunan oleuropeinin hidroliziyle agiga ¢ikar. Son yillarda
hidroksitirozoliin giiglii antioksidan ve antienflamatuvar ozellikleri ortaya konmustur.
Cesitli kanser hiicre hatlar1 ve hayvanlar iizerinde yapilan in vitro ve in vivo ¢aligmalar,
hidroksitirozoliin antioksidan, antiproliferatif, proapoptotik etkilerini ve anjiyogenezi
engelleme potansiyelini gostermektedir. Ayrica, kemik yapimi ve korunmasinda da tesvik
edici etkileri bulunmaktadir [17].

Zeytinin olgunlagsma siireciyle birlikte, oleuropein hidroliz olur ve hidroksitirozol ile
elenolik asit olusur. Hidroksitirozol, canlilarda normal metabolizma sirasinda serbest
radikalleri stabilize eder, oksidatif stresi azaltir ve aterosklerotik lezyonlarin biiytikliigiinii

kiiciiltme etkisi gosterir [18].



2.GENEL BILGILER
2.1. Ovaryum (Yumurtahk) Nedir?

Ovaryumlar, disi tireme sisteminin bir pargasidir ve yumurta iiretimi gibi énemli bir
islevi ustlenir. Yumurtaliklar, dogustan itibaren belirli sayida yumurta hiicresine sahiptir.
Bu hiicreler ergenlik doneminden itibaren olgunlasarak lireme i¢in hazir hale gelir [19].
Oogenez, yumurta hiicresinin baslangigtan olgunlasmaya kadar gecirdigi siirectir. Bu siireg,
embriyonik donemde baslar ve kadmin dogurganlik dénemi boyunca adet dongiisiiyle
devam eder [20].

Oogenez; multiplikasyon evresi, bliylime evresi, olgunlagsma evresi olmak iizere ii¢
asamaya ayrilir. Multiplikasyon evresi, embriyonik donemde baslar. Primordial germ
hiicreleri, mitoz béliinme yoluyla hizla ¢ogalarak oogoniumlari olusturur. Oogoniumlar, disi
fetiisiin yumurtaliklarinda bulunur ve dogumdan 6nce bu hiicreler birincil oosit (primordial
folikiil) haline gelir. Disi fetlis, dogumda yaklasik 1-2 milyon primordial folikiile sahiptir.
Biiylime evresi, dogumdan sonra birincil oositler, mayoz bdliinmenin 1. profaz asamasinda
durdurulur (diploten evre). Bu durum, dogurganlik dénemi baslayana kadar devam eder
[21]. Ergenlik ile birlikte, her adet dongiisiinde folikiil uyarict
hormon (FSH) etkisiyle bazi folikiiller secilir ve biiyiimeye baslar. Ancak bu siiregte
genellikle sadece bir folikiil tam olgunlasir. Olgunlasma evresi, mayoz bdliinmenin devam
etmesiyle gerceklesir. Mayoz 1 tamamlanir ve bir ikincil oosit ile bir kutuplu cisimcik (polar
body) olusur. Kutuplu cisimcik, genetik materyal icerir ancak sitoplazmadan yoksundur ve
islevsel degildir. Ikincil oosit, mayoz béliinmenin 2. metafazinda durdurulur. Bu asamada
oviilasyon gergeklesir. Eger yumurta bir sperm tarafindan déllenirse, mayoz 2 tamamlanir
ve olgun bir yumurta hiicresi (ovum) olusur. Déllenme olmazsa oosit pargalanir ve dongii

sona erer [22].

2.2. Yumurta Uretimi Siirecindeki Yapilar

Primordial folikiiller dogum sirasinda ovaryumda bulunan en ilkel yumurtalik
hiicresidir. Tek katl1 yass1 epitel hiicreleriyle ¢evrilidir. Birincil folikiiller adet dongiistiniin
baslangicinda FSH etkisiyle biiylimeye baslayan folikiillerdir [22]. Epitel hiicreleri
(graniiloza hiicreleri) kiibik bir yapiya doniisiir. Sekonder folikiiller graniiloza hiicrelerinin
cogalmasi ve folikiil icinde sivi dolu bosluklarin olugmasiyla karakterizedir. Bu agamada
yumurta hiicresi biiyiimeye devam eder. Graaf folikiil (olgun folikiil) tamamen olgunlagmis

folikiildiir. Oviilasyon sirasinda Graaf folikiil catlar ve i¢indeki oosit serbest kalir. Catlayan
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folikiil, korpus luteuma doniiserek progesteron salgilar. Gebelik gerceklesmezse korpus
luteum geriler ve korpus albikans ad1 verilen fibréz bir yap1 olusur [23].

Yumurtalik rezervi, yasa bagl degisimler ve toksik etkenler yumurtaligin iiretim
kapasitesini etkileyen unsurlardandir. Kadinlar sinirli sayida yumurtayla dogar (yaklagik 1-
2 milyon). Ergenlik donemine kadar bu say1 yaklasik 300.000’e diiser. Kadin yasami
boyunca bu yumurtalarin sadece 400-500 kadar1 olgunlasir ve oviilasyona katilir. Yas
ilerledikce yumurta rezervi azalir ve kalan yumurtalarin kalitesi diiser. Ozellikle 35 yas
sonrasinda bu siire¢ hizlanir. Sigara, radyasyon, kemoterapi gibi ¢evresel faktorler yumurta

rezervini ve kalitesini olumsuz etkileyebilir [24].

2.3. Ovaryumun Hormonal Fonksiyonlari

Ovaryumlar, {i¢ temel hormon iiretir: dstrojen, progesteron, inhibin. Bu hormonlar
hipotalamus ve hipofiz bezi ile etkilesim halindedir ve hormonal bir feedback mekanizmasi
olusturur. Ovaryumda liretilen hormonlar, kadin lireme sisteminin yani sira diger sistemleri
de etkiler. Graniiloza hiicreleri Ostrojen iiretir. Androjenleri Ostrojene doniistiirmek igin
aromataz enzimini kullanir. Ayrica inhibin-B salgilayarak FSH seviyesini kontrol eder.
Teka hiicreleri androjen iiretiminden sorumludur. Bu androjenler, graniiloza hiicrelerinde
Ostrojene dontistiiriiliir. Korpus luteum progesteron ve Ostrojen salgilar. Gebelik
ger¢eklesmezse korpus luteum dejenerasyona ugrar ve hormon iiretimi durur. Aktivin, FSH
salgisini artirir [25].

Progesteron ve Ostrojen seviyeleri arttik¢a, hipotalamus ve hipofiz bezine negatif
feedback yoluyla FSH ve LH iiretimi engellenir. Bu, yeni bir folikiiliin gelisimini engeller.
Eger gebelik olusmazsa, korpus luteum dejenerasyona ugrar ve progesteron ile Ostrojen

seviyeleri diiser. Bu, endometriyumun dokiilmesine yol agar ve menstriiasyon baslar.

2.3.1. Ovaryumda hormon iiretim siireci

Ostrojen, ovaryumun graniiloza hiicreleri tarafindan iiretilen en Onemli
hormonlardan biridir. Ostrojen, teka interna hiicreleri ve graniiloza hiicreleri is birligiyle
dretilir. Teka hiicreleri, kolesterolden androstenedion adi verilen bir 6nciil hormon tretir.
Graniiloza hiicreleri, androstenedionu aromataz enzimi aracilifiyla Ostrojene doniistiiriir.
Ana tiirleri: Estradiol (E2) en aktif ve baskin formdur. Adet dongiisiiniin folikiiler fazinda
tiretilir. Estron (E1) menopoz sonrast daha baskin hale gelir. Estriol (E3) hamilelik sirasinda

plasenta tarafindan {iretilir. Endometriumu (rahim i¢ tabakasi) kalinlastirarak dollenmis
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yumurtanin tutunmasi i¢in hazirlar. Ikincil cinsiyet 6zelliklerinin (8rnegin meme gelisimi,
pelvis genislemesi) olusmasini saglar. Vajina ve serviks salgilarinin iiretimini artirarak
iireme saghigim destekler [26].

Progesteron, ovaryumun luteal fazinda korpus Iuteum tarafindan {iretilir. Bu
hormonun {iretimi ve etkisi su sekildedir. Korpus luteum (oviilasyon sonrasi olugan folikiil
kalintis1), kolesterolden progesteron sentezler. Endometriumu olas1 bir gebelik i¢in destekler
ve kanlanmasimi artirir. Gebelik sirasinda rahim kaslarmin kasilmasin1 engelleyerek
embriyonun tutunmasini saglar. Siit bezlerinin gelisimini destekler. Eger dollenme
gerceklesirse, korpus luteum progesteron iiretimini siirdiiriir. Ik trimester sonrasi bu gorevi
plasenta devralir.

Inhibin, graniiloza hiicreleri tarafindan iiretilir ve FSH salinimini baskilar. Folikiil
gelisiminin diizenlenmesine yardimci olur. Hipofizden asirt FSH salinimini engeller,

bdylece sadece bir folikiiliin oviilasyon i¢in olgunlagmasini saglar [27].

2.3.2. Ovaryum hormonlarinin iiretimi adet dongiisiiniin farkh fazlar:

Ovaryumlar, hormonal etkilere yanit vererek diizenli bir dongii igerisinde calisir.
Ovaryumun islevsel dongiisii, kadin {ireme sisteminin temel siire¢lerinden biridir.
Folikiillerin olgunlagsmasi, oviilasyon, korpus luteum olusumu ve hormon saliniminin
diizenlenmesi gibi bir dizi karmasik biyolojik olayi i¢erir. Bu dongii, genel olarak menstriiel
dongii ile paralel olarak isler ve bir kadinin iireme sagliginin diizenlenmesinde hayati bir rol
oynar. Ovaryum islevsel dongiisii, genellikle 28 giin siiren bir dongiide gerceklesir, ancak
bu siire kisiden kisiye degisebilir. Ovaryumun islevsel dongiisii folikiiler faz, oviilasyon ve
luteal faz olmak lizere ii¢ ana asamaya ayrilabilir. Bu dongiide hipotalamus, hipofiz bezi ve

ovaryum arasindaki hormonal etkilesimler kritik bir rol oynar [28].

Folikiiler faz (1-14. giin) (ovulasyona hazirhk)

Bu faz, menstriiasyon (adet kanamasi) ile baglar. Rahim i¢ tabakas1 (endometrium),
bir Onceki dongiideki gebelik gerceklesmedigi i¢in dokiiliir. Folikiil gelisimi hipofiz
bezinden salgilanan FSH(folikiil uyarict hormon), yumurtaliklardaki birka¢ folikiiliin
biliylimesini uyarir. Ancak bu folikiillerden sadece biri (bazen nadiren iki tanesi) baskin
folikiil olarak secilir ve olgunlasir. Olgunlasan folikiilde yumurta hiicresi gelismeye baslar.

Follikiiliin i¢indeki graniiloza hiicreleri tarafindan dstrojen iiretilir. Ostrojen seviyesi arttik¢a



rahim i¢ tabakasi yeniden kalinlagmaya baslar. Servikal mukus (rahim agzindaki salgi) daha
ince ve kaygan hale gelir, bu da spermin hareketini kolaylastirir.

Hipofizden salgilanan FSH, folikiil biiyiimesini ve graniiloza hiicrelerinden 6strojen
liretimini uyarir. Dominant folikiil, Ostrojen {retimini artirir ve rahim i¢ tabakasinm
kalinlastirir. Artan dstrojen seviyeleri, hipofizden FSH salinimini baskilar. Folikiiller geligir
ve Ostrojen salgilanir. Folikiiler faz, dongiiniin basindan oviilasyona kadar gegen siireci
kapsar ve FSH seviyesinin artti§1 donemi ifade eder. Menstriiel kanama basladiginda, FSH
ve luteinize edici hormon (LH) seviyeleri diiser. Hipotalamus, gonadotropin salgilatici
hormon (GnRH) salgilar. Bu hormon, hipofiz bezini uyararak, FSH ve LH salgilanmasina
yol acar. FSH, ovaryumdaki primordial folikiilleri uyararak, onlarin biiylimesini ve
gelismesini saglar. Folikiiller biiylir ve graniiloza hiicreleri ¢ogalir. Sekonder folikiiller ve
daha sonra tersiyer (Graaf) folikiiller olusur. Folikiiller, 6strojen tiretmeye baglar. Bu, rahmin
i¢ tabakasini, yani endometriyumu, gebelige hazirlanmak i¢in inceltir.

Graniiloza hiicrelerinden salgilanan Ostrojen, hipotalamus ve hipofiz bezine geri
bildirerek FSH seviyesini baskilar. Bu durum, genellikle bir veya birkag folikiiliin gelisimini
stirdiirmesini saglar. Graniiloza hiicreleri, inhibin salgilar. Inhibin, FSH {iiretimini inhibe

ederek, yalnizca en gelismis folikiiliin olgunlasmasini tesvik eder [28].

Oviilasyon (14. Giin): yumurta serbest birakilmasi

Ostrojen seviyelerinin zirve yapmasi, LH hormonunda ani bir artisa neden olur. Bu
durum oviilasyonu tetikler. Oviilasyondan sonra folikiil, korpus luteuma doniiserek
progesteron tiretimine baslar.

Ovulasyon, ovaryumun temel fonksiyonlarindan biridir ve folikiil gelisimiyle birlikte
hormonal degisikliklere dayanir. FSH sayesinde primordial folikiiller biiyiimeye baslar.
Graniiloza hiicreleri dstrojen salgilar. Ostrojen seviyelerinin yiikselmesi, LH salinimini
tetikler. LH dalgas1 oviilasyonu baglatir. Tersiyer (Graaf) folikiil catlar ve oosit serbest
birakilir. Serbest kalan oosit, fallop tiipiine gecerek dollenme i¢in hazir hale gelir.

Adet dongiisiiniin en kritik asamalarindan biridir ve bir kadinin lireme kapasitesi
acisindan 6nemli bir donemi temsil eder. Bu asama, yumurtaliklardan olgun bir yumurta
hiicresinin (oosit) serbest birakilmasi siirecidir. Oviilasyon, dongiiniin tam ortasinda,
genellikle 14. giinde gergeklesir. Ancak bu siire, kadinin dongiisiinlin uzunluguna bagl

olarak degisebilir. Adet dongiisii yaklasik 28 giin siirer (kadinlar arasinda bu siire degisiklik



gosterebilir) ve su 4 ana faza ayrilir: menstriiasyon (1-5. Giin), folikiiler faz (1-13. Giin),
oviilasyon (14. Giin), luteal faz (15-28. Giin).

Folikiiler faz boyunca artan Ostrojen seviyeleri, hipofiz bezine pozitif feedback
yapar. Bu feedback, LH seviyesinde ani bir artisa neden olur (LH dalgas1). LH dalgasi, olgun
folikiiliin catlamasina ve i¢indeki yumurtanin serbest birakilmasina yol agar. Olgun yumurta
(ikincil oosit), folikiilden ¢ikar ve fallop tiiptine gecer. Yumurta, burada 12-24 saat boyunca
canli kalir ve dollenmeye hazir hale gelir. Oviilasyon sirasinda servikal mukus oldukga
elastik, berrak ve yumurta aki kivamindadir. Bu durum, spermin yumurtaya ulagsmasini
kolaylagtirir.

Olgun yumurta folikiilden serbest birakilir. Oviilasyon, dongiiniin ortasinda meydana
gelir ve genellikle 14. giin civarinda gerceklesir. Bu asama, en olgun folikiiliin ¢atlayarak
i¢indeki oositi serbest birakmasidir.

Ostrojen seviyelerinin yiikselmesi, hipofizde bir LH salg1 dalgasina neden olur. LH
artis1, oviillasyonu tetikler ve folikiil catlar. FSH seviyesi de artar, ancak LH'nin etkisi daha
belirgindir. Ovaryumdaki olgun folikiil catlar, oositi ve ¢evresindeki graniiloza hiicrelerini

serbest birakir. Oosit, fallop tiipline yonelir.

