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OZET

Sicanlarda Siklofosfamid ile Olusturulan Deneysel Ovaryum Hasar1 Uzerine
Gallik Asit'in Etkileri

Amag: Bu calismada; si¢canlarda CP uygulanmasi ile olusan ovaryum hasarina
karst GA’nin profilaktik etkilerinin histolojik ve biyokimyasal yontemlerle
arastirilmasi amaclandi.

Metotlar: Arastirma i¢in 32 adet Sprague Dawley ki erigkin disi sigan
rastgele 4 esit gruba (Kontrol, CP, GA, CP+GA) ayrild1. Tiim denekler deneyin 1. ve
8. giiniinde tartildi. Kontrol grubuna herhangi bir uygulama yapilmadi. CP grubuna
deneyin 7. giiniinde 150mg/kg intraperitoneal CP uygulandi. GA grubuna deneyin 1.
giiniinden itibaren 7 giin boyunca giinliik 20mg/kg GA oral gavaj yoluyla uygulandi.
CP+GA grubuna deneyin 1. giiniinden itibaren 7 giin boyunca, oral gavaj yoluyla
giinliik 20mg/kg GA ve 7. glinde 150mg/kg intraperitoneal CP uygulandi. Deneyin 8.
giinii siganlardan kan Ornekleri alindi ve ovaryumlar1 c¢ikarildi. Sag ovaryum
histopatolojik degerlendirmeler i¢in sol ovaryum biyokimyasal analiz i¢in kullanildz.
Kesitler hematoksilen-Eozin, Masson trikromu, Periyodik Asit-Schiff ve TUNEL
yontemiyle boyandi. Histopatolojik degerlendirmeler, folikiil sayimi ve skorlama
yapildi. Biyokimyasal analizde glutatyon peroksidaz (GPX), siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), malondialdehit (MDA), doku anti Miillerian hormon (AMH),
serum AMH diizeylerine bakildi.

Bulgular: CP grubunda folikiiler hiicre dejenerasyonu, kontrol ve GA grubuna
gore anlamli olarak artmisti. CP+GA grubunda folikiiler hiicre dejenerasyonu, CP
grubuna gore anlamli olarak azalmis olup, kontrol ve GA grubuna gore yiiksekti. GA
grubu kontrol grubuna benzer morfolojideydi. CP grubunda Al kontrol ve CP+GA
gruplarina gore artmisti. Primordiyal folikiil sayis1 CP grubunda, kontrol ve CP+GA
gruplarina gore azalmisti. CP grubunda kontrol ve GA gruplarina gore unilaminar
primer folikiil sayis1 azalmig, atretik folikiil sayist artmisti. CP+GA grubunda
unilaminar primer folikiil sayis1 kontrol grubuna gore azalmis olup atretik folikiil
sayis1 kontrol ve GA gruplarina gore yiiksekti. CP grubunda MDA kontrol ve GA
gruplarina gore yiiksekti. CP+GA grubunda MDA seviyesi CP grubuna gore azalmisti.
SOD aktivitesi; CP grubunda kontrol, CP+GA ve GA gruplarina gore azaldi. CAT
aktivitesi, CP+GA ve GA gruplarindadiger gruplara gore yiliksekken, CP grubunda
kontrol grubuna gore azalmisti. Doku AMH degerleri CP grubunda kontrol grubuna
gore azaldi. Serum AMH degeri GA grubunda diger gruplarina gore yiiksekti.

Sonug¢lar: CP’nin erigskin sigan ovaryumunda neden oldugu folikiil hiicre
hasarini 6nlemede GA’nin etkili olabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Siklofosfamid, Gallik Asit, Ovaryum, infertilite.



SUMMARY

Effects of Gallic Acid On Ovarium Damage Experimentally Created with
Cyclophosphamide in Rats

Objective: In this study, it was aimed to investigate the prophylactic effects of
GA against ovarian damage caused by CP administration in rats by histological and
biochemical methods.

Methods: For the research, 32 adult female Sprague Dawley rats were
randomly divided into 4 equal groups (Control, CP, GA, CP+GA). All subjects were
weighed on the 1st and 8th days of the experiment. The Control group received no
treatment. The CP group was administered 150 mg/kg intraperitoneal CP on the 7th
day of the experiment. The GA group was given 20 mg/kg GA daily via oral gavage
for 7 days starting from the 1st day of the experiment. The CP+GA group received 20
mg/kg GA daily via oral gavage for 7 days starting from the 1st day of the experiment
and 150 mg/kg intraperitoneal CP on the 7th day. On the 8th day of the experiment,
blood samples were collected from the rats, and their ovaries were removed. The right
ovary was used for histopathological evaluations, while the left ovary was used for
biochemical analyses. Sections were stained with Hematoxylin-Eosin, Masson’s
Trichrome, Periodic Acid-Schiff, and TUNEL methods. Histopathological
evaluations, follicle counting, and scoring were performed. Biochemical analyses
included measurements of glutathione peroxidase (GPX), superoxide dismutase
(SOD), catalase (CAT), malondialdehyde (MDA), tissue anti-Miillerian hormone
(AMH), and serum AMH levels.

Results: In the CP group, follicular cell degeneration was significantly
increased compared to the Control and GA groups. In the CP+GA group, follicular
cell degeneration was significantly reduced compared to the CP group but remained
higher than in the Control and GA groups. The GA group exhibited a morphology
similar to the Control group. In the CP group, anti-Miillerian hormone (AMH) levels
were higher compared to the Control and CP+GA groups. The number of primordial
follicles was decreased in the CP group compared to the Control and CP+GA groups.
The number of unilaminar primary follicles was reduced, and the number of atretic
follicles was increased in the CP group compared to the Control and GA groups. In
the CP+GA group, the number of unilaminar primary follicles was reduced compared
to the Control group, and the number of atretic follicles was higher compared to the
Control and GA groups. Malondialdehyde (MDA) levels were higher in the CP group
compared to the Control and GA groups. MDA levels were reduced in the CP+GA
group compared to the CP group. Superoxide dismutase (SOD) activity was decreased
in the CP group compared to the Control, CP+GA, and GA groups. Catalase (CAT)
activity was higher in the CP+GA and GA groups compared to the other groups, but
was decreased in the CP group compared to the Control group. Tissue AMH values
were lower in the CP group compared to the Control group. Serum AMH levels were
higher in the GA group compared to the other groups.

Conclusions: It was concluded that GA may be effective in preventing
follicular cell damage caused by CP in adult rat ovaries.

Key Words: Cyclophosphamide, Gallic Acid, Ovary, infertility.
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Kontrol Grubu (PAS, X400), Mavi ok: Zona pellusida intakt,
Kirmiz1 ok: Bazal Mmembran ..........oovviiiiiiieieie et

CP Grubu (PAS, X400), Mavi ok: Zona pellusida intakt, Kirmizi
ok basi: Dejenere hiicre, Kirmizi ok: Bazal membran ...........c.c.ccocveenee.

GA Grubu (PAS, X400), Mavi ok: Zona pellusida intakt, Kirmizi
OK: Bazal MembBIan.........covviiiiiiiiiiieccie et

CP+GA Grubu (PAS, X400), Mavi ok: Zona pellusida intakt,
Kirmizi ok: Bazal Mmembran ..........oovvviiiiiieiiieee ettt

Kontrol Grubu (TUNEL, X400), Kirmiz1 ¢entikli ok basi: Normal
hiicre, Mavi ok basi: Apoptotik hlicre...........ccovviviiiiiiiiiie,

CP Grubu (TUNEL, X400), Kirmiz1 ¢gentikli ok basi: Normal hiicre,
Mavi ok bagi: Apoptotik hiicre.........ccooviiiiiiiiiii

GA Grubu (TUNEL, X400), Kirmiz1 g¢entikli ok basi: Normal
hiicre, Mavi ok bast: Apoptotik hiicre.........cccoevveiiiiiiiiieiiie e

CP+GA Grubu (TUNEL, X400), Kirmiz1 ¢entikli ok basi: Normal
hiicre, Mavi ok basi: Apoptotik hlicre ..........ccevvviiiiiiiiici e

Xl



1. GIRIS VE AMAC

Kanser tam1 ve tedavilerindeki onemli gelismeler c¢ocuklarin ve geng
yetiskinlerin hayatta kalma oranlarini arttirmigtir. Ancak, bu tedavilerin iireme
fonksiyonu iizerine potansiyel zararli etkileri de artik acikg¢a belirlenmistir (1).
Kemoterapiye maruz kalma prematiir ovaryan yetmezlik i¢in risk faktorii olarak kabul
edilir ve menstriiel bozukluklara, metabolik anormalliklere, infertiliteye neden olur
(2). Gametleri kemoterapi veya radyoterapinin gonadotoksik etkilerinden korumak
icin, oosit, embriyo  kriyoprezervasyonu veya ovaryum  korteksinin
kriyoprezervasyonu gibi cesitli fertiliteyi koruyucu yontemler onerilmektedir (1).
Ancak, bu yontemlerin uygulanmasini hastanin yas, puberte durumu, hastalik ve acil
durumlar sinirlayabilir (1).

Bu kemoterapétiklerden olan siklofosfamid (CP); Hodgkin ve non-Hogkin
lenfoma, lenfositik lenfoma, kii¢iik lenfositik lenfoma, Burkitt lenfoma, multipl
miyelom gibi malignitelerin yan1 sira multipl skleroz gibi otoimmiin hastaliklarda da
kullanim endikasyonu olan alkilleyici bir ajandir (3,4). CP antineoplastik etkisini
cogunlukla ilacin karacigerdeki sitokrom P-450 enzimiyle metabolizasyonu sonucu
olusan metaboliti fosforamid mustard ile gostermektedir (5). Diger metaboliti olan
akrolein ise antioksidan sistemi inhibe ederek reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
tiretimini artirir bdylece CP’nin yan etkilerinin olugsmasina sebep olur. Literatiirde
CP’nin kardiyotoksisite, iirotoksisite, gonadal toksisite, hematolojik toksisite ve
akciger hasar1 yaptig1 gosterilmistir (6,7). Dokularda oksidatif stresi indiiklemesi
CP’nin olusturdugu bu hasarlarin sebeplerinden biri olabilecegi yapilan caligmalarla
gosterilmistir (8,9).

CP ovaryumda primordiyal, primer, sekonder, antral folikiilde azalma ve
atretik folikiilde artis yapmaktadir (10,11). Folikiillerdeki azalmayi; apoptoz
indiiksiyonu, korpus luteum ve folikiillerin mikrovaskiilarizasyonunun azalmasi
yoluyla folikiill kaybina geri doniisiimsiiz bir sekilde neden olarak yaptig
diistinilmektedir (12). Ovaryumda siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT)
aktivitelerinde azalma, ROS ve malondialdehit (MDA) diizeyinde ise artis
yapmaktadir (13,14). Serum Anti Miillerian hormon (AMH) degerlerinin azalmasina

ek olarak CP ovaryum ve viicut agirliginda 6nemli azalmalara sebep olur (15,16). Son



yapilan ¢aligmalar CP’nin graniiloza hiicresi apoptozunu artirarak ovaryum hasaria
sebep oldugunu gostermistir (17). Bozulmus antioksidan mekanizmas1 ve asir1 ROS
tiretiminin tetikledigi graniiloza hiicresinin apoptozunun, folikiiler atrezinin ana nedeni
oldugu ileri siirtilmektedir (18,19). CP’nin indiikledigi hasara bagl olarak primordiyal
folikiil havuzu tiikenir, buna bagli olarak erken menapoz ve infertilite goriiliir (20).

Gallik asit (GA); findik, kiraz, ahududu, nar, {iziim, sogan gibi farkli meyve ve
sebzelerde yaygin olarak bulunan antioksidandir (21). Giiglii bir antioksidan olan GA
ayni zamanda kanser onleyici, antimikrobiyal, antiviral, antiinflamatuar, antidiyabetik,
antihipertansif, norodejeneratif bozukluklar ve yaslanma karsiti faaliyetler
gostermektedir. Ayni zamanda kardiyovaskiiler, Alzheimer ve Parkinson hastaliklarini
onlemede etkili oldugu kanitlanmustir (22-33).

CP’nin ovaryum iizerindeki olumsuz etkilerinin 6nlenmesi, insan sagliginin
korunmast ve infertilitenin Onlenmesi agisindan olduk¢a miihim bir konudur.
Literatiire baktigimizda giiclii bir antioksidan olan GA’nin CP’nin ovaryum {izerinde
olusturdugu hasarin 6nlenmesinde koruyucu ya da tedavi edici etkisini arastiran
herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Biz de ¢alismamizin literatiirdeki bu bosluga

katki saglayacagi kanaatindeyiz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Ovaryum Morfolojisi

2.1.1. insan Ovaryumunun Embriyolojisi

Gonadal gelisim disi embriyolarinda yavas olur (34). Genetik agidan
embriyonun cinsiyeti fertilizasyon sirasinda belirlenmistir. Ancak gelisimin 7.
haftasina kadar gonadlarin disiye veya erkege ait morfolojik &zellikleri yoktur.
Gonadlar uzunlamasina, gonadal (genital) sirt halinde ortaya ¢ikarlar. Epitel altindaki
mezensimin yogunlagmasi ve epitel proliferasyonu ile olusurlar. Genital sirtlar i¢cinde
embriyonik gelisimin 6. haftasina kadar germ hiicreleri yoktur (35).

Primordiyal germ hiicreleri epiblasttan koken alir ve primitif ¢izgi boyunca go¢
ederek 3. haftada yolk kesesinin duvarindaki hiicrelerin arasina yerlesirler. Ameboid
haraketle 4. haftada sonbagirsak mezenterinin dorsali boyunca ilerler. Primitif
gonadlara 5. haftanin basinda ulasirlar. 6. haftada gonadal sirta yerlesirler (35).

Ovaryumlar histolojik olarak, 10. haftaya kadar ayirt edilemezler. Medullaya
dogru sokularak rete ovariiyi olusturan gonadal kordonlar belirgin degildir. Rete ovarii
ve gonadal kordonlar dejenere olarak kaybolurlar. 7. haftada disi gonadin yiizey
epitelinden kortikal kordonlar gelisir ve alttaki mezenkimin igerisine girer (34,35).
Primordiyal germ hiicreleri kortikal kordonlarin icine yerlesir. 16. haftada kortikal
kordonlar izole hiicre kiimelerine ayrilirlar. Kiimelerdeki hiicreler prolifere olmaya
devam ederler. Primordiyal germ hiicrelerinden kdken alan oogoniumun etrafini epitel
hiicresi tabakas1 sarar. Bu tabaka yiizey epiteli kokenli yassilasmis folikiiler hiicreleri
igerir. Oogoniumlar folikiiler hiicrelerle birlikte primordiyal folikiilii olustururlar.
Ovaryumlarda fetal hayatta, oogoniumdaki mitoz sonucu, binlerce primordiyal folikiil
olusur (34,35).

Postnatal donemde oogonium olugmamaktadir. Dogumdan 6nce pek ¢ok hiicre
dejenere olur. Primer oositleri olusturmak iizere iki milyon civarinda hiicre kalir.
Postnatal donemde ovaryumun ylizeyindeki epitel tek tabakali hale gelir ve diizlesir.

Periton mezoteli ile ovaryum hilumunda devamlilik kazanirlar. Tunika albuginea,



korteksteki folikiillerden, yiizey epitelini ayiran ince fibréz bir kapstildiir. Ovaryumlar

mezonefrozdan ayrilirlar ve mezovarium ile baglanirlar (34).

