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OZET

Amagc: Yeni tip bir koronaviriisiin neden oldugu COVID-19 hastalig1 Aralik 2019°da
ortaya ¢ikmis ve tiim diinyayi etkisi altina almigtir. Halen COVID-19’a spesifik ve etkinligi
kanitlanmis bir tedavi yontemi bulunmamaktadir. Tedavi protokolleri salginin basindan beri,
yapilan ¢alismalara gore giincellenmektedir. Bir RNA polimeraz inhibitéri olan favipiravir
Ulkemizde Mayis 2020’de COVID-19 hastalarinin tedavisinde kullanima girmistir. Oksijen
takviyesi veya ventilator destegi alan COVID-19 hastalan i¢in deksametazonda tedaviye
eklenebilmektedir. Bu ilaglarin bildirilen yan etkileri disinda farkli sistemlere ait advers etki
potansiyelleri bulunabilir ve izlenmelidir. Ozellikle disi iireme sistemine yonelik etkileri
bilinmemektedir.

Calismamizda, disi Siganlarda favipiravir ve deksametazonun tek basina ve kombine
halde over dokusu ve treme fonksiyonuna etkisini biyokimyasal ve histopatolojik olarak
degerlendirmeyi amagladik.

Gereg ve Yontem: Prospektif olarak yapilan bu ¢alismada 32 adet albino wistar turi
disi sican kullanildi ve sicanlar sekizerli dort gruba ayrildi. Birinci gruptaki sicanlara herhangi
bir ila¢ uygulanmadi (kontrol grubu-SG). SG grubuna ¢6ziicii olarak diger gruptakilerle ayni
hacimde distile su verildi. Ikinci gruba favipiravir 100 mg/kg dozda oral yoldan mideye
verildi (FPR). Ugiincii gruba deksametazon 8 mg/kg dozda intraperitoneal (i.p) yoldan enjekte
edildi (DEKSA). Son olarak dorduncti gruba favipiravir (100 mg/kg) + deksametazon
(8 mg/kg) kombine olarak ayni yoldan uyguland1 (FDA). Bu prosedir bir hafta boyunca
tekrarlandi. Deney siiresince her giin, bir kez smear alinarak 6strus fazlari takip edildi. Bu
siire sonunda hayvanlar uyutuldu ve kalpten kan ornekleri (~2 cc) alinarak serum AMH
seviyesine bakildi. Daha sonra dekapitasyonla éldirilen hayvanlarin over dokulari ¢ikartildi
ve MDA, tGSH ol¢timii yapildi. Yine over dokusunda histopatolojik olarak hasar tespiti ve
folikiil sayim1 151k mikroskopu ile arastirildi.

Bulgular: Caligmamizda yer alan gruplarin AMH o6l¢iimlerine bakildiginda SG ve
DEKSA grubunda benzer oldugu, FPR ve FDA grubunda ise SG’ye gore daha diisiik diizeyde
oldugu goriilmiis ancak bu farklilik anlamli bulunmamistir. Oksidatif stres agisindan doku
MDA diizeyine bakildiginda SG ve DEKSA grubunda benzer oldugu, FPR grubunda SG’nin
yaklagik iki kati, FDA grubunda ise SG’nin yaklasik 6 kat1 oldugu gorilmiistiir. FPR ve FDA
grubundaki doku MDA yiiksekligi SG ve DEKSA grubuna gore, aym1 zamanda FDA
grubundaki doku MDA yiiksekligi FPR grubuna goére anlamli olarak bulunmustur.
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Antioksidan etkinlik agisindan gruplar arasindaki tGSH diizeyleri karsilagtirildiginda ise SG
ve DEKSA grubunda birbirine yakin seviyede olup FPR ve FDA grubunda anlamli seviyede
diisiik oldugu goriilmistiir. Yine FDA grubunda tGSH miktarinin FPR grubundan anlamli
diizeyde daha disik oldugu saptanmistir. Gruplarda primordiyal folikiil sayisi
karsilagtirildiginda, FPR ve DEKSA grubunda SG’a gore daha diisiikk sayida olan folikil
sayist istatistiksel olarak anlamli degilken FDA grubunda SG’ye gore anlamli derecede diisiik
folikiil sayisina rastlanmistir.

Sonug: Favipiravir vel/veya deksametazonun serum AMH diizeyini ve ovaryan
primordial folikiil sayisin1 azaltarak over rezervini olumsuz yonde etkileyebilecegi, over
dokusunda oksidan reaktiflerin miktarmi artirip antioksidan reaktiflerin miktarin1 azaltarak
oksidatif strese neden olabilecegi in vivo olarak gosterilmistir. Hem COVID-19 hastaligi hem
de tedavisinde kullanilan ilaglar, iireme sisteminde iginde bulundugu farkli sistemlere etki
edebilmektedir. Caligmamiz bu agidan degerli oldugu gibi yan etki, advers etki ve ilag

etkilesimlerinin arastirildig1 bir¢ok ¢alismaya ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Favipiravir, Deksametazon, Over rezervi, Anti millerian

hormon, Sican



SUMMARY

Objective: COVID-19 disease, caused by a new type of coronavirus, emerged in
December 2019 and affected the whole world. There is currently no specific and proven
treatment method for COVID-19. Treatment protocols have been updated since the beginning
of the epidemic, according to studies. Favipiravir, an RNA polymerase inhibitor, has been
used in the treatment of COVID-19 patients in our country in May 2020. Dexamethasone can
also be added to the treatment for COVID-19 patients receiving oxygen supplementation or
ventilator support. Apart from the reported side effects of these drugs, the potential for
adverse effects belonging to different systems may exist and should be monitored. Its effects,
especially on the female reproductive system, are unknown.

In our study, we aimed to evaluate the biochemical and histopathological effects of
favipiravir and dexamethasone alone or in combination on ovarian tissue and reproductive
function in female rats.

Material and Methods: In this prospective study, 32 female albino wistar rats were
used and the rats were divided into four groups of eight. The rats in the first group were not
administered any drugs (control group-SG). SG group was given the same volume of distilled
water as the solvent in the other group. To the second group, favipiravir was administered
orally to the stomach at a dose of 100 mg/kg (FPR). The third group was given
dexamethasone 8 mg/kg i.p. routed injected (DEKSA). Finally, favipiravir (100 mg/kg) +
dexamethasone (8 mg/kg) combined was administered to the fourth group by the same route
(FDA). This procedure was repeated for a week. During the experiment, estrus phases were
followed by taking a smear once every day. At the end of this period, the animals were
anesthetized and blood samples (~2 cc) were taken from the heart and serum AMH levels
were measured. Then, the ovarian tissues of the animals killed by decapitation were removed
and MDA and tGSH measurements were made. Again, histopathological damage detection
and follicle count in the ovarian tissue were investigated with a light microscope.

Results: When the AMH measurements of the groups in our study were examined, it
was seen that they were similar in the SG and DEKSA groups, and were at a lower level in
the FPR and FDA groups compared to the SG, but this difference was not found to be
significant. When the tissue MDA level was examined in terms of oxidative stress, it was
observed that it was similar in the SG and DEKSA groups, approximately twice the SG in the
FPR group, and approximately 6 times the SG in the FDA group. Tissue MDA elevation in
the FPR and FDA groups was found to be significant compared to the SG and DEKSA
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groups, while the tissue MDA elevation in the FDA group was found to be significant
compared to the FPR group. When tGSH levels were compared between the groups in terms
of antioxidant activity, it was observed that the levels were close to each other in the SG and
DEKSA groups, but were significantly lower in the FPR and FDA groups. Again, the amount
of tGSH in the FDA group was found to be significantly lower than the FPR group. When the
number of primordial follicles was compared in the groups, the number of follicles that were
lower in the FPR and DEKSA groups compared to SG was not statistically significant, while
a significantly lower number of follicles was found in the FDA group compared to SG.
Conclusions: It has been shown in vivo that favipiravir and/or dexamethasone may
adversely affect ovarian reserve by decreasing the serum AMH level and the number of
ovarian primordial follicles, and may cause oxidative stress by increasing the amount of
oxidant reagents in the ovarian tissue and decreasing the amount of antioxidant reagents. Both
the COVID-19 disease and the drugs used in its treatment can affect different systems in the
reproductive system. As our study is valuable in this respect, there is a need for many studies

investigating side effects, adverse effects and drug interactions.

Key Words: Favipiravir, Dexamethasone, Ovarian reserve, Anti mullerian hormone,
Rat
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1. GIRIS VE AMAC

Ovaryumlar, yapisinda ve fonksiyonunda hayat boyunca degisikliklerin oldugu
dinamik bir organdir. Folikiil ise, overlerin en &nemli reproduktif ve endokrin
kompartmanidir. Folikillerin kalitesi ve miktari, kadinin dogurganlik potansiyelini ve
dogurganlik siiresini belirler ve yenilenemez [1, 2].

Primordial folikuller, folikullerin en erken ovaryan formunu temsil ederler ve dormant
fazda olduklar1 diistiniiliir. Over rezervi, primordial folikiillerin sayisi1 tarafindan belirlenir.
Ozellikle primordial folikiiller iizerine olan toksik bir etki, reprodiiktif yasam araligini
kisaltabilir ve prematiir over yetmezligine neden olabilir. Oosit dogrudan ya da dolayli olarak
etkilenebilir. Oositi gevreleyen steroid Ureten somatik hiicre katmanlarina (graniiloza ve teka
hiicreleri) toksik etki de bunlara neden olabilir [3]. Over rezervi kadinin mevcut oositlerinin
say1s1 ve kalitesinin bir fonksiyonu olarak iireme potansiyelini gostermektedir. Azalmis over
rezervi; lireme ¢agindaki diizenli mensturasyon goren bir kadinin kendi yas grubundaki diger
kadmlara gore fekunditesinde ya da ovaryan stimulasyona cevabindaki azalma demektir.
Azalmig over rezervi i¢in bazi risk faktorleri bulunmaktadir. Bunlar; ileri kadin yas1 (>35-yas
over rezervini belirleyen en ©6nemli parametredir), tek over, endometriozis ve pelvik
enfeksiyon gibi overlere zarar veren durumlar, otoimmiin hastaliklar, diabetes mellitus,
hipertansiyon ve diger sistemik hastaliklar, ailede erken menapoz Oykiisii, ge¢irilmis over
cerrahisi, gegcirilmis radyoterapi veya kemoterapi Oykisu, genetik bozukluklar ve sigara
kullanimudir [4].

Coronavirus hastaligi-2019 (COVID-19), yeni kesfedilen bir koronaviriis olan ve
Uluslararast  Viris Taksonomi Komitesi tarafindan ciddi akut solunum sendromu
Coronavirus-2 (SARS-CoV-2) olarak adlandirilan varyant bir korona viriisiin neden oldugu
bulasici bir hastaliktir [5, 6]. COVID-19 vaka sayilarinin hizla yiikselmesi, tedavide yeni olan
ilaglarin kullanim1 ve eslik eden komplikasyonlar nedeniyle ila¢ kaynakli sorunlarda artis
goriilmektedir. Tlag kaynakli sorunlar icin dnemli risk faktdrleri arasinda ¢oklu ilag kullanima,
ilaclarin renal eliminasyonun bozulmasi, tedavide terapétik araligi dar ilaglar ile antikoagiilan
veya diliretik bulunmasi ve hasta yasmin 65’in iizerinde olmasi yer almaktadir. Viral
replikasyonu bloke eden bir ribonikleik asit (RNA) polimeraz inhibitoéri olan favipiravir ile
guclu antiinflamatuar ve antifibrotik etkili bir kortikosteroid olan deksametazon COVID-19
tedavisinde kombine halde kullanilabilmektedir [7].

Favipiravir, sinirh veriler dogrultusunda diisiik yan etki profili (bulanti, kusma, gaz

artis1, diyare, gogls agrisi, psikiyatrik semptomlar, karaciger fonksiyon bozuklugu ve total

1



bilirubin diizeylerinde artis, notrofil diizeyinde azalma, hiperlrisemi) sergilemekte olup,
literetiirde favipiravir ve deksametazonun si¢anlarda over dokusu ve treme fonksiyonuna
etkisine dair c¢alismaya rastlanmamistir. Bu nedenle ¢alismamizin amaci, sicanlarda
favipiravir ve deksametazonun tek basina ve kombine halde over dokusu ve iireme

fonksiyonuna etkisini biyokimyasal ve histopatolojik olarak arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. OVARYUM

2.1.1. Ovaryum Anatomisi

Disi tireme sisteminde bulunan ve erkeklerdeki testisin karsilig1 olan basik oval sekilli
ovaryumlar, uterusun her iki yaninda fossa ovaricada yerlesik olarak bulunan bir ¢ift pelvik
organdir. En onemli fonksiyonlar1 steroid biyosentezi, oosit maturasyonu ve ovulasyondur.
Hormonal aktiviteleri ve biiyiikliikleri yas, menstriiel durum ve eksojen hormon kullanimina
bagli olarak degismekle birlikte; uzunlugu 2,5 ila 5 cm, kalinlig1 1,5 ila 3 cm ve genisligi de
0,7 ila 1,5 cm arasinda degismektedir. Yine agirliklar1 da degismekle birlikte ortalama 4-8 gr
kadardir. Ovaryumlarin epitelyum tabakasi kubikten kolumnara degismekte, korteks ve
medulla kisimlart bulunmaktadir. Dis katman korteks olarak adlandirilan ve igerisinde
follikiil, korpus luteum ve korpus albicans yapilarini barindiran 6zellesmis bir stromadan
olusur. I¢c katman olan medulla tabakasi ise kan damarlarini iceren fibromiiskiiler bir dokudur.
Ligamentum latumun arkasina simetrik olarak yerlesmis olan ovaryumlar; uterusa utero-
ovaryan ligament ile birlesmistir. Pelvis duvarina ise overin damar ve sinirlerini iceren, overin
suspensuar ligamenti olarak da bilinen infindibulopelvik ligaman ile tutunmaktadir. Inferiorda
her bir overin hilus bolgesi mezenteri (mezoovaryum) araciligtyla broad ligamana tutunur [8,

9.