Luteal faz (15-28. Giin): oviilasyondan sonra

Catlayan folikiil, oviilasyondan sonra korpus luteum ad1 verilen gegici bir endokrin
yapiya doniigiir. Korpus luteum, progesteron ve az miktarda dstrojen salgilar. Progesteron,
rahim i¢ tabakasii (endometrium) kalinlagtirir ve olasi bir gebelik i¢in hazir hale getirir.
Rahim kaslarmin gevsemesine ve embriyonun tutunmasi i¢in uygun bir ortam olugsmasina
yardimer olur. Eger dollenme olmazsa korpus luteum yaklasik 10-14 giin boyunca aktif
kalir, ardindan progesteron iiretimi durur ve korpus luteum gerileyerek korpus albikans adi
verilen inaktif bir yapiya doniisiir. Progesteronun azalmasiyla rahim i¢ tabakasi dokiilmeye
bagslar ve bir sonraki menstriiasyon dongiisii baslar. Eger yumurtanin serbest birakilmasinin
ardindan fallop tlipiinde bir spermle birlesirse dollenme gerceklesir. Ddllenmis yumurta,
yaklasik 6-10 giin sonra rahim endometriuma yerlesir. Eger dollenme olmazsa yumurta 24
saat icinde parcalanir ve luteal faz sonras1 menstriiasyonla birlikte viicut disina atilir.

Korpus luteum, progesteron salgilar ve endometriumu gebelik i¢in destekler. Eger
dollenme olmazsa progesteron iiretimi azalir, korpus luteum geriler (korpus albikans) ve

adet kanamasi baslar.



Korpus luteum progesteron salgilar. Oviilasyon sonrasi, c¢atlayan folikiil korpus
luteum adi verilen gecici bir endokrin yapiya doniisiir. Luteal faz, dongiiniin son asamasidir
ve genellikle oviilasyondan sonra 14 giin siirer.

Korpus luteum; graniiloza ve teka hiicrelerinin birlesmesiyle olusur. Korpus luteum,
progesteron iiretir. Progesteron, endometriyumun kalinlagsmasini ve gebelige hazirlanmasini
saglar. Korpus luteum ayrica Gstrojen de iiretir, ancak progesteronun baskin oldugu bir

donemde rahmi gebelik i¢in hazir hale getirir.

2. 4. Ovaryumun Yapisi

Folikiiller, oosit ad1 verilen yumurta hiicresini ¢evreleyen yap1 birimleridir. Folikiil
gelisimi su agsamalardan gecer: primordial folikiil, folikiil gelisiminin baslangi¢ asamasidir
ve diiz epitelyal hiicrelerle ¢evrilidir. Birincil folikiil, hiicreler kiibik sekil alir ve graniiloza
hiicreleri olarak adlandirilir. Ikincil folikiilde, graniiloza hiicrelerinin arasinda sivi dolu
bosluklar (antrum) olusur. Tersiyer folikiilde, antrum belirginlesir ve folikiil olgunlasir.
Graaf folikiilde, oviilasyona hazir olgun folikiildiir. Oositler, folikiillerin i¢cinde bulunur ve
her ay bir tanesi olgunlasarak oviilasyon yoluyla salinir. Oosit, zona pellucida adi verilen
koruyucu bir tabakayla cevrilidir. Korpus luteum, oviilasyondan sonra folikiil kalintilarindan

olusur, progesteron ve dstrojen salgilayarak olasi bir gebelik i¢cin rahmi hazirlar.
2.4.1. Korteks

Ovaryumun dis bolgesinde yer alan ve oositlerin yani sira destekleyici hiicrelerin
bulundugu bir alandir. Ovaryumun yiizeyinin hemen altinda yer alir. Korteks, medulladan
daha yogun bir yapiya sahiptir. Bag dokusu agisindan zengindir ve i¢inde ¢ok sayida folikiil
bulunur. Korteksin dis ylizeyi, germinal epitel olarak adlandirilan, tek katli diiz veya kiibik
hiicrelerden olusan bir epitel tabakasiyla kaplidir. Bu epitelin altinda ise tunika albuginea
ad1 verilen ince fibroz bir bag doku tabakasi bulunur. Korteks, folikiiller ve bag dokusu
hiicrelerinden olusur.

Korteks, folikiilleri korur ve yumurta hiicresinin gelisimi i¢in uygun bir ortam saglar.
Graniiloza hiicreleri Ostrojen iiretir. Teka hiicreleri androjen iiretir, bu da graniiloza
hiicrelerinde Ostrojene doniisiir. Graaf folikiil, korteksin dis ylizeyine yakin bir yerde
bulunur. LH dalgasinin etkisiyle folikiil ¢atlar ve yumurta serbest birakilir. Kadinlar
dogumda belli bir sayida primordial folikiille dogar.



Kortekste bulunan folikiillerin ¢ogu, olgunlasma siirecini tamamlayamadan
dejenerasyona ugrar. Bu siirece folikiiler atrezi denir. Atrezi, korteksteki folikiillerin sayisini

yagsla birlikte azaltir. Menopoz doneminde kortekste neredeyse hig aktif folikiil kalmaz.
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Sekil 2.1. Farkli matiirasyon evrelerindeki folikiil yapilar:

Primordial folikiiller en kii¢iik ve en fazla sayida bulunan folikiillerdir. ilk olarak
fetal donemde olusur ve korteksin dis kisminda kiimeler halinde bulunurlar. Her bir
primordial folikiil, tek bir primer oositi ve onu g¢evreleyen ince bir yassi epitel hiicre
katmanini i¢ermektedir. Cevresindeki graniiloza hiicreleri biiyiir ve kiibik bir sekil alir.
Sekonder folikiillerde, graniiloza hiicreleri daha fazla katman olusturur, ve folikiiliin i¢inde
stvi dolu bosluklar gelismeye baslar. Teka interna ve teka externa adi verilen bag dokusu
katmanlari, folikiiliin ¢evresinden olugsmaktadir. Graaf folikiiller oviilasyona hazir, en biiyiik
ve olgun folikiillerdir. I¢indeki yumurta hiicresi, cumulus oophorus adi verilen bir hiicre

tabakasiyla ¢cevrelenmistir.



2.4.2.Bag dokusu ve hiicresel yapilar

Korteksin folikiiller disinda kalan kismi, bag dokusu ve fibroblast benzeri hiicrelerle
doludur. Stroma, kollajen liflerden ve fibroblastlardan olusan bag dokusudur. Bu doku,
folikiilleri destekler ve kan damarlarini igerir. Teka hiicreleri, androjen iiretiminden

sorumludur. Bu androjenler, graniiloza hiicrelerinde 0strojene doniistiiriiliir.

2.4.3. Medulla

Ovaryumun i¢ kisminda kan damarlari, sinirler ve bag dokular yer alir. Ovaryumun
medulla kismi, ovaryumun i¢ bolgesini olusturur ve yapisal olarak korteksten farklidir ve
hormon tiretimi ve yumurta gelisiminde dolayl1 bir rol oynar. Ovaryumun merkezinde yer
alir [26]. Korteks kismini igten ¢evreleyen bir yapidadir. Medulla, gevsek bag dokusundan
olusur. Bu bag dokusu, kortekse gore daha az yogun ve daha yumusaktir. Kollajen ve elastik
liflerden zengin bir yap1 igerir. Medulla, kan damarlar1 agisindan zengindir ve kortekse kan
saglamak i¢in 6nemli bir islev goriir. Arterler, venler ve lenfatik damarlar medullada yogun
sekilde bulunur. Ovaryan arter ve uterin arter dallar1 medulla yoluyla ovaryuma kan saglar.
Medulla, zengin bir sinir agina sahiptir. Bu sinirler, otonom sinir sistemi yoluyla hormon
salgilanmasini ve ovaryumun fizyolojik aktivitelerini diizenler. Medullay1 olusturan temel

bilesenler: kan damarlari, lenf damarlari, sinirler, bag dokusundan olusur.

Tablo 2.1. Korteks ve medulla arasindaki farklar

Ozellik Korteks Medulla
Konum Ovaryumun dis kisminda Ovaryumun i¢ kisminda
Doku - < <
Yapist Yogun bag dokusu Gevsek bag dokusu
. Folikiiller, graniiloza ve theca Kan damarlari, sinirler ve lenfatik
Icerik .. .
hiicreleri damarlar
.. Yumurta tiretimi ve folikiil Kortekse destek saglama ve dolasimi
Gorev .. B
gelisimi diizenleme

2.4.4. Medullanin islevleri

Medulla, dogrudan yumurta iiretimine katilmamakla birlikte, bu siirecleri dolayl
olarak destekleyen bir yapidir. Medulladaki arterler, kortekste bulunan folikiillere oksijen
ve besin tagirlar. Bu, folikiillerin biiylimesi ve hormon iiretimi i¢in kritik bir rol oynar.

Medulla, korteksten salgilanan Ostrojen ve progesteron gibi hormonlarin kan dolagimina
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tasinmasinda aracilik eder. Lenf damarlari, korteksten gelen atik maddeleri uzaklastirir ve
ovaryumun saglikli kalmasini saglar. Sinir aglari, ovaryumun fizyolojik siireclerini diizenler.
Medulla dogrudan yumurta iiretiminde yer almasa da, destekleyici islevleri nedeniyle

ovaryumun saglig1 ve tireme fonksiyonlar1 agisindan hayati dneme sahiptir [28].

2.5. Ovaryumun Histolojik Yapisi

Sekil. 2.2. Ovaryumun genel gortiniimii (eroschenko, 2012).

Germinal epitel, ovaryumun en dis kismini1 kaplar. Tek katli kiibik epitelyumdan
olusur. Ancak bazen yassi epitel goriinlimiinde olabilir. Uzun siire "germinal" adi
verilmesine ragmen bu tabaka, germ hiicreleri iiretmez. Dis ortamla ovaryum arasindaki
siirt olusturur ve koruma saglar. Over kanserlerinin biiytik bir kismi1 bu epitel hiicrelerinden
koken alir.

Tunika albuginea, germinal epitelin hemen altinda yer alir. Yogun bag dokusundan
olusur. Ince, fibroz bir tabakadir. Ovaryumun korteksine mekanik destek saglar. Folikiillerin

korunmasina yardimci olur.

2.6. Ovaryumun Hiicresel Yapisi

Ovaryumun histolojik yapisinda yer alan temel hiicresel bilesenler sunlardir:
Graniiloza hiicreleri, folikiillerin i¢ tabakasin olusturur. Ostrojen iiretimi icin androjenleri
Ostrojene dondiistiiriir. Olgunlagan oositin beslenmesi ve korunmasinda énemli rol oynar.

Teka hiicreleri folikiil ¢cevresinde iki tabaka olusturur. Teka interna androjen salgilar ve
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hormon iiretiminde gorev alir. Teka externa bag dokusu yapisinda olup folikiil i¢in destek
saglar. Oositler her folikiiliin i¢inde bulunan olgunlasmamis yumurta hiicresidir. Zona
pellucida adli glikoprotein bir tabaka ile g¢evrilidir. Stromal hiicreler, ovaryumun bag
dokusunu olusturan hiicrelerdir. Hormonal degisikliklere yanit olarak farklilagabilir [28].
Ovaryumun histolojik yapisi, iireme fonksiyonu ve hormon tiretimi i¢in milkemmel
bir organizasyon sergiler. Germinal epitel, tunica albuginea, korteks ve medulla tabakalari
hem koruyucu hem de fonksiyonel gorevler iistlenir. Bu yapilarin her biri, ovaryumun hem

tireme hem de endokrin iglevlerini yerine getirmesinde hayati 6neme sahiptir.

2.7. Ovaryumun Damar ve Sinir Yapilan

Ovaryum arterleri (genellikle abdominal aorttan gelir), ovaryuma kan saglayarak
korteks ve medullaya oksijen ve besin tasir. Vendz doniis, ovaryum venleri araciligiyla
saglanir. Lenf drenaji, pelvik lenf diigtimlerine yoneliktir.

Ovaryumun damar ve sinir yapilar, hem ovaryumun fonksiyonlarin1 yerine
getirebilmesi hem de hormon iiretiminin diizenlenmesi agisindan énemli bir rol oynar. Bu
yapilar, ovaryumun kan ve sinirsel uyari ile beslenmesini, hormon salinimini ve folikiillerin
olgunlagmasini destekler.

Ovaryumun damar yapilari, igindeki folikiillerin gelisimi ve hormonal iglevlerin
yerine getirilmesi i¢in gereklidir. Ovaryum, kan damarlariyla yogun bir sekilde beslenir ve
bu damarlar hem korteks hem de medulladaki yapilari besler.

Ovaryumun damar yapisinin en énemli bilesenleri, ovaryal arter ve uterin arter gibi
ana arterlerdir. Ovaryumun kanlanmasinda temel rol oynar. Ovaryal Arter, ovaryumun
medulla kismina kan saglar. Medullada yogun kan damarlar1 bulunan bu arter, ovaryumun
i¢ kismindaki damarlar1 besler. Uterin Arter, uterusun kanlanmasinda rol oynadig: gibi,
ovaryuma da dal verir. Bu arter, ovariumun korteks kismina kan tagir ve 6zellikle folikiillerin
gelismesinde yardimei olur.

Ovariumun medullasinda biiyiik bir damar ag1 bulunur. Bu damarlar, kanla besleme
islevini yerine getirir ve medulladaki sinirler ile hormon tasiyan damarlarla baglantilidir.
Kortekste ise daha ince damarlar bulunur. Ovaryum, yogun vaskiiler yapiya sahip bir
organdir, ¢linkii oositlerin ve folikiillerin gelisimi i¢in besin ve oksijen gereklidir. Damarlar,
ozellikle ovaryumun korteks kismindaki folikiilleri ve korpus luteum’u besler. Ovaryumun

vendz drenaji, ovaryal ven araciligtyla saglanir.
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Ovaryumda bulunan sinir yapilari, hormon salinimini diizenlemek ve ovaryumun
fonksiyonlarini kontrol etmek i¢in dnemlidir. Ovaryumda hem otonom sinir sistemi hem de
somatik sinirler yer alir.

Otonom sinir sistemine ait sempatik sinirler ovaryumda, sempatik sinir uglari, n.
ovaricus adi verilen sinir yoluyla ovaryumun medullasinda bulunan damarlarla baglanti
kurar. Bu sinirler, kan damarlarinin daralmasini ve hormon salinimini uyarabilir. Ayrica,
folikiillerin olgunlagma siirecini etkileyebilir. Parasempatik sinirler de ovaryumda yer alir,
ancak daha az yogundur. Bu sinirler, genellikle ovaryumda bulunan damarlarla baglanti
kurar. Kan damarlarin1 genisleterek daha fazla kan akisi saglar ve bu da ovaryumun
fonksiyonlarini destekler. Ayrica, folikiillerin gelisimine etki edebilir [29].

Ovaryum, sinirsel uyarilar ileten somatik sinirlerle de baglantilidir. Bu sinirler,
genellikle ovaryumun ¢evresindeki kapsiiler bolgede bulunur. Ovaryumda somatik sinirler,
agr1 iletiminde 6nemli bir rol oynar [29].

Sinirsel yapilar, hormonlarin salinimint dogrudan etkileyebilir. Sempatik sinirler,
bazi durumlarda LH ve FSH salinnmin1 modiile edebilir. Ayrica, sempatik sinirler,
folikiillerin gelisim siireglerini de etkileyebilir. Ovaryumda asir1 sinirsel aktivite, ovaryal
hastaliklarin olusmasina zemin hazirlayabilir [29].