2.1.2. Ovaryum anatomisi

Ovaryumlar erkekteki testisin homologu olan, disi pelvis duvari ile uterus
arasia baglariyla asilmis bir ¢ift tireme organidir. Pelvis yan duvarinda arteria (a).
iliaca interna ve externa arasindaki fossa ovaricaya yerlesmistir (36,37). Fossa
ovaricay1 yukaridan a. iliaca externa, arkadan iireter, asag1 ve On taraftan ligamentum
(lig). latum uteri sinirlar (36). Ovaryum elips seklindedir (38).

Ik gebelikte ovaryumlar karin bosluguna ¢ekilirler. Bu yiizden dogum yapmis
kadinlarda ovaryum biraz daha asagida bulunur. Ovaryumlar lig. latum uteri i¢inde,
tuba uterinanin asag1 ve arka kisminda bulunur. Puberteye kadar ovaryumlarin dig
yiizli pembemsi-gri renkli, diiz ve parlak olan peritonla ortiiliidiir. Puberte sonrasi
periton matlasir. Dogum ve ovulasyon sonrasi da iizeri piirtiiklii bir hal alir. Bir
ovaryum yaklasik 2 cm eninde, 0,8 cm kalinliginda, 4 cm uzunlugunda ve 4-6 gr
agirhigindadir (36). Menars dncesi kizlarda ortalama ovaryum hacmi 3 cm?, adet géren
kadmlarda 9,8 cm® ve menopoz sonrasinda 5,8 cm®dir (39). Ovaryumun facies
medialis ve facies lateralis olmak iizere iki yiizii, extremitas inferior (uterina) ve
extramitas superior (tubaria) olmak {izere iki ucu, margo anterior (mesovaricus) ve
margo posterior olmak tizere iki kenar1 vardir (40).

Ovaryumun uterusa bakan ucu (extremitas uterina) ile uterusun st dis kosesi
arasinda uzanan baga lig. ovari proprium denir. Lig. latum uteri i¢inde bulunan bu bag
gubernaculum arti1g1 olup biraz da ¢izgisiz kas lifi igermektedir. Ovaryumu besleyen
damarlarin (a. ovarica, vena (v.) ovarica) etrafini periton sardig1 i¢in bir ligament
seklini almistir. Bu ligament lig. ovari suspensorium olup ovaryumu asict bir rol
uistlenir. Facies lateralis yiizli parietal peritona oturur ki bu periton fossa ovaricayi
ortmektedir. D1g ylize oranla daha konveks olan facies medialisi infundibulum uterinae
orter. Arka kenarina margo liber denilir ve 6n kenara oranla daha konveks ve kiinttiir.
Margo liber {ireter ile komsuluk yapar. Mesovariuma tutunan 6n kenarina margo
mesovaricus denilir (36). On kenarinda bulunan hilum ovarii i¢inden ovaryuma

damarlar ve sinirler girer ve ¢ikar (40).



Arterleri: A. ovarica ovaryumu besler. Lig. suspensorimu ovarii iginden
pelvise inen a. ovarica abdominal aortun dalidir. Ovaryuma hilum ovariden girer ve
korteksteki folikiillerin ¢evresinde kilcal aglar olusturur (36).

Venleri: Hilum ovariiden ¢ikan ovaryum venleri arterleri takip ederler. Plexus
pampiniformis denilen vendz agi olusturan bu venler yukari ¢iktikg¢a birbiriyle
birlesirerek v. ovaricayi olustururlar. V. ovarica ile a. ovarica birlikte seyretmektedir.
Sol taraftaki v. ovarica v. renalise, sag taraftaki v. ovarica ise v. cava inferiora dokliir
(36).

Lenf drenaji: A. ovarica boyunca uzanan ovaryum lenfleri nodi lymphatici
preaortici ve nodi lymphatici aortici lateralislere drene olurlar (36).

Sinirleri: Ovaryuma ait sinirler a. ovaricanin etrafinda bulunan plexus
ovaricus ve plexus hypogastricusdan gelir. Sempatik lifler nervus (n.) splanchnicus
mindrden ve medulla spinalisin torakal segmentlerinden gelir. Parasempatik lifler ise

n. vagustan gelir (36).

2.1.3. insan Ovaryumunun Histolojisi

Ovaryum nulliparlarda bir ¢ift badem sekilli 3 cm boyunda, 1,5 cm eninde ve
1 cm kalinliginda yapilardir. Ovaryumun yiizeyi bazi bolgelerde yassilasan tek katli
kiibik epitel 6zelligindeki germinal epitel ile doselidir (41). Germinal epitel altinda ise
sik1 bag dokusu yapisinda tunika albuginea yer alir (42). Tunika albuginea kollajen
bakimindan zengindir ve ovulasyondan 6nce yeniden sekillenir (43).

Ovaryum cogunlugu korteks olmak tizere i¢te medulla, dista korteks olacak
sekilde iki boliimden olusur. Iki boliim arasinda keskin bir sinir yoktur (44). Korteksi,
asirt hiicresel bag dokusundan olusan stroma ve ovaryum folikiilleri olusturmaktadir.
Yine kortekste reprodiiktif donemde korpus albikans, korpus luteum ve atretik
folikiiller de goriiliir (42). Medullayi ise kan damarlar ve gevsek bag dokusu olusturur
(44). Ovaryum stromasinin merkezi bolgesi medulla oldukc¢a vaskiilerdir (45).
Korteksin stromasina dagilmis olarak bulunan farkli boyutlardaki folikiillerin her biri
tek oosit igerir. Fetal hayatta erken evreleri gerceklesen oogenezde, ¢ok sayidaki
mitotik boliinmeler oogoniumlarin sayisini artirmistir. Birinci mayotik boliinmenin

profazinin diploten evresinde bekleyen primer oositler dogumda ovaryumda bulunur.



Folikiiller puberte sirasinda kiigiik gruplar halinde maturasyona ve siklik biliylimeye
ugrarlar (41). Folikiiler gelisim ve ovulasyon, islevsel bir mikrodolasim agina baglidir.
Ovulasyon; Luteinizan hormon (LH) artis1 ile steroidler, prostoglandinler ve peptitler
gibi lokal faktorler arasindaki dinamik etkilesimin bir sonucu olarak meydana gelir.
LH artis1, Graaf folikiiliiniin yirtilmasina yol agan yapisal ve biyokimyasal
degisiklikleri tetikleyerek sekonder oositin digar1 atilmasina ve ardindan korpus
luteumun gelismesine neden olur ( 41,46). Ovulasyonla atilan sekonder oosit ikinci
mayotik boliinmenin metafazinda bekler (41). Puberte doneminde ovaryumlarda
300.000 oosit bulunur. Mensturasyon dongiisii sirasinda genellikle bir oositte mayoz
boliinme devam eder. Kadinlarda iireme ¢ag1 30-40 yil kadar siirdiigii i¢in yaklasik

450 oosit ovaryumlardan atilir, diger oositler atreziye ugrarlar (44).

Folikiil Gelisimi

Histolojik gelisim evrelerine gore ovaryum folikiilleri 3 tipte incelenir:

1-Primordiyal folikiil

2-Biiyiimekte olan folikiiller: Primer ve sekonder (ya da antral) folikiil

3-Olgun folikiil: Graaf folikiili

Primordiyal folikiil: Fetal hayatin {i¢iincli ayinda olugsmaya baslar (41).
Folikiiler gelisimin ilk basamagidir. Lokalizasyonlar1 korteks bolgesinde ve tunika
albugineanin altindadir. Primordiyal folikiili tek sira yassi folikiil hiicreleri gevreler
ve icerisinde olgunlagsmamis bir oosit bulunmaktadir (42), (Resim 1). Oositin ¢ekirdegi
birinci mayozun profazindaki kromozomlar: icerir (44). Folikiil i¢cinde cap1 30
mikrometre (um) olan oosit bulunmaktadir. Oositin sitoplazmasina ooplazma denir ve
icerisinde Balbiani cisimcigi vardir. Balbiani cisimcigi lizozomlarin, bir¢ok
mitokondriyonun, Golgi membranlarinin ve vezikiillerinin, endoplazmik retikulumun
olusturdugu bir yapidir. Ilave olarak, insan oositleri kiire seklinde kiigiik

mitokondriyonlar ve aniiler lameller icerirler (41).



Resim 1. Primordiyal Folikiill (H&E, x400), Sar1 ok: Primordiyal folikiil, Mavi ¢entikli
ok basi: Germinal epitel (Resim calismamizdaki sican dokularindan elde edilen
prepratlardan alinmistir.)

Primer Folikiil (Preantral Folikiil): Primordiyal folikiilde tek sira yassi halde
olan folikiiler hiicreler ¢ogalarak kiibik seklini alirlar. Bu asamadaki folikiil primer
folikiil olarak isimlendirilir. Folikiil i¢indeki oosit biilyiirken bazi glikoproteinleri ve
glikozaminoglikanlar1 salgilar. Bu salgilar folikiil hiicreleri ile oosit arasinda zona
pellusidayr olusturur (41). Zona pellusida 5-10 pm kalinligindadir ve dort cesit
glikoprotein igerir (44). Zona pellusida PAS boyasiyla boyanir. Zona pellusida
tabakas1 sperm i¢in reseptdr icermektedir (42). Zona pellusida glikoprotein ¢esitleri
ZP-1, ZP-2, ZP-3’tiir (41). ZP-3 bunlar arasinda en Onemli olandir. ZP-3’lin
spermatozoa baglanma reseptorii ile akrozom reaksiyonu indiikleme gorevi vardir.
Oositlerin mikrovilluslari ile folikiil hiicrelerinden ¢ikan uzantilar zona pellusida i¢ine
uzanirlar ve ‘oluklu baglantilar’ aracilifiyla iletisime gegerler (41). Oosit etrafindaki
hiicreler prolifere olarak stratum graniilozum epitelini olustururlar (42). Bu asamadan
sonra folikiil hiicreleri graniiloza hiicreleri olarak isimlendirilir. Oluklu baglantilar
graniiloza hiicreleri arasinda folikiil biiyiimesi esnasinda gelisir (41). Tek katmanh
(unilaminar) primer folikiiller tek katli epitel igeren folikiillerdir. Cok katli epitel
iceren folikdiller ise ¢ok katmanli (multilaminar) primer folikiillerdir (Resim 2), (44).

Biiytliyen primer folikiillerin etrafinda stromal hiicrelerden farklilasarak olusan

teka folikiili vardir. Teka folikiili iki tabaka seklinde farklilanir. Teka interna



damarlanma gosteren, kiibik sekilli salgi hiicreleri olan tabakadir (41). Teka interna
tabakasi androstenedion salgilayan endokrin bir dokudur. Salgilanan bu 6nciil molekiil
aromataz enzimi ile graniiloza hiicreleri iginde dstrojene gevrilir. Ostrojen stromaya
ve tekaya geri donerek buradan kapiller araciligiyla tiim viicuda dagilir (44). Teka
interna ile graniiloza tabakasi arasinda bazal lamina siir olusturmaktadir. Bazal
lamina damarlanma gostermeyen graniiloza tabakasi ile kapillerden zengin teka
internay1 birbirinden ayirir. Teka eksterna ise kollajen liflerden ve diiz kas
hiicrelerinden zengin bir tabakadir. Primer folikiil gelisirken icerisindeki oosit de
olgunlagmaya devam eder. Oosit gelistik¢e igerisindeki organellerin oranlart degisir.
Golgi kompleksi elemanlari Balbiani bdlgesinden sitoplazmaya dagilir. Graniiler
endoplazmik retikulum yayginlasir, serbest ribozomlarin, vezikiiler ve multivezikiiler
cisimciklerin ve mitokondriyonlarin sayisi artar. Oosit plazma membranina oolemma
denir. Oolemmanin altinda proteazlardan zengin graniiller belirir. Bunlara kortikal
graniiller denir ve oosit sperm ile karsilastiginda proteazdan zengin salgi yaparlar
(41,42).

Resim 2. Primer Folikiil (H&E, X400), Yesil ok: Unilaminar primer folikiil, Kirmiz: ok:
Multilaminar primer folikiil, Cift yonlii mavi ok: Zona graniiloza, Cift yonlii
sar1 ok: Teka tabakasi, Yesil yildiz: Oosit (Resim calismamizdaki sican
dokularindan elde edilen prepratlardan alinmstir.)



Sekonder folikiil: Graniiloza hiicrelerinin proliferasyonuyla 6-12 hiicre
tabakasi kalinliginda stratum graniilozum olusur. Graniiloza hiicreleri arasinda sivi
dolu bosluklar olugmaya baglar. Likor folikiili olarak adlandirilan ve hyaluronan
acisindan zengin siv1 igeren bu bosluklar sivi1 biriktik¢e birlesir ve ileride antrum denen
hilal seklinde tek bir boslugu olusturur. Bu asamalardan sonra folikiil sekonder folikiil
ya da antral folikiil olarak adlandirilir (Resim 3). Sekonder folikiiliin icerisindeki
oositin ¢apt 250 um’ye ulasmistir. Bosluklar icerisindeki sividaki hyaluronan su
tutarak folikiil ¢apini artirir. Call-Exner cisimcikleri graniiloza hiicreleri tarfindan
salgilanan, koyu boyanan, PAS pozitif, proteoglikanlar ve hyaluronan i¢eren yapilardir

(41,42).

Resim 3. Sekonder folikiil (H&E, X200), Mavi yildiz: Folikiil kavitesi, Cift yonlii mavi
ok: Zona graniiloza, Cift yonli kirmmzi ok: Teka tabakasi (Resim
calismamizdaki sican dokularindan elde edilen prepratlardan alinmistir.)

Graaf folikiilii: Graaf folikiiliiniin ¢ap1 yaklasik 10 mm’dir. Korteks kalinligi
boyunca devam eden bu biiyiik folikiiller ovaryum ylizeyinde de ¢ikint1 yaparlar (41).
Tek ve biiyiik bir bosluk olan Graaf folikiiliiniin antrumu folikiiler siviy1 depolar (44).
Folikiil genisledik¢e stratum graniilozum tabakasi incelir ve graniiloza hiicrelerin
mitotik aktivitesi azalir. Graniiloza hiicreleri oosit etrafinda, antruma dogru ¢ikinti
olacak sekilde kumulus ooforus yapisini olugturur. Ovulasyonda oositle birlikte atilan,

oosit etrafini saran kumulus ooforus hiicrelerine korona radiata denir. Teka tabakalari



Graaf folikiiliinde daha belirginlesir. LH hormonu insanlarda teka internada dstrojen
onciilleri olan androjenleri iiretmek i¢in uyaricidir. Folikiil stimiile edici hormon
(FSH) graniiloza hiicrelerini uyararak androjenlerin dstrojenlere doniisiimiinii saglar.
Ostrojenler graniiloza hiicrelerini uyararak prolifere olmalarini saglar. Proliferasyonla

birlikte Graaf folikiiliiniin boyutlar1 artar (Resim 4), (41).

Resim 4. Graaf Folikiilii (H&E, X200), Cift yonlii mavi ok: Zona graniiloza, Cift yonlii
kirmiz1 ok: Teka tabakasi, Mavi yildiz: Antrum, Mavi oklar: Korona radiata,
San1 yildizlar: Zona pellusida, Mavi ok basi: Kumulus ooforus (Resim
calismamizdaki sican dokularindan elde edilen prepratlardan alinnmstir.)

