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OZET
Sicanlarda Gentamisin Kaynakhh Ovaryum Hasarina Kars1 Kuersetinin Etkileri

Bu calisma, oksidatif stresi arttiric1 etkilere sahip bir ajan olan gentamisinin (GEN)
ve giiclii antioksidan 6zellige sahip olan kuersetinin (QCT), ovaryum iizerindeki etkilerinin
belirlenmesi ve GEN in ovaryum {izerinde bir hasar olusturmasi durumunda QCT nin bu
hasar1 onleme ya da tedavi etme kapasitesinin arastirilmast amaciyla tasarlanmistir.
Calismada 36 adet Sprague Dawley 1rki sican kullanilarak, 6 grup olusturulmustur. Deney
stiresi 7 giin olarak planlanmistir. Birinci grup kontrol grubu (K) olarak belirlenmistir. GEN,
GEN+QCT1, GEN+QCT2 gruplarina 7 giin boyunca 100 mg/kg GEN intraperitoneal (i.p.)
olarak uygulanmistir. GEN+QCT]1 grubuna 20 mg/kg QCT, GEN+QCT?2 grubuna 50mg/kg
QCT gavaj yoluyla uygulanmistir. QCT1 grubuna, 20mg/kg QCT ve QCT2 grubuna
50mg/kg QCT gavaj yoluyla uygulanmistir. Ovaryumun histopatolojik degerlendirmesinde,
folikiiler hiicre dejenerasyonu (FHD), vaskiiler konjesyon (VK), germinal epitel
dejenerasyonu (GED), inflamatuar hiicre (IH) ve fibrozis (F) GEN grubunda anlamli
derecede artmis oldugu gorilmiistiir. GEN+QCT tedavi gruplarinda bu hasarin azaldig:
tespit edilmistir. QCT2 grubunda VK, GED, IH histopatolojileri kontrol grubuna gore
anlamli artig gostermistir. Biyokimyasal analizler sonucu GEN grubunda plazma MDA ve
doku MDA da anlamli artis, SOD, CAT, GPx degerlerinde anlaml1 azalig tespit edilmistir.
GEN+QCT tedavi gruplar1 doku MDA’y1 kismen diisiirse de istatistiksel olarak anlamli bir
diistis saglayamamistir. SOD ve GPx degerlerinde GEN+QCT gruplarinda GEN grubuna
gore arti§ olsa da anlamli degildir. CAT, GEN+QCT gruplarinda GEN grubuna gore anlamli
artis goOstermistir. Biyokimyasal analiz sonuglarina bakildiginda GEN’in ovaryum
dokusunda oksidatif stresi arttirdigt ve QCT’nin doza baglhh sekilde bu hasari
hafifletebilecegi goriilmiistiir. Histopatolojik degerlendirme sonuglari bize GEN’in ovaryum
doku morfolojisine hasar verdigini gostermistir. QCT nin baz1 parametrelerde GEN’e kars1
koruyuculuk sagladig1 goriilse de tek basina uygulandiginda, 6zellikle yiiksek dozlarda
prooksidan etki gosterebilecegi goriilmistiir. Calismamizin, GEN’in ovaryum dokusuna
verdigi hasar1 ve QCT'nin bu hasar1 azaltici etkisini, histopatolojik bulgular ve biyokimyasal

analizlerle belgeleyerek literatiire katki sagladigini diisiiyoruz.

Anahtar Kelimeler: Biyokimya, Gentamisin, Histopatoloji, Kuersetin, Ovaryum
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ABSTRACT
Effects of Quercetin Against Gentamicin-Induced Ovarian Injury in Rats