Ovaryumun damar ve sinir yapilari, ovaryumun fonksiyonlarini yerine getirebilmesi
ve genel lreme sagligimin korunabilmesi i¢in kritik 6neme sahiptir. Kan damarlari,
ovaryumun hormon iiretiminden sorumlu olan yapilarini besler ve oositlerin olgunlagsmasini
saglar. Sinir yapilari ise, hormonal salinim1 ve ovaryal islevleri etkileyerek, ireme sisteminin
diizgiin calismasina katkida bulunur. Vaskiiler ve sinirsel bozukluklar, ¢esitli hastaliklar ve

fonksiyonel bozukluklar i¢in risk faktorleri olusturabilir.

2.8. Ovaryum Hastahklar:

Normal ovaryum dongiisiinde (28 giin), folikiiler faz ve luteal faz arasinda dengeli
bir hormon salinimi goriiliir. Bu dongii, yumurtlamanin her ay diizenli olmasini saglar.
Ovaryumun islevsel dongiisii, yumurtaliklarin dogru ¢alisabilmesi ve iireme sagliginin
stirdiiriilebilmesi i¢cin hormonlarin karmasik bir etkilesimini gerektirir. Folikiillerin geligimi,
oviilasyon ve korpus luteumun fonksiyonlari, gebelik olusumu i¢in temel bir rol oynar. Bu
dongiideki herhangi bir bozukluk, iireme sagligini ve adet dongiisiinii etkileyebilir, bu

nedenle diizenli tibbi izleme ve degerlendirme énemlidir.
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Ovaryum hastaliklari, kadin tireme sisteminin 6nemli bir pargasi olan ovaryumlarin
normal fonksiyonlarini etkileyebilen ¢esitli saglik sorunlarini kapsar. Bu hastaliklar, genetik
faktorlerden hormonal dengesizliklere, enfeksiyonlardan tiimorlere kadar farkli sebeplerle

ortaya cikabilir.

2.8.1.Polikistik over sendromu (PCOS)

Polikistik Over Sendromu (PCOS), kadinlarda en sik goriilen endokrin hastaliklardan
biridir. Bu hastalik, yumurtaliklarda bir¢ok kiiciik kistin olugmasina yol agar ve hormonal
dengesizliklere neden olur. Ailede PCOS 0ykiisii olan kadinlarda daha yaygindir. Yiiksek
LH ve diisik FSH seviyeleri, yumurtalarin olgunlagsmasmi engeller. Yiiksek erkeklik
hormonu seviyeleri, yumurtaliklarda kistlerin olusmasina ve adet diizensizliklerine yol acar
[20]. PCOS’lu kadinlarin ¢ogunda insiilin direnci vardir, bu da hormonel dengesizliklere ve
yumurtlama bozukluklarina neden olabilir. Belirtileri, diizensiz adet dongiileri veya adet
gormeme, yumurtlamada sorunlar (infertilite), yilizde, sirtta ve viicutta asir1 tiiylenme
(hirsutizm), obezite ve insiilin direnci, ciltte sivilce ve yaglanma, yumurta sayisinin fazla

olmasidir.

2.8.2. Over Kkistleri

Folikiiller olgunlasamaz ve siv1 dolu kistler olusur. Bu durum, adet dongiisiinii ve
oviilasyonu etkileyebilir. Over kistleri, ovaryumlarda sivi dolu kese veya yapilar olarak
tanimlanir. Cogu over kisti zararsizdir ve genellikle belirti vermez. Ancak bazilar
biiylidiiglinde, agriya veya komplikasyonlara neden olabilir.

Fonksiyonel kistler, folikiillerin olgunlasamamasi ya da c¢atlamamasi nedeniyle
olusur. Bu tip kistler genellikle zararsizdir ve birka¢ ay icinde kaybolur. Folikiiler kist,
ovaryumda olgunlasamayan bir folikiiliin i¢inde siv1 birikmesiyle olusur. Korpus luteum
kisti, oviilasyon sonrasinda korpus luteumun sivi dolarak biiylimesiyle olusur.
Endometriozis (endometrial kistler), endometrial doku, ovaryumda biiyiiyebilir ve
kanamaya neden olarak kistlerin olusumuna yol agar. Dermoid kistler, genellikle dogustan
gelen kistlerdir. i¢lerinde sag, dis ve diger viicut dokular1 bulunabilir. Belirtileri, pelvik agr1,

adet diizensizlikleri, cinsel iliski sirasinda agr1, karin sisligi, mide bulantisi veya kusmadir.
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2.8.3. Over kanseri

Over kanseri, yumurtaliklarin kanseridir ve genellikle ge¢ evrelerde teshis edilir.
Ileri evrelerde semptomlar daha belirgin hale gelir. Over kanseri, kadinlarda genital sistemin
en oliimciil kanseridir. Ailesel 6ykii ve genetik mutasyonlar, over kanseri riskini artirir. Gen
mutasyonlari, over kanseri i¢in 6nemli risk faktorlerindendir. 50 yas iistii kadinlarda daha
yaygindir. Uzun siireli 6strojen maruziyeti, 6zellikle menopoz sonrast hormonal tedavi, over
kanseri riskini artirabilir. Overde gelisen kanserli hiicreler genellikle karin zar1 ve pelviste
yayilabilir. Belirtileri, karin sisligi veya basinci, yavas gelisen mide problemleri (kabizlik,
siskinlik, istahsizlik), pelvik agri veya rahatsizlik, sik idrara ¢ikma, yorgunluk, kilo kaybi ve

adet diizensizlikleridir.

2.8.4. Over torsiyonu (ovaryum donmesi)

Ovaryum torsiyonu, ovaryumun kendisinin veya baghi oldugu damarlarin
donmesidir. Bu durum acil bir durumdur ve hizli miidahale gerektirir. Overdeki kistler veya
timorler, ovaryumu yerinden ¢ekerek donmesine neden olabilir. Bazi kadinlarda,
ovaryumlar normalden farkli bir yerde olabilir ve bu da torsiyon riskini artirir. Belirtileri,

siddetli pelvik agr1, mide bulantisi, kusma, karin sisligi ve idrar yapmada zorluktur.

2.8.5. Endometriozis

Endometriozis, rahim i¢ tabakasmnin (endometriyum) rahim disindaki alanlarda
biiyiimesidir. Endometrial doku rahim disindaki bolgelerde biiyiir, agriya ve infertiliteye
neden olabilir. Yumurtaliklarda, fallop tiiplerinde veya karin zar1 {izerinde olabilir.
Endometriozis, genellikle kistik yapilarla birlikte olur. Ailede endometriozis Oykiisii olan
kadinlarda daha yaygindir. Bagisiklik sistemi, endometrial hiicrelerin viicudun diger
bélgelerinde biiyiimesine engel olamaz. Ostrojen, endometriozis gelisimini tesvik edebilir.
Belirtileri, agrili adet donemleri, cinsel iligki sirasinda agri, infertilite, adet dis1 kanama,

pelvik agr1 sayilabilir.

2.8.6. Prematiir over yetmezIligi
Over fonksiyonunun erken yasta durmasidir. Folikiiller tiikenir ve adet dongiisii
bozulur. Prematiir over yetmezligi, kadinlarin 40 yasindan 6nce yumurtalik fonksiyonlarinin

kaybolmasidir. Ovarium, normal yumurta iiretim kapasitesini kaybeder. Genetik faktorler,
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otoimmdiin hastaliklar, kemoterapi veya radyoterapi neden olabilir. Diizensiz adet dongiileri
veya adet kesilmesi, ge¢ menopoz belirtileri (sicak basmalari, gece terlemeleri), infertilite,

ovaryum hastaliklari, kadin tireme saglig1 iizerinde 6nemli etkiler yaratabilir. Hormonal
dengesizlikler, genetik faktorler, ¢evresel etkiler veya enfeksiyonlar, ovaryum sagligini

tehdit edebilir [29].

2.9. Overtoksisite

Overtoksisite, ovaryum hiicrelerinin ¢esitli toksik maddelere veya tedavilere
(6rnegin kemoterapi, radyoterapi, agir ilaclar) maruz kalmasi sonucu zarar gormesi
durumudur. Bu durumun neden oldugu etkiler; yumurtalik rezervinin azalmasi, hormon
tiretiminde azalma, kisirlik, adet dongiisiiniin bozulmasi veya erken menopozdur.

Ozellikle alkilleyici ajanlar (&rnegin, siklofosfamid) yumurtalik dokusuna zarar
verebilir.  Bu ylizden ilaglarin ve kimyasal maddelerin dikkatli kullanimi, saglik
profesyonellerinin rehberligi ve diizenli takipler, overtoksisitesini Onlemenin temel
yollaridir [29]. Overtoksisitesi, ovaryum fonksiyonlarin1 dogrudan etkileyerek iireme
saghigini tehdit eder. Ozellikle geng yasta kanser tedavisi goren kadinlar igin dnemli bir risk
faktoriidiir. Ovaryumun toksik maddelere karsi korunmasi amaciyla gelistirilen yontemler
arasinda gonadal koruma teknikleri (6rnegin, yumurtalik dokusunun dondurulmasi)
bulunmaktadir.

Oksidatif stres, hiicrelerdeki serbest radikallerin birikmesiyle ortaya cikar ve
yumurtaliklar bu duruma oldukg¢a hassastir. Oksidatif stres, oositlerin hasar gérmesine,
folikiil gelisiminin bozulmasina ve erken yaslanmaya yol acabilir. Cevresel toksinler, agir
metaller ve bazi ilaglar, oksidatif strese neden olarak yumurtalik fonksiyonlarini olumsuz
etkileyebilir. Oksidatif stres, yumurtaliklarin hiicresel yapisina zarar verir ve bu da
dogurganlik problemlerine yol acabilir. Ayrica, oksidatif stresin, yumurtaliklarin yaglanma
stirecini hizlandirarak erken menopoz riskini artirabilecegi gosterilmistir [29].

Genetik yatkinlik, bireylerin ¢evresel toksinlere karsi hassasiyetini etkileyebilir.
Ozellikle baz1 genetik bozukluklar, viicudun toksik maddeleri daha az etkili bir sekilde
atmasina veya metabolize etmesine yol acarak overtoksisitesini artirabilir. Bu da
yumurtaliklarin islevselligini bozar ve dogurganlik iizerinde olumsuz etkilere yol acabilir.
Genetik polimorfizmli bazi bireylerde, toksinleri metabolize etme yetenegi zayif olabilir.
Bu, cevresel veya farmasotik toksinlerin daha uzun siire viicutta kalmasina ve

yumurtaliklarin zarar gérmesine yol acabilir [29].
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2.10. Doksorubisin

Doksorubisin, 1970'lerde ¢esitli Streptomyces suslarindan izole edilen antrasiklin
yapisinda bir antibiyotiktir ve solid tiimorler, lenfomalar, 16semiler gibi bir¢ok kanser
tiirtiniin kemoterapisinde yaygin olarak kullanilmaktadir [30]. Meme kanseri tedavisinde en
etkili kemoterapdtik ajanlardan biridir. Dox un sitotoksik etkisinin iki temel mekanizma ile
gerceklestigi  bilinmektedir: klasik topoizomeraz II inhibisyonu ve kromatin hasari.
Topoizomeraz II, DNA ¢ift sarmalinda replikasyon, transkripsiyon ve rekombinasyon
stireglerindeki topolojik stresi azaltmak icin DNA’da gecici ¢ift sarmal kiriklart olusturan
bir enzimdir. DOX, sikloheksan ve seker kisimlari araciligiyla bu enzimle kompleks
olusturarak DNA hasarina neden olur, p53 araciligiyla hiicre dongiistinii durdurur ve
replikasyon, transkripsiyon, rekombinasyon siireclerinin engellenmesiyle hiicre 6liimiine
yol agar. Kromatin hasar1 mekanizmasinda ise, DOX’un seker kism1 DNA’ya go¢ ederek
histon alanini isgal eder ve niikleozomun ¢okmesine neden olur, bu da hiicre Sliimiinii
tetikler. Ayrica DOX, reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna yol acarak hiicresel redoks

dengesini bozmakta, DNA ve hiicre zarlarinda hasara neden olmaktadir [31].

Sekil 2.3. DOX un kimyasal yapisi

Doksorubusinin bu etki mekanizmalarindan dolayr meme kanseri, 16semi, lenfoma
ve diger solid tlimorlerin tedavisinde yaygin olarak kullanildigi belirtilmistir. Ancak, bu
tedavi siirecinde Dox, kusma ve ishal gibi gecici yan etkilerin yani sira ilag direnci ve
kardiyotoksisite gibi ciddi komplikasyonlara yol acabilmektedir. Ayrica, Dox’a kars1 gelisen
ilag direnci, kanser tedavisinde 6nemli bir engel olusturmaktadir. Metastatik kanser
hastalarinin %90’1indan fazlasinda, kemoterapdtik ilaglara karsi gelisen direng tedavi

basarisizliginin ana nedenidir [32].
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Doksorubusinin antikanser etkisini artirmak ve toksisitesini azaltmak icin gesitli

stratejiler gelistirilmistir [33]. Bunlar, Dox’un diger kemoterapoétik ajanlarla kombinasyon

halinde kullanilmasi, bdylece dozun azaltilmasi; yapisinin ve uygulama formunun

degistirilmesi ve sadece tiimor hiicrelerini hedefleyen ilag tasima sistemlerinin kullanimidir

[34].

Doksorubusin toz ya da sivi formda (10-200 mg siselerde) piyasada bulunur ve

genellikle 21-28 giinde bir 60-75 mg/m? dozunda intravendz olarak uygulanir. Dozu,

endikasyona, viicut yiizey alanina ve karaciger fonksiyonlarina gore ayarlanir [34]. Yaygin

yan etkileri arasinda kemik iligi supresyonu, bulanti, kusma, mukozit, ishal, bas agrisi,

alopesi ve deri dokiintiileri bulunur.

2.10.1.Doksorubisin metabolizmasi
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[lacin

Antrasiklin yapisinda bir antibiyotik olan Dox, tek basima veya kombinasyonlarla

intravendz olarak uygulanan antikanser ilaglarindandir. Yapisinda, tetrasiklin halkast ve bu
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halkaya glikozidik bag ile bagli daunozamin sekeri bulunur. Hidrofilik 6zellikte olan Dox’un
hidrokloriir tuzunun sudaki ¢6ziiniirliigii yaklagik 10 mg/mL’dir [35].

2.10.2. Doksorubisin etki mekanizmasi

Doksorubisinin tam olarak anlasilamayan kompleks bir etki mekanizmasi
bulunmaktadir. Bilinen mekanizmalar soyle 6zetlenebilir. Semikinona indirgenme; kinon
halkas1 otooksidasyona ugrayarak hidrojen peroksit ve ROS {iretir. Membrana baglanma,;
belirli lipidlere kars1 yiiksek affinite gdsterir ve lipid peroksidasyonu yoluyla membran
yapisinda degisikliklere neden olur. Biyoalkilasyon; metabolik aktivasyonla olusan aglikon
C7 merkezli radikal, alkilleyici ajan olarak DNA hasarina yol agar. Metal selatlama; demir
ve bakir gibi bi- ve trivalent katyonlara yiiksek affinitesi, ilacin rediiktif aktivasyonu ve

serbest radikal olusumunu saglar [36].
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Sekil 2.5. Doksorubisin metabolik aktivasyonundaki serbest reaksiyonlart

Doksorubisin, DNA baz ciftleri arasina girerek (interkalasyon) DNA ve RNA
sentezinin inhibisyonuna yol acar. interkalasyon tekli ve ¢ift ipliklerin kirilmasina neden
olur. DNA 9’da ipliklerinin ayrilmasi, topoizomeraz II aktivitesine veya demir katalizli
hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri araciligiyla gerceklesir. Ayrica, Dox kovalent

topoizomeraz II kompleksi olusmasina yol acarak DNA replikasyonunda iplik ligasyonunu
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inhibe eder. Hiicre siklusu boyunca aktif olmakla birlikte, maksimum toksisitesini S fazinda
gosterir. Doksorubisinin organ dagilimina bakildiginda, intravendz uygulama sonrasi en
yiliksek konsantrasyonlar bobrek (90,2 nmol/g), karaciger (46,0 nmol/g) ve kalpte (15,9
nmol/g) tespit edilmistir. Kalpte diisiik Dox konsantrasyonlari, kardiyotoksisiteyi azaltmasi
acisindan avantaj saglamaktadir.