Korpus Luteum: Ovulasyon sonrasi folikiiliin teka interna ve graniiloza
hiicreleri yeniden organize olarak kortekste endokrin bir bez olan korpus luteumu
olustururlar (44). Teka interna tabakasindaki hasar goren kapillerdeki kan antrumda
piht1 seklinde birikir. Olugan bu yapiya korpus hemorajikum denir. Teka interna ve
graniiloza hiicreleri luteinizasyon sonrasi teka lutein ve graniiloza lutein hiicrelerini
olustururlar. Bu hiicrelerin igerisinde yag damlaciklart bulunur ve boyutlar1 artar.
Sitoplazmada bulunan ve yagda ¢oziinen bir madde olan lipokrom sayesinde taze
preperatlarda sar1 goriiniirler. Steroid salgilayan hiicrelerde oldugu gibi tiibiiler kristal
mitokondriyonlar ve bol graniilsiiz endoplazmik retikulum igerirler. Graniiloza lutein
hiicreleri ve teka lutein hiicreleri olmak iizere iki ¢esit luteal hiicre vardir (41).

Graniiloza lutein hiicreleri soluk boyanan, genis ve vezikiiler niikleuslu yapilardir.
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Teka lutein hiicreleri daha kiiciik, heterokromatik niikleuslu periferik yerlesimli
hiicrelerdir (42). Teka interna tabakasindaki vaskiiler yapilar graniiloza tabakasina
dogru biiyiiyerek korpus luteum i¢inde zengin damar agi olusturur. Ovaryumun
korteksinde bulunan damardan zengin bu yap1 Ostrojen ve progesteron salgilar. Bu
hormonlar uterusun i¢ tabakasi olan endometriumu olasi bir gebelige hazirlar. Korpus
luteum fertilizasyon ve implantasyon ger¢eklesmemesi halinde 14 giin aktif kalir (41).
Menstriiasyon sikliisu boyunca aktif kalan bu korpus luteuma menstriiasyon korpus
luteumu denir (Resim 5), (44). Korpus luteum ovulasyondan 10-12 giin sonrasinda
gerilemeye baslar. Korpus luteum menstriiasyon ya da gebelik sonrasinda involusyona
ugrar. Korpus luteum hiicreleri dejenere olur ve intraseliiler hyalin madde birikimi
goriiliir. Otolize ugrams, lipid birikimi olan ve boyutlar kiiciilmiis hiicrelere sahip
olan bu yapiya korpus albikans adi verilir. Ovaryum korteksinin derinliklerine
gomiilen korpus albikans birkag ay i¢inde yok olur (41).

Gebelik olusmasi halinde dolagimdaki progesteronun diismemesi igin
embriyonun trofoblast hiicreleri insan koriyonik gonadotropin (HCG) ad1 verilen bir
hormon sentezlerler. HCG hormonu korpus luteumun dejenere olmasini engeller ve

bliylitiir. Boylece gebelik korpus luteumu olusur (44).

Resim 5. Korpus luteum (H&E, X100), Yildiz: Korpus luteum Kirmizi ok: Multilaminar
primer folikiil (Resim calismamizdaki sican dokularindan elde edilen
prepratlardan ahnmstir.)
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Atretik Folikiill: Ovaryumda bulunan folikiillerin bircogu graniiloza
hiicrelerinin apoptozu sonucunda atreziye ugrarlar (41). Atrezi; graniiloza hiicrelerinin
ayrilmasini, apoptozu, oositin otolizini ve zona pellusidanin dejenerasyonunu
kapsamaktadir (Resim 6), (44). Ovaryan folikiiler atrezi olarak adlandirilan bu olay
fetal donemde, erken postnatal donemde ve pubertede gerceklesmektedir. Puberte
sonrasinda menstriiel donemde baskin folikiil gelisir ve ovulasyon gerceklesir. Diger
folikiiller maturasyonlarinin herhangi bir doneminde atreziye ugrayabilirler. Atretik
folikiiller ovaryum stromasinda kaybolurlar. Stromal hiicreler folikiil hiicrelerinin
onceden bulundugu bosluga goc¢ ederek folikiiliin varligr ile ilgili iz birakmazlar.
Gelismeye devam eden biiyiik folikiillerin atrezisinde oosit dejenerasyonu gecikir.
Folikiiler atrezisi sirasinda graniiloza hiicrelerinde mitoz boliinme durur, apoptoz
baslar. Graniiloza tabakasini bol vaskiilarize bag dokusu kaplar (41). Graniiloza
tabakasina makrofaj ve ndtrofil invaze olur (42). Teka interna tabakasindaki hiicreler
hipertrofiye ugrar (42). Folikiil antrumunu bag dokusu kaplar (41).

Teka interna ile folikiiler hiicrelerin arasinda bulunan bazal membranin
kalinlig1 artarak dalgali hyalin tabakay: olusturur (42). Bu tabakaya cams1 membran

denir. Atrezinin ge¢ donemde oldugunun gostergesidir (41).

Resim 6. Atretik Folikiil (H&E X200), Mavi Ok: Atretik Folikiil
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2.1.4. Ovaryumun Gorevleri

Ovaryumun iki ana gorevi vardir.

1- Steroidogenez (steroidlerin iiretilmesi):

2- Gametogenez (gametlerin iretilmesi): Ovaryumda gamet olusumuna
oogenez denir. Gelisim asamasinda olan gamete oosit, gelisimini tamamlamig gamete
ise ovum denir (41).

Ovaryumdan salgilanan en Onemli cinsiyet hormonlar1 Ostrojenler ve
progestinlerdir (47).

Ostrojenler: Ostrojenler gebe olmayan kadinlarda biiyiik oranda ovaryumdan,
az miktarda da adrenal bezden salgilanir. Gebelik durumunda ayni zamanda
plasentadan da salgilanir. Kadin viicudunda ii¢ ¢esit dstrojen bulunmaktadir. Bunlar
oOstriol, Ostron ve B-Ostradiyol olarak bilinir. B-6stradiyol ovaryumlardan salgilanan en
onemli dstrojendir. B-Ostradiyoliin dstrojenik giicii en fazladir. Ostradiyol ve dstrondan
sentezlenen oksidatif hormon 6striyoldur. Az miktar dstron ovaryumdan salgilanir
(47). Ug &strojen iginden en az potent olan dstrondur. Ostron menopoz sonrast kadinda
baskindir. Ostron, dstradiyol ve androstenodionun periferik dokuda déniistiiriilmesi
sonucu tiretilir(48).

Progestinler:  Progesteronlar iglerinde en Onemli olamdir. 17-0-
hidroksiprogesteron ise az miktarda bulunan progestindir. Progesteron gebelik
olmayan kadinlarda ovaryum dongiisiiniin ikinci yarisinda salgilanir. Gebe kadinlarda
ise 0zellikle 4. aydan sonra plasentadan salgilanmaktadir (47).

Ostrojen ve progestinlerin sentezi: Bu hormonlar kanda bulunan
kolesterolden ve asetil koenzim-A’dan ovaryumlarda iiretilmektedir. ilk asamada
progesteron ve androjenler sentezlenir. Sonrasinda sentezlenen bu hormonlar
graniiloza hiicrelerinde bulunan aromataz enzimi ile Ostrojene doniisiir. Teka
tabakasinda aromataz enzimi bulunmadigindan 6strojen sentezlenemez (47).

Ostrojenlerin gorevleri: Ergenlik déneminde, salgilanan Ostrojen miktart
artar. Ostrojen hormonu etkisiyle kadin i¢ ve dis genital organlar biiyiir. Meme
dokusunda ise kanal sisteminin artmasini, memelerde yag birikmesini ve stromal
dokularin gelismesini saglar. Kemik dokusunda osteoklastik aktiviteyi baskilar.

Boylece kemik dokusunun gelisimini saglar. Uzun kemiklerin epifizi ile gdvdesinin
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erken birlegsmesine yol acar. Viicuttaki protein depolarinin az miktarda artmasin
saglar. Ostrojen az miktarda da olsa metabolizmayr hizlandirir. Memede, iist
bacaklarda, kalcalarda ve deri altinda yag birikimini artirir. Boylece tipik kadin
goriiniimiiniin olusumunu saglar. Ostrojenler derinin yumusak ve diizgiin olmasini
saglar. Az miktarda olsa bobrek tiibiillerinden sodyum ve su tutulumuna neden olur
(47).

Progesteronun gorevleri: Progesteron uterusta sekretuar degisikliklerle
endometriumu embriyo i¢in implantasyona hazir hale getirir. Uterustaki kasilmalarin
sikligin1 ve siddetini azaltarak embriyonun uterus i¢inde kalmasini saglar. Fallop
tiiptinde salgilarin artmasina katkida bulunur. Embriyo fallop tiipiinden gegerken bu
salgilar sayesinde beslenir. Memelerde alveol hiicrelerinin ¢ogalmasini ve lobiil
gelisimini  saglar. Memeyi laktasyon Oncesi hazirlar (47). Folikillerin FSH
duyarliligii diistirerek folikiil gelisimini diizenler.

Anti Miillerian hormon: AMH, erkek fetiiste cinsel farklilasma sirasinda
Miillerian kanallarin fizyolojik involiisyonunu saglar (49). AMH kadinlarda primer ve
antral folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinden salgilanir (50). AMH sentezi yasla
beraber azalir, menopozla birlikte dl¢iilemeyecek hale gelir (51). AMH menstriiel
dongii sirasinda dalgalanmalar gostermedigi i¢in ovaryum rezervi gostergesi olarak
kullanilir (52). AMH folikiilogenezin 6nemli bir diizenleyicisidir (53). AMH,
primordial folikiillerin gelismeye baslamasin1 ve antral asamaya gegmesini engeller.
Folikiillerin gelismesini saglayan FSH’1n etkisini azaltarak folikiillerin olgun asamaya
gecmesine engeller ve boylece ovaryumdaki folikiil rezervinin korunmasina yardime1
olur (54).

Polikistik over sendromu (PCOS) olan kadinlarda ovulasyonu olan kadinlara
kiyasla serum AMH seviyeleri 2-3 kat yiikselir, bu da PCOS'taki artan kiiciik antral
folikiil sayisiyla tutarlidir. (55,56). PCOS ovaryumlarinin daha fazla sayida preantral
ve kiiglik antral folikiil igerdigi iyi bilinmektedir (57-59). Bu da AMH iiretiminin en
yilksek oldugu asamada folikiiler gelisimin durdugunu gosterir (54). Normal
ovaryumlarin graniiloza hiicrelerine kiyasla anovulatuar PCOS'un graniiloza
hiicrelerinde graniiloza hiicresi basina AMH iiretimi ortalama 75 kat artmigtir (60).

AMH’daki bu yiikseklik PCOS’daki anormal folikiil sayisiyla iligkili olabilir (54).
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Inhibin: FSH salimmni baskilayan bu hormon korpus luteumdan
salinmaktadir (61).

Relaksin: Relaksin hormonu ovaryumdan ve plasentadan salgilanir. Pelvik
ligamanlar1 uyarir ve serviksi yumusatir. Béylece dogumu kolaylastirir (48).

Puberte sonrasinda hipofizden daha fazla FSH ve LH salgilanmaya baglar. FSH
ve LH artisiyla 11-15 yaslari arasinda normal menstriiel dongli baglamis olur.
Menstriiel dongii saglikli bir kadinda ortalama 28 giin siirmektedir. En kisa 20 giin en
uzun 45 giin olacak sekilde bazi kadinlarda degisiklik gosterebilir. Bu dongii sayesinde
her ay tek bir oosit atilmig olur. Ovaryum dongiisiiniin ii¢ asamasi vardir; folikiiler faz,
ovulasyon, luteal faz.

Folikiiler Faz (Folikiilogenez): Puberte sonrast FSH ve LH etkisiyle primer
folikiiller gelismeye ve biiylimeye baslar. Menstriiel sikliisun 5-7. giinlerinde dominant
folikiil se¢imi olur (41). Folikiil gelisiminde 6zellikle FSH etkilidir. Her menstriiel
dongiide 6-12 primer folikiil FSH etkisiyle hizli biiyiir. Hormon graniiloza hiicrelerinin
cogalmasini hizlandirir ve grantiloza tabakasinin olusumunu saglar. Teka tabakalar1 da
bu hormon vesilesiyle olusur (47). Teka ve graniiloza hiicreleri FSH tarafindan
uyarilir. Boylece basta Ostrojen olmak {iizere steroid hormonlar folikiil limenine
salgilanir (41). Grantiloza hiicreleri 6strojenden zengin folikiiler siv1 salgilar. Folikiiler
s1vl olusumuyla antrum denen folikiil i¢inde bosluklu yap1 olusur. Primer folikiiliin
olgun folikiil haline gelmesinde FSH uyaris1 etkilidir. Ostrojen, graniiloza hiicre
yiizeylerinde FSH reseptorii sayisim artirir. Ostrojenler ve FSH salgis1 ayn1 zamanda
graniiloza hiicrelerinin iizerindeki LH reseptdrii sayilarini da artirir. On hipofizden
salgilanan LH’nin ve folikiilden salgilanan Ostrojenin uyarisiyla folikiildeki teka
tabakasi1 kalinlasir. Antral folikiillerin ¢api ii¢ dort kat artarak biiytir (47).

Ovulasyon: 28 giinliik menstriiel dongliye sahip olan kadmlarda
menstiirasyonun baslangicindan 14 giin sonra ovulasyon gergeklesir. Ovulasyondan
once folikiiliin dis duvar1 disa dogru kabarir, stigma adi verilen bir ¢ikint1 olusturur.
Folikiil s1vis1 olusan yirtiktan stigmaya dogru sizint1 yapar. Disar1 sizan bu viskoz s1vi
korona radiatayla birlikte oositi igerir (47).

Folikiil biliylimesi ve ovulasyon i¢in LH hormonu gereklidir. LH ve FSH
birlikte folikiiliin biiylimesini saglar. LH ayn1 zamanda teka ve graniiloza hiicrelerini

etkileyerek bunlarin Ostrojen {ireten hiicrelere doniislimiinii saglar. Boylece
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ovulasyondan bir giin dnce Ostrojen salgist azalirken progesteron salgisi artar. Bu
durumda folikiil hizla biiyiir, strojen hormonu azalir, progesteron hormonu artar ve
ovulasyon gergeklesir. Ovulasyon LH pikinden yaklasik 36 saat sonra gerceklesir (47).

On hipofizden salgilanan LH, folikiillerden igerisinde progesteron olan
steroidlerin salgilanmasini saglar. Ovulasyon icin gerekli olan iki olay sirayla
gerceklesir. Ilki teka eksternanin lizozomlarinda bulunan proteolitik enzimlerin
salgilanmasidir. Boylece kapsiil duvari incelir ve tiim folikiil daha fazla siserek stigma
dejenere olur. Ikincisi ise folikiil duvarlarinda anjiogenez goriiliir ve prostoglandinler
salgilanir. Stigmanin dejenerasyonu ve folikiiliin sismesi sonucunda folikiil yirtilarak
oosit disar1 atilir (47).