2.1.1.1. Ovaryumun Kanlanmasi ve Sinirleri

Ovaryuma kan getiren en 6nemli arter ‘Arteria Ovarica’dir. Ovaryan arterler her iki
tarafta aortadan ¢ikabilir ancak sol ovaryan arter siklikla sol renal arterden ¢ikar. Bu durumun
sag tarafta goriilmesi ise nadirdir. Ovaryan arterler asagi dogru iner ve common iliak arter ve
ven hizasinda mediale dogru yonelirler. Sag ve sol ovaryan arterler asic1 ligamentlerin katlar
arasinda mezoovaryuma girerler. Ovaryuma kan getiren diger bir arter ise uterin arterin
ovaryan dali olan ‘Ramus Ovaricus’tur. Bu iki arter (Arteria Ovarica ve Ramus Ovaricus)
mezoovaryumda anastomoz yaparak hilus bolgesinden ovaryuma girerler ve igeride dallara
ayrilarak korteks medulla sinirinda bir pleksus meydana getirirler. Genellikle arterlerin seyrini

izleyen venler hilustan c¢iktiktan sonra mezoovaryum tabakalar1 arasinda pleksus



pampiniformis’i olustururlar. Daha sonra sag ovaryan ven, vena cava inferior’a, sol ovaryan
ven ise sol renal vene dokdlur. Ovaryumun lenf kanallari retroperitoneal bir yol izler ve
bobreklerin alt tarafinda, aorta komsulugunda bulunan lenf nodlarna (paraaortik diigiimler)
bosalirlar. Ovaryumun sinirleri lumbosakral sempatik zincirden c¢ikarak ovaryan arter ile

birlikte overe girer. Ovaryan pleksus ve uterovajinal pleksus overin innervasyonunu saglar
[10, 11].

2.1.2. Ovaryum Embriyolojisi

Genetik cinsiyet ovumu fertilize eden sperm tarafindan fertilizasyon sirasinda
belirlenmesine ragmen, erken embriyonik donemde gozle goriiliir cinsiyet ayrimi yapilamaz.
Bu evreye ‘genital gelisimin indiferansiye evresi’ denir. Klinik olarak tespit edilebilen
cinsiyet embriyonik donemin yaklasik 12. haftasina kadar goriiniir hale gelmez. Bu agamada
disi yonde gelisim ‘insan embriyosunun temel gelisim yolu’dur ¢iinkii dstrojen varligina degil
testosteron yokluguna bagimlidir. Seks diferansiyasyonu ile ilgili olan testis belirleyici faktor
(TBF) geni, Y kromozomunun kisa kolunda bulunmakta olup gonadal seks
diferansiyasyonunu direkt olarak etkilemektedir. TBF geninin yoklugunda ovaryan gelisim
baglar. Erkek ve disi embriyoda gonadlarin morfolojik yapist gelisimin 7. haftasina kadar
farkli degildir. Embriyodaki gonadlarin herhangi bir yonde gelisimi, genital kanallarin sekstiel

gelisimi ile birlikte eksternal genitalleri de belirler [12].

2.1.2.1. GonadlarinGelisimi

Gonadlar;

1. Abdominal arka duvar1 déseyen mezotelyum tabakasi (mezodermal epitel-golomik
epitel)

2. Birinci tabakanin altinda bulunan mezenkim (embriyonik bag dokusu)

3. Primordial germ hiicreleri (PGH) olmak iizere 3 kaynaktan gelismektedir.
Gonadal gelisimin baslangic1 5.haftada, genital ve gonadal kivrimlarin olusmasiyla yani
gelisen mezonefrik bobreklerin medialindeki ¢élemik epitelin kalinlagmasi sonucu olusur.
PGH’leri yolk kesesinden gonadal kivrimlarin oldugu bdlgeye dogru go¢ ederler. Bu

PGH’leri ovaryumlardaki germinal hiicreleri olustururlar.



PGH’leri (oogonia), 4-5 haftalik embriyolarin arka bagirsak bolgesinde,
allantoislerinin endodermal hiicreleri arasinda bulunan, 15-20 mikron boyutlarinda yuvarlak
niikleuslu ve soluk stoplazmali yuvarlak hiicrelerdir. Bu hiicrelerin hiicre zarlar1 ve
niikleuslar1 yogun glikojen igerir ve alkalen fosfataz aktivitesi gosterir. Gonadal ¢ikinti
PGH’lerinin hayatta kalabilecegi tek yerdir. Buraya ulasamayan PGH’leri gelisemez. Gonadal
gelisim i¢in ise PGH’lerinin indiikleyici etkisi gereklidir. Gebeligin 4-6. haftalarinda yolk
kesesinden gonadal kivrima ameboid hareketlerle go¢ etmelerinin mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir. Ancak gonadal kivrimdan salgilanan kemotropik faktorlerin bu harekete
katkis1 oldugu disiiniilmektedir. Genetik olarak erkek ve kadinlarda PGH’lerinin say1, sekil
ve migrasyon bigimleri farklilik géstermemektedir. 6. haftada germ hicreleri gonadlara goc
eder ve bu haftanin sonunda gonadal dokunun PGH’leriyle kolonizasyonu tamamlanmis olur
[3, 13, 14, 15].

PGH’lerinin  gonadal ¢ikintidaki  kolonizasyonu tamamlandiginda  ¢6lomik
(mezodermal) epitel belirgin olarak prolifere olmaya baslar ve alttaki mezenkimal stromay1
penetre ederek gonadlarin gelisimini baslatir [16]. Mezenkimal stroma i¢inde olusan irregiiler
diizenlenmis parmak seklindeki uzantilar, epitel kordlar1 (primer seks kordlar1) adin1 alir. Bu
sayede gonad dejenere olmaktan kurtulur. Disi ve erkek emrbiyolarda primitif seks kordlar
ylizey epiteli ile devam eder ve bu asamada gonadlarda disi/erkek ayrimi yapilamaz. Bu
evredeki olusum ‘farklilasmamis gonad’ adimi alir ve dig-korteks ve i¢-medulladan olusur.
Embriyo, genetik olarak XX seks kromozom kompleksine sahip ise farklilasmamis gonadin

medullasi regrese olurken, korteksi overe farklilagir [13].

2.1.2.2. Ovaryumun Histolojik Yapisi ve Folikiil Olusumu

Disi embriyolarda gonadal gelisim yavastir. Primer seks kordlar1 olustuktan sonra
7. haftada embriyo Y kromozumuna sahipse testisler histolojik olarak belirlenebilir ancak Y
kromozomu yoklugunda overe ait histolojik bulgular 12-16. haftalara kadar gozlenemeyebilir.
Ancak genellikle 10. hafta dolaylarinda belirlenebilmektedir. Primer seks kordlar1 diizensiz
hiicre kiimelerine ayrilir ve bu kiimeler overin daha ¢ok medulla kismina lokalize olmustur.
Daha sonra bu yapilar regrese olur (rudimenter rete ovari) ve yerini vaskler bir stromaya
birakir. Yiizey epiteli erkeklerdekinin aksine prolifere olmaya devam eder ve ‘kortikal
kordonlar’ denilen yapilar ve bunlarin sekonder seks kordlar1 olusur [17]. Kortikal kordlarin

cap1 arttikca PGH’ler bunlarin i¢ine dogru girer ve 16. haftada bu kordlar ‘primordial folikiil’



admi alan izole hiicre adaciklara boliiniirler. Bu primordial folikiillerin her biri PGH’lerden
gelisen bir oogonium (PGH’leri gonadlara ulastifinda ‘oogonium’ admi alirlar) ve bunu
cevreleyen seks kordlarindan gelisen yassi folikiil hiicrelerinden olusmus bir tabakadan
ibarettir. Fetal donemde milyonlarca oogonium aktif mitozla olusur. Sayilari, gebeligin
6.haftasinda 10 bin, 8. haftasinda 600 bine ulasir. Oogoniumlarin ¢ogalmasi 19-20. haftalara
kadar hizli bir bigimde siirer ve gebeligin 20. haftasinda sayilar1 7 milyona ulagir [13, 18, 19].
Gebeligin 20. haftasinda gonad, ulasabilecegi maksimum oogonium kapasitesine
ulasir. Bu dénemden sonra dejenerasyon baslar ve germ hiicre sayis1 giderek azalir. Yaklasik
2 milyon kadar1 dogumdan once biiyliyerek ‘primer oositler’ haline gelir. Oogoniumlarin
mitotik aktivitesi oosit havuzunun 6nemli bir belirleyicisidir. Ciinkii kabul edilmis bir dogma,
dogumdan sonra oogonia olusmadigi seklindedir. Over rezervinin olusmasinda mitoz kadar
dejenerasyon da énemli yer tutar. Onceleri PGH’lerinin ovaryumlar érten yiizey epitelinden
koken aldig1 sanilip germinal epitel olarak adlandirilmistir ancak sonrasinda vitelliis kesesi
endoderminden kaynaklandigi anlasilmistir. Dogumdan sonra overin yiizey epiteli yassilagir
ve tek bir hiicre tabakasi haline gelir. Ovaryumlarin hilusunda peritonun mezotelyumu ile
devam eder. Yiizey epiteli kortekste, ince bir kapsiille (tunica albuginea) folikiillerden ayrilir.
Mezonefroz gerileyerek ovaryumdan ayrildikca, ovaryum mezenterini olusturan

mezoovaryum ile uterusa baglanir [3, 14].

2.1.3. Folikiillerin Olgunlasmasi

Intrauterin hayatta 6-7 milyon olan ovaryumlardaki oosit say1s1, dogumda 1-2 milyon
olup bu say1 pubertede 300.000’e diismektedir. Tiim oositlerin yalniz 400-500 kadari
ovulasyonda salinir. Menapoza gelindiginde ise overlerde stromal doku igerisine serpistirilmis
nadir oositler olarak gorilmektedir. Mayozun 4 evresi vardir. Bunlar profaz, metafaz, anafaz
ve telofazdir. 1.mayozun profazi ise 5 evreye ayrilir. Bunlar leptoten, zigoten, pakiten,
diploten ve diakinezdir. Dogumdan Once oogoniumlarin biiyliyerek primer oositlere
doniismesiyle olusan oositler, fetusta mayoz boliinmenin profazinin diploten fazinda olup
ovulasyon baslayana kadar bu asamada kalmaktadirlar. Bu duraklamaya sebep olan etken,

folikiil hiicrelerince salgilanan oosit matiirasyon inhibitdrii (OMI)’diir [20].



Folikiil gelisimi ilk menstriiasyondan menapoza kadar bir dongii i¢cinde devam eden
dinamik bir strectir. Bu slrecte amag¢ her ay spesifik bir folikiil toplulugunun segilerek

gelismesi ve sonugcta her ay ovulasyon ile yalniz bir adet dominant folikiiliin atilmasidir.

Ovaryum histolojisine bakildiginda 3 temel folikiil tipi tanimlanmistir:
* Primordiyal Folikiil
* Olgunlasan Folikul
* Primer Folikl
« Sekonder (Preantral) Folikdil
» Graaf Folikul (Olgun Folikul-Tersiyer Folikul)

Primordiyal Folikil: Diploten fazinda, 8-10 adet tek katli graniiloza hiicresinin kiigik
bir primer oositi (yaklasik 25 pm capinda), ¢evrelemesiyle primordial folikiil olusur ve
folikiiler gelisim devam eder. Bu olusumu ¢evreleyen bazal lamina sayesinde primer oosit ve
granilloza hiicreleri, cevre hicrelerle direk temas etmemektedir. Graniiloza hicrelerinin
diizenli olarak ¢evrelemedigi oogoniumlar atreziye gider ve folikiiler gelisim durur. Bu
sekilde oositlerin biiyiik bir kismi fetal donemde yok olurken digerleri menazpoza kadar
kullanilir. Primordial folikuller overdeki temel reprodiktif birimlerdir. Clnkd tum dominant
folikiillerin ve menstriiel siklusun kaynagini olustururlar [21,22].

Son zamanlarda ratlar iizerinde yapilan ¢aligmalar yetiskin hayatta da oositlerin
olusabildigini ve bu oositlerde folikiiler gelisim oldugunu gostermektedir. Bunu saglayan kok
hicrelerin kemik iliginde bulundugu bildirilmistir. Ancak insanlarda bu hticrelerin bulunup
bulunmadigi, bulunsa bile islevleri konusunda yeterli bilgi bulunmamaktadir [23, 24].

Primer Folikil: Granlloza hucrelerinin mitotik aktivite kazanmasi1 ve sekillerinin
yassi epitelden kiibik epitele dontisiim(, folikul seciminin histolojik gostergeleri olarak
degerlendirilmektedir. Ancak klinik 6nemine ragmen insanlarda bu se¢imi hangi uyaranin
belirledigi bilinmemektedir [3]. Primer folikul; oosit buyirken etrafinda tek tabaka halinde
dizilen yalanci ¢ok katli kiibik granuloza hicresinin goriilmesi ile olusur. Ayrica ‘Zona

pellucida’ denen hiicre dis1 bir membran olusur.