Dox’un, somatik hiicrelerde apoptozisin gii¢lii bir aktivatorii oldugu bildirilmistir.
Bu etkisini hedef hiicrelerin mitokondriyonlarinda ve c¢ekirdeginde DNA hasar1 ve
sonucunda da oksidatif stres olusturarak gostermektedir. Yapilan ¢calismalar Dox’un lenfatik
ve miyeloid dokular, bagirsak mukozasi, ovaryumlar ve testisler gibi hizli hiicre dongiisiine
sahip dokular iizerinde toksik etkilere sahip oldugunu vurgulamaktadir. Dox kaynakl
oksidatif stresin, sicanlarda spermatositlerde ve spermatogonyumlarda apoptozise sebep
oldugu ve bundan dolayi testis agirliginda azalma gibi, doza bagli énemli yan etkilere yol
actigr gosterilmistir. Dox’un ovaryum toksisitesi ise graniiloza hiicrelerinde indiiklenen
apoptozis ve graniiloza hiicrelerinde mitokondriyal membran potansiyelinin azalmasi ile
karakterizedir. Dox’un ovaryum folikiil gelisimi, oosit maturasyonu ve hormon salgilanmasi
tizerinde doza bagl toksisiteye sebep oldugunu belirtilmektedir. Ayrica, ovaryum boyutunda

kiictiltme ve diisiik ovulasyon orani da Dox’a bagli yan etkiler arasinda yer almaktadir [36].

2.11. Hidroksitirozol

Zeytin, Akdeniz iklimine 6zgii, meyvesi yenen bir agac tiiriidiir. Yunanca "elaia" ve
Latince "olea" kelimelerinden tiiretilen bu bitki, genellikle 300-400 y1l yasayabilir ve boyu
10 metre civarindadir [37].

Zeytinyagmin i¢inde bulunan fenolik bilesikler, o6zellikle hidroksitirozol ve
oleuropein gibi sekoiridoidler, gii¢lii antioksidan 6zelliklere sahiptir. Bu bilesiklerin, kanser
hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe etme ve apoptozisi indiikleme potansiyeli vardir.
Zeytinyag1 tliketiminin, kardiyovaskiiler hastaliklar, Parkinson ve Alzheimer gibi
hastaliklarin olusum riskini azaltabilecegi ve tedavi siirecinde faydali olabilecegi
diistiniilmektedir. Ayrica, zeytinyaginin igerigindeki oleik asit ve biyoaktif bilesenler,
antioksidan ozellikleri ile kronik hastaliklarin 6énlenmesinde énemli bir rol oynamaktadir.
Zeytinyagindaki biyoaktif bilesenlerin, viicuttaki oksidatif stresi azaltma ve inflamasyonu
engelleme potansiyeli vardir. HT, oksidatif stres kaynakli hasar1 6nleyebilir, hiicre i¢i redoks

faaliyetlerini kontrol edebilir ve ¢esitli hastaliklarin 6nlenmesine katki saglayabilir .
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Zeytin yapragi, kurutulup ruminantlar i¢in diisiik kaliteli kaba yem olarak
kullanilabilmektedir. Zeytin ¢cekirdegi, kabuk ve posasindan olusan pirina ise, yiiksek oranda
ham seliiloz, tanen ve fenolik bilesikler igerir [37].

Zeytinin kimyasal bilesimi, su (%50), yag (%22), protein (%]1,6), seker (%19,1),
seliilloz (%35,8), mineral maddeler (%1,5) ve hidrokarbonlar, tokoferoller ve polifenoller
icerir. Zeytin yapragi, biyoaktif maddeler acisindan olduk¢a zengindir; fenolik bilesikler
(tirozol, HT, gallik asit, kumarik asit, kafeik asit, ferulik asit), flavonoidler (kersetin, katesin,
apigenin, luteolin) ve sekoiridoidler (oleuropein, ligstrosit) igerir.

Hidroksitirozol, Akdeniz diyetinin temel bileseni olan zeytinyaginda bulunan giiglii
bir fenolik bilesiktir. Bu bilesik, kalp hastaliklar1 ve kanser gibi hastaliklarin 6lim
oranlarinin Akdeniz iilkelerinde diisiik olmasina katki saglayan unsurlardan biridir.
Zeytinyaginin iiretimi sirasinda, zeytin agacinin (Olea europea L.) meyvesinin basing altinda
ya da kimyasal yontemlerle islenmesiyle farkli tatlar ve kimyasal icerikler elde edilir. Basing
altinda elde edilen zeytinyagi, yiiksek HT igerigi ile dikkat ceker. HT, ekstra saf
zeytinyaginin igeriginde genellikle 9-21 mg/kg arasinda bulunur ve oleuropein’in hidrolizi
sonucu olusur. Zeytin yapraklar1 da, HT nin antioksidan, antiaterosklerotik, antiviral ve

antimikrobiyal 6zellikleri nedeniyle tedavi amagh kullanilir [38].

IHQ Hidroli
OH

Hidroksitirozol

Oleuropein

Sekil 2.6. Oleuropeinden hidroksitirozol elde edilmesi
Hidroksitirozol’iin yliksek antioksidan kapasitesi, kanser ve kalp hastaliklar1 gibi

hastaliklarla iligkili etkilerinin aragtirilmasina neden olmustur. Ayn1 zamanda, HT bir metal

selatlayicist olarak da bilinir, demir katyonlarinin selatlanmasinda énemli bir rol oynar ve
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metal toksisitesinin neden oldugu oksidatif stresin 6nlenmesinde etkilidir. HT nin ayrica

UV koruyucu 6zellikleri ve kalp damar sagligini koruyucu etkileri bilinmektedir [38].

OH
HD/@/V

OH

Sekil 2.7. Hidroksitirozol 'iin kimyasal yapisi

Zeytin yapragmin antioksidan etkileri, serbest radikal toplayict ve metal selator
olarak islev gorebilmesinden kaynaklanmaktadir. Ayrica, zeytin yapraginin antimikrobiyal
ozellikleri, viriis, bakteri, kiif, mantar ve parazitlere karst etkilidir. Yapilan toksikoloji
caligmalarinda, zeytin yapragi ekstresinin fareler iizerinde toksik etkiler géstermedigi tespit

edilmistir [39].

Tablo 2.2. Farkli tirtinlerin igeriginde bulunan hidroksitirozol miktarlari

Uriin HT icerigi
Beyaz sarap 1.5-2.70 mg/L
Kirmiz1 sarap 2-3.9 mg/L
Eski sarap 25 mg/L

Saf zeytinyagi 9-21 mg/kg
Zeytin yapragi 10-17 mg/g

Hidroksitirozol zeytin polifenollerinden en giiclii antioksidan aktiviteye sahip olan
bilesiktir. HT, serbest radikal toplayic1 ve metal selator olarak ¢alisarak oksidatif strese karsi
hiicresel savunma sistemlerini artirir. HT, anti-diyabetik etkiler gdstererek insiilin
duyarliligmi iyilestirir ve diyabetik vaskiilopatiyi 6nler. Ayni1 zamanda, hiicrelerde insiilin
sinyalini diizenler ve diyabetik ndropatiyi engeller.

Hidroksitirozol, fenolik alkol yapisinda olup, serbest formlarda dokulara daha rahat
niifuz eder. Cogunlukla lipitlerde ¢6ziiniir, ancak az da olsa suda ¢oziiniir. Zeytinyaginda
bulunan HT, antioksidan, anti-inflamatuar ve noroprotektif 6zelliklere sahiptir ve saglik
iizerinde faydali etkiler saglar. Ozellikle serbest radikal tiirlerini temizleyerek oksidatif

strese kars1 koruyucu bir etki gosterir. Antioksidan 6zelliklerinin yani sira, glukoz ve lipid
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homeostazin1 diizenleyerek diyabeti engelleyebilir. Ayrica, kardiyoprotektif, antikanser,

noroprotektif, antiinflamatuar gibi ¢esitli biyolojik etkilere sahiptir [39].

Oleuropein

B-glukosidaz

Oleuropein aglikon Glukoz MNaOH

esteraz

Hidroksitirozol we Elenolik asit -

Sekil 2.8. Oleuropeinden hidroksitirozol ve elenoik asit olusum mekanizmast
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Tablo 2.3. Zeytinyaginda bulunan hidroksitirozoliin biyoaktiviteleri

Fenolik Bilesik  Biyoaktivite

Bulgular

Antioksidan Diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL)
aktivite oksidasyonuna kars1 koruyucu etki
DNA onarim proteinleri veya faz I detoksifikasyon
enzimlerinin aktivitesini arttir
Kardiyoprotektif LDL’nin oksidasyona olan direncinin saglanmasi
ozellik

ile koroner kalp hastalig1 insidansinda azalma

Toplam kolesterol diizeyinde azalma ve Yiiksek
Yogunluklu Lipoprotein (HDL) diizeyinde artisla
oksidatif strese bagli kronik ve dejeneratif hastalik

riskinde azalma

Hidroksitirosol Kemoprevansiyon

Insan promiyelositik 16semi hiicrelerinin ve kolon
adenokarsinom hiicre c¢ogalmasmin inhibisyonu,
meme kanseri riskinde %62 azalma

Antiinflamatuvar

Enflamasyona sebep olan Tnf-a {iretiminin
inhibisyonu, COX ve INOX ekspresyonunu inhibe
etme

Noroprotektif

Parkinson hastalig1 tedavisinde monoamin oksidaz
(MAO)  inhibitoriiniin  etkinligini  arttirma,
Alzheimer patolojisinde azalma

Anti-mikrobiyal ve
anti-viral 6zellik

Insanda bagirsak ve solunum yolu enfeksiyonlarma
sebep olan Staphylococcus aerous, Vibrio spp. Ve
Salmonella spp. vb. farkl tiirlere kars1 koruyucu
etkinlik, in vitro anti-HIV aktivitesi

Zeytinyag liretiminde ortaya ¢ikan atiklar, HT ve diger fenolik bilesenler acisindan

zengindir. Bu bilesiklerin geri kazanilmasi, ¢evresel siirdiiriilebilirlik agisindan 6nemlidir.

Zeytinyag liretiminden ¢ikan atiklar, biyodizel, biyogaz iiretimi, hayvan yemi, fonksiyonel

gida bilesenleri ve ilag sektorlerinde degerlendirilmektedir [39]. Zeytinyagi iiretim

atiklarindan elde edilen HT, gida sektoriinde antioksidan olarak kullanilmakta ve bu da

ekonomik fayda saglamaktadir.

24



2.12. TRPC1 Testi

TRPC1 (Gegici reseptor potansiyel kanali 1), gegici reseptor potansiyel (TRP) iyon
kanallarinin bir iiyesidir ve bu kanal ailesi, 1986 yilinda meyve sinegi Drosophila
melanogaster'de ilk kez kesfedilmistir. Bu kanallar, baslangigta gérme sistemine dair
calismalarda kesfedilmistir ve fototransdiiksiyon siirecinde kritik bir rol oynarlar [40]. TRP
kanallar1, fizyolojik siire¢lerde onemli islevler iistlenirler ve bu islevler, kalsiyum (Ca?*)
iyonlarinin hiicre igindeki ve hiicre disindaki dengesini yonetmekle ilgilidir. TRPC1 ve
diger TRPC kanallari, kalsiyum iyonlarinin hiicre i¢ine gecisini saglar ve hiicre i¢indeki
Ca?* seviyelerini diizenleyerek cesitli hiicresel yanitlar tetiklerler [41].

TRPC ailesi, yedi temel iiyeye sahiptir ve her bir tiye, farkli sekilde aktive edilebilir.
Bu kanallar, kalsiyum gegirebilen secici olmayan katyon kanallaridir. TRPCI, 6zellikle
Ca?* ve diger katyonlarin hiicreye girmesine izin veren bir iyon kanali olarak bilinir ve
bununla birlikte, hiicreler arasi sinyal iletiminde, hiicre proliferasyonu, apoptosis, hiicre
gocii gibi temel biyolojik siireclerde dnemli bir rol oynar [41].

TRPC1, 6zellikle depo tliikenmesi (store-depletion) ile aktive olan store-operated
calcium entry (epoya bagl kalsiyum girisi mekanizmasi) (SOCE) kanallarinin bilesenidir.
SOCE, hiicre igindeki kalsiyum depolarinin (6rnegin endoplazmik retikulum) tilkenmesiyle
aktive olur. Endoplazmik retikulum i¢indeki Ca®* depolarinin tilkenmesi, stromal etkilesim
molekiilii 1 (STIM1) gibi sensdr proteinlerinin oligomerlesmesine ve ardindan bu
proteinlerin plazma membranina hareket etmesine yol acar. STIM1, TRPC1 kanallar ile
etkilesime girerek onlarin aktivasyonunu saglar. TRPC1'in SOCE'ye katilimi, hiicrelerin
kalsiyum dengesini saglamada kritik bir rol oynar. TRPCI1, genis bir dokuda ekspresyon
gosteren bir proteindir. Beyin, kalp, diiz kas hiicreleri, testisler, overler, endotel hiicreleri ve
bazi salg1 bezlerinde yiiksek miktarda bulunur [41].

TRPC1, 6zellikle damar diiz kas hiicrelerinde ve endotel hiicrelerinde 6nemli roller
tistlenir. Damar diiz kas hiicrelerinde, TRPC1'in aracilik ettigi kalsiyum girisi, kasilma,
gevseme ve hiicre proliferasyonu gibi siirecleri diizenler. Ornegin, si¢an torasik aortasinda
yapilan bir ¢alismada, TRPCl1'in antikorlarla blokaji, endotel hiicrelerinden kaynaklanan
kasilmay1 inhibe etmistir. Bu tiir bulgular, TRPC1'in damar saglig1 ve kan basinci {lizerinde
onemli etkiler yapabilecegini gostermektedir [42].

TRPC1’in ayrica hiicre proliferasyonu, farklilagma ve hiicre gogii gibi hiicresel
stireclerle iligkili oldugu da bilinmektedir. Bununla birlikte, TRPC1'in islevselligi, diger

TRPC izoformlartyla etkilesime girerek daha karmasik yapilar olugturmasma da baghdir.
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Yalnizca TRPCl'in tek basina ¢alismasi, bazi hiicresel yanitlar1 baglatmak igin yeterli
olmayabilir [43].

TRPC1’in biyolojik rolii, kanser arastirmalarinda da biiyiik bir éneme sahiptir.
Cesitli  kanser tiirlerinde, TRPCI1’in rolii arastirilmaktadir. Kanser hiicrelerinin
proliferasyonu, gocli, invazyonu ve hayatta kalmasi gibi siiregclerde TRPC1’in 6nemli bir
rolii olabilir. Ornegin, meme kanseri, pankreas kanseri, akciger kanseri ve glioblastoma gibi
kanser tiirlerinde, TRPC1’in artan ekspresyonu, bu kanserlerin ilerlemesine yardime1 olabilir
[43]. Bazi1 arastirmalar, TRPC1’in bagimsiz olarak bir iyon kanali olusturmak icin yeterli
olmadigint ve yalnizca diger TRPC kanallartyla birlikte ¢alistiginda etkili oldugunu 6ne
stirmektedir.