Luteal faz: Ovulasyondan sonra riiptiire olan folikiildeki teka ve graniiloza
hiicreleri korpus luteumu olusturur. Korpus luteumdan ¢ogunlugu progesteron olmak
lizere Ostrojen ve progesteron sentezlenir. Oositin dollenmesi durumunda bu
hormonlar sayesinde uterus endometriumunun gebelige hazirlanmasi i¢in sekretuar faz
baslar. Oosit dollenmezse hormon seviyeleri diiser. Korpus luteum dejenere olur.
Fertilizasyon durumunda korpus luteum korunur ve hormon salgilamaya devam eder

(41).

2.2. Siklofosfamid

CP, ¢esitli malignitelerin 6zellikle hematolojik malignitelerin tedavisinde ayni
zamanda otoimmiin hastaliklarda uzun siiredir kullanilan alkilleyici bir ajandir (62-
64). Aktif formuna karacigerde ve daha az oranda diger organlarda doniisen bir 6n
ilagtir (65). CP’nin toksik etkileri arasinda kemik iligi baskilanmasi, kardiyak ve
gonadal toksisite, hemorajik sistit ve karsinojenez yer almasina ragmen yaygin klinik

kullanimi1 vardir (6).
2.2.1. Emilimi, Metabolizmasi ve Atilim
Oral yoldan verildiginde emilimi daha iyi olan CP, intravendz (i.v.) ve

subkutan olarak da uygulanabilir (66,67). CP, hem aktif hem de inaktif metabolitlere

kapsamli bir sekilde metabolize olan bir 6n ilagtir. Yani inaktif olarak uygulanir ve
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karacigerin sitokrom P-450 sistemi tarafindan aldofosfamid ile dengede kalan 4-
hidroksisiklofosfamide oksitlenir (68,69). 4-hidroksisiklofosfamid hiicrelere girer ve
kendiliginden aktif olan fosforamid mustard ve toksik olan akroleine ayrisir (Sekil 1),

(70). CP’nin yarilanma omrii yaklasik 6,5 saat olup enjekte edilen ilacin %20’si idrar

ile bozulmadan atilir (71).
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Sekil 1. CP Metabolizmasi. inaktivasyon Yollar1 Yatay Olarak, CP Aktivasyonu Dikey
Olarak Gosterilmistir (62).

2.2.2. Etki Mekanizmasi

CP metozbolizmast sonrasinda olusan fosforamid mustard alkile edici ajan
olarak islev goriir. Fosforamid mustard, aziridinil iyon ara iirlinleri olusturarak
nikleofilleri alkile eder (72,73). Hem zincir i¢gi hem de zincirler arasi
deoksiriboniikleik asit (DNA) c¢apraz baglar1 ve DNA-protein capraz baglar
olusturarak DNA’y1 alkiller. DNA’y1 alkilleyerek DNA replikasyonunu engeller.
Boylece hiicre dongiisii seciciligi yapmadigi icin tiim hiicrelerde etki gosterir (74).

Alkilleme islemi daha ¢ok guaninin 7. pozisyonundaki azot atomuna olmaktadir (75).

17



2.2.3. Tipta Kullanim Endikasyonlari

CP hem hematolojik malignitelerde hem de solid tiimorlerin tedavisinde
kullanilmaktadir. Losemi, lenfoma, meme kanseri, ovaryum kanseri, retinoblastoma,
kiictik hticreli akciger karsinomlari, rabdomiyosarkom ve noroblastoma gibi
hastaliklarin tedavisinde antineoplastik ajan olarak kullanilmaktadir (6). CP’nin
immunosupresif etkinligi oldugu icin sistemik lupus eritematozis, skleroderma,
multipl skleroz, Behget hastaligi, romatoid artrit, trombositopenik purpura, nefrotik
sendrom gibi otoimmiin hastaliklarda kullanilmaktadir. Organ nakillerinden sonra

rejeksiyonu kontrol altina almak amaciyla da kullanilmaktadir (76-79).

2.2.4. Yan Etkileri

Mide bulantisi, kusma, anoreksi, diyare ve stomatit genellikle oral ve i.v. CP
uygulamas1 sonrasi goriilen gastrointestinal yan etkilerdir (62,80). CP’nin en sik
goriilen yan etkilerinden biri de kemik iligi supresyonudur. Bunun sonucunda en sik
16kopeni olmak iizere trombositopeni ve anemi gériilebilir (62,80). Uriner sisteme ait
yan etkileri hemorajik sistit ve mesane kanseridir (81,82). Kardiyovaskiiler sistemde
miyokardit, konjestif kalp yetmezligine sebep olurken solunum sisteminde ise nadiren
de olsa interstisyel pndmoni ve pulmoner fibroza sebep olabilir (80). Alopesi ile
deride, dislerde, tirnaklarda ve mukoza zarlarinda olusan hiperpigmentasyon yan
etkileri arasindadir (83,84). CP’nin immunosupresif etkisinden dolay1 firsatgi
enfeksiyonlarda artig goriilebilir (85,86). CP kullanan hastalarin takibinde sekonder
malignitelerde artis uzun vadede goriilen yan etkilerdendir (87). Gonadal yetmezlik,
ozellikle kadinlarda CP uygulamasinin 6nemli bir yan etkisidir (6). Hastanin tedavi
sirasindaki yasi, kiimiilatif doz ve uygulama semasi bu yan etki icin baslica
belirleyicilerdir (6). Kadinlarda prematiir ovaryan yetmezlik ve amenoreye neden
olabilir. Bu menstriiel bozukluklar kadinlarda infertilite nedeni olabilir. Erkeklerde ise

azoospermi ve infertiliteye sebep olabilir (88,89).
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2.3. Gallik Asit

GA; 3,4,5 trihidroksibenzoin asit olarak bilinen bir polifenolik benzoik asittir
(21). Kimyasal formiilii CeH2(OH)sCOOH'dir (90). Findik, kiraz, ahududu, nar, tiziim
gibi farkli meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunur. GA; hidroksil (OH), siiperoksit
(02), peroksil (OOR) radikalleri, hidrojen peroksit (H202) ve hipokloréz asit (HOCI)
dahil olmak fiizere biyolojik sistemlerde karsilasilan bir¢ok reaktif tiirden koruma
saglar (21). GA; renksiz veya hafif sari, kristalli bir katidir. Su, alkol, eter ve gliserolde
¢Oziiniir, benzen ve kloroformda ¢6ziinmez (91).

Deneysel ve teorik calismalarda giiglii bir antioksidan oldugu tespit edilmistir
(92-94). Ayni zamanda antikanser 6zelliklere sahip bitkilerde 6nemli bir bilesendir ve
tiirevlerinin kanserli hiicrelerin apoptozunu indiikledigi bulunmustur (21). GA’nin bu
Ozelligi esas olarak onun prooksidan olmasi ile iligkilidir ve dolayisiyla GA hem
antioksidan hem de prooksidandir (95). GA’da bulunan ii¢ alkollii OH grubu sayesinde

redoks reaksiyonu i¢in radikaller {iretir ve radikal siipiiriicti gérevi goriir (96).

O~_OH

HO OH
OH

Sekil 2. Gallik Asitin Kimyasal Yapisi (91)

Antioksidan 6zelligi yaninda birgok farmakolojik aktivite gostermistir (31,97).
Bunlar arasinda kanser Onleyici, antimikrobiyal, antiviral, antiinflamatuar,
antidiyabetik, antihipertansif, ndrodejeneratif bozukluklar ve yaslanma karsit1 etkiler
sayilabilir (22-30,98). GA, cok sayida biyomedikal uygulama ve ila¢ tasarimi i¢in
onemli bir molekiildiir. Ote yandan, kardiyovaskiiler hastaliklarin yan1 sira Alzheimer

ve Parkinson hastaliklarinin 6nlenmesinde de etkili oldugu kanitlanmistir (31-33).
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2.4. Oksidatif Stres ve Antioksidanlar

Serbest radikaller, dis yoriingede eslesmemis bir elektrona sahip, reaktif
kimyasal tlirlerdir ve ayn1 zamanda bagimsiz olarak var olma yetenegine sahiptirler
(99-101). Serbest radikallerin, hiicresel solunum, fagosit aktivasyonunu igeren
mikrobiyal enfeksiyonlara maruz kalma gibi aerobik siireclerde, yogun fiziksel
aktivite sirasinda veya sigara dumani, alkol, iyonlastirict ve UV radyasyonlari, bocek
ilaglart ve ozon gibi toksinlerin etkisi altinda {iretimi artmaktadir (102). Bu
kimyasallar, proteinleri, DNA’y1 ve lipidleri olumsuz olarak degistirebilir bu durum
insan hastaliklarina ve yaslanmaya sebep olabilir (8,103).

ROS olarak adlandirilan siiperoksit (O2’), hidrojen peroksit (H20.), hidroksil
radikali (OH"), tekli oksijen (O°) maddeleri oksijenin eksik indirgendigi bir takim
kimyasallardir (104). Reaktif nitrojen, demir, bakir ve kiikiirt tiirlerine de
rastlanmaktadir (101,104). ROS {iretimi reoksijenasyon ve hipoksi i¢in karakteristiktir.
ROS, siiperoksit (O2) ve hidrojen peroksit (H202), hem demirle katalizlenmis Fenton
reaksiyonu, hem de lipooksijenazlar, peroksidazlar, ksantin oksidaz ve NADPH
oksidaz gibi ¢esitli enzimler tarafindan bir dizi hiicresel reaksiyon ile iiretilir (8,103).
OHy, iiretildigi yerde ¢ogu organik ve inorganik molekiille (DNA, proteinler, lipitler,
amino asitler, sekerler ve metaller) etkilesime girebilen en giiclii oksitleyici radikal
olarak rapor edilmistir. (105)

Oksidatif stres ilk olarak Sies tarafindan “prooksidan-antioksidan dengesinin
oksidan tiirler lehine bozulmasi ve potansiyel hasara yol agmasi1” olarak tanimlanmistir
(106). Oksidatif stres, ROS tiretimi ve tilkkenmesi arasindaki dengesizligin sonucu olan
asirt miktarda ROS olusumudur. Bu nedenle, oksidatif stres, artmis bir serbest radikal
olusumunun, fakat ayn1 zamanda koruyucu antioksidan savunma sisteminin azalmis
aktivitesinin goriildiigli bir durumdur (100). Oksidatif stres; norodejeneratif
hastaliklar, amfizem, kardiyovaskiiler hastaliklar, inflamatuar hastaliklar, katarakt ve
kanser gibi bir¢ok kronik hastaliga yol agabilmesi sebebiyle calismalara konu olmustur
(106-109).

Antioksidan; substratin oksidasyonunu geciktiren veya onleyebilen, oksidatif
stresi, DNA mutasyonlarini, malign transformasyonlari, hiicre hasarinin diger

parametrelerini azaltabilen, reaktif oksijen radikallerinin etkilerini kontrol altina alan
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endojen ve ekzojen kaynakli maddelerdir (102). Hiicrenin redoks homeostazi,
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPX) gibi endojen
antioksidan enzimleri ve glutatyon gibi enzimatik olmayan bilesikleri, proteinleri ve
irik asit, koenzim Q ve lipoik asit gibi diisiik molekiiler agirlikli temizleyicileri igeren

karmagik endojen antioksidan savunma sistemi tarafindan saglanir (100).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Etik Kurul Onay1 ve Finansal Kaynak

Calismamuzin etik kurul izni, Karadeniz Teknik Universitesi (KTU) Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’'nda onaylanmistir (Tarih:21.09.2021; Protokol
N0:2021/46). Bu calisma KTU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenmistir (Proje No: TTU-2021-9805).

3.2. Deney Hayvanlari, Gruplar ve Deneysel Calisma Plam

Arastirma i¢in Sprague Dawley 1rki eriskin 32 disi sigan kullanildi. KTU Tip
Fakiiltesi Cerrahi Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edilen si¢anlar, nem
orant %50, sicakligt 22+1° C’de olan odalarda ve diizenli olarak 12 saat
karanlik/aydinlik periyodunda kalacak sekilde takip edildi. Deney boyunca standart
Tip II kafeslerde barindirilan siganlarin beslenmesi igin standart sigan yemi
(Bayramoglu Yem ve Un Sanayi Tic. A.S. Erzurum, Turkiye), igme suyu olarak cesme
suyu verildi.

Deneyin biitlin uygulamalari, siganlarin bakimi, sakrifikasyonu, ¢evresel stres
ve uyum problemi yasanmamasi i¢in KTU Cerrahi Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nde yapildi.

Sicanlar asagida belirtildigi gibi 4 gruba ayrildi. Bu ¢alismada uygulanan CP
(Endoxan, Baxter -Eczacibasi Ilag Pazarlama, Istanbul, Tiirkiye) ve GA (536954-5 g,
96% Sigma-Aldrich Chemie Gmbh) dozlar literatiire uygun olarak belirlendi
(110,111).

1.Grup: Kontrol grubu (n:8): Herhangi bir uygulama yapilmadi.

2. Grup: CP grubu (n:8): Deneyin 7. giininde 150 mg/kg dozunda
intraperitoneal (i.p.) CP uyguland:.

3. Grup: GA grubu (n:8): Deneyin 1. giiniinden itibaren 7 giin boyunca (1 gr
GA 100 ml serum fizyolojik i¢inde ¢oziiliip) glinliik 20 mg/kg olacak sekilde GA oral

gavaj yolu ile uygulandi.
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4. Grup: CP+GA grubu (n:8): Deneyin 1. giiniinden itibaren 7 giin boyunca
oral gavaj yolu ile giinliik dozu 20 mg/kg olacak sekilde GA ve 7. giinde 150 mg/kg
dozunda CP i.p. yoluyla uygulandi.

Resim 7. Siganlarin Calisma Siiresince Barindirildig: Standart Tip IIT Kafesler
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Resim 8. Deneklerin Oral Gavaj ve i.p. Uygulamalari. A. Oral Gavaj Uygulamasi. B.
Intraperitoneal Uygulama.

Denekler; deneyin 1. giinli ve deneklerin sakrifiye edildigi 8. giin tartilarak
viicut agirlig: takibi yapildi.

3.3. Kan ve Doku Numunelerinin Toplanmasi

Deney siiresinin sonunda (8. giinde) sicanlar anestezi altindayken (ketamin 90
mg/kg) kansizlastirma yoluyla sakrifiye edildi. Alinan kan Ornegi biyokimyasal
parametreler icin EDTA’ll (Etilen diamin tetra asetik asit) tiipe konuldu; vakit
gecirmeden hizlica siganlarin alt abdominal bdlgesinin orta hatt1 kesildi. Once sag
ovaryum c¢ikartildi. Tartildiktan sonra tespit islemi i¢in %10’luk formalin soliisyonuna
alindi. Sol ovaryumlar ise biyokimyasal degerlendirmeler i¢in Eppendorf tiiplerine

alinip -80°C’de saklandi.
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Resim 9. Deneklere Ait Ovaryum Dokusunun Cikarilmasi

3.4. Histomorfolojik Analiz

3.4.1. Formalin Tespit Soliisyonunun Hazirlamsi

Dokularin fiksasyonunda kullanilacak %10’luk formaldehit soliisyonu
asagidaki oranda hazirlandz;

- %10 Formaldehit soliisyonu

- %90 Distile su

Hazirlanan ¢6zeltide dokular 7 giin bekletildi.