This study aimed to determine the effects of gentamicin (GEN), an agent with
oxidative stress-increasing effects, and quercetin (QCT), which has strong antioxidant
properties, on the ovary and to investigate the capacity of QCT to prevent or treat this
damage in case the GEN causes damage to the ovary. In the study, 6 groups were formed by
using 36 Sprague Dawley rats. The duration of the experiment was planned as 7 days. The
first group was determined as the control group (K). GEN, GEN+QCT1, GEN+QCT2
groups were administered 100 mg/kg GEN intraperitoneally (i.p.) for 7 days. 20 mg/kg of
QCT was administered to the GEN+QCT1 group, and 50mg/kg of QCT was administered
to the GEN+QCT2 group by gavage. QCT1 group was administered 20mg/kg QCT and
QCT2 group 50mg/kg QCT was administered by gavage. In the histopathological evaluation
of the ovary, follicular cell degeneration (FHD), vascular congestion (VC), germinal
epithelial degeneration (GED), inflammatory cell (IH) and fibrosis (F) were found to be
significantly increased in the GEN group. This damage was found to be reduced in the
GEN+QCT treatment groups. The histopathologies of VK, GED and IH in the QCT2 group
showed a significant increase compared to the control group. As a result of biochemical
analyzes, a significant increase in plasma MDA and tissue MDA, and a significant decrease
in SOD, CAT, GPx values were detected in the GEN group. Although the GEN+QCT
treatment groups partially reduced tissue MDA, it did not achieve a statistically significant
decrease. Although there was an increase in SOD and GPx values in the GEN+QCT groups
compared to the GEN group, it was not significant. CAT showed a significant increase in
the GEN+QCT groups compared to the GEN group. Looking at the results of the
biochemical analysis, it was seen that GEN increased the oxidative stress in the ovarian
tissue and QCT could alleviate this damage in a dose-dependent manner. Histopathological
evaluation results showed us that the GEN damaged the ovarian tissue morphology.
Although QCT seems to provide protection against GEN in some parameters, it has been
observed that it can have a prooxidant effect when administered alone, especially at high
doses. We think that our study contributes to the literature by documenting the damage of
GEN to the ovarian tissue and the reducing effect of QCT with histopathological findings
and biochemical analyzes.

Keywords: Biochemistry, Gentamicin, Histopathology, Quercetin, Ovary
XVi



1. GIRIS ve AMAC

Infertilite, 12 ay veya daha fazla ardisik korunmasiz cinsel iliskiden sonra gebelik
elde edilememesi olarak tanimlanan 6nemli bir tibbi sorundur. infertilitenin diinya ¢apinda
ciftlerin %8 ila %12 sini etkiledigi tahmin edilmektedir (1). Diinya genelinde yaklasik 186
milyon insan infertiliteden muzdarip olup, bunlarin biiyiik ¢ogunlugu gelismekte olan
iilkelerde ikamet etmektedir (2). infertilite kadin ve erkegin fizyolojik yeterliligine baglh
oldugu gibi ¢ogu zaman iireme yolu enfeksiyonlarina bagl olarak da ortaya ¢ikabilir (3).
Kadmn infertilitesinin diinya genelinde en yaygin sekli iireme yolu enfeksiyonlarina bagl
olarak gozlenmektedir (4). Yine bu enfeksiyonlarda kullanilan kimyasal ajanlarin bir yandan
tedavi ederken diger yandan iireme sagligini olumsuz yonde etkileyebilecek hasarlara sebep
olabilecekleri bilinen bir gergektir (5).

Gentamisin aminoglikozid tiirevi bir antibiyotiktir ve Ozellikle gram negatif
organizmalarin neden oldugu birgok bakteriyel enfeksiyon tedavisinde kullanilir (6).
Gentamisin, oksijene bagimli olarak aktif tasima yoluyla gram negatif bakteri zarindan
gegerek, bakterinin 30S ribozomal alt birimine baglanir. Bu baglanma ile bakterinin mRNA
translasyonu bozularak islevsiz protein sentezine ve sonug¢ olarak bakterinin 6liimiine yol
acar (7). Tim aminoglikozidlerde oldugu gibi gentamisin agizdan verildiginde sistemik
olarak aktif degildir. Bunun nedeni ise ince bagirsaktan kayda deger 6l¢lide emilememesidir.
Bu sebepten dolayr gentamisin enfeksiyon tedavisinde intravendz, intramiiskiiler veya

topikal olarak uygulanir (8).

Gentamisin birgok enfeksiyon tiirlinde kullanildig1 gibi kadin genital enfeksiyonlari
ve dogum sonrasi enfeksiyonlarinda da sik¢a kullanilan bir antibiyotiktir (9). Ancak Klinik
kullaniminda ototoksisite, nefrotoksisite ve benzeri sinirlayici ciddi yan etkileri mevcuttur
(10, 11). Son yillarda yapilan ¢alismalarda gentamisinin {ireme organlarinda da hasar
olusturabilecegi goriilmistiir (12). Gentamisin tedavisi sonrasi testis dokusunda atrofi,

dejenerasyon ve spermatogenez kaybi gelistigi bildirilmektedi (13, 14).