Primordial folikuller, primer folikil evresine gecinceye kadar uyku fazinda (dormant
faz) bekler. Ratlarda yapilan c¢alismalar primordial folikiillerin uyku fazinda kalmasinm

saglayan inhibitér maddelerin oldugunu goéstermistir. Bu inhibitorlerin fonksiyonlarini



kaybetmeleri ise primordial folikiiler havuzun erken aktivasyonuna, buna bagli olarak da

havuzun erken tiikkenmesine ve prematiir over yetmezligine neden olmaktadir [25].

Sekonder (Preantral) Folikl:

Stratum granulosum tabakasinin FSH uyarist ile hiicre sayisinin artmasi ve oositin
blylmesiyle preantral (sekonder folikil) meydana gelir. Bu evrede oosit tamamen gelismis
bir zona pellicuda ile ortiilmustiir. Preantral folikili cevreleyen stromal tabaka, teka interna
ve teka eksterna olarak iki tabakaya farklilasir. Primordial ve primer folikaller folikul stimle
edici hormon (FSH) reseptorii eksprese etmezken, bu asamada preantral folikul FSH reseptor
eksprese eder. Folikiiler farklilagma ve biliylime FSH kontroliine gecer (gonadotropin bagiml
olmayan biiytimeden gonadotropin bagimli evreye gecis) [26]. Sekonder foliklliin stratum
granulosum tabakasinda bulunan hiicreler Ostrojen, androjen ve progesteron sentezini
yapabilir anacak androjenlere ve progestinlere gore c¢ok daha fazla oranda Ostrojen
yapilmaktadir [27]. Preantral folikuli gevreleyen granuloza hucrelerinin ylzeyinde 1.500
kadar FSH reseptori bulunurken, teka interna hicrelerinin yilzeyinde 20.000 kadar
Lutenizasyon hormonu (LH) reseptorii bulunmaktadir. FSH reseptorleri yalniz graniiloza
hiicrelerinde bulunurken LH reseptorleri ise yalmiz teka hiicrelerinin ylizeyinde
bulunmaktadir. Bu nedenle bu asamadan sonra devreye iki hiicre-iki gonadotropin sistemi
girmektedir [28].

Graaf Folikula (Antral Folikal):

Folikiil gelisimi devam ettikge Ostrojen ve FSH’nin sinerjistik etkisi ile folikiil
sivisinin yapimi ¢ogalir ve graniiloza hiicreleri arasinda birikmeye baglar ve folikiiliin
ortasinda sivi dolu bir bosluk olusur. Antrum olarak adlandirilan bu bosluktan adim1 alan
antral folikiil’lin diger ad1 tersiyer folikiildiir [29].

Oositi gevreleyen graniloza hiicreleri, antruma dogru uzanan ve ‘kumulus ooforus’
adiverilen kalinlagmis bir ¢ikinti yaparlar. Hormonlar, blyltme faktorleri ve sitokinlerden
zengin folikiiler siv1, oosit ve ¢evresindeki hiicrelerin progresif maturasyonu ve gelisimi i¢in
gereken ortami saglamaktadir. Folikiil sivisinda, FSH varliginda 6strojen hakimken, FSH
yoklugunda androjenler hakimdir. Graniiloza hiicrelerinin proliferasyonu ve folikuler

biiylimenin devamlilig1 i¢in FSH ve 6strojenin hakim olmas1 gerekmektedir [27].



2.1.3.1. Dominant folikiiliin se¢imi

Biiylimeye baglamis olan folikiiller icinde en fazla FSH reseptoriine sahip olan,
dolayisiyla en fazla Ostrojen iireten folikiill ovulasyonu saglayacak olan folikiildiir. Bu
doniistimii istisnai durumlar harig, yalniz bir folikiil tamamlayabilmektedir [30]. Folikiler
dénemin sonunda dominant folikiiliin graniiloza hiicrelerinden salinan 6strojen ve inhibin B
sistemik dolagima gegerek hipofiz bezinden FSH salinnmini negatif feedback etkisi ile
baskilamaktadir. Serum FSH diizeyindeki diisiis dominant folikiiliin seciminde 6nemli rol
oynamaktadir. Dominant folikiil disindaki folikiillerde azalan FSH destegine bagli olarak
graniiloza hiicrelerinin proliferasyonu durur ve FSH bagimli olan aromatizasyon aktivitesi
azalir. Buna bagl olarak da diger folikiillerde Ostrojen yapimi azalarak apopitoz baslar[26].
Apopitozis siirecindeki ilk olay graniiloza tabakasindaki FSH reseptorlerinin azalmasidir. Bu
oliim tipi, nekroza giden hiicrenin patolojik 6liimiinden ziyade fizyolojik siirecin bir par¢asidir
[27]. Yine bu folikiillerde graniiloza hiicrelerinden Tiimor nekrozis faktor (TNF) salgilanir ve
bunun etkisiyle FSH’nin Gstrojeni stimiile etmesi durur. Dominant folikiil sahip oldugu
yiiksek dstrojen seviyesinden dolay1 negatif feedback’ten kaginir. Ostrojen seviyesi diisiik ise

FSH’a negatif feedback, yiiksek ise FSH’a pozitif feedback etki yaratir [31].

2.1.3.2. Preovulatuar Folikiil ve Ovulasyon

Graniiloza hiicrelerinin salgiladig1 maddelerden olusan bir plazma ile dolu olan antrum
ile karakterizedir. Bu asamada oosit, kumulus ooforus vasitasiyla folikiille baglantil
durumdadir. LH dolasimdaki 6strojenler tarafindan bifazik olarak kontrol edilmektedir. Diisiik
ostrojen konsantrasyonu LH sekresyonunu inhibe ederken yiiksek konsantrasyonlarda LH
seviyesini artirmaktadir. Bu uyar i¢in ostradiol diizeyinin 48 saat boyunca 200 pg/ml’ nin
tizerinde olmasi gerekir. Yiksek Gstrojen konsantrasyonu pozitif feedback ile LH dizeyinde
bir dalgalanma olusturur. Ayrica es zamanli olarak dominant folikiildeki garaniiloza
hiicrelerinde LH reseptdr sayis1 da artmaktadir. Yiiksek diizey LH’ye maruz kalan dominant
folikiilde grantiloza hucreleri luteinize olarak progesteron iiretimi baslamaktadir. Boylelikle
ovulasyon tetigi ¢ekilmekte ve folikiil igindeki oosit atilmaktadir. LH pikinden 10-12 saat,
ostradiol pikinden 24-36 saat sonra ovulasyon gerceklesmektedir. Bu LH piki yaklasik 48-50

saat surer [20].



Ovulasyon sirasinda oosit ve oositi kusatan korona radiata, kumulus ooforustan ayrilir
ve oosit-zona pellusida-korona radiata kompleksi folikiil sivist iginde serbest olarak dolasir.
Siklus ortasindaki ani LH artisi, folikiil duvarinda prostoglandinler ve proteolitik enzimlerin
artmasina neden olur [32]. Folikiil duvar gittikge zayiflayarak bir delik agilir ve oosit bu
delikten yavasca disar1 ¢ikar. Yapilan intrafolikiiler basing 6l¢timleri bu atilimin patlayici bir
olay sonucu olmadigimi gostermistir [20]. LH pik dalgalanmasina cevap olarak, graniiloza
hicreleri tzerindeki LH reseptorleri duyarsizlastirilmistir ve graniiloza hiicreleri artik LH'ya
tepki olarak Ostrojen olusturmamaktadir. Bu dalgalanma tarafindan uyarilan primer oositin ilk
mayoz bolinmesi surer (1.mayozun profaz evresinden 2.mayozun metafaz evresine kadar
ilerler) ve sekonder oosit ile ilk polar cismin meydana gelmesiyle sonuglanir. Sekonder oosit

2. mayoz bolunmeyi fertilizasyondan sonra tamamlar [29].

2.1.4. Over Rezerv Testleri

Geleneksel olarak over rezervi, ‘bir kadinin overlerindemenstriiel dongiiyl devam
ettirmek yada gebeligin meydana gelmesini saglamak amaciyla ovulasyon icin matlr
folikiilleri olusturma potansiyeline sahip yumurta deposu’ anlamina gelmektedir [33]. Yani
over rezervi, overin fonksiyonel kapasitesinin, oositlerin kalitesinin ve sayisinin gostergesidir
[34].

Over rezerv testleri, overyan folikullerin biyokimyasal testler ve ultrasonografi ile
Olgtimlerini icermekte ve ¢ikarimsal olarak oosit kalitesini tanimlamaktadir. Biyokimyasal
testler, hem FSH, estradiol (E2), inhibin B ve antimullerian hormon (AMH) gibi bazal
olglimleri, hem de klomifen sitrat yukleme testi (CCCT) gibi provokatif testleri
kapsamaktadir. Over rezervinin ultrasonografik 6lcimlerinde ise antral folikiil sayim1 (AFC)

ve over hacminin hesaplanmasi yapilmaktadir [35].

2.1.4.1. Folikul Stimtlan Hormon (FSH) Ol¢iimii

FSH, over rezervini degerlendirmede en sik kullanilan parametredir.1980°li yillardaki
invitro fertilizasyon (IVVF) deneylerinde, erken folikiler safhadaki FSH dizeyinin reproduktif
sonuclarla ilgili oldugu anlagilmistir [36].

Kadinlarda reprodiiktif yaslanmanin en erken belirteglerinden biri olan FSH

miktarinda izole artig, azalmig over rezervli kadmnlarin tanimlanmasi i¢in yaygin bir segim
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Olciti olmustur. Ancak serum FSH diizeyinin siklus i¢i ve disi degiskenliklerinin olmasi,
tarama testi olarak degerini azalmaktadir. Mevcut testlerde 10 1U/L’den yuksek FSH
diizeyinin, over stimiilasyonuna zayif cevabi tahmin etmede yiiksek ozgiilliige (%80-100)
sahip oldugu, ancak sensivitesinin (% 10-30) genellikle diisiik oldugu soylenmektedir [37].
Normal diizeyde FSH degeri, fertiliteyi degerlendirmede yararli degildir. Ancak ylksek
anormal degerler (FSH >20 mIU/mL) ile spontan gebelik ihtimali ¢ok azdir [38].

Sonug olarak, menstriel siklusun 3. giiniinde 6lgllen FSH degeri, az maliyetli ve basit
olmasindan dolay1 over rezervini degerlendirmede en sik kullanilan testtir. FSH diizeyi, 10
mlU/mL altinda oldugunda over rezervinin yeterli oldugu kabul edilmektedir. 10 ile 15
mlU/ml arasi ise ara degerler olarak kabul edilmektedir. FSH’1n normal degerinin st esigi
calisilan laboratuvara gore fark etmektedir. Olgiim yapilan laboratuvar kitine ve metoduna

gore, cut off degeri 10-25 mIU/mL olarak degerlendirilmistir [39].

2.1.4.2. Serum Ostradiol Seviyesi (E2)

Fizyolojik olarak kadin Ostradiol miktarmin biiyiilk bir kismi overingraniiloza
hicrelerinden Uretilmektedir. Yag dokusunda testesteronun ostradiola doniismesi diger non-
gonadal kaynak olarak gosterilmistir. Ayrica E2 az miktarda beyin, adrenal korteks ve endotel
hiicrelerinden de kaynaklanmaktadir. Bazal E2 diizeyinin, overin gonadotropine olan yanitiyla
ters bir iliskisi oldugu belirtilmistir [1]. IVF tanisi alan hastalarda bazal stradioliin tanisal
dizeyini arastiran on adet arastirmayi degerlendiren meta-analizde, kotli gebelik sonuglar
agisindan E2 parametresinin tanisal degerinin diisiik oldugu tespit edilmistir [40].

Smotrich ve arkadagslar1 (ark.) tarafindan yapilan bir ¢alismada IVF'den 6nceki bir
siklusta 3. giin E2 degeri 80 pg/ mL veya iizerinde olan hastalarda siklus iptal yiizdesinin daha
yiksek ve gebelik oranlarimin ise FSH diizeyine bagli olmadan daha az oldugu belirtilmistir
[41]. Tleri diizeyde reprodiiktif yaslanmasi olan kadinlarda, serum E2 miktarindaki erken
atisin ilerlemis follikiiler gelisimi ve dominant follikiiliin erken se¢imini gdsterdigi on
gorilmistiir. Bazal FSH degeri normal iken E2 miktart arttiginda (> 60-80 pg/mL), over
stimiilasyonuna zayif cevap ihtimalinin arttigi ve gebelik olasiliginin azalmakta oldugu
degerlendirilmistir [42, 43].

Over rezervini degerlendirmede, celigkili sonuglar olmasina ragmen, siklusun
3. glinii E2 seviyesi bakilmaya devam edilmektedir [44, 45]. Genelde 80 pg/mL’in altindaki

degerler, yeterli over rezervi olarak degerlendirilirken, degisik cut-off degerlerde
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kullanilmaktadir. Yiiksek Ostradiol duzeyleri, FSH’y1 baskilayabilir ve perimenopozal
kadinlarda diisiik over rezervini gizleyebilir. Bundan 6tirl FSH ve E2 yanlis negatif sonuglari

onlemek igin beraber degerlendirilmelidir.