3.4.2. Isik Mikroskobik Inceleme i¢in Dokularin Hazirlanmasi
Deneklerden alinan sag ovaryum, hazirlanan %10’luk formaldehit ¢6zeltisinde
oda sicakliginda ve karanlikta 7 giin fikse edildi. Bu islem sonunda sag ovaryum

dokularna, doku takibi cihazinda (Thermo Scientific Excelsior AS, Ingiltere) rutin

gece doku takibi programi uygulandi (Tablo 1).
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Tablo 1. Rutin Gece Doku Takip Programi

Uygulama Siire
Formaldehit 1 saat
Etanol (30°C) 50 dakika
Etanol (30°C) 1 saat
Etanol (30°C) 1 saat
Etanol (30°C) 1 saat
Etanol (30°C) 1 saat
Etanol (30°C) 1,5 saat
Ksilen (30°C) 1 saat
Ksilen (30°C) 1 saat
Ksilen (30°C) 1 saat
Parafin (58°C) 1 saat
Parafin (58°C) 1 saat
Parafin (58°C) 1,5 saat

Takip sonrasi1 dokular kasetlerden c¢ikarilarak bloklama cihazinda (Leica
HistoCare Arcadia H, Cin) parafin bloklara gomiildii ve oda sicakliginda sogutuldu.
Hazirlanan doku bloklar1 kesit almaya uygun hale gelene kadar +4 °C’de buzdolabinda
bekletildi. Tam otomatik mikrotom cihaziyla (Leica RM 2255, Almanya) 5 pm’lik
kesitler alinarak benmaride (Apex Instruments, USA) bekletilen 37 °C’ deki suya
birakildi. Kesitler kirigiklik giderilene kadar su iizerinde bekletilerek lam iizerine
alindi. Lamlar kurutma kagid1 tizerine alinarak Hematoksilen Eozin (H&E), Masson
trikrom ve periyodik asit Schiff (PAS), Terminal deoxynucleotidyl transferase (Tdt)
deoxyliridine triphospate nick end labeling assay (TUNEL) boyamalari i¢in hazir hale
getirildi.

3.4.3. Hematoksilen Eozin Boyama Yontemi

Sag ovaryumun tamamindan her 50 pm’de bir 5 pm’lik kesitler alindi. Alinan
bu kesitler otomatik boyama cihazinda (Leica Autostainer XL, Almanya) tablo 2’deki
prosediire uygun olarak H&E boyandi (112). Boyama cihazindan alinan preperatlar
kapama medyumu (Entellan) damlatilarak lamelle kapatildi. Seviye farkin1 6nlemek

i¢in iizerine agirhik koyularak bir giin bekletildi. KTU Tip Fakiiltesi Histoloji
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Embriyoloji Anabilim Dali’nda bulunan DP 71 (Olympus, Japan) kameral1 dijital
fotograf makinasina sahip 151k mikroskobunda (Olympus, BX51, Japan) her kesitin
biitlin alaninda primordiyal folikiil, unilaminar primer folikiil, multilaminar primer
folikiil, sekonder folikiil, Graaf folikiilii, atretik folikiil sayimi, histopatolojik
degerlendirmeler ve skorlama yapildi. Kesitlerden fotograf ¢ekimi yapilarak dijital

ortama aktarildi (113).

Tablo 2. Hematoksilen-Eozin Boyama Prosediirii

Uygulama Siire
Firin (60°C) 45 dakika
Ksilen 5 dakika
Ksilen 5 dakika
Ksilen 5 dakika
%100 Etanol 5 dakika
%96 Etanol 5 dakika
%70 Etanol 5 dakika
Distile Su (Yikama) 1 dakika
Hematoksilen 2 dakika
Distile Su (Yikama) 1 dakika
Asit Etanol 1 saniye
Distile Su (Yikama) 1 dakika
Amonyakli Su 10 saniye
Distile Su (Yikama) 1 dakika
Eozin 1,5 dakika
Distile Su (Yikama) 1 dakika
%96 Etanol 5 saniye
%100 Etanol 5 dakika
Ksilen 5 dakika
Ksilen 5 dakika

3.4.4. Ovaryum Folikiillerinin Degerlendirilmesi

Her denekten alinan sag ovaryum dokusundan hazirlanan bloklardan 50 pm’de
5 um’lik kesitler alinip H&E ile boyandi. Hazirlanan preparatlarda kesitlerin biitiin
alaninda primordiyal folikiil, unilaminar primer folikiil, multilaminar primer folikiil,
sekonder folikiil, Graaf folikiilii, atretik folikiil sayimi1 yapilarak kaydedildi. Asagida
yer alan kriterlere gore folikiillerin ayrimi yapildi (113,114).

Primordiyal folikiil: Tek katli yass1 folikiil hiicreleri ile ¢evrili primer oosit.
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Unilaminar primer folikiil: Tek katli kiibik folikdil hiicreleri ile ¢evrili primer
00sit.

Multilaminar primer folikiil: Cok katli kiibik folikiil hiicreleriyle ¢evrili
primer oosit. Zona graniiloza etrafinda teka eksterna ve teka interna tabakasi
bulunabilir.

Sekonder folikiil (antral folikiil): Cok katl1 kiibik folikiil hiicreleriyle (zona
graniiloza) ¢evrili primer oosit. Teka interna ve teka eksterna tabakalar1 zona graniiloza
etrafinda mevcuttur. Zona graniilozada igi folikiil sivisiyla dolu bosluklar vardir.

Graaf folikiilii: Eksantrik yerlesim gosteren primer oosit etrafinda korona
radiata ve kumulus hiicreleri vardir. Zona graniilozada bulunan bosluklar birlesmis,
antrum olarak adlanidirilan tek bosluk olusmus. Teka tabakalari zona graniiloza
etrafinda bulunur.

Atretik folikiil: Biiyiik folikiillerde graniiloza hiicrelerinde apoptoz.
Graniiloza tabakasinin makrofaj, noétrofil, vaskiilarize bag dokusu kordonlariyla
invazyonu. Antruma dokiilmiis graniiloza hiicreleri. Folikiil ve zona pellusida kollabe
olur. Cams1 membran goriiniimii.

Hazirlanan preparatlarda yapilan histopatolojik incelemelerde; vaskiiler
konjesyon, folikiiler hiicre dejenerasyonu, korpus luteum etrafinda hemoraji, germinal
epitel dejenerasyonu ve teka tabakasinda incelme degerlendirildi. Her bir preparat, bu
kriterler i¢in O ile 3 arasinda degisen yar1 kantitatif bir 6lgek ile puanlandirildi. Buna
gore 0: Hi¢ hasar yok; 1: hafif hasar, odaksal ve hafif degisiklikler; 2: orta hasar, ¢ok
odakli, onemli degisiklikler ve 3: siddetli hasar, yaygin degisiklikler olarak
skorlandirildi (115).

3.4.5. Periyodik Asit-Schiff Boyama Yontemi

Hazirlanan preperatlar zembile dizilerek otomatik boyama cihazinda (Leica
Autostainer XL, Almanya) Tablo 3’te ayrintili olarak basamaklar1 gosterilen
deparafinizasyon programi uygulanarak deparafinize edildi. Dokular {iretici firma
direktifleri dogrultusunda kit (PAS McManus Boyama Kiti, GBL, Tiirkiye)
protokoliine uygun olarak PAS boyasi ile boyandi (Tablo 4). Boyanan preparatlar

kapama medyumu damlatilarak lamelle kapatilip, kurumaya birakildi.
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Tablo 3. Deparafinizasyon Program

Uygulama Siire
Firin 45 dakika
Ksilen 5 dakika
Ksilen 5 dakika
Ksilen 5 dakika
%2100 Etanol 5 dakika
%96 Etanol 5 dakika
%70 Etanol 5 dakika
Yikama 30 saniye
Su Cikis

Tablo 4. PAS Boyama Protokolii

Uygulama Siire
Periyodik Asit Cozeltisi (A) 10 dakika
Distile Su (Yikama) 2 dakika
Schiff Ayiract McManus (B) 20 dakika
Distile Su (Yikama) 2 dakika
Sodyum Metabisiilfit Cozeltisi (C) 2 dakika
Tespit Cozeltisi (D) 2 dakika
Distile Su (Yikama) 2 dakika
Mayer Hemalum Cozeltisi (E) 3 dakika
Distile Su (Yikama) 5 dakika
%70 Etanol 30 saniye
%96 Etanol 30 saniye
%100 Etanol 30 saniye
Ksilen 1 dakika

Periyodik Asit-Schiff (PAS) ile boyanan kesitlerde zona pellusida, bazal

membran ve genel histopatolojik degerlendirmeler yapildi.

3.4.6. Masson Trikrom Boyama Yontemi

Masson Trikrom Boyasi Boyama Protokolii: Masson Trikrom boyamak i¢in
hazirlanan preparatlar otomatik boyama cihazinda (Leica Autostainer XL, Almanya)
Tablo 3’te basamaklar1 gosterilen deparafinizasyon programi uygulanarak
deparafinize edildi. Dokular iiretici firma direktifleri dogrultusunda kit (Masson

Trikrom Boyama Kiti, GBL, Tiirkiye) protokoliine uygun olarak boyandi (Tablo 5).
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Boyanan preparatlar kapama medyumu damlatilarak lamelle kapatilip, kurumaya

birakaldi.

Tablo 5. Masson Trikrom Boyama Protokolii

Uygulama Siire
Weigert’in Demirli Hematoksileni (A+B) 10 dakika
Kurutma 45 dakika
Distile Su (Yikama) 5 saniye
Pikrik Asit Alkolik Cozeltisi (C) 4 dakika
Distile Su (Yikama) 5 saniye
Gelincik Kizili Fuksin Cozeltisi (D) 4 dakika
Distile Su (Yikama) 5 saniye
Fosfomolibdik Asit Cozeltisi (E) 10 dakika
Kurutma 5 dakika
Distile Su (Yikama) 5 saniye
Masson Anilin Mavisi Cozeltisi (F) 5 dakika
Distile Su (Yikama) 30 saniye
%70 Etanol 30 saniye
%96 Etanol 30 saniye
%100 Etanol 30 saniye
Ksilen 1 dakika

Masson trikrom ile boyanan kesitlerde bag dokusu ve kollajen yogunlugu

degerlendirildi.

3.4.7. immiinohistokimyasal islemler

TUNEL boyama i¢in hazirlanan preparatlar otomatik boyama cihazinda (Leica
Autostainer XL, Almanya) deparafinize edildi (Tablo3). Dokular iiretici firmanin

onerisi dogrultusunda in situ cell death detection POD kit (Roche, 11684817910,
Berlin, Germany) protokoliine uygun olarak boyandi (Tablo 6).
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Tablo 6. TUNEL Boyama Protokolii

Ozellikli

Uygulama Ortam Siire
Phosphate Buffered Saline (PBS) - 2x5 dakika
Hydrogen Peroxide Block (Thermo .
sgientﬁ‘ic/TA-lzs-HP) ) 15 dakika
Distile Su (Yikama) - 5 dakika
PBS - 2x5 dakika
Ultra V Block (Thermo Scientific/TA-125-UB) - 10 dakika

Enzyme Solution (TdT) + Label Solution o .
(fluorescein-dUTP) (Roche/11684817910) 37°C,nemli 1,5 saat
PBS - 2x5 dakika
Converter Peroxidase (antifluorescein antibody- o . .
peroxidase) (Roche/11684817910) 37°C,nemli 30 dakika

PBS - 3x5 dakika
BS\;B Kromojen Kit (Thermo Scientific/TA-125- Karanlik 5 dakika
Distile Su (Yikama) - 5 dakika
Hematoksilen - 2 dakika
Distile Su (Yikama) - 5 dakika
%70 Etanol - 5 dakika
%96 Etanol - 5 dakika
%100 Etanol - 5 dakika
Ksilen - 5 dakika

TUNEL teknigiyle boyama ovaryumdaki apoptozu degerlendirmek igin
yapildi. Cekirdekleri kahverengiye boyanan hiicreler TUNEL (+) hiicreler olarak
tanimlandi (116). Her sican icin ayn1 kesitte bes farkli alanda folikiillerde graniiloza
hiicrelerinde ve teka hiicrelerinde apoptotik ve normal hiicreler sayildi. Apoptotik
indeks (AI) hesapland1 (Al: TUNEL (+) hiicre sayis1 / toplam hiicre sayis1t X100),
(117).

3.5. Biyokimyasal Analiz

Deney sonunda sakrifiye edilen sicanlardan alinan ovaryum dokular1 serum
fizyolojikle yikandi, fazla kan wuzaklastirlldi ve GPX, AMH, SOD, CAT,
Malondialdehit (MDA) ve protein tayinlerini gerceklestirmek i¢in analiz giiniine kadar
-80°C’de saklandi. Kan 6rnekleri serum separatdrlii jel igeren kan alma tiiplerine

alindi. Pihtilasmasi i¢in 15 dakika kadar beklendi. 3000xg’de 15 dakika boyunca
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santrifiij edildi. Elde edilen serum o6rnekleri ayr1 bir tiipe aktarildi ve serum AMH
seviyelerini 6l¢gmek i¢in analiz giiniine kadar -80°C’de sakland1. Analiz giiniinde doku
orneklerinde belirlenen parametreleri 6l¢gmek i¢in, doku iizerine pH 7,4 olan PBS’den
1,5 ml ilave edildi ve el homojenatdrii yardimi ile 20 saniye boyunca homojenize
edildi. Homojenat 5000 xg’de 5 dakika santrifiij edildi ve siipernatantlarda istenilen

Olctimler gergeklestirildi.

3.5.1. GPX Aktivite Ol¢iimii

Uretici firmanin dnerilerine uyulurak, E1242Ra katolog numarali ticari ELISA
kiti kullanilarak (BT LAB, Zhejiang, China) ovaryum dokularindan elde edilen
stipernatantlarda GPX aktivitesi belirlendi. Sekil 3’teki grafik kullanilarak ovaryum
dokularindan elde edilen protein fazlarda toplam GPX aktiviteleri hesaplandi.

Sonuglar ng/mg protein birimiyle ifade edildi.

N
(6]

N

y = -3E-05x2 + 0,0193x

Absrobans (450 nm)
=
o1

R2=0,9995
1
0,5
0
0 50 100 150 200 250 300

Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 3. Ovaryum Dokularinda GPX Aktivitesini Hesaplamak i¢in Kullanilan Standart
Grafigi

3.5.2. AMH Ol¢iimii

Serum Orneklerinde ve ovaryum dokularindan elde edilen siipernatanlarda

AMH seviyeleri liretici firmanin 6nerileri dogrultusunda EA0083Ra katolog numarali
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ticari ELISA kiti kullanilarak (BT LAB, Zhejiang, China) belirlendi. Toplam AMH
aktiviteleri ovaryum dokularindan elde edilen protein fazlarda Sekil 4’teki standart
grafik kullanilarak hesaplandi. Sonuglar serum 6rnekleri i¢in ng/mL, doku 6rnekleri

i¢in ng/mg olarak hesaplandi.

2,5
o 2 e
= y = 0,0209%2 - 0,3x + 1,9404
SR R? = 0,982
2
g1
(@]
a8
<05

0

0 2 4 6 8 10

Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 4. Ovaryum Dokularinda AMH Aktivitesini Hesaplamak icin Kullanilan Standart
Grafigi

3.5.3. SOD Enzim Aktivitesi Ol¢iimii

SOD enzim aktivitesi Sun ve Oberley’in (118) gelistirdigi yontem modifiye
edilerek belirlendi. Bu yontem, ksantin-ksantin oksidaz sistemiyle olusturulan Oz~
’lerinin nitroblue tetrazoliumu indirgemesi sonucu olusan mor renkli formazan
molekiiliiniin 560 nm’de verdigi absorbansin 6l¢iilmesi esasina dayanan bir yontemdir.
Asagida SOD enzim aktivitesi 6l¢iimiinde kullanilan ¢ozeltiler yer almaktadir.