TRPCI1, sadece kalsiyum sinyalizasyonu ile sinirl degildir. Bu kanal, hiicre i¢indeki
diger islevlere de katilir. Ornegin, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi, gen ekspresyonu,
kaslarin kasilma ve gevseme dongiisiinde yer alir. TRPC1’in ¢esitli hiicresel yolaklarla
etkilesimde bulunarak hiicresel diizeyde onemli islevler gerceklestirdigi bilinmektedir [43].
Ayrica, TRPC1'in kaveola olarak bilinen hiicresel yap1 ile de iliskili oldugu gosterilmistir.
Kaveolalar, kalsiyum sinyali, kolesterol tasinimi ve endositoz gibi hiicresel siireglere katilir.
TRPC1’in membranda bulunan kaveola bolgelerinde yogunlagmasi, bu kanalin kasilma ve
gevseme dongiilerinde rol oynadigini ve bunun fizyolojik islevlerde 6nemli bir yere sahip
oldugunu gostermektedir. Kaveola bolgeleri, 6zellikle diiz kas hiicrelerinde ve endotel
hiicrelerinde yogun olup, bu bdlgelerde TRPC1’in SOCE araciliiyla kalsiyum girisini
diizenledigi gosterilmistir.

TRPC1, hiicresel kalsiyum homeostazini ve ¢esitli fizyolojik siiregleri diizenleyen
onemli bir 1iyon kanalidir. TRPC1'in SOCE’deki rolii, kanser hiicrelerinin proliferasyonunu
ve metastazini etkileyebilir, bu nedenle bu kanalin terapotik hedef olarak kullanilmasi, yeni
tedavi stratejileri gelistirilmesine katki saglayabilir [40]. TRPC1’in genetik ve farmakolojik
araglarla diizenlenmesi, yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde 6nemli bir firsat

sunmaktadir [44].

2.13.Histopatalojik Caliyma Yontemleri
2.13.1. Hematoksilen-eozin

Hematoksilen-Eozin (H&E) boyama teknigi, rutin histopatolojik analizlerde en sik
kullanilan boyama yoOntemlerinden biridir. Hematoksilen, niikleik asitleri, eozin ise

proteinleri boyar, bu sayede hiicre ve doku yapilar1 hakkinda temel bilgi edinilmesine olanak
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tanir. H&E boyasi, sadeligi, diisiik maliyeti, kolay uygulanabilirligi ve ileri teknik altyapi
gerektirmemesi nedeniyle bir ylizyildan fazla bir siiredir histopatolojide en Onemli
yardimcilardan biri olmustur. Ayrica, kanser tanisinda da kritik rol oynamaktadir [45],[46].

Hematoksilen kelimesi, Yunanca "kan" anlamina gelen haimato ve "aga¢" anlamina
gelen xylon kelimelerinden tiiretilmistir. Hematoksilen, Haematoxylon campechianum adli
agacin kaynatilmasi ve kristallestirilmesiyle elde edilir. 1500’Li yillarda, yerli halk
tarafindan kullanilan bu dogal boyay, Ispanyol gezginleri Avrupa'ya getirmis ve tekstil
sanayinde kullanmaya baslanmistir. Hematoksilenin aktif formu olan hematein, bir mordant
ile birlestiginde dokular1 koyu maviden siyaha kadar boyar. 1865 yilinda, Bohmer mordant
kullanarak hematoksilenle bagarili bir sekilde doku boyamuistir [46].

Eosin, katrandan elde edilen sentetik bir turuncu-pembe renkli boyadir ve Yunanca
safak anlamma gelen "eos" kelimesinden tiiretilmistir. ilk kez 1871'de sentezlenmis ve
1876'da Dreschfeld ve Fischer tarafindan doku boyasi olarak kullanilmistir. Eosin, non-
spesifik olarak proteinleri boyar ve genellikle sitoplazma ve hiicre dis1 maddelerde pembenin
farkli tonlarii ortaya ¢ikarir. Hematoksilen ile birlikte kullanildiginda, ¢ekirdekler mavi-
siyah renkte boyanirken, sitoplazma ve hiicre dis1 maddeler pembenin tonlarinda boyanir
[46].

Hematoksilen&eozin boyasi, histopatoloji laboratuvarlarinda primer diagnostik
teknik olarak kabul edilmektedir. Pek ¢ok malignensi tanist H&E boyamasina dayanir.
Bugiin, biyomedikal arastirmalarda, ileri diizey tekniklerle birlikte H&E boyasi hala yaygin
olarak kullanilmaktadir. H&E boyama, 6zellikle hiicre ¢ekirdeklerinin detayli incelenmesi,
heterokromatin ve kromatin yapilarinin analizi agisindan 6nemlidir.

Hematoksilenin aktif formu olan hematein, asidik pH’da kirmizi, bazik pH’da ise
mavi renkte boyama yapar. Hematoksilen, metal tuzlar1 (mordant) ile birleserek, niikleuslar
boyamak i¢in etkili bir aragtir. Ayrica, cesitli metallerle birlestiginde farkli renkler elde
edilir: Demir ve krom ile mavi-siyah, bakir ile mavi-yesil, kursun ile koyu kahverengi
renkler ortaya ¢ikar.

Eosin, ozellikle proteinleri boyamada etkilidir ve farkli formiilasyonlari,
histopatolojik analizlerde genis bir kullanim alanina sahiptir. Eosin Y, hafif sar1 renkteyken,
Eosin B mavimsi bir renge sahiptir. Boya, hiicre sitoplazmasini, kas liflerini, kollajeni ve
diger protein yapilar1 farkli tonlarda boyar.

Hematoksilen ve eosinin kombinasyonu, dokularda cekirdekler ile sitoplazma

arasindaki kontrasti net bir sekilde belirler. Hematoksilen, niikleik asitleri mavi-siyah renkte
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boyarken, eozin, proteinleri pembe veya kirmizimsi tonlarla boyar. Bu sayede, dokularin
mikroskobik analizinde 6nemli morfolojik bilgiler elde edilir. H&E boyamasi, niikleuslarin,
sitoplazmanin, hiicre dis1 maddelerin ve diger doku elemanlarinin hizli ve verimli bir sekilde
ayirt edilmesini saglar [46].

Hematoksilen ve eosin boyama, histopatolojide yillardir en temel ve en sik kullanilan
yontemlerden biri olmay1 siirdirmektedir. H&E’nin kimyasal ozellikleri, bu boyama
tekniginin doku analizinde neden bu kadar etkili oldugunu aciklar. H&E’nin birlesimi,
histopatolojik ¢alismalarda da 6nemli bir yer tutmaya devam edecek gibi goériinmektedir

[46].

2.13.2. Masson trikrom

Trikrom ydntemleri, patolojide kullanilan H&E tekniginin yerini almaktadir. Bu
yontemler, bag dokusunun topografik siirlarinin belirlenmesiyle teshisi kolaylastirmakta
ve skleroz gibi bu dokunun reaksiyonlarim1i hizli bir sekilde tespit etmeye olanak
saglamaktadir [47]. Masson’un trikrom boyama yontemi, bu alandaki en iyi tekniklerden
biri olmaya devam etmektedir. Bunun nedeni, Heidenhain’in demir hematoksilenini, asit
fusin ve ponceau de xylidine gibi detay agisindan zengin sitoplazma boyalariyla ve bag
dokusu i¢in oldukga segici olan agik yesil veya anilin mavisi gibi boyalarla birlestirmesidir
[47].

Masson trikrom (MT) boyama yontemi, bag dokusu ve diger yapilart ayirt etmede
etkili bir tekniktir. Yontem, 24 saat boyunca amonyum-demir ile mordanlama ve ardindan
ayni siire boyunca Regaud’un hematoksileni ile boyama gerektirir. Bu igslem, mordanlama
stresinin 30 dakika, boyama siiresinin ise 50°C’de aym siire boyunca yapilmasiyla
kisaltilabilir. Boyama siiresi daha da kisaltildiginda, hassasiyet kaybi yasanabilir ve
niikleuslar hizla solarak fusin ile yer degistirebilir. Ayrica, niikleuslar pikrik asit alkolii ile
farklilagtirilmalidir ve bu islem mikroskop altinda izlenmelidir. Ancak, yiizlerce kesit
boyamak gerektiginde bu miikemmel trikrom yontemi uygulamak olduk¢a zordur [48].

Masson trikrom boyamasi, iskelet kasi gibi doku kesitlerinde, morfolojik
degisiklikleri tespit etmek icin hizli bir yontemdir. Bu boyama, kollajen liflerinin birikim
diizeyini belirler ve ii¢ farkli boyanin kombinasyonunu kullanarak kas liflerini (kirmiz1),
kollajeni (mavi) ve ¢ekirdekleri (siyah) ayirt edebilir. Boyama, kollajen liflerini yogun bir
sekilde mavi renkte boyar, ancak bazal membran gibi diger alanlar se¢ici olarak boyanmaz

[48].
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Masson trikromu, bag dokusundaki kollajen liflerinin kantitatif gorsellestirilmesini
ve analizini saglar. Kollajen, mavi renkte boyanirken, kirmizi arka plan gozlemi
zorlagtirabilir. MT nin temel prensibi, dokulardaki asidik ve bazik seviyeler arasindaki
farklara dayanir [49].

Masson trikrom boyamasi, yara iyilesmesinin degerlendirilmesinde Onemli
morfolojik anahtarlari net bir sekilde ayirt etme yetenegine sahiptir. Keratin, hemoglobin ve
kas lifleri (kirmiz1 renk), sitoplazma ve adiposit hiicreleri (agik kirmizi veya pembe), hiicre
cekirdekleri (koyu kahverengiden siyaha) ve kollajen lifleri (mavi renk) kolayca ayirt
edilebilir [49]. Boyama yontemi, yara iyilesmesinin her asamasinda kollajen liflerinin
migrasyonu ve yeniden organizasyonunu agikc¢a gosterir. Bu siireg, yara iyilesme siirecinin
anlasilmasina yardimci olur ve iyilesen deri dokusundaki kollajen liflerinin farklilasmasini
net bir sekilde gbzler dniine serer.

Masson trikrom boyamasi, tibbi patoloji laboratuvarlarinda tiimdrlerde kollajen ve
diiz kast ayirt etmek, siroz gibi hastaliklarda kollajen artisin1 belirlemek ve karaciger ve
bobrekler i¢in rutin bir boyama olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ancak, MT
boyamasinin yara iyilesmesindeki kullanimina dair sinirh sayida calisma bulunmaktadir.
Sonuglar, MT boyamasinin yara iyilesmesi siirecindeki kollajen liflerinin migrasyonunu ve
yeniden organizasyonunu anlamamiza katki sagladigini gostermektedir. Bu boyama
yontemi, kollajen liflerini mavi renkte belirgin bir sekilde gostermekle kalmaz, ayni
zamanda yara iyilesmesinin tiim asamalarini histopatolojik olarak incelememize olanak
tanir.

Masson trikrom boyamast, yara iyilesmesi ve bag dokusu hastaliklari tizerine yapilan
histopatolojik ¢aligmalarda 6nemli bir rol oynamaktadir. Boyamanin, kollajen liflerinin
diizenini, yogunlugunu ve organizasyonunu net bir sekilde ayirt etme yetenegi,
histopatologlar i¢in yararl bir aragtir. Bu teknik, histolojik analizlerde dogrulugu artirir ve

yara iyilesmesi siirecinin daha iyi anlasilmasina katki saglar [49].

2.14. Immiinohistokimyasal Yontem

Immiinohistokimya (IHK), adindan da anlasilacag: gibi histoloji ve immiinolojinin
birlesimidir ve belirli bir antijenin dokudaki varligin1 ve mikroanatomik konumunu
saptamak i¢in kullanilan giiglii bir tekniktir. IHK, monoklonal ve poliklonal antikorlarin
kullanildig1 bir yontem olup, saglik ve hastalik durumlarinda ilgilenilen antijenlerin doku

icindeki dagilimini belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir [50].
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IHK, 6zellikle kanser teshisinde 6nemli bir yer tutar. Bazi kanser tiirlerinde spesifik
timor antijenleri de novo olarak ifade edilir ya da yukari regiile edilir; bu durum ITHK’yi
tanida giiclii bir arac¢ haline getirir. Bu teknik, basta onkolojik patoloji, néropatoloji ve
hematopatoloji olmak iizere bir¢ok patoloji alt dalinda rutin olarak uygulanmaktadir. Ayrica,
hastalik teshisi, ilag gelistirme ve biyolojik arastirmalarda da kullanilmaktadir [51].

Immiinohistokimyasal analizler, biyopsi 6rneklerinin mikrotom ile ince kesitler
halinde hazirlanmasinin ardindan, bu kesitlerin spesifik antikorlarla inkiibe edilmesiyle
gerceklestirilir [52]. Antijen—antikor baglanmasi, birincil veya ikincil antikora baglanmis
enzim, floresan boya, radyoaktif element veya kolloidal altin gibi isaretleyiciler araciligiyla
goriiniir hale getirilir. Gorsellestirme, 151k veya floresan mikroskop ile yapilir. Bu islem
sayesinde hem doku mimarisi korunur hem de pozitif hiicrelerin yerlesimi dogrudan
gbzlemlenebilir [53].

IHK’nin tarthi 1930’lara dayansa da, ilk uygulamasi 1941 yilinda Coons ve
arkadaslarinin pnomokok antijenlerini floresan boya (FITC) ile isaretli antikorlarla lokalize
etmesiyle baslamistir. Zamanla peroksidaz, alkalin fosfataz ve kolloidal altin gibi farkli
isaretleyiciler gelistirilmis, hem 151k hem de elektron mikroskopisi diizeyinde kullanilabilir
hale gelmistir. IHK nin en biiyilik avantaji, 6zel enzim boyama tekniklerinin sinirh sayida
protein ve yapiy1 tanimlayabilmesine karsin, spesifik antijen—antikor etkilesmeleri sayesinde
cok daha genis bir hedef protein yelpazesinde calisabilmesidir. Bu yoniiyle THK, klasik
histokimyasal yontemlerin dtesine gecerek ¢ok onemli bir tan1 ve arastirma araci haline
gelmigtir [54].

Ayrica, IHK ile tiimdre 6zgii antijenler, onkogenler, tiimdr baskilayic1 genler ve
proliferasyon belirtegleri tanimlanabilir. Bu sayede tiimorlerin prognozu hakkinda bilgi
saglanabilir; hatta bu yontem, klasik klinik evreleme ve histolojik derecelendirme
yontemlerine kiyasla daha ayrintili ve anlamli bir prognostik degerlendirme sunabilir. Klinik
uygulamalarda, IHK ile kanserin iyi huylu ya da koétii huylu olup olmadigi, evresi, derecesi
ve metastazin hiicre tipi ya da kokeni belirlenebilir [54].

Immiinohistokimya ayn1 zamanda enfeksiydz ajanlarin saptanmasinda da etkilidir.
Mikrobiyal DNA veya RNA’ya kars1 gelistirilen spesifik antikorlar sayesinde enfekte
dokularda enfeksiyonun varligi dogrulanabilir.

Sonu¢ olarak, immiinohistokimya, yalnizca patolojide degil; molekiiler biyoloji,
farmakoloji, mikrobiyoloji ve immiinoloji gibi ¢ok ¢esitli disiplinlerde de yaygin sekilde

kullanilan, hiicre popiilasyonlarini ve fonksiyonlarini ayirt etmede, hastalik mekanizmalarin
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anlamada ve yeni tedavi stratejileri gelistirmede kritik rol oynayan ¢ok yonlil bir tekniktir
[54].