2.1.4.3. inhibin B diizeyi

Inhibin B folikiller faz esnasinda daha kigclk antral folikillerin graniiloza
hticrelerinden aretilir. Inhibin B diizeyleri eksojen Gonadotropin salgilayict hormon (GnRH)
veya FSH stimulasyonuna cevap olarak artmakta ve siklus i¢i ve dist genis degiskenlik
gostermektedir [35]. Inhibin B icin genellikle 45 pg/mL smir deger olarak kabul edilmekte
olup, literatirde 40-141 pg/mL arasindaki degerler de sinir deger olarak belirtilmektedir [46].
Eksojen gonadotropin stimillasyonuna cevabi zayif olan kadinlarda inhibin B dizeyleri
normal yanit verenlere gore siklikla daha diisiiktiir. Bu kadinlarda, diisiik inhibin B diizeyi
icin sinir deger 40-45 pg/mL olarak degerlendirilse bile kot over yanitin1 tahmin etmek igin
sadece % 64-90 ozgiilliige ve % 40-80 sensiviteye sahip oldugu soylenmektedir [35]. Ozetle,
over rezervinin bir Olcutl olarak inhibin B'nin rutin olarak kullanilmasi 6nerilmemektedir
[46].

2.1.4.4. Anti Mallerian Hormon (AMH)

Antimullerian hormon, inhibin ve aktivin glikoproteinlerinin de dahil oldugu
transforming growth faktor B ailesinin bir Gyesidir [47]. Homodimerik disulfit bagla bagl
olup molekiil agirligi 140 kDa olan bir glikoproteindir [48]. insanlarda 19. kromozomun kisa
koluna yerlesmistir. 2750 Bp uzunlugunda ve 5 econ par¢asindan olusan AMH geni {iglincii
econ pargast molekiiliin aktif kismini olusturmakta olup, guanin ve sitozinden zengindir.
AMH erkeklerde testikiler sertoli hiicrelerinden puberteye kadar cokmiktarda uretilirken,
kadinlarda graniiloza hiicrelerinden ve dogumdan menopoza kadar salinmaktadir [49, 50].

AMH, preantral ve kiglk antral folikillerin granuloza hucrelerinden dretilmektedir.
Cok sayida graniiloza hiicresi ve daha iyi bir mikrovaskiiler dolasima sahip olduklarindan
dolay1 kiiglik antral folikiillerin AMH'nin olas1 birincil kaynaklari oldugu belirtilmistir [35].
En yiksek AMH salgilanmasi, sekonder, preantral ve <4 mm antral folliktllerin grantloza
hiicrelerinde olmaktadir. Daha biiyiik (4-8 mm) antral folikillerde ise AMH ekspresyonu
giderek azalmaktadir [51]. AMH ilk olarak follikiil gelisiminin otokrin ve parakrin bir
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dizenleyicisi olarak gorev almasina ragmen, serumda da Olgiilebilir diizeylerde bulundugu
belirtilmektedir [35].

Bireysel AMH serum diizeyi, ayn1 yaslardaki kadinlarda 6nemli miktarda degisiklik
gosterebilmekte ve primordial folikill deposu tiikkendiginde, menopozdan yaklasik 5 yil dnce
tespit edilemez duzeye gelene kadar artan yasla beraber yavasga azalmaktadir. AMH diizeyi,
kalan primordial follikiillerin miktarin1 temsil eden antral folikiil havuzunun boyutunu dogru
bir sekilde gostermekte ve bir kadinin tireme 6mrunun kalan kismimmi tahmin edebilmektedir
[37]. Antimillerian hormon ticari test kitlerinin, testler aras1 variabilitesi diistiktiir (< %10) ve
bu nedenle verilen sonuglar tutarlidir [35]. Siklus dénemlerine bagimli olmadan iiretilmesi
nedeniyle AMH o6lgiimuniin, FSH ve inhibin testlerine gore avantajli taraflart bulunmaktadir.
Ayrica, AMH diizeyi, FSH ve E2 seviyesindeki g0zlemlenen degisikliklerin 6ncesinde
azalabilmekte ve azalan overyan fonksiyonun erken bir gostergesi olabilmektedir. Son yapilan
calismalar, AMH dizeyinin FSH ve inhibin seviyelerinden daha etkili bir sekilde ovaryan
primordial folikiil sayisi ile alakali oldugunu gostermektedir [52].

Genellikle diisik AMH diizeyi, overyan stimulasyona koOtu cevap, zayif gebelik
yuzdeleri, diisiik oosit sayisi ve embriyo kalitesi ile iliskilendirilmektedir [35]. Fakat infertil
kadmlar i¢in dogurganlik potansiyelinin diislirdiiglinii diisiindiirecek AMH simir degeri
konusunda uzlagma saglanamamistir [44, 53, 54]. AMH dizeyinin degerlendirilmesi, testin
yapildig1 laboratuvarin smir degerleriyle baglimli olmakta ve bu konuda uluslararasi bir
standart bulunmamaktadir [55]. Infertilite sebebiyle basvuran kadinlarda oosit miktarini
tahmin etmek icin normalde tek bir AMH tayininin uygun oldugu, ancak tek bir laboratuvar
sonucu daima dogru olmayabilecegi ve beklenmedik bir AMH sonucu varsa test tekrari
gerektigi belirtilmistir. IVF popilasyonunda, diisik AMH esik diizeyleri (0,2-0,7 ng/mL),
over uyarilmasina kotii yaniti (< 3 folikil veya < 2-4 oosit) tahmin etmede kullanilmigtir
[56, 57]. Ancak AMH'iin tedavi sonrasi gebelik sonuglarini tahmin etmede sensitif ve
spesifik olmadig1 raporlanmistir [57, 58]. ilk tedavi siklusuna, klinik hikaye ile beraber
asagidaki genel kilavuzun onerileri dogrultusunda yaklasilmasi gerektigi belirtilmektedir [56,
59, 60].

Bu Oneriler:

2>AMH <0.5 ng/mL oldugunda, IVF tedavisinde Ugten fazla follikiiliin olugma
ihtimali distiktiir ve bdylece IVF tedavisi ile gebelik sansini azaltir. Degerlendirme igin
oviilasyon indiksiyon protokolleri en zorlayici olanlar igin olusturulmus protokolleri icerir.

—->AMH <1.0 ng/mL oldugunda, her yastaki kadinda smirl bir over rezervine sahip

oldugunu gosterir.
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—>AMH degerinin >1.0 ng/mL ve <3.5 ng/mL oldugu durumlar birinci basamak
ovulasyon indiiksiyonu protokolleri uygulanmasi gerektigi degerlendirilebilir.

—>AMH >3.5 ng/mL oldugunda, ¢okga oosit elde edilecegini gostermektedir. Bu tip
hastalarin neredeyse tamamu polikistik overin klinik 6zelliklerini tasimaktadir. Her iki
durumda da IVF tedavi stimilasyonlar1 hafif olmalidir ve oviilasyon indiiksiyonu sirasinda
ovaryen hiperstimilasyon sendromu (OHSS) gelismesi ihtimali gozden kagirilmamalidir.
Overrezerv testleri iginde antral follikiil saymmi ile birlikte duyarliligi en yiiksek olan
parametre, AMH testidir.

AMH testinin, azalmis over rezervi agisindan yiiksek riskli grupta ve genel IVF hasta
populasyonunda kullanilmasinin daha yerinde olacag: belirtilmektedir [57, 61]. Infertil olan
kadinlarin tersine infertil olmayan kadinlarda AMH seviyelerinin gelecekteki dogurganlik
potansiyeli veya gebelik siiresi ile iliskili olmadigi, bunun yaninda infertil olmayan
kadinlarda, fertilite durumunu veya menopoz baslangicini tahmin etmek i¢in kullanilmamasi

gerektigi degerlendirilmistir [62].

2.1.4.5. Klomifen sitrat challenge testi

Klomifen sitrat challenge testinde, kadinlara menstriiel siklusun 5-9. giinleri arasinda
toplam 5 gun suresince 100 mg klomifen sitrat (CC) oral yol ile verilmektedir. Siklusun
3. gunii E2 ve FSH degeri, siklusun 10. ginunde ise FSH degeri 6lctilmektedir. Normal over
rezervine sahip olan kadinlarda, klomifen sitrat tedavisine sekonder yanit olarak kanda
yiikkselen E2 ve inhibin seviyelerinin santral etkisi ile FSH salinimi baskilanmaktadir.
Anormal over rezine sahip olan kadinlarda ise bu baskilanma olusmamakta olup 10. giinde
bakilan FSH seviyesi 10-22 IU/L arasinda yer almaktadir. Bu testin sikluslar arasi
degiskenligi fazladir. Diisiik over rezervini 6ngdérmede bazal FSH testine gore minimal

duyarlilik avantaji disinda kullanilmasini destekleyen onemli bir 6l¢iit bulunmamaktadir [63].

2.1.4.6. Antral follikiil sayimi

Reproduktif gagda kadinlarin overlerinde 20 ila 150 arasinda degisken sayida biiyiiyen
follikdl bulunmaktadir. Fakat bu folikiiller 2 mm’den biiyiik ¢apta olduklarinda transvajinal
ultrasonografi (TVUsg) ile gorlntilenebilmektedir. Bu boyuttaki folikiller, daha ileri

asamalara ulasmalarin1 uyaran ve destekleyen FSH’a kars1 sentitif hale gelmistir. Histolojik
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caligmalar, overlerdeki kiigiik antral follikiil sayisinin kalan primordial follikiil sayisiyla
orantili oldugunu belirtmektedir [35]. Erken folikiler fazda, her iki overdeki boyutlari 2 ile 10
mm arasinda TVUsg ile 6lgllen follikiillerin sayisinin toplami antral follikiil sayisini
vermektedir. Tecriibeli kisiler tarafindan bu sayim yapildiginda, antral folikiil sayiminda

kisiler aras1 giivenilirligin yliksek oldugu belirtilmektedir [64].

2.2. COViD-19

29 Aralik 2019 tarihinde Cin'in Wuhan sehrinde pnémoni tanisi alan hastalarin alt
solunum yollarin1 etkileyen oldukg¢a bulasic1 bir koronaviriis tespit edildi. Diinya Saglik
Orgitii (DSO), bu viriisii 2019 yeni koronaviriis olarak adlandird: ve‘akut solunum sendromu
koronaviriis 2’ viriisiin giincel referans adi olarak belirtildi (SARS-CoV-2) [65, 66]. Cin’in
Wuhan sehrinde 2019‘un sonunda ilk bildirilen COVID-19 vakasindan simdiye kadar
COVID-19, ¢ok biyuk bir hizla Cin’in her sehrine ve sonrasinda tum diinyaya yayilmistir.

SARS CoV-2, Coronaviridae ailesindeki Orthocoronavirinae alt familyasina ait tek
sarmalli, pozitif polariteli, zarfli RNA viriisleridir. Ana semptomlari ates, halsizlik, 6ksuruk,
yorgunluk, miyalji ve dispnedir [67]. Bircok vakada anozmi ve hipozmi gibi koku almada
degisiklik erken semptomlar olarak bildirilmistir. Daha nadir olarak basagrisi, konfiizyon,
biling degisikligi gibi norolojik semptomlar ve oOzellikle ¢ocuklarda ishal, kusma gibi
gastrointestinal belirtiler COVID-19 enfeksiyonunda tanimlanmistir [68, 69]. Ciddi vakalarda
hipoksemiye bagli nefes darlig1 olusmakta, bu vakalarin akciger iist plevral kisimlarinda
infiltrasyonlar gorulebilmektedir [70]. Agir vakalar ARDS’ye kadar ilerlemekte; solunum
yetmezligi, SARS-CoV-2’li hastalarda basta gelen 6liim sebebi olmaktadir [71].

2.2.1. COVID-19 Spesifik Tedavileri

COVID-19 hastaligr i¢in kanitlanmis giivenilir ve etkili bir antiviral tedavi
bulunmamakla birlikte 100'den fazla randomize kontrollii klinik ¢alismalar stirmektedir.
Giiclii tedavi Onerileri i¢in bu aragtirmalarin sonuglar1 beklenmekte olup, klinik durumun
ciddiyeti nedeniyle diinya c¢apinda c¢esitli tedaviler kullanilmaktadir ve denemeleri
sirmektedir. Her dlkenin SARS-CoV2 viriisiine karsi kendi protokollerince uyguladigi
ilaglarm etkililigi yaninda giivenilirligi de ¢ok biiyiik onem tasimaktadir. COVID-19’da hasta

yonetimi, solunum fonksiyonunu siirdirmeye odaklanan destekleyici bakim ve antikoagiilan
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onlemleri, deksametazon ve glukokortikoidler, remdisivir, imminmaodilatér ilaclar (IL-6
inhibitorleri-Tocilizumab ve IL-1 inhibitorleri-Anakinra gibi), konvelesan plazma ve
intravendz immunglobulin (IVIG) terapileri, hidroksiklorokin ve Kklorokinler, favipiravir,
azitromisin, lopiravir-ritonavir, ivermectin gibi jenerik ilaclar1 i¢cermektedir [72]. Guncel
yayinlar hidroksiklorokin, lopinavir, ritonavir ve interferonlarin gozden diismesiyle birlikte
deksametazon, remdesivir ve tocilizumab ile tedavinin buglne kadarki en umut verici
secenekler gibi gorindiigiinii ileri siirmektedir [73]. Bunun yaninda hastaligin tedavisinde
kullanilan ilaglarin, viicutta c¢ok farkli sistemlerde advers reaksiyon gelisimine neden

olabilecegi gbz onilinde bulundurulmalidir.