SOD Reaktif Karisimi: 3,65 mg ksantin, 8,93 mg etilendiamintetraasetik asit,
1,01 g Na2COg, 12 mg BSA tartildi ve hacmi 156 ml’ye tamamland.

2 M (NHa4)2SO04 Cozeltisi: 2,64 g (NH4)2SO4 10 ml saf suda ¢oziildi. Ksantin
oksidaz enziminin hazirlanmasinda kullanildu.

0.8 mM CuCl2 Cozeltisi: 6,82 mg CuCl, alindi ve 50 ml deiyonize suda
¢oziildii. Spektrofotometrik 6l¢limden hemen 6nce olusan reaksiyonu durdurmak igin

kullanildi.
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167 U/L Ksantin Oksidaz Cozeltisi: 3,3 U/ml’lik orijinal siseden 101 pl alinip
2 ml’ye (NH4)2SOs ¢ozeltisi ile tamamlandi. Giinlik hazirlanan ksantin oksidaz
¢Ozeltisi kullanilmustir.

150 uM Nitroblue Tetrazolium Cozeltisi: 4,9 mg nitroblue tetrazolium 40 ml
deiyonize suda c¢oziilerek elde edildi. Nitroblue tetrazolium c¢ozeltisinin 1siktan
korunmasi saglanda.

100 U/ml’lik stok SOD standardindan 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1 U/ml’ lik SOD
standartlar1 deiyonize su kullanilarak hazirlandi. Ovaryum dokusunda 2 kat seyreltme

yapildi. SOD aktivitesi 6l¢iimii Tablo 7’ye gore gergeklestirildi.

Tablo 7. SOD Aktivitesi Ol¢iimii i¢cin Kullanilan Reaktifler ve Miktarlar

Reaktifler Hacim (ul)
Numune, Standart, Kor 200
SOD Reaktif Karigimi 796
Nitroblue Tetrazolium 204
Ksantin Oksidaz 20

25 °C’de 20 dk inkiibasyon
CuCl; 400

560 nm’de spektrofotometrik dl¢lim yapildi.

SOD aktivitesi hesabinda kullanilan % inhibisyonu belirlemek i¢in asagidaki

formul kullanildi.

% inhibisyon = ((Abs Kor — Abs Numune) =+ (Abs Kor)) x 100

Standart grafigi, % inhibisyona karsilik gelen konsantrasyonlarin logaritmasi
belirlenerek Sekil 5’te gosterildigi gibi ¢izildi. Standart grafiginde belirlenen denklem
kullanilarak numunelerin % inhibisyonlarina karsilik gelen SOD aktivitelerinin
logaritmik degeri hesaplandiktan sonra bunlarin anti logaritmalar1 alinarak
numunelerin SOD aktiviteleri hesaplandi. Ovaryum dokularindan elde edilen protein
fazlarda toplam SOD aktiviteleri Sekil 5’teki standart grafik kullanilarak hesaplandi.
Belirlenen SOD aktiviteleri, toplam protein miktarina bdliinerek sonuglar U/mg

protein olarak hesaplandi.
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Sekil 5. Ovaryum Dokularinda SOD Aktivitesini Hesaplamak i¢in Kullamlan Standart
Grafigi

3.5.4. CAT Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

Hidrojen peroksitin oksijen ve suya hidrolizini katalizleyen katalaz
aktivitesinin tayininde Aebi (119) metodu modifiye edilerek kullanildi. Bu metodun
esast, H202’nin CAT tarafindan pargalanmast sonucu 240 nm’deki absorbans
diisiistine dayanmaktadir.

Katalaz Aktivite Tayininde Kullamilan Cozeltilerin Hazirlanmasa:

1) 50 mM fosfat tamponu (pH: 7.00): 3,405 g KH2POs ve 4,45 g
NaxHPO4.2H20, 500°er ml saf suda ¢oziildiiler. Bu ¢ozeltiler sirasiyla 1:1,5 oraninda
karistirildi ve pH’s1 7,0’a ayarlanda.

2) % 0,216 hk hidrojen peroksit (H202): 0,36 ml % 30’luk H20 alinarak
fosfat tamponu ile 50 ml’ye tamamlandi. Giinliik hazirlandi. Doku homojenatlar1 20

kat seyreltildi ve Tablo 8’de belirtildigi gibi pipetleme yapildu.
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Tablo 8: Katalaz Aktivitesi Ol¢iimii i¢in Reaksiyon Karigin

Reaktifler Kor (ml) Numune (ml)
Fosfat tamponu 0.25 -
Numune 0.50 0.50
H20; - 0.25

Kuartz kiivete hidrojen peroksit ilave edilir edilmez 30 saniye boyunca 10
saniye araliklarla 240 nm’deki absorbanslardaki diisiis izlendi. Absorbanstaki diisiis
30 saniye de 0,03 den az 0,2 den fazla olmamasina dikkat edildi. Katalaz aktivitesinde
birim olarak birinci derece reaksiyon hiz sabiti (k) kullanildi. 10 saniyelik zaman
araligi i¢in asagidaki esitlikten yararlanilarak aktivite hesaplandi.

Al= Baslangi¢ absorbans

A2=10 sn sonraki absorbans

k= (2.3/10) x log (A1/A2) sn !

3.5.5. MDA Ol¢iimii

MDA 6l¢iimii Mihara ve Uchiyama yontemine (120) gore yapildi. Bu metodun
esasi, MDA’ ’nin asidik ortamda tiyobarbitiirik asitle olusturdugu rengin 532 nm’de
absorbansinin dl¢iilmesine dayanmaktadir.

Kullanilan Cozeltiler:

1- %1°lik H3POu ¢ozeltisi: Bir miktar saf su tizerine 2,94 ml %85°lik H3PO4
alind1 ve son hacim distile su ile 250 ml’ye tamamlandi.

2- %0,67’lik Tiyobarbitiirik asit (TBA) cozeltisi: 0,67 g TBA tartild1 ve 50
ml distile suda magnetik bar yardimiyla 30 dakika 1sitilarak karistirildi. Bu karisimin
tizerine 50 ml asetik asit eklendi.

3- Standart cozeltiler: 8,3 ul tetrametoksipropan 0,01 M HCI c¢dzeltisine
eklendi ve 50 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Bu olusan 10 pumol/ml’lik ara stok ¢6zeltiden
diliisyonlar yapilarak 50, 40, 30, 20, 10 ve 5 nmol/mI’lik standart ¢ozeltiler hazirlandi.
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Tablo 9. Doku MDA Seviyesi Olciimii I¢cin Yapilan Reaksiyon Karisimi

Reaktifler Hacim (ul)
Protein faz, Standart, Kor 200
%1’lik H3PO4 Cozeltisi 1200
TBA Cozeltisi 400

100 °C’de 45 dakika inkiibasyon
532 nm’de spektrofotometrik dl¢lim yapildi.

Tablo 9’da verilen karisim vortekslendi. Ardindan 100°C’de etiivde
inkiibasyona birakildi. inkiibasyondan sonra 4000 rpm’de 10 dk santrifiij yapildi.
Stipernatanlar ELISA pleytine pipetlendikten sonra 532 nm’de spektrofotometrik
olarak 6l¢iim yapildi. Sekil 6’daki standart grafik kullanilarak MDA konsantrasyonu

hesaplandi. Sonuglar ise nmol/g protein olarak hesaplandi.

0,45

m
o
w ©
a s~

2
o
N L
g w

y =0,0021x
R?=0,9951

o
N

0,15

Absorbans (532 n

o
[EEN

0,05

0 50 100 150 200 250
Konsantrasyon (nmol/L)

Sekil 6. Ovaryum Dokularinda MDA Aktivitesini Hesaplamak icin Kullamilan Standart
Grafigi

3.5.6. Protein Tayini
Elde edilen doku homejenatlarinda protein tayini Bradford metodu (121) ile

yapildi. Bu metodun prensibi; organik bir boya olan Coomassie Brillant Blue

G250’nin fosforik asitli ortamda proteinlere baglanmasi ve olusan mavi renkli
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kompleksin 600 nm’de maksimum absorbans gostermesi esasina dayanmaktadir. Sekil
7°deki standart grafik kullanilarak prtoein konsantrasyonu hesaplandi. Sonuglar ise

mg/ml olarak hesaplandi.

0,35
0,3

o
N
o1

o
N

0,15

o
[N

Absrobans (600 nm)

0,05

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 7. Ovaryum Dokularinda Protein Seviyelerini Hesaplamak i¢in Kullamlan
Standart Grafigi

3.6. istatiksel Analiz

Elde ettigimiz veriler SPSS 23.0 istatistik programina aktarilarak analiz
yapildi. Veriler ortalama + standart sapma olarak verildi. Gruplari karsilastirmak igin
Kruskal Wallis varyans analizi yapildi. Bonferroni diizeltmeli post hoc olarak Mann

Whitney U testi kullanildi. P<0,05 degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Viicut ve Ovaryum Agirhiklarina Ait Bulgular

4.1.1. Viicut Agirhg: Bulgular

Deneyin 1. ve 8. giinlerinde Olciilen viicut agirliklariin ve ovaryum
agirliklarinin ortalama ve standart sapma degerleri Tablo 10°da verilmistir. Sicanlarin
viicut agirliklariin deney sonunda istatistiksel olarak karsilastirilmasinda, gruplar

arasinda anlaml bir fark bulunmadi (Sekil 8).

Tablo 10. Agirhik Verilerinin Ortalama ve Standart Sapma Degerleri

K CP GA CP+GA
Ort+SD Ort+ SD Ort+ SD Ort+ SD
VuClllt gﬁg;rhgl 245 + 20 247,5 +27,9 225+ 36,6 255 +37
Vucgt gﬁglirllgl 252,5 20,7 235,6 + 31,6 227 £ 15 246 +27,3
Ovaryum 4473+ 0,017 0,068+0,019 0,061=0,008 0,061 0,008
Agirhg:

Veriler, ortalama + standart sapma (Ort.+ SD) olarak verilmistir. K: Kontrol grubu, CP: Siklofosfamid
grubu, GA: Gallik asit, CP+GA: Siklofosfamid+Gallik asit

Vicut Agirhiklan

270
260
250
240
230
220
210
200
190
K CpP GA CP+GA

B 1.Gin m8.Gun

Sekil 8. Deney Gruplarina Ait Viicut Agirhklar:
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4.1.2. Ovaryum Agirhiklar: Bulgular:

Sicanlarin sag ovaryum agirliklar karsilastirildi. Gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark bulunmadi (Sekil 9).

Ovaryum agirliklari (g)

0,08
0,07
0,06
0,05
0,04
0,03
0,02
0,01

0

K CP GA CP+GA

Sekil 9. Ovaryum Agirhklari

4.2. Morfolojik Bulgular

4.2.1. Folikiil Sayis1

Kontrol, CP, GA ve CP+GA gruplarinda sag ovaryumun tamamindan 50
um’de bir ornekleme yapilarak alinan kesitler H&E ile boyanarak folikiil sayimi1
yapildi. Primordiyal folikiil sayilarinin istatistiksel degerlendirmesinde CP grubunda
kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldig: (p=0,015); CP+GA grubunda CP grubuna
gore anlamli olarak arttig1 (p=0,029) belirlendi. Unilaminar primer folikiil sayilarinin
istatistiksel degerlendirmesinde CP grubunda kontrol ve GA gruplarina gore anlamhi
azalma (sirastyla p<0,001, p=0,008) goriildii. Yine CP+GA grubunda kontrol grubuna
kiyasla anlamli azalma gozlendi (p=0,009). Multilaminar primer folikiil (p=0,065),
sekonder folikiil (p=0,72) ve Graaf folikiillerinin (p=0,44) istatistiksel
degerlendirmesinde gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunamadi. Atretik folikiil

sayilarinin istatistiksel degerlendirmesinde, CP grubunda kontrol ve GA gruplarina

40



gore anlamli artig goriildi (sirastyla p<0,001, p=0,001). CP+GA grubunda da kontrol
ve GA gruplarma kiyasla yiiksek bulundu (sirastyla p=0,009, p=0,008), (Tablo 11,
Sekil 10, Sekil 11).

Tablo 11. Gruplardaki Ovaryum Folikiil Sayilarin istatistik Verileri

K cP GA CP+GA
Ort+ SD Ort+ SD Ort+ SD Ort+ SD
Primordiyal o0 1512137 10125214177 1194748 12371+ 18,55
Folikiil
Unilaminar = oo 01562 41,87£13,06° 5934104 51+9,08°
Primer Folikiil
Multilaminar = 5, 30 5 27 34251474 34,5+ 1,04 34+141
Primer Folikiil
Sekongag 31,37+ 6,9 2937+5,8 32,66+ 5 28,42 +3,55
Folikiil

Graaf Folikiilli 31,37 + 5,47 30,75+ 6,94  31,33+508  33,85+273
Atretik Folikiil 312,75+ 41,44 438,75+ 69,33 261,83 +31,16 397,57 % 63,66

Veriler, ortalama + standart sapma (Ort.+ SD) olarak verilmistir. K: Kontrol grubu, CP: Siklofosfamid
grubu, GA: Gallik asit, CP+GA: Siklofosfamid + Gallik asit

2K grubuna gore anlamli (p<0,05)

PCP grubuna gore anlamli (p<0,05)

°GA grubuna gore anlamli (p<0,05)

160 80 37
140 70
b 36
120 I 60 35
a
50
100 34
80 40
33
30
60 32
20
40
10 31
20
. . . 30
0 Unilaminar Primer Multilaminar Primer
Primordiyal Folikul Folikal Folikal
EK mCP mGA CP+GA HK mCP mGA CP+GA HK mCP mGA CP+GA

Sekil 10. Gruplara Ait Ovaryum Primordiyal Folikiil, Unilaminar ve Multilaminar
Primer Folikiil Sayilarinin Istatistiksel Grafigi
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40 40 500

35 450
400

30
350
25 300
20 250
15 200
150

10
100
5 50

0 0 : )
Sekonder Folikl Graaf Folikulu Atretik Folikdl
EK mCP mGA CP+GA HK mCP mGA CP+GA EK mCP mGA CP+GA

Sekil 11. Gruplara Ait Ovaryum Sekonder Folikiil, Graaf Folikiilii ve Atretik Folikiil
Sayilarinin Istatistiksel Grafigi

4.2.2. Histopatolojik Degerlendirme

Hematoksilen-Eosin Boyal Kesitlerin Histopatolojik Degerlendirilmesi

Kontrol grubu kesitlerin degerlendirilmesinde korteks ve medulla normal
goriinlimdeydi. Germinal epitel, folikiil hiicreleri, teka tabakalari, korpus luteum
yapilart normal morfolojideydi (Resim10,11). CP grubunda folikiiler hiicre
dejenerasyonu gozlendi (Resim 12,13). CP grubunda folikiiler hiicre dejenerasyonu
kontrol ve GA grubuna gore anlamli artmist1 (p<0,001). CP+GA grubunda folikiiler
hiicre dejenerasyonu, CP grubuna gore anlamli olarak azalmis bulundu (p=0,003).
CP+GA grubunda folikiiler hiicre dejenerasyonu kontrol ve GA grubuna gére anlaml
olarak yiiksekti (sirasiyla p=0,005, p=0,015), (Resim16-17), (Sekil 12). GA grubu
kontrol grubuna benzer morfolojideydi (Resim 14,15). Yari kantitatif histopatolojik
skorlamalarda vaskiiler konjesyon, korpus luteum etrafinda hemoraji, germinal epitel
dejenerasyonu, teka tabakasinda incelme agisindan gruplar arasinda anlamli fark
goriilmedi (Tablo 12), (Sekil 13-16). Kontrol, CP, GA, CP+GA gruplarinda belirgin
bir inflamasyon bulgusu yoktu.
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Tablo 12. Histopatolojik Skorlama Ortalamalari