Immiinositokimya, bir proteinin hem hiicresel diizeyde hem de hiicre alt1 diizeydeki
dagilimini belirlemek i¢in en dogrudan yontemlerden biridir. Spesifik antikorlar sayesinde
protein modifikasyonlar1 ve ifadesi in vivo olarak incelenebilir.

Bu baglamda Immiinohistokimya (IHK), formalinle fikse edilmis, parafine
gomiilmiis dokularda spesifik antijenlerin lokalizasyonunu antijen—antikor etkilesimine
dayanarak belirlemede giiclii bir yontemdir. Bu teknik, 6zellikle dermatolojik tani ve
aragtirmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Kullanim kolayligi, giivenilirligi ve ¢ok
yonliiligii sayesinde uygulama alanlari giderek genislemektedir [54].

Immiinohistokimya’da antijen—antikor kompleksi, 151k mikroskobu altinda bir renk
sinyali aracihiiyla goriiniir hale getirilir. IHK nin immiinfloresan tekniklere gore en dnemli
avantajlarindan biri, hematoksilen (mavi) gibi karsi boyalar kullanilarak antijenin
cevresindeki doku morfolojisinin de net bir sekilde gdzlemlenebilmesidir.

Immiinohistokimya ile elde edilen boyama sonuglar1 yar1 kantitatif olarak raporlanir.
Bu sonuglar, 6zellikle deri tiimorleri, lenfomalar ve enfeksiy6z mikroorganizmalarin tespiti
acisindan onemli tanisal ve prognostik bilgiler saglar.

Bu c¢alisma elde edilen veriler dogrultusunda, dogurganlik ¢agindaki kadinlarda
sik¢a goriilen meme kanseri tedavisinde yaygin olarak kullanilan Dox’un sistemik etkilerle
ovaryum dokusunda olusturdugu toksisiteye karsi, zeytin yapragi ekstresinden elde edilen
hidroksitirosoliin koruyucu etkisini arastirmay1 amaclamaktadir. Dox kaynakli toksisiteyi
ve hidroksitirosoliin bu toksisite iizerindeki terapotik etkilerini degerlendirmek amaciyla,
doku ornekleri H&E ve MT ile histokimyasal olarak incelenmistir. Ayrica, over dokusunda
TRPC1 immiinreaktivitesini degerlendirmek iizere immiinohistokimyasal boyama yapilmis
ve elde edilen bulgular 151k mikroskobu altinda gdézlemlenmistir. Histolojik degisiklikler

Masson Trikrom boyamasi ve ilgili analizlerle tespit edilmistir.
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. Deney Hayvanlar

Adiyaman Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim Uygulama ve Arastirma Merkezi
(DEHAM) 07.11.2024 tarih ve 2024/049 nolu etik kurul kararinca onaylandi. Deney
hayvanlari, Adiyaman Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim Uygulama ve Arastirma
Merkezi (DEHAM)’dan karsilandi.
3.2. Deney Plam

Bu ¢aligmada 8-10 haftalik, Sprague Dawley cinsi, 200-250 gr agirliginda 28 adet

disi sigan kullanildi. Sigcanlara 12 saat giin 15181/12 saat karanlik siklusta, havalandirmali,
sabit 1s1l1 (21 +1 C°) odalarda ve 6zel kafeslerde standartlara uygun olarak bakild1 ve
beslenmeleri 8 mm’ lik standart si¢an pelet yemi ve musluk suyu ile saglandi. Uygulanacak
dozlar i¢in 6nceki yapilan ¢aligmalar referans alindi [54].
Grup 1: Kontrol (Sham) grubu (n=7): Bu gruptaki siganlara 4 hafta boyunca oral yoldan
1 ml serum fizyolojik verildi ayrica deneyin ilk giinii intraperitonel olarak serum fizyolojik
enjekte edildi.
Grup 2: HT grubu (n=7): HT 4 hafta boyunca 4 ml/kg/giin oral yoldan verildi.
Grup 3: DOX grubu (n=7): Deneyin 1. giinii tek doz seklinde 10 mg/kg/giin dozunda
doxorubicin ip. yolla uygulandi.
Grup 4: HT + DOX grubu (n=7): Deneyin 1. giinii tek doz seklinde 10 mg/kg/glin dozunda
DOX ip. yolla uygulandi. Uygulama sonrasinda HT 4 hafta boyunca 4 ml/kg/giin oral yoldan

verildi.

3.3. Deneyin Sonlandirilmasi

Deney sonunda tiim siganlara 50 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg ksilasin karistminin
periton i¢i enjeksiyonu ile anestezi uygulandi. Sag juguler arter kateterize edildi ve kan
orneklemesi i¢in kullanildi. Biyokimyasal ve histopatolojik degerlendirme i¢in over doku
ornekleri alindi. Kalan dokular da ¢ikarildi. Over ve dokularin bir kism1 %10 formalin iginde
sabitlendi ve sonraki histolojik degerlendirme i¢in parafin i¢inde islendi. Serum ve dokularin

bir kismi1 -80 °C’de saklandi.

3.4. Histolojik Inceleme
Her gruptan alinan over dokulari, % 10’luk formaldehit soliisyonunda 24 saat

stiresince tespit edildikten sonra musluk suyu altinda yikamaya alindi. Musluk suyunda 24
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saat yikanan dokular daha sonra rutin histolojik takip serilerinden gegirilip parafin bloklara
gomiildi. Parafin bloklardan almman Spum’lik kesitler Hematoksilen-Eozin (H&E) boyasi
yapildi. Hazirlanan preparatlar Zeiss AX 10 mikroskobunda incelenerek degerlendirildi ve
fotograflandi1. Her grup i¢in yaklasik 4-10 hematoksilen-eozin boyali kesitler incelendi ve
lezyon alanlarini en iyi temsil eden 6rnekler secilerek immiinohistokimyasal inceleme i¢in
kullanildi.

3.4.1. Hematoksilen - eozin boyama (H&E) prosediirii

1. Deparafinizasyon: Dokular 10’ar dakika siirelerle ksilol i¢erisinde bekletildi.

2. Dehidrasyon: Rehidrate edilmis dokular sirasiyla Absolut alkol, %95’lik alkol, %80’lik
alkol ve %70’lik alkolden 10’ar dakika siireyle gecirildi..

3. Hematoksilen agsamasi: Dokular hematoksilene alinip, 5-6 dakika boyunca tutuldu.

4. Ik yikama: Hematoksilenden ¢ikarilan dokular akan su altinda yaklasik olarak 5-10
dakika boyunca yikandi.

5. Asit alkol asamasi: Yikanan dokular asit alkole daldirilip, birka¢ saniye soluk mavi renk
alana kadar tutuldu ve ikinci yikamaya alindi. 5-10 dakika kadar akan suda yikandi.

6. Eozin asamast: Ikinci yikamaya tabi tutulan dokular eozine daldirilip, 3-4 dakika boyunca
tutuldu.

7.Cikis alkolii asamasi: Dehidrasyonda oldugu gibidir ancak alkollerin sirasi terstir.
Dokulardaki fazla eozini uzaklastirmak i¢in sirasiyla %70, %80, %95 ve absolut alkolden
gecirildi. Ilk 3 alkole dokular daldirilip, ¢ikarilirken absolut alkolde 15-20 dakika tutuldu.
8. Cikis ksilol’ii agamasi: Dokular ¢ikis alkoliinden alindi. Birkag¢ dakika disarida kurumaya
birakild1 ve ¢ikis ksilol’line alindi. 10°ar dakika 3 tane ksilol’den gegirildi.

9. Yapistirma: Cikis ksilol’tindeki dokular yapistirma ksilol’iine alindi. Burada teker teker
cikarilip, sentetik regine (Entellan) ile yapistirilip kurumaya birakildi.

3.4.2. Masson Trikrom boyama prosediirii

Ksilol ve alkol serilerinden gegirilen dokular ¢esme ve distile sudan gegirilip
weigerth hematoksilen ile muamelenin ardindan tekrar ¢esme ve distile sudan gegirilip suyu
bierbrich scarlet asit fuksinden gecirildi. Distile suda calkalanip
fosfotungustik-fosfomolibdik asit (her boyama i¢in yeniden hazirlandi) ve aniline blue
ile muamelenin ardindan, distile su ve (asitli su) glacial asetik asit (%1) den gegirildi.

Dereceli alkol, sonra ksilol serilerinin ardindan kapatildi.
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Histopatolojik incelemeler (H&E ve Masson Trikrom boyama) i¢in hazirlanan
preparatlar aragtirma mikroskobunda (Zeiss Axio scope Al) incelenip fotograflandi.
Dokulardaki histopatolojik degisiklikler, yar1 kantitatif olarak degerlendirildi. Her parametre
icin skorlamalar; O=yok, 1=zayif, 2=orta ve 3=giiclii olarak verildi ve istatistiksel analizleri

yapildu.

3.4.3. Immiinohistokimyasal inceleme

Immiinohistokimyasal inceleme igin her gruptan yaklasik 4-10 hematoksilen-eozin
boyali kesitler incelenerek lezyon alanlarini en iyi temsil eden 6rnekler kullanildi.

Over dokusunda TRPC1 immiinreaktivitesinin belirlenmesi i¢in Avidin-Biotin-
Peroksidaz Kompleksi yontemi uygulandi. Parafin bloklardan 4-6 mm kalinliginda alinan
kesitler polilizinli lamlara alindi. Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden
gecirilip, antigen retrieval icin sitrat tampon soliisyonunda pH:6’da mikrodalga firinda
(750W) 12 dakika kaynatildi. Kaynatma sonrasi oda 1sisinda yaklasik 20 dakika sogutmak
icin bekletilen dokular PBS (Phosphate Buffered Saline, P4417, Sigma-Aldrich, USA) ile
yikandiktan sonra endojen peroksidaz aktivitesini onlemek icin hidrojen peroksid blok
solusyonu ile 5 dakika inkiibe edildi (Hydrogen Peroxide Block , TA-125-HP, Lab Vision
Corporation, USA). PBS ile yikanan dokulara zemin boyasini engellemek icin 5 dakika
Ultra V Block (TA-125-UB, Lab Vision Corporation, USA) soliisyonu uygulandiktan sonra
1/200 oraninda diliie edilen primer antikor ile nemli ortamda oda 1sisinda 60 dakika inkiibe
edildi. Dokular, primer antikor uygulanmasindan sonra PBS ile yikandiktan sonra primer
antikorlarla uyumlu monoklonal sekonder antikorlar ile 30 dakika nemli ortamda oda
1s1sinda inkiibe edildi. Dokular, sekonder antikor uygulanmasindan sonra PBS ile yikanip
Streptavidin Peroxidase (TS—125-HR, Lab Vision Corporation, USA) ile 30 dakika nemli
ortamda oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra PBS igerisine alindi. Dokulara 3-amino-9-
ethylcarbazole (AEC) Substrate + AEC Chromogen (AEC Substrate, TA-015 ve HAS, AEC
Chromogen, TA-002-HAC, Lab Vision Corporation, USA) soliisyonu damlatilip, 151k
mikroskobunda goriintii sinyali alindiktan sonra es zamanli olarak PBS ile yikamaya alind1.
Mayer’s hematoksilen ile zit boyamasi yapilan dokular PBS ve distile sudan gecirilerek
uygun kapatma solusyonu (Large Volume Vision Mount, TA-125- UG, Lab Vision
Corporation, USA) ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar Zeiss Axio scope Almikroskobunda
incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi (Zeiss Axio scope Al). Boyamada

immiinreaktivitenin yayginlhigi (0.1: (0: yok, +0.5: ¢ok az, +1: az, +2: orta, +3: siddetli) esas
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alinarak histoskor olusturuldu. Elde edilen histoskor verileri SPSS programinda analiz
edildi.
Histoskor= yayginlik x siddet

3.5. Istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler ortalama+ standart hata (SH) olarak ifade edildi. Ortalamalar
arasindaki farklarin istatistiksel anlamlilik diizeylerini belirlemek i¢cin SPSS paket istatistik
programi kullanildi. Istatistiksel farklar bagimsiz gruplarda “one-way ANOVA” ve
“independent-t” testleri ile hesaplandi. Ayn1 grubun farkli zaman noktalarindaki degerleri
arasindaki farki degerlendirmek icin “paired t test” kullanildi. Elde edilen sonuglarin

yorumlanmasinda p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3.6. Kullanilan Kimyasallar
Hidroksitirozol, Tiirkiye'deki Kale Naturel Bitkisel Uriinler Sirketi'nden siv1 formda
elde edildi. Kogak Firmasina ait Doxorubicin 10 mg .V ./intravesikal inflizyon i¢in liyofilize

toz i¢eren flakon ticari olarak temin edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Histopatolojik Bulgular

Tiim gruplarin Hematoksilen-Eozin ve Masson trikrom boyali preparatlarinin 11k
mikroskobu altinda incelenmesi sonucunda, kontrol ve HT gruplari normal goriinlimdeydi
(Tablo 4) (Sekil 9,10,14,15).

Over dokusunda doxorubisin uygulamasi sonucunda konjesyon, polimorfoniikleer
16kositler (PNML), germinal epitel dejenerasyonu ve fibroziste kontrol ve HT gruplarina
gore artis goriildii (p<0,001) (Tablo 4) (Sekil 11,12,16). Dox ile birlikte tedavi amaciyla HT
uygulanan gruplarda ise, konjesyon, PMNL, germinal epitel dejenerasyonu ve fibroziste
sadece doxorubisin uygulanan gruba gore anlamli azalma gozlendi (p<0,001) (Tablo 4)

(Sekil 13,17).

Tablo 4.1. Over dokusunda histopatolojik bulgular (hematoksilen ve eosin)

Gruplar Kontrol Hidroksitirosol  Doksorubusin Doxo+HT
Konjesyon 2.1440.69 1.86+0.69 6.86+0.38 ab 3.29+0.49 abc
PMNL 2.29+40.49 2.14+0.69 6.71+0.49 ab 3+0.82 ¢
Germinal Epitel 1.43+0.53 1.29+0.49 5.71£0.76 ab 2.43+0.53 abc
Dejenerasyonu

Fibrozis 1.86+0.69 1.434+0.53 5.71£0.49 ab 2.7140.49 be

Hata ¢ubuklar1 SD'yi gosterir. a. Kontrol ile karsilastirildiginda p<0.05 b. HT ile
karsilastirildiginda p<0.05. c. Doxo ile karsilastirildiginda p<0.05.
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Gruplar Arasi Karsilastirma

Kontrol
Hidroksitirosol
Doksorubusin
Doxo+HT

Ortalama + SD

Konjesyon PMNL Germinal Epitel Dejenerasyonu Fibrozis

Sekil 4.1.0Over dokusunda histopatolojik bulgular (hematoksilen ve eosin)

Doksorubisin grubu diger gruplara gore agik¢a daha yiiksek degerler gosteriyor.
Doxo+HT grubunda ise bu degerlerin kismen diistligti gézlemleniyor, yani
hidroksitirosoliin kismi koruyucu etkisi goriiniiyor.
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2. Kontrol grubu ovaryum dokusuna ait kesitlerde folikiil ve epitel kesitleri

4.
(H&Ex50)

Sekil
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Sekil 4.3. HT grubu ovaryum dokusuna ait kesitlerde folikiil ve korpus luteum kesitleri
(H&EX50)
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(H&Ex50)
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Sekil 4.5. DOX grubu ovaryum dokusuna ait kesitlerde folikiil ve korpus luteum kesitleri

(H&Ex50)
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Sekil 4.6. DOX+HT grubu ovaryum dokusuna ait kesitlerde folikiil ve korpus luteum kesitleri
(H&Ex50)
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Sekil 4.7. Kontrol grubu ovaryum dokusuna ait kesitlerde folikiil ve korpus luteum kesitleri

(MTx50)
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Sekil 4.8. HT grubu ovaryum dokusuna ait kesitlerde folikiil ve korpus luteum kesitleri
(MTx50)

44



Sekil 4.9. DOX grubu ovaryum dokusuna ait kesitlerde folikiil ve korpus luteum kesitleri
(MTx50)

45



DOXO+H, MT

Sekil 4.10. DOX+HT grubu ovaryum dokusuna ait kesitlerde folikiil ve korpus luteum
kesitleri (MTx50)

4.2. Immiinohistokimyasal Bulgular

Over dokusunda TRPCI immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal
boyamanin 151k mikroskopi altinda gézlemlenmesi sonucu;

TRPC1 immiinreaktivitesi; Kontrol, HT grubuyla kiyaslandiginda, DOXO
uygulanmasi sonucunda belirgin olarak artt1 (p<0,001). DOXO grubu ile kiyaslandiginda,
DOXO+HT grubunda TRPCI1 immiinreaktivitesi istatistiksel olarak anlamli azalmistir
(p<0,001) (Tablo 5) (Sekil 18,19,20,21,22).
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Tablo 4.2.0ver dokusunda TRPC1 i¢in immiinohistokimyasal bulgular

Gruplar

Kontrol

Hidroksitirosol Doxo

Doxo+HT

TRPC1

0,13+0,07

0,14+0,06

0,81+0,15 ab 0,33+0,09 abc

Hata ¢ubuklar1 SD'yi gosterir. a. Kontrol ile karsilastirildiginda p<0.05 b. HT ile

karsilastirildiginda p<0.05. c. DOXO ile karsilastirildiginda p<0.05.