2.2.1.1. Favipiravir

Favipiravir; 2014 yilinda, Japonya’da standart diger antiviral ilaglara yanit vermeyen
influenza virGslerinin tedavisi i¢in onaylanmis bir 6n ilagtir. Bir piirin niikleozid analogu olup
bir psodopurin gibi davranarak viral replikasyonu ve transkripsiyonu hedefler. Genis
spektrumlu bu antiviral; Bat1 Nil viriisli, sarthumma viriisii, flaviviriis, arenaviriis, bunyaviriis
ve alfaviriislere kars1 gucli etkili olup néraminidaz inhibitdrlerine direncli viruslere karsi da
etkilidir [74]. Favipiravir, viral genom transkripsiyon ve replikasyonunda kullanilan RNA'ya
bagimli RNA polimeraz enzimini inhibe ederek antiviral etki olusturur [75]. National Medical
Products Administrationof China tarafindan, Mart 2020 tarihinde, minimal yan etkili ilk
COVID-19 ilaci olarak onaylanmistir [76]. Favipiravire bagl bildirilen baslica yan etkiler;
bulanti, kusma, diyare, gastroenterit, hiperiirisemi, hipertrigliseridemi ve karaciger fonksiyon
testlerinde yiikseklik olup smirli sayida klinik arastirmadan elde edilen verilere
dayanmaktadir.

Favipiravir, tim diinya icin neredeyse yeni bir ilagtir. Ulkemizde de COVID- 19
hastaliginda kullanilmak {izere oOnce yurtdisindan getirilmis ve ardindan iilkemizde de
dretilmistir. Kisa irlin bilgisinde, ters siyah eskenar iiggen bulunan ek izlenmeye gerek
duyulan yeni bir ilagtir. Bu nedenle COVID-19 hastalarinda kullanilmasinda glvenirliligi ile
ilgili veriler de maalesef sinirhidir.

Favipiravirin diger antivirallere karsi etkililigi ve giivenliligini degerlendiren bir
arastirmada, viral klirens, oksijen destegi gereksinimi ve yan etki profilleri {izerinde 6nemli
bir farklilik olusturmadan, favipiravir ile tedavi edilen COVID-19 hastalarinin standart tedavi

uygulanan hastalara kiyasla 14. giinde anlamli bir klinik ve radyolojik iyilesme gosterdigi
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farkedilmistir. Favipiravir tedavisi ve standart tedavi alan gruplar arasindaki yan etkiler
karsilagtirildiginda istatistiksel bir fark bulunamamistir [77].

Japonya’da yapilan 89 COVID-19 hastasinin dahil edildigi ¢ok merkezli prospektif
randomize kontrollii, acik etiketli bir klinik ¢alismada, favipiravir grubunda, standart tedavi
grubuna gore viral yiikte farklilik gorilmezken, favipiravir uygulanan hastalarda, ates standart
tedavi grubuna gore anlamli oranda azalma goézlenmistir. Favipiravir ile tedavi edilen
hastalarda, gozlem stresince Klinik tabloda koétilesme ve mortalite gozlenmemistir.
Favipiravir uygulanan hastalarda bildirilen toplam 144 advers etkiden en sik gdzleneni;
hiperurisemi (% 84,1) ardindan serum trigliserid diizeylerinde (% 11,0) ve serum alanin
aminotransferaz diizeylerinde artis (% 8,5) olarak ifade edilmistir [78].

Cin’de yiirtitulen non-randomize, COVID-19 tanili 80 hastanin dahil edildigi bir klinik
calismada, goniilliller favipiravir ve lopinavir/ritonavir gruplarina eklenmistir. Favipiravir
uygulanan hastalarda, viral klirensin lopinavir/ritonavir uygulananlara gére anlamli olarak
daha kisa siirede gelistigi gozlenmistir. Favipiravir grubunda yer alan 35 hastadan 4’iinde
(%11,4) diyare, karaciger ve bobrek hasart gibi advers etkiler belirtilmigtir.
Lopinavir/ritonavir grubunda ise hastalarin %55,6’sinda bulanti, kusma, diyare, dékuntd,
karaciger ve bobrek hasari gibi yan etkiler gozlenmistir. Bu calismada favipiravirin,
lopinavir/ritonavire gore viral klirensi azaltmasinin yani sira daha az advers etkilere sebep
oldugu belirtilmistir [79].

Bir olgu sunumunda, 37 yasindaki ebola viriisii ile enfekte bir erkek hastada
favipiravir kullanimina bagli olarak tedavinin 10. giininde QTc’de uzama izlenmis ve ilacin
durudurulmasindan sonra bu advers reaksiyonun ortadan kalkmasi neden sonug iliskisini
dogrulamistir. Fakat hastanin kullanmis oldugu levofloksasin, omeprazol gibi ilaglar ve
elektrolit bozukluklarinin yan etki gelisimini kolaylastirmis olabilecegi de belirtilmistir. Bu
nedenle favipiravir kullaniminda da elektrolit bozuklugu olan hastalarda EKG izlemi
onerilmektedir [80]. Ancak retrospektif olarak hidroksiklorokin ve favipiravire bagh QT
uzamasinin degerlendirildigi bir arastirmada favipiravir kullanan hastalarda QT uzamasi
gozlenmedigi bildirilmistir [81].

Favipiravir ile ilgili sunulan iki farkli olguda; COVID-19 tedavisinde klinik bulgulari
gerilerken ates gelisen ¢ hasta rapor edilmistir. Atesin favipiravir kesildikten sonra
diismesinin neden sonug iliskisi agisindan favipiravirin yan etki olarak atese neden oldugu
yorumunun yapilmasina neden olmustur [82, 83]. Favipiravir, COVID-19 hastaligi
tedavisinde klinik arastirmalar1 siiren ve etkililigi, giivenliligi ve ilag-ila¢ etkilesimleri

hususunda ¢ok az bilgiye sahip olunan bir antiviraldir.
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2.2.1.2. Deksametazon

Pandeminin ilk dénemlerinde DSO, viral pnémonilerde kortikosteroidlerin rutin
kullannmin1 6nermemistir. Siirvi faydasi olmayacagi, hatta avaskiiler nekroz, diyabet, psikoz
ve azalmis viral klirens gibi zararlar1 olabilecegi endisesi dile getirilmistir [84].

Fakat daha sonraki yayinlarda COVID-19 hastaliginda,

1.Evre: viral yanit fazi;

2.Evre: pulmoner faz (2A’da hipoksemi heniiz gelismemis, 2B’de hipoksemi gelismis)
3.Evre: hiperinflamasyon faz1 olmak iizer 3 evre tanimlandi.

Birinci evrede ve 2A evresinde antiviral tedavinin, 2B evresi ve 3. Hiperinflamasyon
evresinde antianflamatuvar tedavinin daha etkili olabilecegi diisiinlilmektedir [85].

Tedavi ile ilgili yapilmis RECOVERY c¢aligmasinda 2104 hastaya 6 mg/giin dozunda
10 giin deksametazon uygulanmis, 4321 hasta kontrol grubu olarak izlenmistir. Arastirmacilar
oksijen tedavisi gerektiren, Ozellikle mekanik ventilasyon ihtiyact olan hastalarda
deksametazon tedavisi ile 28 giinliik mortalite ve hastanede kalig siirelerinde anlamli azalma
oldugu belirtilmistir. Oksijen tedavisi almayan hastalarda ise mortalite ve hastanede kalis
stireleri iizerine olumlu bir etki saptanmamis ve olasi yan etkilerden dolay1 6nerilmemistir
[86].

Eyliil 2020 basinda DSO, COVID-19 tedavisinde kortikosteroid kullanimu ile ilgili bir
rehber hazirlamigtir. Bu rehberi hazirlarken o zamana kadar yaymlanmis RECOVERY
caligmast da dahil 8 randomize kontrollii calismay1 iceren iki meta-analiz incelenmistir. Bu
rehberde kortikosteroid tedavisi ile ilgili iki tavsiyede bulunulmustur. Panel, siddetli ve kritik
COVID-19 vakalarinda 7 ila 10 giin boyunca sistemik (agiz yoluyla veya intravenoz gunlik 6
mg deksametazon veya 8 saatte bir 50 mg hidrokortizon) kortikosteroid tedavisi icin gucli bir
sekilde Onerirken, siddetli olmayan COVID-19 hastalarinda kortikosteroid tedavisinin
kullanilmamas: igin sartli bir 6neride bulunmustur [87]. Diger uluslararasi rehberlerde 6 mg

deksametazon/giin kritik veya ciddi hastalikta 6nerilmistir [88-90].

2.3. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller; reaktiviteleri son derece yuksek olup, son yoriingelerinde bir veya
daha fazla c¢iftlenmemis elektron bulunduran ve diger maddelerle kolaylikla tepkimeye

girebilen, pozitif/negatif yikli veya notr haldeki non stabil kimyasal molekdllerdir [91]. Bu
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ozellikleri nedeniyle yararli biyomolekiillerin fonksiyonlarini bozabilir; hiicrelere, dokulara,
lipid, protein, DNA ve koenzimler gibi birgok biyolojik materyale hasar verebilirler [92].
Serbest radikallerin zararl etkileri oldugu bilinsede, sasirtict sekilde diisiik konsantrasyonda
yararl1 da olabilmektedirler. Serbest radikaller oksijen ve nitrojen kaynakli olabilirler ancak
aerop ortamda serbest radikallerin ¢ogu oksijenli solunum reaksiyonlari sirasinda mitokondri
i¢c zarinda olusan oksijen radikali seklindedir. Oksijen kaynakli olanlar (Reaktif oksijen
tirleri-ROT); superoksit iyon (O7), hidroksil iyon (OH), peroksil (ROO"), alkoksil (RO") ve
lipit peroksil (LOO") molekiilleridir. Nitrojen kaynakli olanlar (Reaktif nitrojen tiirleri-RNT)
ise nitrik oksit (NO) ve nitrojen dioksit (NO)’tir [93].

Serbest radikaller endojen (hiicre igi metabolik faaliyetlerin bir yan Griinu) ve eksojen
kaynakli (radyasyon, ilag ve zararli kimyasallarin etkisi ile) olabilmektedir. Endojen serbest
radikaller mitokondride oksijenli solunum sirasinda elektron transport zinciri (ETZ)
tarafindan katalize edilen oksijenler olarak iiretilirler. Endojen serbest radikaller lipit
peroksidasyonu, mitokondriyel sitokrom oksidaz ve ksantin oksidaz gibi ¢esitli reaksiyonlar
sonucu olusurlar. Endojen kaynaklardan bir digeri ise immin Sistem hiicreleri tarafindan
patojenlere yanit olarak iiretilen ROT ve oksijen radikalleri tiretimidir. Ekzojen serbest radikal
olusumuna sebep olan etmenler arasinda ise c¢esitli kimyasallar, iyonize ve ultraviyole
radyasyon, karbon tetraklorir, parasetamol gibi ilag toksikasyonlari, hava kirliligi olusturan
fitokimyasal maddeler, sigara dumani1 ve solventler gibi cevresel faktorler vardir. Ayrica
antineoplastik ilaclar, alkol ve uyusturucu maddeler de eksojen olarak serbest radikal
olusumuna neden olmaktadir [94].

Serbest oksijen radikalleri (SOR)’nin olusumu hayat boyu devam eden bir metabolik
olay oldugu gibi organizmalar da serbest radikallerin veya ROT’un zararlarim1 azaltacak
antioksidan sistemler gelistirmislerdir. ROT iiretimi ile viicuttaki antioksidan sistemler
arasindaki dengenin bozulmasi sonucunda ortaya ¢ikan molekiiler ve hiicresel fonksiyonlarda

bozulma “oksidatif stres” olarak tanimlanmaktadir.

2.3.1. Malondialdehit (MDA)

Membran poliansatiire yag asitlerinin oksidasyonu sonucu meydana gelen
nonenzimatik oksidatif lipid peroksitlerinin par¢alanmasindan olusan toksik etkili son
metabolik Uriindir [95]. MDAIipit peroksidasyonun en 0Onemli gostergesidir [96, 97].

Malondialdehit gibi sitotoksik aldehitler hiicrede DNA ve proteinler gibi makromolekillerde
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hasar olusturarak hiicrenin fonksiyon gormemesine sebep olurlar [98]. Dokularda lipid
peroksidasyonun meydana gelmesi ve buna bagli olarak MDA artisi, hiicrede membran
biitiinliigiiniin kaybolmasina, hiicre zarinin gegirgenligininartmasina, hiicrelere kalsiyum ve
sodyum gibi elektrolit gecislerinin hizlanmasi sonucu ATP kaybina, DNA hasarina ve hiicre
olumleri ile sonuglanan fizyolojik, metabolik ve islevsel bozukluklara neden olmaktadir.
Oksidatif hasarin diizeyini gostermede kullanillan MDA, DNA’nin nitrojen bazlart ile
reaksiyona girebilir ve mutajenik, genotoksik, karsinojeniktir. MDA miktarinin l¢limii, lipid
peroksit diizeylerinin saptanmasinda siklikla kullanilmaktadir. Bunun yani sira, peroksidasyon
sirasinda olusan dien konjugatlarinin 6lglimii de in vivo lipid peroksitlerinin diizeyini

gOstermektedir [99].