K CP GA CP+GA
Ort+ SD Ort+ SD Ort+ SD Ortx SD
Vaskiiler konjesyon 1,25+0,46 1,5 +0,53 1,12+0,35 1,25+0,46
Folikiiler Hiicre ac ab.c
Dejenerasyonu 0,25+0,46  2,3+0,51 0,37+0,51 1,25+0,46
Korpus Luteum
Etrafinda Hemoraji 0,75 + 0,46 1,25 +£ 0,35 1,12 +£ 0,35 1,25 £ 0,46
Germinal Epitel
Dejenerasyonu 0,87+0,35 1,12+035 087+035  1,12+0,35
LG 11;1 i‘;ﬁﬁis‘“d*‘ 0,62£0,51  1,12£035  0,62+051  1,25+0,46

Veriler, ortalama + standart sapma (Ort.+ SD) olarak verilmistir. K:
grubu, GA: Gallik asit, CP+GA: Siklofosfamid + Gallik asit

2K grubuna gore anlamli (p<0,05)

®CP grubuna gore anlamli (p<0,05)

‘GA grubuna goére anlamli (p<0,05)

2,5

15

0,5

Foliktler Hicre Dejenerasyonu

HK mCP mGA mCP+GA

Kontrol grubu, CP: Siklofosfamid

Sekil 12. Gruplara Ait Ovaryum Folikiiler Hiicre Dejenerasyonu Istatistiksel Grafigi
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1,8
1,6
1,4

1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

Vaskiler Konjesyon

mK mCP mGA mCP+GA

Sekil 13. Gruplara Ait Vaskiiler Konjesyon Istatistiksel Grafigi

14

1,2

0,8
0,6
0,4

0,2

Korpus Luteum Etrafinda Hemoraji

HK mCP mGA mCP+GA

Sekil 14. Gruplara Ait Korpus Luteum Etrafinda Hemoraji istatistiksel Grafigi
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1,4

1,2

0,8

0,6

0,4

0,2

Germinal Epitel Dejenerasyonu

mK mCP mGA mCP+GA

Sekil 15. Gruplara Ait Germinal Epitel Dejenerasyonu statistiksel Grafigi

14

1,2

0,8
0,6
0,4

0,2

Teka Tabakasinda incelme

HK mCP mGA mCP+GA

Sekil 16. Gruplara Ait Teka Tabakasinda incelme istatistiksel Grafigi
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Resim 10. Kontrol Grubu (H&E, X100), Primordiyal folikiil (PF), Unilaminar primer
folikiil (UPF), Sekonder folikiil (sf), atretik folikiil (AF), Korpus luteum (CL)

Resim 11. Kontrol Grubu (H&E, X400), Yesil Ok: Graniiloza hiicresi
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Resim 12. CP Grubu (H&E, X100), Primordiyal folikiil (PF), Multilaminar primer
folikiil (MPF), Atretik folikiil (af), dejeneratif folikiil (DF), Korpus luteum
(CL)

Resim 13. CP Grubu (H&E, X400), Kirmiz1 ok basi: Dejenere Hiicre, yesil ok: graniiloza
hiicresi
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Resim 14. GA Grubu (H&E, X100), Unilaminar primer folikiil (UPF), Multilaminar
primer folikiil (MPF), Sekonder folikiil (SF), Atretik folikiil (AF), Korpus
luteum (CL).

Resim 15. GA Grubu (H&E, X400), Yesil ok: Graniiloza hiicresi
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Resim 16. CP+GA Grubu (H&E, X100), Multilaminar primer folikiil (MPF), Sekonder
folikiil (SF), Atretik folikiil (AF), Korpus luteum (CL)

Resim 17. CP+GA Grubu (H&E, X400), Kirmiz1 ok basi: Dejenere hiicre, Yesil ok:
Graniiloza hiicresi

Masson Trikrom Boyal Kesitlerin Histopatolojik Degerlendirilmesi
Masson trikrom boyasi ile boyanan ovaryum kesitlerinin 1s1k mikroskop altinda
yapilan degerlendirmesinde bag dokusu yapisi ve kollajen yogunlugu tiim gruplarda

benzer 6zellikteydi. Fibrozis agisindan yapilan degerlendirmelerde de gruplar arasinda
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fark izlenmedi (Resim 18-21). CP grubunda folikiiller i¢inde dejenere hiicreler

goriildii.

Resim 18. Kontrol Grubu (Masson Trikrom, X 200). Sar1 ¢entikli ok basi: Bag dokusu,
Mavi ok: (ZP) Zona pellusida

Resim 19. CP Grubu (Masson Trikrom, X 200). Kirmmzi ok basi: Dejenere hiicre, Sari
centikli ok basi: Bag dokusu, UPF: Unilaminar primer folikiil, , Mavi ok: (ZP)
Zona pellusida
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Resim 20. GA grubu (Masson Trikrom, X200). Sar1 ¢entikli ok basi: Bag dokusu, Mavi
ok: (ZP) Zona pellusida

Resim 21. CP+GA Grubu (Masson Trikrom, X 200). Sari ¢entikli ok basi: Bag dokusu,
Mavi ok: (ZP) Zona pellusida

Periyodik Asit-Schiff Boyah Kesitlerin Histopatolojik Degerlendirilmesi
Periyodik Asit-Schiff boyasi ile boyanan kesitlerde gruplarda bazal membran

ve zona pellusida degerlendirildi. Biitiin gruplarda zona pellusida yapis1 normaldi.
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Folikiilleri ¢evreleyen bazal membranin PAS (+)’1igi tiim gruplarda ayni yogunlukta

izlendi. Gruplar arasinda farklilik izlenmedi (Resim 22-25).

Resim 22. Kontrol Grubu (PAS, X400), Mavi ok: Zona pellusida intakt, Kirmizi1 ok: Bazal
membran

Resim 23. CP Grubu (PAS, X400), Mavi ok: Zona pellusida intakt, Kirnmz1 ok basi:
Dejenere hiicre, Kirmizi ok: Bazal membran
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Resim 24. GA Grubu (PAS, X400), Mavi ok: Zona pellusida intakt, Kirmiz1 ok: Bazal
membran

Resim 25. CP+GA Grubu (PAS, X400), Mavi ok: Zona pellusida intakt, Kirmiz1 ok: Bazal
membran

4.2.3. Apoptotik indeks

TUNEL boyal1 preparatlarda Al hesaplandi. CP grubunda Al’nin kontrol
grubuna gore anlamli arttig1 goriildi (p=0,032). CP+GA grubunda CP grubuna gore
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Al’de anlamli azalma gériildii (p=0,032), (Sekil 17), (Tablo 13). Kontrol, CP, GA ve
GA+CP gruplarina ait apoptotik ve normal hiicreler gosterildi (Resim 26-29 ).

Tablo 13. Gruplarin Apoptotik Hiicre Oranlari (%)

K CP GA CP+GA
Ort: SD Ort£ SD Ort+ SD Ortt SD
APOPTOTIK ) -
INDEKS (%) J278+357 468+866" 3334+903 3348+6,79

Veriler, ortalama + standart sapma (Ort.+ SD) olarak verilmistir. K: Kontrol grubu, CP: Siklofosfamid
grubu, GA: Gallik asit, CP+GA: Siklofosfamid + Gallik asit

2K grubuna gore anlamli (p<0,05)

®CP grubuna gore anlamli (p<0,05)

60
50

40

o

30

20

10

Apoptotik indeks

mK mCP mGA mCP+GA

Sekil 17. Gruplarin Apoptotik indeks Seviyeleri
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Resim 26. Kontrol Grubu (TUNEL, X400), Kirmzi ¢entikli ok basi: Normal hiicre, Mavi
ok basi: Apoptotik hiicre

Resim 27. CP Grubu (TUNEL, X400), Kirmiz1 ¢entikli ok basi: Normal hiicre, Mavi ok
basi: Apoptotik hiicre
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Resim 28. GA Grubu (TUNEL, X400), Kirmizi ¢entikli ok basi: Normal hiicre, Mavi ok
basi: Apoptotik hiicre

Resim 29. CP+GA Grubu (TUNEL, X400), Kirmmzi ¢entikli ok basi: Normal hiicre, Mavi
ok basi: Apoptotik hiicre
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4.3. Biyokimyasal Parametrelere Ait Bulgular

4.3.1. Doku Biyokimyasi

Deney gruplarindan alinan ovaryum doku drneklerinde MDA, SOD, GPX,
CAT, AMH calisilmis ve sonuglara iligkin bilgiler Tablo 14’te verilmistir. Yapilan
biyokimyasal incelemeler sonucunda CP grubunda MDA’nin kontrol ve GA
gruplarina gore arttig1 goriildii (sirasiyla p=0,003, p=0,001). CP+GA grubunda MDA
seviyesi CP grubuna gore azalmist1 (p=0,002), (sekil 18). Doku SOD aktivitesi; CP
grubunda kontrol ve GA gruplarina gore anlamli olarak azaldi (p=0,003). CP+GA
grubunda ise SOD aktivitesi CP grubuna gore anlamli artmis olup kontrol grubuyla
benzer seviyedeydi (p=0,0006), (Sekil 19). Doku GPX degerlerinde gruplar arasinda
anlamli fark bulunmadi (Sekil 20). Doku CAT aktivitesi, CP grubunda kontrol grubuna
gore anlamli azalis gosterdi (p=0,038). CP+GA grubunda CAT aktivitesi K ve CP
grubuna goére anlamli artmisti (p<0,001). GA grubunda CAT aktivitesi K ve CP
grubuna goére anlamli artmistt (p=0,001), (Sekil 21). Doku AMH degerleri CP
grubunda K grubuna gore anlamli olarak azaldi (p=0,015), (Sekil 22).

Tablo 14. Doku Biyokimya Verileri

K cP GA CP+GA
Ort+ SD Ort+ SD Ort+ SD Ort+ SD
Doku MDA
(nmol/g 7233+726  8565+12,9%¢  69,7+724 70,6 + 8,1°
protein)
Doku SOD 10,1+1,8 8,4 + 0,85¢ 10,9+ 1,6 10 £ 0,5°
(U/mg protein)
DRI EipX 7,2+13 7+0,9 7,9+ 1,4 6,9+ 0,7
(ng/mg protein)
DOkF?rgt';ﬁ)(k/ 9 0,26+0,03 0,2 + 0,06° 0,4+0,0720 0,4 +0,0420
(ng/?:l‘; Sm;n) 0,23 £ 0,06 0,15 = 0,03° 0,18 0,01 0,18 + 0,02

Veriler, ortalama =+ standart sapma (Ort.+ SD) olarak verilmistir. K: Kontrol grubu, CP: Siklofosfamid
grubu, GA: Gallik asit, CP+GA: Siklofosfamid+Gallik asit grubu

&K grubuna gore anlamli (p<0,05)

CP grubuna gore anlamli (p<0,05)

°GA grubuna gore anlaml1 (p<0,05)
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Sekil 18. Gruplarin Doku MDA Seviyeleri
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Sekil 19. Gruplarin Doku SOD Seviyeleri

58



12,000

!

10,000
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6,000 -
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Sekil 20. Gruplarin Doku GPX Seviyeleri

0,600

aJh ﬂ,b

0,400

0,300

CAT-K/g protein

0,200
0,100

0,000

B« Hce WGA [ CP+GA

Sekil 21. Gruplarin Doku CAT Seviyeleri
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0,0500

0,0000

B Hce WcA [ CP+GA

Sekil 22. Gruplarin Doku AMH Seviyeleri

4.3.2. Serum Biyokimyasi

Serum AMH degeri hesaplanan GA grubunda K, CP ve CP+GA gruplarina
gore anlamli artig bulundu (p=0,003, p=0,003, p=0,022), (Tablo 15, Sekil 23).

Tablo 15. Gruplarin Serum AMH Seviyeleri

K CP GA CP+GA
Ort+£SD Ort+£SD Ort£SD Ort£SD
Serum AMH 2be
(ng/ml) 4,8+0,8 4,47 + 0,89 6,6 £ 0,77 4,97 1,12

Veriler, ortalama + standart sapma (Ort.+ SD) olarak verilmistir. K: Kontrol grubu, CP: Siklofosfamid
grubu, GA: Gallik asit, CP+GA: Siklofosfamid+Gallik asit grubu

2K grubuna gore anlamli (p<0,05)

PCP grubuna gore anlamli (p<0,05)

°CP+GA grubuna gore anlamli (p<0,05)
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Sekil 23. Gruplarin Serum AMH Seviyeleri
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5. TARTISMA

En eski kanser ilaglarindan olan CP lenfoma ve losemi gibi hematolojik
malignitelerin yani sira meme, ovaryum ve kii¢lik hiicreli akciger kanserleri gibi ¢esitli
epitelyal timorlerin tedavisinde de kullanilmaktadir (6,122). CP'nin kendisi bir 6n
ilagtir, karacigerde sitokrom P-450 tarafindan 4-hidroksisiklofosfamidi olusturmak
tizere metabolize edilir ve bu da daha sonra fosforamid mustard ve akroleine
doniistiiriilir. Fosforamid mustard, DNA’y1 alkilleyerek DNA replikasyonunu
onleyen birincil aktif metabolittir (123,124). Fosforamid mustard ayrica mitokondriyi
de etkileyerek transmembran potansiyelinde ve sitozolik sitokrom c birikiminde
azalmaya yol agar (125). CP’nin etkileri hiicre dongiisiinden bagimsizdir. Bununla
birlikte tim alkilleyici ajanlarda oldugu gibi, hizla ¢gogalan hiicreler CP’ye en duyarli
olanlardir (126).