Gruplara Gore TRPC1 Seviyesi

0.90
0.80
0.70
0.60
0.50
0.40
0.30
0.20
0.10
0.00

TRPC1

-

1

| 1
i [
1 I
m 1 i
Kontrol Hidroks- Doxo Doxo+HT
itirosol

Sekil 4.11. Over dokusunda TRPC1 i¢in immiinohistokimyasal bulgular

1. Kontrol vs Hidroksitirosol: Aralarinda ¢ok fark yok (0,13 — 0,14), yani HT tek
basina TRPCI ekspresyonunu anlamli sekilde degistirmiyor.
2. Dox grubu: TRPCI ifadesi 0,81 ile belirgin sekilde artmis, Dox’un TRPC1 yolunu

aktive ettigini gosteriyor. .

3. Dox+HT grubu: TRPCI ifadesi 0,33’e diismiis, yani hidroksitirosol Dox’un

artirdigt TRPC1 ekspresyonunu kismen baskiliyor.

Doxorubisin TRPCI1 yolunu aktive ediyor, hidroksitirosol ise bu artisi azaltiyor, yani olasi

koruyucu bir etki gosteriyor.
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Sekil 4.12. Kontrol grubu ovaryum dokusuna ait folikiil ve korpus luteum kesitleri

(TRPCIx50)
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Sekil 4.13. HT grubu ovaryum dokusuna ait kesitlerde folikiil ve korpus luteum kesitleri

(TRPCIx50)
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Sekil 4.14. DOX grubu ovaryum dokusuna ait folikiil ve korpus luteum kesitleri (TRPC1x50)
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Sekil 4.15. DOX grubu ovaryum dokusuna ait folikiil ve korpus luteum kesitleri (TRPC1x50)
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(TRPCIx50)
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5. TARTISMA

Overtoksisitesi, ilaglar, kimyasallar veya ¢evresel toksinlerin asir1 dozda alinmasiyla
viicutta toksik maddelerin birikmesi sonucu ortaya ¢ikan ve organ sistemlerinin iglevlerini
bozan ciddi bir durumdur. Kadinlarda overtoksisitesi, 6zellikle ovaryumlan etkileyerek
tireme sagligini tehdit eder. Kemoterapi ve hormon tedavileri gibi bazi farmasdtik ajanlar,
ozellikle alkilasyon ajanlari (6rnegin siklofosfamid), yumurtalik dokusuna zarar vererek
ovaryum rezervinde azalmaya ve dogurganlikta kalici bozulmalara yol acabilir. Bu tedaviler
yumurtlama ve hormon iiretimi gibi temel ovaryum islevlerini olumsuz etkiler.

Over toksisitesinin dnlenmesi ve yonetimi icin ¢evresel risk faktorlerinden uzak
durmak, ilaglar1 hekim kontroliinde ve bilingli sekilde kullanmak, saglikli bir yasam tarzi
benimsemek ve diizenli saglik kontrollerini aksatmamak gereklidir. Ayrica, risk altindaki
bireylerde ovaryumlarin korunmasina yonelik yumurtalik dokusunun dondurulmasi ya da
GnRH agonistleriyle gecici baskilama gibi koruyucu yontemler de uygulanabilir. Ancak
overtoksisitesine karsi kesin bir tedavi yonteminin bulunmamasi, toksisitenin énlenmesi
veya ger¢eklesmis hasarin tyilestirilmesine dair yeni arastirmalari onemli hale getirmektedir.
Bu noktalardan hareketle basladigimiz ¢alisma kapsaminda Dox verilerek overtoksisitesi
olusturulan siganlarda HT nin koruyucu etkisi histopatolojik yontemlerle arastirildi. Kontrol
ve HT gruplarinin over dokusunda normal histolojik yap1 goézlenirken, Dox grubunda
belirgin konjesyon, PNML, germinal epitel dejenerasyonu ve fibrozis tespit edildi. Dox ve
HT’nin birlikte uygulandigi Dox+HT grubunda bu patolojik bulgular sadece Dox uygulanan
gruba gore anlamli diizeyde azald1 (Tablo 4). Bu durum, HT nin Dox kaynakli histopatolojik
degisikliklere karsi koruyucu etkisi oldugunu diisiindiirmektedir. Immunohistokimyasal
analizlerden de histopatolojik bulgular1 destekler nitelikte sonuglar alindi. TRPCI1
immiinreaktivitesi kontrol ve HT gruplarinda diisiik diizeyde iken, Dox grubunda anlamli
sekilde artmis olarak saptandi. Dox+HT grubunda TRPC1 ekspresyonu, yalnizca Dox
uygulanan gruba gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldi (Tablo 5). Bu bulgular,
HT’nin Dox’un over dokusunda olusturdugu hiicresel stres yaniti azaltmasi lehine
yorumlandi.

Ben-Aharon, H. Bar-Joseph ve arkadaglarinin benzer sekilde, Dox’un
overtoksisitesine yonelik yaptig1 onceki bir calismada, disi farelere intraperitoneal olarak
uygulanan tek doz Dox’un (7.5 veya 10 mg/kg), over morfolojisi ve fonksiyonu iizerindeki
kisa ve uzun vadeli etkileri degerlendirilmistir. Yiiksek ¢oziintirliiklii MRG ile yapilan in

vivo goriintiilemelerde, Dox uygulamasindan bir giin ve bir ay sonra over boyutunda ve
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agirliginda belirgin azalma tespit edilmistir. Histolojik analizlerde, TUNEL ve aktif kaspaz-
3 boyamalar1 ile apoptozun arttig1, 6zellikle sekonder ve primordial folikiil sayilarinda
anlamh diistis gozlendigi bildirilmistir. Ayrica siiperoviilasyon sonrast oviilasyon
oranlarinda, tedaviden bir hafta sonra ciddi azalma meydana gelmis ve bu durum bir ay
sonunda sadece kismen toparlanmistir [55].

Uma P. Mohan ve arkadaslarinin yaptigir ¢calismada Dox’un kadin iireme sistemi
iizerinde ciddi toksik etkiler olusturdugu ortaya konmustur. Bu ajan, follikiilogenez ve
oogenezi bozarak ovulasyon basarisizligina ve uterus dongiisiinde diizensizliklere yol
acmakta; bu durum da prematiir over yetmezligi (POF) ile karakterize edilen bir klinik
tabloya zemin hazirlamaktadir. Dox’un dogrudan folikiiller ve oositler lizerinde genotoksik
etkiler olusturmasi, oosit rezervinde azalmaya ve dolayisiyla infertiliteye neden olmaktadir.
Yapilan literatiir ¢alismalarinda da gosterildigi gibi, Dox uygulamasi estrus dongiisiinde
bozulmalara, diisiik Ostrojen diizeylerine, anormal meme bezi gelisimine ve zayif
endometrial reseptiviteye sebep olabilmektedir. Bu toksik etkilerin siddeti, ilacin dozu ve
maruz kalma stiresi ile dogrudan iligkilidir. Over agirliginda ve oviilasyon oraninda gézlenen
azalma, Dox’un indiikledigi artmis oksidatif stres ve mitokondriyal disfonksiyonla
baglantilidir. Bu mekanizmalar, tarafimizdan yapilan calismada da histopatolojik ve
immiinohistokimyasal verilerle desteklenmistir. Dox uygulanan grupta over dokusunda
konjesyon, PNML infiltrasyonu, germinal epitel dejenerasyonu ve fibrozis gibi yapisal
hasarlar gbzlenmistir [56].

S. Xiao ve arkadaslarinin in vitro bulgularla uyumlu olarak yaptiklari in vivo
calismada, CD-1 farelerine uygulanan farkli Dox dozlarinin oosit meyotik olgunlasmast,
folikiil gelisimi ve hormon salinimi iizerinde doz bagimli toksik etkiler olusturdugunu
gosterilmislerdir. Ozellikle 10 mg/kg Dox dozu, over boyutunda kiiciilmeye, oviilasyon
oraninda azalmaya ve folikiil apoptozunda artisa yol agmustir [57].

B. Al-Kawlani ve arkadaslarinin yaptig1 calismada fare modellerinde Dox’un over
toksisitesine yol ac¢tig1 mekanizmalar arasinda follikiiler yapilar ve graniiloza hiicrelerinde
hasar, oosit olgunlasmasinda bozulma ve hormon salinnminda diizensizlik yer almaktadir.
In vitro ¢aligmalarda oositlerde apoptoz ve buna bagl olarak artmis follikiiler atrezi
bildirilmistir [58].

Yingzheng Wang ve arkadaslarimin farkli yas gruplarindaki disi farelerde yaptigi
calismada aym1 dozda Dox uygulamasi sonucunda, 6zellikle 5 giinliik farelerde belirgin

primordial folikiil kayb1 ve diisiik diizeyde folikiil agir1 aktivasyonu gozlenmistir. Bu durum,
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Dox’un over rezervini hem atreziyi artirarak hem de asir1 aktivasyon yoluyla tiikettigini ve
toksik etkinin yasa bagl oldugunu gostermektedir [59].

A. Pugazhendhi, T. N. J. I. Edison ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada oksidatif stres
ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) bir¢ok hastalikta rol oynamasi nedeniyle, Dox un ¢oklu
organ toksisitesinin altinda yatan mekanizmalardan biri olarak oksidatif stres
degerlendirilmektedir. Bu siire¢te ROS diizeylerindeki ve hiicresel antioksidanlardaki
degisimlerin etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle, oksidatif stres, apoptoz ve
inflamasyon, Dox’un toksik etkilerinin olas1 temel mekanizmalari olarak kabul edilmektedir
[60].

S. Fareed, M. Kabir ve arkadasalarinin dox kaynakli over toksisitesine karsi
zeytinyagi ekstresinin degerlendirdikleri ¢alismada, yalnizca Dox uygulanan grupta viicut
agirhiginda ve folikiil sayisinda anlamli azalma gozlenirken, zeytinyagi ile birlikte
uygulandiginda bu etkilerin biiylik 6l¢iide engellendigi bildirilmistir. Histolojik olarak da
folikiil yapilarinda ve niikleer hasar diizeylerinde koruyucu etkiler saptanmistir [61].

Bu literatlir bulgular1 dogrultusunda elde ettigimiz veriler degerlendirildiginde,
Dox’un over dokusunda olusturdugu toksisitenin hem histopatolojik hem de molekiiler
diizeyde belirgin oldugu; ancak HT uygulamasmin bu zararhh etkileri anlamli diizeyde
hafiflettigi goriilmektedir. Calismamizda Dox uygulanan grupta folikiiler yapilarin hasar
gordiigli, germinal epitelde dejenerasyonun meydana geldigi, TRPC1 ekspresyonunun
artt1ig1 ve buna bagl olarak over rezervinin azaldigi gézlemlenmistir. Bu bulgular, Dox’un
tireme sistemi iizerindeki toksik etkilerini dogrulamakta olup, ayni zamanda HT gibi dogal
antioksidan bilesiklerin bu etkileri hafifletme potansiyeline sahip olabilecegini
gostermektedir. Dox+HT grubunda ise s6z konusu etkilerin azalmasi, HT'nin Dox kaynakl1
hiicresel hasar1 hafiflettigini ve over dokusunu koruyucu rol oynadigini desteklemektedir.
Bu durum, HT’nin Dox kaynakli over hasarma kars1 potansiyel bir koruyucu ajan
olabilecegini diislindiirmekte ve hem histopatolojik hem de molekiiler diizeyde gozlemlenen
bulgularla uyum gostermektedir. Sonuglarimiz, HT nin Dox’un neden oldugu oksidatif stres
ve doku hasarina karsi etkili bir koruyucu ajan olarak degerlendirilebilecegini ortaya
koymaktadir.

A. Chiavaroli, S. C. Di Simone ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada APP/PS1
transgenik farelerde 6 ay siiresince HT tedavisi uygulamislardir ve sonucunda HT nin
mitokondriyal oksidatif stresi, inflamasyonu ve apoptozu azalttigi, ayrica mitokondriyal

fonksiyonlart iyilestirdigi gosterilmistir [62].
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I. Rodriguez-Ramiro ve arkadaslarinin yaptigi calismada akrilamid kaynakli
oksidatif stres modelinde HT nin ROS birikimini azaltarak koruyucu etki gosterdigi, ancak
glutatyon seviyelerini tamamen geri kazandiramadigi ve apoptoz sinyallerini tam olarak
durduramadig bildirilmistir [63].

M. Bertelli, A. K. Kiani ve arkadaglarinin yaptiklari1 ¢calismada HT nin ytiksek yagl
diyetli tavsanlarda aterosklerozu azaltici etkisi, kanser hiicrelerinde hiicre dongiisiinii
durdurmasi ve apoptozu indiiklemesi, calismalarda genis biyolojik aktivite yelpazesine
sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica, fare modellerinde yliksek dozlarda dahi yan etki
olusturmamast ve non-mutajenik/non-genotoksik bulunmasi, HT nin giivenli profilini
desteklemektedir [64].

Yapilan akut, subkronik ve kronik toksisite ¢calismalarinda, saf zeytinyagi (VOO)
ekstraktlar1 ve baslica fenolik bilesigi HT, genis doz araliklarinda hem disi hem erkek
sicanlarda gilivenle kullanmilmistir. Akut tek doz ¢alismalarinda 5 g/kg HT’ye (=3,5 g/kg
esdegeri) kadar 6lim veya belirgin olumsuz etki gézlenmemis, 2000 mg/kg HT dozu da iyi
tolere edilmistir. Subkronik ve ii¢ aylik kronik uygulamalarda ise 300-2000 mg/kg VOO
veya 125-2000 mg/kg HT dozlari, davranigsal, biyokimyasal ve histopatolojik
incelemelerde toksisite belirtisi vermemistir. Tlim bu bulgular, VOO ekstrelerindeki fenolik
bilesiklerin, 6zellikle HT nin, uzun siireli ve yiiksek doz kullanimlarinda dahi non-toksik
oldugunu ve saglik agisindan giivenli bir profil sundugunu ortaya koymaktadir [65].