2.3.2. Glutatyon (GSH)

GSH, hiicre i¢cinde oksidan hasara kars1 protektif etki gosteren en 6nemli antioksidan
bilesiktir. Karaciger basta olmak iizere pek c¢ok dokuda glutamat, sistein ve glisinden
sentezlenmekte olup sentezde y-glutamil sistein sentaz ve glutatyon sentaz enzimleri
katalizordiir. Hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine doniisiimiiniin engellenmesinde
gorevlidir. Ayrica proteinlerde siilthidril (-SH) gruplarini rediikte halde tutarak bu gruplari
oksidasyona kars1 koruyup bunun sonucunda fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktive
olmasimi engeller. GSH yabanci bilesiklerin detoksifikasyonunu ve aminoasitlerin
membranlardan gecisini saglar. GSH nin eritrositleri, 16kositleri ve lensi oksidatif strese karsi
koruyucu etkisi cok buyuk ©6neme sahiptir. GSH dengesi icin diyette yeterli protein
alinmasmin gerekli oldugu ve enteral veya parenteral alinan sistin, metiyonin ve
N-asetilsisteinin GSH biyosentezinde sisteinin Onciisii olarak 6nemli rol aldig1 ¢esitli deneysel
caligmalarda gosterilmistir. Hayati fonksiyonlarda 6neme sahip GSH’1n hayvan deneylerinde
yeterli konsantrasyonlarda lenfositlerin ve ince barsak epitel hiicrelerinin proliferasyonu icin
gerekli oldugu belirtilmektedir. Spermatojenez ve sperm maturasyonunda rol oynadigi,
influenza viriisiiniin neden oldugu enfeksiyonlar inhibe ettigi, T-lenfositlerin, polimorf niiveli
I6kositlerin (PMNL) ve sitokinlerin aktivasyonu igin gerekli oldugu ve immiin sistemin
onemli bir parcas1 oldugu ortaya konmustur. Yapilan arastirmalar GSH eksikliginin oksidatif
strese neden oldugu ve karaciger hastaliklari, kistik fibrozis, alzheimer, parkinson, epilepsi,
orak hiicreli anemi, AIDS, kanser, koroner kalp hastaligi, inme, diyabet gibi pek cok

hastaligin nedeni olabilecegi belirtilmistir [100].
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MDA/GSH dengesi oksidan stres belirteci olarak sik¢a kullanilmaktadir [101]. Bu son
driinlerin miktarinin belirlenmesi viicudun prooksidan/antioksidan dengesi hakkinda bilgi
vermektedir. Oksidan-antioksidan dengeyi degerlendirmenin siklikla basvurulan yolu;
oksidan maddenin lipitlere etkisi ile lipitlerin peroksidasyonu ve son Uriin olarak MDA
olusumudur [102]. Bu strese karsi koyan organizmanin endojen antioksidan savunma

sisteminin belirteci olarak GSH kullanilmaktadir [103, 104].
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3.GEREC YONTEM

3.1. Deney hayvanlan

Calismamizda kullanacagimiz 240-255 gram arasinda degisen toplam 32 adet albino
wistar tiirii disi sicanlar Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nden temin edildi. Hayvanlar aymi merkeze bagli laboratuarda normal oda
sicakliginda (22 °C) barmdirildr ve standart hayvan yemi ilebeslendi. iki giinlik adaptasyon
stiresinin ardindan, bir siklusu tamamlayana kadar vajinal smear takibi yapildi, bu siirenin
sonunda 4-5 gunluk 6strus siklusu gosterip, fazlar1 diizenli devam eden denekler ¢alismaya
dahil edildi.

3.2. Kimyasal maddeler

Deneyde kullanilan, favipiravir tablet sekli (Tirkiye), deksametazon ampul
enjeksiyonluk sekli (Tiirkiye) ve tiyopental sodium I.E ULAGAY (Tiirkiye) temin edildi.

3.3. Deney gruplari

Deneyde kullanilacak olan ratlar favipiravir uygulanan (FPR), deksametazon

(DEKSA), favipiravir + deksametazon (FDA) ve saglikli kontrol (SG) gruplarina ayrildi.

3.4. Deney proseduru

Bu deneyin tatbiki icin FPR (n-8) grubuna favipiravir 100 mg/kg dozda sonda ile oral
yoldan mideye verildi. DEKSA grubuna (n-8) 8 mg/kg dozda deksametazon intraperitoneal
(i.p.) yoldan enjekte edildi. FDA grubuna ise 100 mg/kg favipiravir (n-8) + 8 mg/kg dozda
deksametazon (n-8) ayn1 yoldan uygulandi. SG hayvan grubuna ¢oziicii olarak ayni hacimde
distile su verildi. Favipiravir giinde iki defa, deksametazon ise bir defa verildi. Bu prosedur
bir hafta boyunca tekrarlandi. Deney siiresince her giin, bir kez smear alinarak Gstrus fazlar
takip edildi. Vajinal smear yontemi; farelerin vajinasina distile su verildi ve bu sivi geri
alinarak lama yayildi, 151k mikroskobunda degerlendirildi. Bu siire sonunda hayvanlar yiksek
doz tiyopental sodyum anestezisi ile (30 mg/kg) uyutuldu ve AMH seviyesini aragtirmak i¢in
kalpten kan ornekleri alindi. Alinan kan 6rnekleri 3000 devir/dk da 15 dakika santriftj edildi
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ve serumlar1 ayristirildi. Biyokimyasal tetkik yapilana kadar -20 C’de saklandi. Daha sonra
dekapitasyonla oOldiiriilen hayvanlarin over dokular1 ¢ikartildi. Cikarllan over dokusu
biyokimyasal ve histopatolojik olarak arastirildi. FPR, DEKSA ve FDA gruplarindan elde
edilen biyokimyasal ve histopatolojik sonuclar SG grubundan elde edilen sonuclarla

karsilastirildi.

3.5. Biyokimyasal analizler

3.5.1. AMH Olgum

Hayvanlardan elde edilen serum 6rneklerinde AMH diizeyleri, rat AMH (Hangzhou
Eastbiopharm Co. Ltd. Hangzhoui, CHINA) kitleriyle Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
testi (ELISA) yontemi kullanilarak 6l¢iildii. Prospektiiste kitin analitik duyarliligi 0,05 ng/mL

ve analiz smirlar1 0.1-40 ng/mL olarak bildirilmekteydi.

3.5.2. Doku Malondialdehid (MDA) ve Total Glutatyon (tGSH) analizi

3.5.2.1. Numunelerin Hazirlanmasi

Over dokusunda MDA tayini i¢in % 1.15°lik potasyum kloriir ¢ozeltisi, tGSH ol¢tiimii
icin pH=7.5 olan fosfat tamponu i¢inde 2 mL’ ye tamamlanarak buzlu ortamda homojenize
edildi. Daha sonra +4 °C’de 10000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kismi analiz

numunesi olarak kullanildi.

3.5.2.2. Doku MDA miktar tayini

MDA o6l¢iimii i¢cin, Ohkawa H ve arkadaslarinin kullandiklar1 yontem esas alindi
[105]. Bu yontem, yiiksek sicaklikta (95 °C’de) tiyobarbitiirik asit (TBA) ile MDA’nin
olusturdugu pembe renkli kompleksin absorbansinin 532 nm dalga boyunda spektrofotometrik
olarak Ol¢iilmesi esasina dayanir. Homojenatlar, 5000 g’de 20 dakika santrifiij edildi ve bu
stipernatantlar, MDA miktarinin belirlenmesinde kullanildi. Kapakli deney tiipleri igerisine
250 pl homojenat, 100 pl % 8 sodyum dodesil siilfat (SDS), 750 ul % 20 asetik asit, 750 ul
% 0.08 TBA ve 150 pl saf su pipetlenerek vortekslendi. Karigim 100 °C’de 60 dakika

inkiibasyona birakildiktan sonra iizerine 2,5 ml n-butanol ilave edildi ve spektrofotometrik
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olarak 6l¢tim yapildi. Olusan kirmizi renk miktarlar1 532 nm’de 3 ml’lik kiivetler kullanilarak
okundu ve seyreltme katsayilart dikkate alinarak onceden hazirlanan MDA stok ¢ozeltisi

kullanilarak olusturulan standart grafikten yararlanarak numunelerin MDA miktar1 belirlendi.

3.5.2.3. Doku tGSH miktar tayini

Olgiim ortamindaki DTNB [5,5°-Ditiyobis (2-nitrobenzoik asit)] distlfit bir
kromojendir ve siilfidril gruplu bilesikler tarafindan kolayca indirgenmektedir. Meydana
gelen sar1 renk 412 nm spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Homojenatlar, 12000 g’de 10 dakika
santrifiij edildi ve sipernatantlar, Glutatyon (GSH) miktarinin belirlenmesinde kullanildi.
Kapakli deney tiipleri igerisine 1500 pl 6lgiim tamponu (0,2 mM etilendiamin tetraasetik asit
(EDTA) iceren 200 mM Tris-HCI, pH=8,2), 500 pl siipernatant, 100 pl 5,5'-Dithio-bis (2-
nitrobenzoic acid) (DTNB) ve 7900 pl metanol pipetlenerek vortekslendi. Karisim 37°C’ de
30 dakika inkiibasyona birakildi ve sonra spektrofotometre ile 6l¢timler yapildi. Olusan sari
renk miktarlart 412 nm’de 3 ml’lik kuartz kiivetler kullanilarak okundu ve seyreltme
katsayilar1 dikkate alinarak 6nceden hazirlanan GSH stok ¢ozeltisi kullanilarak olusturulan

standart grafikten yararlanilarak numunelerin GSH miktari belirlendi [106].

3.6. Histopatolojik inceleme

Histopatolojik degerlendirme i¢in ovaryum %10’luk formalin sollisyonu igerisinde
tespit edildi. Rutin histolojik doku takip asamalarindan gegirildikten sonra parafine gomiildii.
Mikrotomda 5um kalinliginda kesitler alindi. Alinan kesitler Hematoksilen-Eozin (HE)
boyasi ile boyandiktan sonra 1sik mikroskobu ile incelendi (Olympus BX53, Japan).
Histopatolojik degerlendirme icin gruplardaki her hayvan icin rastgele drnekleme yapilarak
ortalama 15-17 alanda degerlendirme yapildi. Bulgular semikantitatif olarak degerlendirildi.
Bulgular, incelenen bdlgelerde gozlenen hasar derecesine gore semikantitatif olarak
degerlendirildi. Buna gore: (-) (normal doku), ¢ok az hasar: (+) (hasar < % 25), az hasar: (++)
(% 25-50), orta hasar: (+++) (% 50-75), siddetli hasar: (++++) (hasar > %75) seklinde
degerlendirildi.
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3.7. Stereoloji

Stereolojik degerlendirme i¢in mikrotomda 5 um kalinliginda ardisik kesitler alindu.
Ik kesit ¢ifti rastgele secilerek diger kesit ciftleri ise sistematik olarak her 20. adimda bir
alindi. Boylece her doku blogundan 12-17 arasinda kesit ¢ifti alinmis oldu. Lam iizerine
alinan doku ciftleri HE boyasi ile boyandiktan sonra 151k mikroskobunda incelenmeye alindi.
Dokunun toplam hacmi icin Cavalieri Prensibi, folikul saymmi igin fiziksel disektor sayim

metodu uygulandi. Dokunun hacmi hesaplamak i¢in su formiil kullanilds;

Vet =Y P. a(p).t
>'P: Yapiya denk gelen toplam nokta sayisi, a(p): Bir noktanin kapladig: alan, t: Kesit
kalinligt
Toplam primordiyal folikiil sayist hesaplamak i¢in kullanilan formiil;
N = Nv. Vrer
N: Toplam folikiil sayisi, Nyv: Folikillerin sayisal yogunlugu, Vees: Dokunun toplam
hacmi
Hucre sayisal yogunlugunu hesaplamak icin kullanilan formiil;
Ny=30"
Vis
Y Q: Toplam disektor hiicre sayisi, Vgis: Toplam disektor hacmi

3.8. istatistiksel Analizler

Deneylerden elde edilen sonuglar “ortalama deger + standart sapma” (x = SEM) olarak
ifade edildi. Gruplar aras1 farkin 6nemlilik derecesi tek yonlu varyans analizi (one-way
ANOVA) testi kullanilarak belirlendi. Takibinde Fisher’s post-hoc LSD (least significant
differences) yapildi. Post-hoc test olarak varyanslar homojen oldugu icin Tukey testi
kullanildi. Tiim istatistiksel islemler “SPSS for Windows, 18.0” istatistik programinda yapildi
ve p < 0.05 degeri anlaml1 olarak kabul edildi.
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4 BULGULAR

4.1. Over dokusunun biyokimyasal analiz sonug¢lar:

4.1.1. AMH Ol¢iim Sonuglar

Calisma gruplarinda AMH diizeyleri 6l¢iilmiis ve tanimlayic istatistikler Tablo 1’de
sunulmustur.AMH diizeyleri DEKSA ve SG’de benzer bulunurken (p=0,691), FPR grubunda
diizey SG’ye gore daha diisiik bulunmustur (p=0,006). Kombinasyon grubunda (FDA) duzey
SG’ye gore daha diisiik olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,053).
Yine FDA grubunda diuzey FPR grubundan daha yiiksek ancak DEKSA grubundan daha
diisiikk bulunmus ve her iki grup arasindaki farkin da (FPR-FDA, DEKSA-FDA) anlamsiz
oldugu goriilmiistiir.Gruplar arasinda AMH diizeylerinin istatistiksel olarak karsilastiriimasi

Sekil 1°de verilmistir.