Farmakolojik faydalarina ragmen CP, gonadotoksisite ile iliskilendirilmistir
(127,128). Bugiine kadar CP'nin neden oldugu gonadal toksisitenin kesin nedeni agik
degildir, ancak literatiir CP'nin siddetli oksidatif stres, nitratif stres, inflamasyon,
apoptoz ve genomik degisikliklere neden oldugunu desteklemektedir (9). CP
erkeklerde, testis hasarindan sorumludur ve anormal sperm {iretiminde artis ve sperm
konsantrasyonu ve hareketliliginde, testosteron diizeyinde, testis antioksidan
kapasitesinde azalmayla iligkilidir (128). Deneysel calismalarda CP’nin hem testis
hem de viicut agirliginda azalmaya sebep oldugu tespit edilmistir (129,130). CP
uygulamasi ayrica Sertoli hiicrelerinde 6nemli hasara neden olur, bircok Onemli
enzimin gen ekspresyonunu degistirir, hiicre iskeleti hasarina neden olur ve
spermatozoanin biiyiimesini, cogalmasini ve farklilagsmasini olumsuz etkiler (131). CP
kadinlarda, doza bagli olarak ovaryumda belirgin hasara neden olur (132, 62). CP'nin
indiikledigi ovaryum hasarinin, graniiloza hiicresi apoptozunun kolaylastirilmasiyla
iliskili oldugu gosterilmistir (17). Mevcut kanitlar, CP'nin folikiiller {izerinde
dogrudan bir etkiye sahip oldugunu ve CP 'ye maruz kalma sonrasinda primordiyal
folikiillerin tiikenmesine yol actigini gdstermektedir (132). CP amenore, prematiir
ovaryan yetmezlik ve ovaryum fonksiyon bozuklugu ile iliskilendirilen ilk kemoterapi
ilacidir (133-135). CP dogrudan DNA'ya zarar verir, folikiiler apoptozu indiikler ve

ovaryum hiicrelerine zararli ROS iiretir (136,137).
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Literatiirde, CP’nin neden oldugu gonadal hasarin iyilestirilmesi ya da
Onlenmesi i¢in antioksidan 6zelligi olan spirulina, quercetin, rosmarinik asit ve ¢inko
gibi farkli maddelerin kullanildig1 ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur (2,9,110,138). Ancak
cay, meyveler, kirmizi tiziimler, kabuklu yemisler ve sifal1 bitkiler gibi bir¢ok dogal
kaynakta bulunan GA’nin ovaryum hasart i¢in antioksidan olarak kullanildigi az
sayida c¢alismaya rastlamilmistir  (139,140). Calismamizda CP’yle hasar
olusturdugumuz rat ovaryumlarinda GA’nin antioksidan etkilerini degerlendirdik.

CP’nin hiicre boliinmeleri iizerinde baskilayici etkileri vardir, bu durum hizl
boliinen hiicrelerde daha belirgindir. Bundan dolayr hem viicut agirliginda hem de
organlarda agirlik kaybina sebep olabilir (141,142). Disi fareler iizerinde yapilan
deneyde 2 hafta boyunca 6 kez 100 mg/kg CP i.p. olarak uygulandiginda, viicut
agirhginda azalma tespit edilmistir (16,143). CP kaynakli ovaryum hasarina
resveratroliin koruyucu etkilerini aragtirdiklar1 ¢alismada CP grubundaki siganlara
baslangi¢ dozu 50 mg/kg ve ardindan 14 ardisik giin boyunca 8 mg/kg giinliik dozda
CP uygulamislar, sonucunda CP grubunda viicut agirliginda ve ovaryum agirliginda
anlamli azalma tespit etmislerdir (16). Calismamizda CP grubunda viicut ve ovaryum
agirliginda diisiis goriildii fakat bu diisiis istatistiksel olarak anlamli degildi. Bunun
nedeninin ¢aligmalarda CP uygulanan giin sayisinin bizim ¢alismamizdan daha fazla
olmasi ve doz farkliliklarindan kaynaklaniyor olabilecegini diisiindiik.

Bir¢ok ¢alisma oksidatif stresin ¢esitli inflamatuar ve apoptotik yolaklar1 aktive
edebildigini ortaya koymustur. Kontrolsiiz oksidatif stres kadin iireme sistemi i¢in
onemli bir tehdittir ve artan oksidatif stres, folikiillerin gelisimini olduk¢a olumsuz
etkiler (142). Nair ve ark (2020) CP’nin toksisitesini, antioksidan savunma
mekanizmasin1  bozarak oksidatif hasar yoluyla gosterdigini ve bunun da
proinflamatuar siireci tetikleyerek apoptozu destekledigini belirtmislerdir. Bu
durumun da ovaryum folikiillerinde dejeneratif hasara neden oldugunu rapor
etmislerdir (144). Ayrica CP’nin ovaryumda korpus luteum ve folikiillerde
mikrovaskiilarizasyonda bozulmaya, DNA hasariyla hiicre apoptozuna neden olarak
folikiil dejenerasyonuna ve oosit kaybina dogrudan sebep olabilecegi belirtilmistir
(142,145). Bizim ¢alismamizda CP ovaryum dokusunda folikiiler hiicre

dejenerasyonunu yiiksek oranda artirmistir.
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Mazloom ve ark. GA'min antioksidan enzimlerin aktivitesini artiran,
proinflamatuar sitokinlerin ovaryum konsantrasyonunu, DNA'nin oksidatif hasarini ve
estradiol valerat kaynakli polikistik over fenotip sigan modelinde lipid
peroksidasyonunu azaltan gii¢lii bir antioksidan, antiinflamatuar ve dogal polifenol
oldugunu ileri stirmiislerdir. GA'nin oksidatif stres kaynakli inflamatuar bozukluklari
azaltmada Onemli bir rol oynayabilecegini belirtmislerdir (146). Ayazoglu ve ark.
caligmalarinda sisplatine maruz kalan sigan ovaryumlarinda GA uygulamasinin folikiil
dejenerasyonunu azalttigini, primordiyal, primer ve sekonder folikiil sayisinm
artirdigin, atretik folikiil sayisini azalttigini gosterdiler (147). Bizim calismamizda
GA uygulamasinin CP kaynakli folikiil dejenerasyonunu azalttig1 goriilmiis olup, bu
bulgumuz literatiirii desteklemektedir.

Pu ve ark. (2023) siklofosfamid ve busulfan verilerek prematiir ovaryan
yetmezligi modelini olusturduklari deneyde, prematiir ovaryan yetmezligi grubunda
primordiyal, primer, sekonder ve preovulatuar folikiil sayilarinin azaldigini atretik
folikiil sayisinin ise arttigini tespit etmislerdir (10). Calismamizda literatiirle benzer
olarak; CP grubunda primordiyal, unilaminar primer folikiil sayisinda azalma, atretik
folikiil sayisinda artig bulundu. CP+GA grubunda primordiyal folikiil sayis1 CP
grubuna gore anlamli artti. Bunun nedeni gallik asitin apoptozu engellemesi olabilir.
CP+GA grubunda CP grubuna kiyasla unilaminar primer folikiil sayisinda artma,
atretik folikiil sayisinda azalma goriilse de istatistiksel olarak anlamli degildi.

Literatiire baktigimizda Dos ve ark.’nin (2023) doksorubisinin ovaryum
tizerine toksik etkilerine karst1 GA’nin  koruyuculugunu calisti§i calismada,
doksorubisin grubunda primordial, primer, sekonder ve antral folikiillerin azaldigini,
gallik asit verilen grupta bu folikiiler kaybin azaldigini tespit etmislerdir (11). Bu
bulgular da ¢aligmamizi desteklemektedir.

CP toksisitesinin yaygin olarak kabul edilen bir nedeni DNA hasaridir (142).
Liu ve ark. (2019) yaptig1 calismada CP’nin ovaryum dokusu tizerindeki apoptotik
etkisini gostermiglerdir. Yine ayni ¢calismada CP’nin, graniiloza hiicre apoptozunu ve
ardindan oosit O0liimiinii indiikledigini belirtmislerdir (142). Biz de g¢alismamizda
literatiirle uyumlu olarak CP grubunda Al’de artis1 tespit ettik. Bu artisin; CP’nin
indiikledigi oksidatif stresin yaninda CP’nin DNA iizerine yaptig1 hasara sekonder

olugmus olabilecegini diisiindiikk. Dos ve ark. doksorubisin over iizerindeki toksik
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etkisine kars1t GA’nin koruyucu etkisini arastirdiklart ¢alismada; ovaryum dokusunda
gallik asitin apoptozu azalttigin1 gosterdiler (11). Literatiirle benzer olarak
calismamizda tedavi grubunda Al, CP grubuna kiyasla anlaml1 azalmusti.

Literatiirde CP ile ilgili biyokimyasal bulgularimizi destekleyen kanitlar
bulunmaktadir (144,148,149). CP ile olusturulan prematiir ovaryen yetmezlik
calismasinda CP grubunda antioksidan parametreler olan GPx, CAT ve SOD’un
azaldigi, lipit oksidasyon belirteci olan MDA’ ’nin ise arttig1 tespit edilmistir (14).
Hamzeh ve ark. CP’nin neden oldugu ovaryum hasarinin, artan ROS tiretimi ile iligkili
oldugunu belirtmisglerdir (13). Calismamizda CP grubunda doku MDA ’s1 artmig olup
dokuda SOD ve CAT aktivitesi azalmisti. Bulgularimiz CP’nin ROS iiretimini
arttirarak ovaryum hasarina yol agabilecegini destekler niteliktedir.

Ayazoglu ve ark.’nin (2023) sisplatinle indiiklenen ovaryum hasarinda, GA
uygulanmasinin MDA ve oksidatif stres indeksi diizeylerinde azalmaya, total
antioksidan durum ve CAT diizeylerinde ise artmaya neden oldugunu bildirmislerdir
(147). Bir baska c¢alismada ise letrozol kaynakli PCOS modelinde koruyucu olarak
verilen GA’nin; SOD ve CAT diizeylerini arttirdigt MDA diizeyini ise azalttigi
bulunmustur (150). Bizim g¢alismamizda CP grubunda doku MDA’s1 artmig olup
tedavi grubunda ise MDA seviyesi hasar grubuna gore azalmistir. Tedavi grubunda
SOD diizeyi hasar grubuna gore anlamli artmis olup kontrol grubuyla benzer
diizeydeydi. Yine doku CAT diizeyi CP+GA ve GA gruplarinda hem CP grubuna hem
de kontrol grubuna goére anlamli artmisti. Bu bize GA’nin SOD ve CAT gibi
antioksidan enzimlerin aktivitesini artirarak siklofosfamidin neden oldugu ovaryum
hasarini azaltabilecegini gosterdi. GA uygulanan gruplarda da CAT akvitesinin diger
gruplara gore belirgin olarak yiiksek olmasi bize GA’nin 6zellikle CAT aktivitesini
arttirmada gii¢lii etkinlige sahip olabilecegini diisiindiirdii.

AMH, esas olarak sekonder ve antral folikiillerdeki graniiloza hiicreleri
tarafindan iretilir (15). AMH, primordial folikiiliin primer folikiile doniistimiiniin
onemli bir negatif diizenleyicisidir. Primordiyal folikiillerin aktivasyonunu inhibe eder
ve antral folikiillerin FSH duyarliligin1 azaltir, boylece ovaryumda belirli sayida
primordiyal folikiil ve gelisen folikiil sayis1 sabitlenir (15). Feng ve ark. CP verdikleri
deneklerde serum AMH’y1 kontrol grubuna gore azalmis olarak bulmuslar, bu diisiisii

graniiloza hiicrelerinde artan apoptoza baglamiglardir (15). Bagka bir ¢alismada,
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Zheng ve ark. (2021) CP verilen sicanlarda serum AMH degerinin diistiglini
gosterilmislerdir (14). Calismamizda CP, serum AMH diizeyini bir miktar diigiirse de
istatistiksel olarak anlamli degildi. Bununla birlikte CP doku AMH’sinda anlamli
diisiise neden oldu. Bunun CP’nin folikiil hiicrelerine yaptig1r dejenerasyona bagh
olabilecegini diisiindiik.

Literatiirde GA’nin AMH {izerine etkisini gosteren bir ¢alismaya rastlamadik.
Xu X ve ark. (2024) 4-vinilsikloheksen diepoksit ile olusturduklari prematiir ovaryan
yetmezlikli sicanlarda FSH ve LH diizeylerinde artig, serum Ostradiol ve AMH
diizeylerinde baskilanma gordiiler. GA’nin da yer aldig1 6 kimyasal bileseni i¢eren bu-
Shen-Ning-Xin decoction (BSNXD) uygulamasiyla da hasar gurubunda olusan bu
bulgularin  belirgin  sekilde tersine ¢evrildigini  gdzlemlediler. BSNXD
uygulamasindan sonra, hem diizensiz hormonlarin hem de ovaryum morfolojisinin
lyilestigini belirttiler (151). Yine Chen ve Tan (2020), calismalarinda BSNXD
uygulamasindan sonra Ostradiol ve AMH seviyelerinin, ovaryum hacminin ve antral
folikiil sayisinin 6nemli dlgiide yiikseldigini bildirdiler (152). Calismamizda, GA
grubunda serum AMH miktarinda diger gruplara gore artis gordiik. Bu bize GA’nin
over rezervine faydali olabilecegini diislindiirdii.

Gruplardaki denek sayilar1 benzer ¢alismalar 6rnek alinarak ve 3R kuralina
uygun sekilde belirlenmis olmasina ragmen, denek sayist c¢alismamizin
siirliliklarindan biridir. Histopatolojik olarak gozlemlenen antiapoptotik etkilerin
biyokimyasal belirtecler (6rnegin, caspaz-3) kullanilarak dogrulanmamis olmasi,
calismamizin smirliliklart arasinda yer almaktadir. Bu nedenle, gelecekteki
calismalarda istatistiksel anlamliligi artirmak icin denek sayisinin artirilmasi ve
antiapoptotik ile antiinflamatuar etkilerin degerlendirilmesinde biyokimyasal
belirteclerin eklenmesi uygun olacaktir.

Sonug olarak CP, ovaryum doku biyokimyasinda ve histolojisinde bozulmalara
yol agabilir. GA ise ovaryumdaki CP ile indiiklenen oksidatif hasar1 azaltabilir. Ancak
farkli doz ve uygulama siireleri ile yeni ¢aligmalar planlanmasinin iyilestirici etkinin

daha iyi degerlendirilebilecegi kanisindayiz.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

GA’nin, eriskin disi sigan ovaryumunda CP ile indiiklenen hasar1 onleme

ve/veya iyilestirmesindeki roliinii deneysel olarak arastirdigimiz calismamizda:

CP;
1.

5.

GA;

Primordiyal ve unilaminar folikiil sayisin1 azaltmus, atretik folikiil sayisini
artirmistir.
Ovaryumun histopatolojik incelemesinde folikiiler hiicre dejenerasyonuna
sebep olmustur.
Al’yi artirmstur.
Biyokimyasal olarak doku MDA’y1 artirmis, doku SOD ve CAT
degerlerini azaltmistir.
Doku AMH’y1 kontrol grubuna gére anlamli olarak azaltmistir.

. CP’nin neden oldugu primordiyal folikiil sayisindaki azalmay1
engellemistir.
CP’den kaynakl folikiiler dejenerasyonu engellemistir.
Al’yi diistirmiistiir.
CP’nin artirdig1 doku MDA’y1 azaltmistir. CP’nin azalttigi doku SOD ve
doku CAT degerlerini artirmistir.
Saf GA verilen grupta Serum AMH degerini artirmigtir.

Calismamizin ileride tasarlanacak olan deneysel ve klinik caligmalara yon

verecegini umuyoruz. Calismamiz CP’ye bagl gelisen ovaryum toksisitesine karsi

GA’nin etkilerinin arastirildig: ilk calismadir. GA’nin ovaryum iizerine etkilerinin

arastirildig1 nadir calismalardandir. Bu konuda ileri arastirmalar yapacak ¢aligmacilar;

1.

GA’nin farkli doz ve siirelerde kullanilarak iyilestirici etkisine daha iyi
degerlendirilebilir.

Dokularda bakilan oksidan, antioksidan parametreleri artirilabilir.

GA’nin  profilaktik ve/veya iyilestirici etkisinin altinda yatan
mekanizmalarin degerlendirilebilmesi igin farkli molekiiler teknikler de

kullanilabilir.
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4. Calismayr daha zengin verilerle destekleyebilmek i¢in konfokal
mikroskopi, elektron mikroskopi, flow sitometri, hiicre kiiltiirii vb ileri

teknikler kullanilabilir.
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