N. Harun, I. K. Adnyana ve arkadaslarinin yaptig1 preklinik calismalarda oleuropein
ve hidroksitirozoliin giivenli kullanim profilleri net olarak ortaya konmustur. HT nin nadiren
kilo kaybr gibi yan etkiler bildirilmis olsa da, zeytin yapragi ekstresinin akut (tek doz
2000 mg/kg) ve subakut (28 giin, 100400 mg/kg) uygulamalarinda toksik etki
gozlenmemis; 90 giinliik tekrarlayan doz ¢aligsmasinda ise genotoksisite rapor edilmemistir.
Benzer sekilde, 100-2000 mg/kg doz araliginda uygulanan sulu VOO ekstresi hem akut
hem kronik ¢alismalarda glivenli bulunmus ve fonksiyonel gida bileseni olarak dnerilmistir
[66].

Oleuropein (OleA) ve HT, AP1-42 agregasyonunu ve toksisitesini 1:1 ve 1:3 molar
oranlarda karsilastiran bir ¢caligmada, 25 uM AB1-42’nin 25 uM veya 75 uM OleA/HT ile
0-72 saat inkiibasyonu sonucunda Thioflavin T baglanmasiyla fibril olusumu ve RA SH
SYSY hiicrelerinde MTT testi ile sitotoksisite degerlendirilmistir. Her iki polifenolde de 1:3
orani, ThT floresansini yaklasik %40 oraninda azaltarak hiicre canlilifin1 tamamen geri

kazandirmistir. Ancak OleA’da sinyal 24 saatte plato yapip azalmaya baslarken, HT de 48
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saatte pik yapip hizla diismiistiir. Bu bulgular, hem OleA hem de HT nin fibril olusumunu
geciktirerek toksik ara tiirlerin birikimini azaltip ndronal hiicreleri korudugunu
gostermektedir [67].

P. Zygouri, A. M. Athinodorou ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢aligmada, oksitlenmis
cok duvarli karbon nanotiipler (MWCNT), HT ile fiziksel adsorpsiyon yoluyla yiiklenerek
etkili bir nanotasiyict platform olusturulmustur. Normal fibroblastik hiicre hattt NIH/3T3
iizerinde, oksitlenmis MWCNT lerle tasinan HT, serbest HT’ye kiyasla daha dengeli
koruyucu etki gostererek koloni olusum testlerinde oksidatif stres kaynakli hasar1 azaltmig
ve hiicre canliligini korumustur. Buna karsilik, Tg/Tg hiicrelerinde 48 saatlik maruziyet
sonrasinda zaman bagimli canlilik diisiisii ve artan ROS iiretimi gozlenmis; uzun siireli
koloni testlerinde ise bu hiicrelerin oksitlenmis MWCNT ’lerin sitotoksik etkilerine NIH/3T3
hiicrelerine gore daha duyarli oldugu ortaya ¢ikmistir. Ayni dozlarda karsilastirildiginda,
MWCNT ile taginan HT, normal hiicrelerde benzer sitotoksisite profili sergilerken Tg/Tg
hiicrelerinde daha belirgin hiicre 6limii indiiklemistir [68].

Zeytinyag1 fenollerinden HT, tyrosol (TY), verbaskozit (VE) ve alperujo (AL)
lizerine yapilan calismalarda, tiim bilesiklerin genotoksisiteyi baskilayan antimutajenik
etkiler gosterdigi, ancak hiicre 6liimii yollar1 ve koruyucu potansiyellerinin farkliliklar
tasidigr belirlenmistir. HT, en yliksek dozda (100 uM) genotoksisiteyi anlamli bi¢cimde
azaltirken, en diisiik dozda (6,25 uM) H>0O- kaynakli hasar1 en etkin sekilde engellemistir.
TY ise yalnizca yiiksek konsantrasyonlarda H2O: indiiklenen hasara kars1 koruma saglamis,
diisiik dozlarda etkisiz kalmistir; Caco-2 ve eritrositlerde antioksidan koruma sunarken
kanser hiicrelerinde diisiik sitotoksisite gostermistir. TY, H>O, hasarin1 azaltarak
genotoksisiteyi diisiirmiis, HL60 hiicrelerinde ise giiglii nekrotik hiicre 6liimii indiiklemis,
apoptoz isaretleri ise daha zayif ve geg ortaya ¢ikmistir. AL ise genotoksisiteyi baskilamanin
yani sira HL60 hiicrelerinde kaspaz 3 bagimli apoptozu tetikleyerek apoptoz yonelimli hiicre
Oliimiinii desteklemistir [69].

M. Maranesi ve arkadaslarinin yaptig1 calismada diyetle alinan polifenollerin tavsan
over dokusundaki inflamasyon ve apoptoza iliskin molekiiler yanitlar {izerindeki etkileri
degerlendirilmis polifenolik konsantre takviyesinin iireme fonksiyonlar1 lizerinde olumlu
biyolojik etkiler olusturdugu belirlenmistir. Zeytinyagi degirmeni atiklarindan elde edilen
polifenolik konsantre uygulanan tavsanlarda, primer ve toplam follikiil sayilarinda anlaml
artis goézlenmistir. Bu grupta inflamatuar yanitla iligkili COX2 gen ekspresyonu artmasina

ragmen, immiinohistokimyasal analizlerde COX2 protein sinyal yogunlugu diisiik
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bulunmustur; benzer sekilde, apoptoz belirteci BAX gen ekspresyonu azalmis ve protein
diizeyinde de baskilanma gozlenmistir. IL1B ve TNFA gen ve protein diizeylerinde gruplar
arasinda anlamli fark izlenmemistir [70].

Hidroksitirosoliin zebra balig1 embriyolarinda dstrojenik mikotoksin olan zearalenon
(ZEA) toksisitesine kars1 etkili bir sekilde koruyucu rol oynadigi gosterilen ¢alismada,
HT’nin ZEA’nin yol actig1 embriyo 6liim oranini, yumurtadan ¢ikis siiresindeki gecikmeyi
ve fenotipik bozukluklari anlamli sekilde azalttig1 belirlenmistir. Ayrica, proapoptotik genler
ile hiicre dongiisii diizenleyicileri lizerindeki olumsuz etkileri hafifleterek, ZEA kaynakli
apoptoz ve G2 fazi hiicre dongiisti durmasin1 engellemistir [71].

Yaptigimiz c¢aligmadan elde ettigimiz veriler ve literatiir bulgulart birlikte
degerlendirildiginde, Dox over dokusunda olusturdugu toksisitenin; artmig TRPCI1
ekspresyonu, belirgin histopatolojik hasar, folikiiler yapilarin bozulmasi ve apoptoz artisi
ile karakterize oldugu; buna karsin HT uygulamasinin bu zararl etkileri anlamli diizeyde
hafiflettigi  gorilmektedir. Caligmamizda Dox+HT grubunda gozlenen TRPCl1
ekspresyonundaki azalma, histopatolojik iyilesme ve over dokusunda apoptozun
hafiflemesi, HT’nin over toksisitesine karsi etkili bir koruyucu ajan oldugunu
desteklemektedir. HT’nin mitokondriyal koruma saglamasi ve hiicresel savunma
mekanizmalarin1 aktive edici etkisi, Dox kaynakli hiicresel hasar ve oksidatif stresin
baskilanmasinda 6nemli rol oynamistir. Calismamizda HT’nin, Dox uygulanan grupta
gbzlenen TRPC1 ekspresyon artisi, histopatolojik dejenerasyon ve apoptoz diizeyindeki
yiikselmeyi anlamli sekilde azalttig1 ve over rezervini korudugu saptanmistir. Bu veriler,
HT’nin Dox kaynakli over hasarina kars1 dokusal koruyucu ve fonksiyonel iyilestirici etkiler
gosterdigini ve giivenli bir antioksidan ajan olarak degerlendirilebilecegini ortaya
koymaktadir. Bu bulgularla paralel olarak, HT nin gii¢lii antioksidan kapasitesi Dox’un
neden oldugu hiicresel hasar1 ve oksidatif stresi azaltmakta, apoptozu baskilamakta ve over
sagligin1 desteklemektedir.

R. Mwakalukwa, A. Ashour ve arkadaglarinin HT nin doku koruyucu ve hiicresel
fonksiyonlar1 diizenleyici etkileri iizerine yapilan calismada, HT nin STIM1 ve TRPCI1
ekspresyonlarint anlamli sekilde azalttigi, ancak Orail {izerinde belirgin bir etkisinin
olmadigr gozlemlenmistir. Benzer sekilde, 1-asetoksipinoresinol 4 yalnizca TRPCI
ekspresyonunu azaltmistir. Her iki bilesigin IP3R ekspresyonunu da anlamli derecede
diistirmesi, endoplazmik retikulum kalsiyum depolarin tiikenmesine katki sagladigini

gostermektedir. Bu durum, hiicre i¢i kalsiyum seviyelerindeki diizenleyici etkilerle uyumlu
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olup, HT ve tiirevlerinin sadece ekstraseliiler kalsiyum girigini engellemekle kalmayip, ayni
zamanda endoplazmik retikulum kaynakli kalsiyum sinyal yollarin1 da etkileyerek hiicresel
homeostazda kritik rol oynadigini ortaya koymaktadir [72].

Yapilan calismada HT ve tlirevlerinin hiicre iglevleri iizerindeki etkileri baglaminda,
zeytin isleme atik suyundan izole edilen polifenolik ve triterpenoid metabolitlerin anti-
alerjik aktiviteleri incelenmis; bu bilesiklerin RBL-2H3 hiicrelerinde degraniilasyon
inhibisyonu ve hiicre i¢i kalsiyum artisin1 azaltma kapasitesi degerlendirilmistir. Ozellikle
kalsiyum kanal proteinleri STIMI1, Orail, TRPCI ile endoplazmik retikulum membran
proteini IP3R ekspresyonlari {izerindeki etkiler dikkatle analiz edilmistir. Hidroksitirosol
asetat, STIM1 ve TRPCI1 ekspresyonunu anlamli sekilde azaltirken Orail {izerinde etkisiz
kalmis, 1-asetoksipinoresinol ise sadece TRPC1 ekspresyonunu diisiirmiistiir. Ilging bir
sekilde, her iki bilesik de IP3R ekspresyonunu anlamli bi¢imde azaltarak ER Ca?*
depolarinin tilkkenmesine katki sagladigini gostermistir. Bu bulgular, hiicre i¢i kalsiyum
regiilasyonunda sadece ekstraseliiler kalsiyum girisinin engellenmedigini, ayni zamanda ER
kaynakli kalsiyum sinyal yollarinin da etkilenmekte oldugunu ortaya koymustur [73].

Calismamizda HT nin, dokulardaki oksidatif stresi azaltici ve hiicresel fonksiyonlari
iyilestirici etkileri gz oniinde bulunduruldugunda, bu etkilerin HT nin koruyucu roliinii
destekleyen Onemli molekiiler temeller olusturdugu goriilmektedir. Ozellikle Dox
uygulanan grupta artmis TRPCI1 ekspresyonu, hiicre i¢i kalsiyum dengesinin bozulmasina,
mitokondriyal disfonksiyona ve apoptozun artmasina neden olurken, HT uygulamasi bu
etkileri anlamli diizeyde baskilamigtir. TRPCI, hiicre i¢i kalsiyum homeostazinin
diizenlenmesinde gorev alan bir katyon kanali olup, asir1 aktive oldugunda hiicre i¢i Ca?*
diizeylerinin artmasma bagli olarak oksidatif stresin siddetlenmesine ve hiicre oliim
yolaklarinin aktive olmasina neden olmaktadir. Caligmamizda HT’nin, TRPCI1
ekspresyonunu azaltarak kalsiyum sinyalizasyonunu dengeledigi, bu sayede mitokondriyal
fonksiyonlarin korunmasina katki sagladigi ve apoptoz diizeyini diislirdiigii belirlenmistir.
Bu molekiiler mekanizma, HT nin hem oksidatif stresin azaltilmasinda hem de hiicresel
fonksiyonlarin korunmasinda etkili oldugunu ve over dokusunda gozlemlenen histopatolojik
iyilesme ile paralellik gosterdigini ortaya koymaktadir. Sonu¢ olarak, HT nin TRPCI
tizerinden kalsiyum sinyalizasyonunu modiile etmesi, dokulardaki oksidatif stres yanitini
baskilamasi ve hiicresel biitliinliigli desteklemesi, Dox kaynakli over toksisitesine kars1

koruyucu etkisinin temel molekiiler dayanaklarini olusturmaktadir.
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6. SONUC

Yapilan histopatolojik incelemeler sonucunda, Dox uygulamasinin ovaryum
dokusunda cesitli gelisim asamalarindaki folikiillerde ve ovaryum medullasinda dejeneratif
degisimlere neden oldugu, ayrica kortikal bolgede kistik folikiil sayisinda gdrece bir artisa
yol agtig1 belirlenmistir.

Doksorubisin uygulamasi ayrica, oksidatif stres gostergelerinde belirgin artis ve
genel hiicresel diizeyde hasar meydana getirmistir. HT ile yapilan uygulamanin ise bu
olumsuz hiicresel etkileri 6nemli dl¢lide hafiflettigi goriilmiistiir. HT uygulanan gruplarda
overtoksisiteye iliskin bulgularin geriledigi, antioksidan savunma sistemine ait
parametrelerin giiglendigi ve hiicresel redoks dengesinin daha stabil hale geldigi
saptanmistir. Bu veriler, HT nin yiiksek antioksidan kapasitesi sayesinde serbest radikallerin
etkisini azaltabildigini ve toksisiteye bagli oksidatif stres iizerinde koruyucu bir etki
saglayabildigini gostermektedir.

Ayrica histopatolojik analizler, HT nin yalnizca oksidatif hasar1 sinirlandirmakla
kalmayip hiicresel onarim mekanizmalarinin korunmasma da katki sundugunu ortaya
koymustur. Bu baglamda, dogal bir fenolik bilesik olan HT, Dox gibi yaygin kullanilan bir
kemoterapoétik ajanin neden oldugu toksisiteyi azaltabilecek potansiyele sahiptir.

Hidroksitirosol, hiicre i¢i kalsiyum sinyallemesinde kritik rol oynayan TRPCI1
kanalinin ekspresyonunu anlamli sekilde azaltmaktadir. TRPC1, hiicre zarinda bulunan ve
ekstraseliiler ortamdan kalsiyum girisini saglayan bir kanal proteini olup, hiicresel islevlerin
diizenlenmesinde 6nemli bir bilesendir. HT nin TRPC1 ekspresyonunu diisiirmesi, hiicre i¢i
kalsiyum seviyelerinin diizenlenmesine dogrudan etki ederek asir1 kalsiyum birikimini
engellemekte ve boylece oksidatif stres ve hiicresel hasar riskini azaltmaktadir. Ayrica,
HT’nin lipofilik yapist sayesinde hiicre icine kolayca girmesi, TRPC1 kanalinin
regiilasyonunda etkili olmasini saglamaktadir. Bu mekanizma, HT nin antioksidan ve
koruyucu etkilerinin molekiiler temelini olusturarak, 6zellikle kalsiyum kaynakli hiicre
hasarlarinin 6nlenmesinde 6nemli bir rol oynar.

Sonug olarak, elde edilen bulgular dogrultusunda HT nin, Dox kaynakli toksik ve
genotoksik etkilere karsi koruyucu bir ajan olarak degerlendirilebilecegi diisiiniilmektedir.
Ancak bu etkinin klinik uygulamalara yansitilabilmesi ic¢in farkli deneysel model
sistemlerinde, daha genis Orneklem gruplariyla ve uzun donemli izleme verileriyle

desteklenmesi gerekmektedir. Ozellikle dozaj, uygulama siiresi ve uzun vadeli etkiler gibi
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parametrelerin ayrintili bicimde ortaya konulmasi, HT nin overtoksisitesine bagli yan
etkilerin azaltilmasinda tamamlayic1 bir tedavi secenegi olarak kullanilabilirligini

netlestirmek agisindan biiyiik 6nem arz etmektedir.
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