Tablo 1. AMH 6lcumlerine ait bulgular*

AMH

Ortalama 0,339

Standart sapma 0,059

SG Medyan 0,337
Minimum 0,270
Maksimum 0,414

Ortalama 0,236

Standart sapma 0,008

FPR Medyan 0,234
Minimum 0,226
Maksimum 0,251

Ortalama 0,315

Standart sapma 0,018

DEKSA Medyan 0,31
Minimum 0,297
Maksimum 0,349

Ortalama 0,270

Standart sapma 0,026

FDA Medyan 0,269
Minimum 0,233
Maksimum 0,316

* Veriler normal dagildigi igin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile Kkargilastirmalar
gergeklestirildi. Post-hoc test olarak varyanslar homojen olmadigi i¢in Games-Howell testi kullanildi.
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Sekil 1. SG, FPR, DEKSA ve FDA gruplarinda AMH diizeylerinin karsilastiriimasi

SG: Saglikli grup, FPR: Favipiravir verilen grup, DEKSA: Deksametazon verilen grup, FDA:
Favipirapir + Deksametazon verilen grup

4.1.2. Doku Malondialdehid (MDA) ve Total Glutatyon (tGSH) analizi sonuc¢lar:

Calisma gruplarinda oksidatif stres parametrelerine ait dlglimler yapilmig ve MDA,
tGSH’a ait tanimlayici istatistikler Tablo 2’de sunulmustur. MDA diizeyleri DEKSA ve
SG’de benzer bulunurken (p=0,786), FPR ve FDA gruplarinda diizey SG’ye gore daha yiiksek
bulunmustur (sirasiyla p=<0,001; p=<0,001). Gruplar arasinda MDA diizeylerinin
karsilastirilmas:  Sekil 2’de verilmistir. tGSH diizeyleri de DEKSA ve SG’de benzer
bulunurken (p=0,385), FPR ve FDA gruplarinda SG’ye goére daha diisiik bulunmustur
(sirastyla p=< 0,001; p=< 0,001).
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Tablo 2. Oksidatif stres parametre 6lciimlerine ait bulgular

MDA tGSH
Ortalama 1,56 6,88
Standart sapma 0,3 0,4
SG Medyan 1,64 6,89
Minimum 1,12 6,17
Maksimum 1,93 7,45
Ortalama 3,42 3,58
Standart sapma 0,3 0,31
FPR Medyan 3,4 3,71
Minimum 3,1 3,11
Maksimum 3,89 3,88
Ortalama 1,72 6,59
Standart sapma 0,28 0,45
DEKSA Medyan 1,81 6,73
Minimum 1,32 59
Maksimum 2,1 71
Ortalama 9,23 1,45
Standart sapma 0,48 0,24
FDA Medyan 9,23 1,42
Minimum 8,56 1,16
Maksimum 9,95 1,81

* Veriler normal dagildigi icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile karsilagtirmalar
gerceklestirildi. Post-hoc test olarak varyanslar homojen oldugu i¢in Tukey testi kullanildu.

10,00

8,00

6,00

MDA

Grup

Sekil 2. Gruplar arasinda MDA diizeylerinin karsilagtirilmasi
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4.2. Histopatolojik ve Stereolojik Bulgular

Kontrol grubu normal histolojik yapida oldugu gozlendi. FPR grubunda folikiler hicre
biitiinligiiniin bozuldugu ve fibrotik alanlarin arttigi gozlendi. DEKSA grubunda kontrol
grubuna gore kortikal alanda bag doku artis1 gézlendi. FDA grubunda kontrol grubuna gore
primordiyal folikiillerin azaldig1 ve atretik folikiillerin arttig1, korteks/medulla oraninda artig
ve folikdl hicrelerinde dejenerasyon gozlendi. Her dort gruptaki ratlarin over dokularina ait
histopatolojik gorintiler Sekil 3, Sekil 4, Sekil 5 ve Sekil 6’te verilmistir.
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Sekil 3. SG, ince ok primordiyal foikil, kesikli ok: damar. H-E. 20x
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Sekil 4. FPR, Yildiz: Fibréz bag dokusu, Kalin ok: Folikuler hiicre deformasyonu.
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Sekil 6. FDA grubu. Kavisli ok: Dejenerasyon, ok basi: Atretik folikil. H-E. 20x
Calisma gruplarinda stereolojik Olglimler yapilmis ve primordiyal folikiil sayisi,

korteks hacmi, medulla hacmine ait tanimlayici istatistikler Tablo 3’te sunulmustur.

Gruplarda primordiyal folikiil sayis1 karsilastirildiginda, FPR ve DEKSA grubunda
SG’a gore daha diisiik sayida folikiil goriilmesine ragmen farklilik istatistiksel olarak anlamli
degildi (sirastyla p=0,075; p=0,293). Fakat kombinasyon uygulanan grupta (FDA) SG’a gore
diisiik folikiil sayisina rastlanmistir (p< 0,001) (Sekil 7).

Korteks hacmi incelendiginde, FPR grubunda hacim SG ile benzer diizeyde goruldi
(p=0,812). DEKSA ve kombinasyon gruplarinda ise hacim SG’a gore daha diisiiktii (sirastyla
p=0,012; p<0,001) (Sekil 8).

Medulla hacmi 6lgiimleri karsilastirildiginda tiim ilag gruplarinda SG’a gore yiiksek
hacme rastland (sirasiyla p<0,001; p<0,001; p<0,001) (Sekil 9).
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Tablo 3. Ovaryuma ait stereolojik bulgular*

Primordiyal Folikul Korteks Medulla
sayisl Hacmi hacmi
Ortalama 3118 8,9 13
Standart sapma 177 0,8 0,2
SG Medyan 3072,5 8,8 1,4
Minimum 2864 7,5 1,1
Maksimum 3352 10,1 1,8
Ortalama 2889,6 9,1 2,2
Standart sapma 186,6 0,6 0,2
FPR Medyan 2885 9,2 2,1
Minimum 2581 8,1 2,0
Maksimum 3214 9,8 2,6
Ortalama 2956,1 7,9 2,8
Standart sapma 182,7 0,4 0,2
DEKSA Medyan 3020 8 2,8
Minimum 2647 7,1 2,4
Maksimum 3174 8,4 ]
Ortalama 2492 6,3 1,9
Standart sapma 171,8 0,3 0,1
FDA Medyan 2494 6,3 1,9
Minimum 2287 59 1,7
Maksimum 2775 6,8 2,1

* Veriler normal dagildigi i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile karsilastirmalar
gerceklestirildi. Post-hoc test olarak varyanslar homojen oldugu i¢in Tukey testi kullanildi.
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Sekil 71. Gruplar arasinda primordiyal folikiil sayisinin kargilastirilmasi
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Sekil 82. Gruplar arasinda korteks hacminin karsilastiriimasi
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Medula hacmi

4,00

3,00

2I00- é

1,00

00 T T T T
SG FPR DEKSA FDA.
Grup

Sekil 93. Gruplar arasinda medulla hacminin karsilastirilmasi
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5. TARTISMA

Tim diinyay1 etkisi altina alan koronaviriis hastaligi-2019 (COVID-19), ilk olarak
Aralik 2019°da Cin’in Wuhan kentinde, bir deniz iirlinleri pazarina temas Oykiisii olan
kisilerde ortaya ¢ikmistir. Ulkemizde siddetli akut solunum sendromu Koronaviriis-2'nin
(SARS-CoV2) etken oldugu ilk COVID-19 vakasi, 11 Mart 2020’de tespit edilmis olup,
DSO, 12 Mart 2020 itibariyle COVID-19’u pandemi ilan etmistir [107]. Ekim 2021 itibariyle
bes milyona yakin kisinin 6liimiiyle sonuglanan ve 6liim vakalarinin da dahil oldugu toplam
240 milyona yakin onaylanmis vaka DSO’ye bildirilmistir [108]. Ulkemizde ise ayn1 tarih
itibariyle yedi milyondan fazla kisi COVID-19 ile enfekte olmus, bu vakalarin yaklasik 65
bini 6limle sonuglanmistir [109]. COVID-19’un neden oldugu klinik tablolarasemptomatik
veya hafif bir Gst solunum yolu enfeksiyonu belirtilerinden agirpnémoniye kadar
degisebilmektedir. Ancak SARS-CoV2 sistemik bir virlistiir, dolayistyla ana hedefi olsa datek
hedefi akcigerler ve bagisiklik sistemi degildir. Son veriler COVID-19’un (rogenital sistem,
sindirim sistemi, santral sinir sistemi ve kardiyovaskiler sistem icin de potansiyel bir tehdit
oldugunu gostermektedir [110]. Ozellikle kadin iireme sistemi iizerinde yapilmis ¢ok az
sayida calisma olmasi nedeniyle bir¢ok soru isareti bulunmaktadir.

Gunimizde COVID-19 tedavisinde kullanilan rejimler, tam olarak etkinligi
kanitlanmamus, farkli endikasyonlara yonelik tedavi edici etkileri bulunan veya in vitro
calisma sonuglar1 ile fayda saglayacagi disiiniilen ilaglardir [111, 112]. Bu ilaglarin farkl
farmakolojik ozelliklerinden dolayr uygulama sekilleri ve dozlari, ilag etkilesimi ve yan
etkileri de farklilik gostermektedir. Bu nedenle tedavi siireci boyunca bu ilaglarin etkilesim ve
yan etkileri agisindan takip edilmeleri gerekmektedir [113].

Biz bu ¢aligmada COVID-19 tedavisinde tek basina veya kombine halde kullanilabilen
favipiravir ve deksametazonun disi siganlarin over rezervine ve iireme fonksiyonuna etkisini
biyokimyasal ve histopatolojik olarak arastirmayi amagladik. Literatiir incelendiginde sozii
edilen ilaglarin over rezervi ve (reme fonksiyonuna etkisiyle ilgili bir ¢alismaya
rastlanmamistir ve ¢aligmamiz literatiirde bu konuda yapilan ilk ¢alismadir.

Calismamizda 32 adet disi sigan kullanilmis ve bu siganlar 8’erli dort gruba
ayrilmugtir. Birinci gruptaki siganlara herhangi bir ilag uygulanmamistir (SG). ikinci gruba tek
basina favipiravir (FPR), tigiincii gruba tek basina deksametazon (DEKSA) ve son olarak
dordincu gruba favipiravir+deksametazon kombine tedavisi (FDA) uygulanmistir. Bu dort
grubun biyokimyasal olarak karsilastirilmasinda en duyarli over rezerv testlerinden biri olan

AMH o6lctimii kullanilmis; uygulanan ilaglarin oksidan ve antioksidan etkinliklerinin
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belirlenmesinde doku MDA ve tGSH o6l¢iimii yapilmistir. Son olarak ise her gruptaki
sicanlarin over dokulart histopatolojik ve steorolojik olarak folikiil sayisi, korteks ve medulla
hacmi agisindan karsilastirilmistir.

Calismamizda yer alan gruplarin AMH o6lgiimlerine bakildiginda SG ve DEKSA
grubunda benzer oldugu, FPR ve FDA grubunda ise SG’ye gore daha diisiik diizeyde oldugu
goriilmiis ancak bu farklilik anlamli bulunmamistir. Oksidatif stres agisindan doku MDA
diizeyine bakildiginda SG ve DEKSA grubunda benzer oldugu, FPR grubunda SG’nin
yaklasik iki kat1, FDA grubunda ise SG’nin yaklasik 6 kat1 oldugu goriilmiistiir. FPR ve FDA
grubundaki doku MDA yiiksekligi SG ve DEKSA grubuna gore, aynt zamanda FDA
grubundaki doku MDA yiiksekligi FPR grubuna gore anlamli olarak bulunmustur.
Antioksidan etkinlik agisindan gruplar arasinadaki tGSH diizeyleri karsilastirildiginda ise SG
ve DEKSA grubunda birbirine yakin seviyede olup FPR ve FDA grubunda anlamli seviyede
diisiik oldugu goriilmiistiir. Yine FDA grubunda tGSH miktarinin FPR grubundan anlamli
diizeyde daha disiik oldugu saptanmistir. Gruplarda primordiyal folikiill sayisi
karsilastirildiginda, FPR ve DEKSA grubunda SG’a gore daha diisiik sayida olan folikul
say1s1 istatistiksel olarak anlamli degilken FDA grubunda SG’ye gore anlamli derecede diisiik
folikiil sayisina rastlanmistir.

SARS-CoV2’nin tedavisinde kullanilan ilaglarin etkileri ve yan etkilerine deginmeden
once virlisiin kendisinin farkli organ ve sistemler iizerindeki etkilerinden bahsedilebilir.
COVID-19’un ana hedefi akcigerler, bagisiklik sistemi organlari ve sistemik kuguk damarlar
olsa da, icerisinde tirogenital sistemin de oldugu diger sistemleri de etkileyebilmektedir [110].
Aragtirmacilar SARS-CoV?2 flizyon protein genini karakterize ederekanjiyotensin doniistiiriicti
enzim-2’nin (ACE2) fonksiyonel reseptorii oldugunu ve hiicrelere bu sekilde girdigini
belirlemislerdir. ACE2 bir ¢inko metallopeptidazdir, endotel ve epitel hiicrelerinin ylzeyinde
yaygin olarak bulunur [114]. Insan dokulari arasindatestis, ince bagirsak, bobrekler, kalp,
tiroid ve yag dokusu en yiiksek; akciger, kolon, karaciger, mesane, adrenal bez orta seviye;
kemik iligi, kan, kandamarlari, dalak, beyin ve kas en diisiitk ACE2 ekspresyon seviyelerine
sahip oldugu gosterilmistir. Ik baslarda sadece solunum sistemini etkiledigi diisiiniilse de
ACE2 enziminin vicudun bir¢ok dokusunda eksprese edilmesinden dolay1 yeni galismalar
diger sistemlere dogru yonelmistir [115]. Yukarida sayilan dokularin ACE2 eksprese
etmelerinden dolay1, SARS-CoV2’nin bir kez kana karismasi durumunda viicuda yayilmasi ve
hastalarda farkli sistem ve organlara ait belirti ve bulgular olusturmasi kagmilmazdir [116].
Ureme sistemi en yilksek ACE2 ekspresyon diizeylerine sahiptir; 6zellikle de overler, uterus,

plasenta ve vajende enzim ekspresyonun ylksek dizeyde oldugu goriilmektedir [117].
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GeneCards veri tabanina goére ACE2 enzimi overlerde yogun bir sekilde eksprese
edilmektedir ve overler sahip olduklar1 reseptorler sayesinde anjiotensin II’ye yanit verirler
[118-120]. Daha onceki bir hayvan caligmasinda, ovaryan granuloza hiicrelerinde de ACE2
ekspresyonu rapor edilmistir. Bu da overlerin SARS-CoV2’nin hedefi haline gelebilecegi
anlamina gelmektedir [121].

Su anda, COVID-19'un dogurganlik cagindaki kadinlarin over islevi {izerindeki
etkisine iligkin yeterli Klinik veri bulunmamaktadir. Son on yilda kadin {ireme sagligi giderek
daha onemli hale gelmis ve COVID-19'un treme sistemi Gzerindeki etkilerine kiresel olarak
dikkat cekilmistir. Bu nedenle, COVID-19 viral enfeksiyonunun dogurganlik cagindaki
kadinlarda endokrin bozukluklara ve over hasarina neden olup olmadigin1 dogrulamak igin
acilen klinik kanitlara ihtiya¢ vardir. SARS-CoV-2’nin, yumurtaliklarin folikiiler membranina
ve graniiler hiicrelerine saldirabilecegi ve oositlerin kalitesini diislirerek kadin kisirligina yol
acabilecegini 6ne siiren aragtirmalar mevcuttur [122]. Virusln direkt etkisini bir kenara
biraksak bile SARS-CoV-2"nin neden oldugu kronik inflamasyonun dogrudan yumurtaliklarda
ve hipotalamus-hipofiz-ovaryum aksinda ylksek riskler olusturabilecegine ve disi iireme
sisteminin yap1 ve fonksiyonunu bozabilecegine siiphe yoktur [123, 124].

Li ve ark.’nin 2020 yilinda Cin’de yaptiklar1 calismaya gore COVID-19 tanist almis
reproduktif donemdeki (hamilelik ve emzirme durumu olmayan) 177 kadinin %75’inin adet
hacminde degisiklik olmamis, % 20’sinde 6nemli bir azalma ve % 5’inde artis olmustur.
Menstriiel siklus siiresine bakildiginda ise hastalarin %72’sinde adet dongusinde degisiklik
olmadigi, %18’inde siklus siresinin uzadigi, %3’tinde siklus siresinin kisaldigi ve
%7’sinde siklus bozuklugu gorilmistiir. Bunun yaninda seks hormonlarimin (FSH, LH,
ostradiol, progesteron, testosteron) ve AMH’nin medyan konsantrasyonlari, hem hafif hem de
agir COVID-19 hastalarinda kontrol grubuna gore marjinal olarak daha yiiksek bulunmustur
ancak bu fark anlamli bulunmamistir. Sonu¢ olarak, ¢ogu kadin COVID-19 hastasinin
yumurtalik endokrin sisteminin ciddi sekilde etkilenmedigini 6ne siirmiislerdir [125].

Calismamizin asil konusu olan ve COVID-19 tedavisinde tek basina veya kombine
halde kullanilabilen favipiravir ve deksametazonun disi iireme sistemi ve ovaryan rezerv
tzerindeki etkileri ile ilgili literatirde pek az sayida calisma bulunmaktadir. ik olarak
favipiravire deginecek olursak;

Favipiravir; viral replikasyonu bloke eden bir riboniikleik asit (RNA) polimeraz
inhibitord olup, bircok RNA virlslne etkili oldugu gosterilmistir. Favipiravir, influenza
tedavisinde etkinligi onaylanmis bir ilactir. Ozellikle influenza A (HIN1), A (H5N1) ve A
(H7N9) viriislerinin  tedavisinde etkin olarak kullanilmaktadir [126]. COVID-19
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enfeksiyonunda favipiravirin yiiksek dozlarda kullanimi Onerilmektedir [112]. National
Medical Products Administration of China tarafindan, Mart-2020 tarihinde favipiravir,
minimal yan etkili ilk anti-COVID-19 ilag olarak onaylanmustir [127].

Favipiravir, simnirli veriler dogrultusunda diisiik yan etki profili sergilemekte olup,
simdiye kadar bildirilen yan etkiler arasinda bulanti, kusma, gaz artisi, diyare, dokinti g6giis
agrisi, psikiyatrik semptomlar, karaciger fonksiyon bozuklugu (serum transaminaz (ALT,
AST, ALP) ve total bilirubin diizeylerinde artig), notrofil diizeyinde azalma ve hiperiirisemi
bulunmaktadir [128, 129]. Doi ve ark.’nin Japonya’da yaptigr ve 89 COVID-19 hastasinin
dahil edildigi bir Klinik ¢alismada, favipiravir uygulanan hastalarda bildirilen toplam 144
advers etkiden en sik gdzleneni; hiperiirisemi (%84,1) ardindan serum trigliserid diizeylerinde
(%11,0) ve serum ALT diizeylerinde artis (%8,5) olarak ifade edilmistir [78]. Literatlrde
favipiravirin disi lireme sistemine biyokimyasal veya histopatolojik etkisiyle ilgili bir ¢alisma
bulunamamis ve su ana kadar bildirilen yan etkileri arasinda da genital sistemle ilgili bir
bilgiye rastlanmamistir. Calismamizda favipiravir uygulanan deney grubunda AMH ve tGSH
diizeylerinin ve folikiil sayisinin saglikli gruba gore daha diisiik, MDA diizeylerinin ise daha
yliksek oldugu goriilmiistir. Ayrica FPR grubunda folikiiler hiicre biitiinliigiiniin bozuldugu
ve fibrotik alanlarin artti§1 gézlenmistir.

Calismamizda test ettigimiz bir diger ajan olan deksametazon bir kortikosteroid olup
gliclii antiinflamatuar ve antifibrotik etkili bir ilagtir. Bu etkisini vazodilatasyonu inhibe
ederek, inflamasyon bolgesine l6kosit gociunu azaltarak ve vaskiiler gegirgenligi artirarak
gostermektedir. Diisiik dozda kullanildiginda, proinflamatuar sitokin transkripsiyonunu asagi
dogru regiile etmekte, sonu¢ olarak uzun bir sitokin yanitin1 6nleyerek pndmonide pulmoner
ve sistemik inflamasyonun ¢éziimiinii hizlandirmaktadir. Kortikosteroidler; high-flow oksijen
takviyesi veya non invaziv ve invaziv ventilator destegi alan veya Ekstrakorporal Membran
Oksijenizasyon (ECMO) yapilan COVID-19 hastalar1 i¢in 6nerilmektedir. Uzun siiredir alerji,
asttim ve inflamasyon tedavisinde kullanilan deksametazonun 6000’den fazla hasta
gondlliinin dahil edildigi bir calismada COVID-19 nedenli 6liimleri azalttigina iligkin kanitlar
bulunmaktadir [86, 130]. COVID-19 hastalarinda deksametazon tedavisi uygulanirkenen
onemli kisitlamalardan birisi tedavinin viral klirens {izerine etkisidir. Iki biiyiik meta-analizin
sonuglari incelendiginde, dahil edilen ¢aligmalarin bazilarinda deksametazonun viral klirenste
uzamaya yol actig1 gozlenirken, bazilarinda bu siirenin degismedigi, az sayida ¢aligmada ise
stirenin kisaldig1 goriilmiistiir. Diisiik doz steroid tedavisinin viral Klirens Uzerine diisiik
oranda etkisi oldugu, ancak viral klirenste gecikmenin prognozu nasil etkiledigi konusunda

netlik olmadig belirtilmistir. Bunun yaninda sekonder enfeksiyon gelisimi, hiperglisemi,
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hipertansiyon, psikoz ve heparin birlikte uygulandiginda gastrointestinal kanama riskinin
artmasi gibi yan etkiler de goriilebilmektedir [131, 132].

Er ve ark. koglarda deksametazonun kandaki oksidatif duruma etkisini arastirmislar ve
cilt altina tek doz deksametazon (0.5 mg/kg) uygulamasinin ilk 24 saat i¢inde serum oksidan
seviyelerini  azalttigin1  belirtmislerdir. Ancak mevcut arastirmada deksametazon
uygulamasinin serum oksidan diizeylerinde istatistiki diizeyde olmayan dalgalanmalara neden
oldugunu belirlemislerdir (p>0.05) [133]. Ilacin ratlarda MDA diizeyini diisiiriicii etKisi
oldugu bildirilmesine [134] ragmen, invitro sartlarda gelisen oksidatif stresi
engelleyemedigini [135] ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda rat mide dokusu MDA
diizeyini artirdigini gosteren [136] c¢alismalar bulunmaktadir. S0zl edilen g¢aligmalarin
sonuclart birlikte degerlendirildiginde deksametazonun oksidatif stres iizerine etkisinin
uygulama dozuna, segilen oksidatif stres parametre tliriine, gelisen oksidatif stresin siddetine
ve hayvan tiriine gore degisiklik gosterebilecegi ifade edilmistir.

Gong ve ark.’nin 2021 yilinda Cin’de yaptigi bir rat calismasinda prenatal
deksametazon maruziyeti (PDM)’nin, disi yavrular Gzerinde uzun sireli treme toksisitesine
neden olup olmadigi ve nesiller arasi aktarilabilirligi arastirilmistir. Deksametazon, F1
neslinin fetal ve yetiskin yavrularini elde etmek i¢in gebe wistar siganlarina gebeligin 9.
guninden 20.gunune kadar deri altindan uygulanmis; F1 yetiskin disileri F2 neslini, F2
disileri de F3 neslini iiretmek i¢in normal erkeklerle ciftlestirilmistir. Mevcut calismanin
bulgulari, PDM'nin dogumdan 6nce ve sonra disi yavru siganlarin (F1, F2, F3) kanindaki
AMH seviyelerini ve primordial folikiil sayisini diisiirdiigiinii; bunun da her dizeyde anormal
folikiil havuzlar1 ve folikiil gelisimi, artmis ovaryan folikiler atrezi ile birlikte oldugunu
goOstermistir. Bu bulgular, PDM yavru farelerinin diisiik over rezervinin, maternal hat yoluyla
F2 ve F3 nesillerine aktarilabilecegini ve uzun siireli iireme bozuklugunu indiikleyen bir
intrauterin  programlama  etkisinin var oldugunu gostermistir[137]. Calismamizda
deksametazon uygulanan grupta AMH, MDA ve tGSH diizeylerinin SG ile benzer oldugu,
dolayistyla deksametazonun over rezervine ve oksidan parametrelere belirgin etkisi olmadigi
ancakkontrol grubuna gore overlerde kortikal alanda bag doku artisina neden oldugu
gozlenmigstir. Literatirde deksametazonun favipiravirle kombine halde over rezervine
biyokimyasal veya histopatolojik etkisiyle ilgili bir ¢aligma bulunamamistir. Bizim
caligmamizda ise FDA grubunda AMH dizeyi FPR grubundan daha yiiksek ancak DEKSA
grubundan daha diisiik bulunmus ve deksametazonun, favipiravirin over rezervine olan
olumsuz etkisini azalttig1 diistiniilmiistiir. FDA grubunda MDA diizeyi diger gruplardan daha
yiiksek bulunmus, tGSH diizeyi ise diger gruplardan daha diisitk bulunmustur. Dolayisiyla
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AMH’da goriilenin tersine deksametazon, oksidan ve antioksidan sistemlerde favipiravirin
olumsuz etkisini daha da artiric1 etki gostermistir. Yine bu grupta kontrol grubuna gore
primordiyal folikiillerin azaldig1 ve atretik folikiillerin arttig1, korteks/medulla oraninda artig
ve folikul hucrelerinde dejenerasyon gézlenmistir.

Sonug olarak, COVID-19 tedavisinde tek basina veya kombine halde kullanilabilen
favipiravir ve deksametazonun olasi ve bildirilen yan etkileri disinda, disi reprodiiktif sisteme
ait advers etkileri ve ilag etkilesimleri olabilecegi g6z oOniinde bulundurulmalidir.
Calismamizda favipiravir ve/veya deksametazonun serum AMH diizeyini ve ovaryan
primordial folikiil sayisin1 azaltarak over rezervini olumsuz yonde etkileyebilecegi, over
dokusunda oksidan reaktiflerin miktarmni artirip antioksidan reaktiflerin miktarin1 azaltarak
oksidatif strese neden olabilecegi in vivo olarak gosterilmistir. Su ana kadar COVID-19
tedavisindeki ama¢ mortalitenin azaltilmasi1 ve hayati komplikasyonlarin énlenmesi olduysa
da, insan hayatinin vazge¢ilmez bir unsuru olan dogurganligin devamlilig1 i¢in hem etkenin
kendisinin hem de tedavisinin neden olabilecegi diger sistemlere ait yan etkilerin ve ilag

etkilesimlerinin izlenmesi amactyla bir¢ok yeni ¢alismanin yapilmas: gerekmektedir.
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