Gentamisinin bu yan etkilerinin ortaya ¢ikisindaki 6nemli mekanizmalardan biri
reaktif oksijen tiirlerinin liretimini ve dolayisiyla oksidatif stresi arttirmasidir (15). Oksidatif
stres (OS), reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi ve notralizasyonu arasindaki dengesizlik
nedeniyle ortaya c¢ikar. Oksidatif stres; graniiloza hiicrelerinin apoptozunda artis,
kromozomal ayrilmama durumlari, déllenme basarisizligi ve embriyo yeterliliginin azalmasi
gibi istenmeyen durumlarda rol alan etmenlerden birisidir (16).

1



Oksidatif stres, oositin gelisimsel yeterliligini bozmakla beraber erken yumurtalik
yetmezligi (POF) dahil olmak iizere yumurtalik disfonksiyonunun ana kaynaklarindan
birisidir (17). Bu nedenlerden dolayi yiiksek seviyelerde reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna
ve oksidatif stres artisina sebep olan gentamisin gibi oksidatif stresi arttiran ajanlarin
kullaniminin, bir yandan infertiliteye sebep olan genital enfeksiyonlar1 tedavi ederken diger

yandan kendisinin de infertiliteye 6n ayak olup olmadigi sorusu ortaya ¢ikmaktadir.

Ureme saghg agisindan gentamisin gibi kimyasal ajanlar sebebiyle azalmis
antioksidan savunmasini gii¢clendirmeye yonelik ¢alismalar umut verici sonuglar ortaya
cikarabilmektedir (18, 19). Giiniimiizde infertilite tedavilerinin genisletilmesi hususunda

artan ilgi dogal antioksidanlarin potansiyel faydasina odaklanmaktadir (20).

Kuersetin elma, ¢ilek, kiraz, visne, yaban mersini gibi bircok meyvede; kirmizi
sogan, biber, yesil ve siyah ¢ay, kuskonmaz gibi bitkilerde dogal olarak bulunan polifenolik
siifa ait bir flavonoiddir. C6-C3-C6 omurgasi iizerinde bes hidroksil grubuna ve piron
halkasi iizerinde 3-OH grubuna sahiptir. Flavonoidler, ROS'un temizlenmesi, antioksidan
enzimlerin aktivasyonu, metal selatlama aktivitesi, o-tokoferil radikallerinin azalmasi,
oksidazlarin inhibisyonu yoluyla artan oksidatif stresi azaltarak serbest radikallerin neden

oldugu hasar1 dnleyebilmektedir (21, 22).

Kuersetin gibi antioksidan ozelliklere sahip bitkisel kaynakli maddeler oksidatif
strese bagli hastaliklar1 azaltmak icin alternatif bir ila¢c kaynagi olarak kullanilabilirler.
Yapilan calismalarda  kuersetinin  antioksidan, antiinflamatuar, antiproliferatif,
antikanserojenik ozelliklere sahip oldugu dolayisiyla da saglik agisindan faydali etkileri
bulundugu goriilmiistiir (23, 24). Kuersetinin meme, kolon (25), prostat (26), yumurtalik
(27), endometrium, karaciger ve akciger tiimoérlerinin inhibisyonunda onemli roller
tistlenebilecegi bildirilmistir (28). Ayrica kuersetinin ovaryumda oosit kalitesini ve folikiil

gelisimini arttirtp ovaryumda apoptozu azalattigina dair ¢aligmalar mevcuttur (29).

Gentamisin kadin genital enfeksiyonlarinda da sik¢a kullanilmasina ragmen
literatiirde ovaryum iizerinde yapabilecegi etkilere dair bir ¢caligmaya rastlanmamistir. Bu
caligma, oksidatif stresi arttirict etkilere sahip olan gentamisinin ovaryum iizerinde
olusturacagr muhtemel hasari belirlemek ve bir¢ok ¢alisma ile antioksidan 6zellige sahip
oldugu desteklenen kuersetinin koruyucu ya da tedavi edici etkinligine dair fikir sahibi

olmak amaciyla yapilmstir.



2. GENEL BILGILER

Ovayumlar insan viicudunda ¢ok fazla etkiye ve degisiklige maruz kalan ¢ok dinamik
bir yapiya sahiptir. Yapisinda farkli gelisim asamalarinda bulunan birbirleri ile parakrin

etkilesim halinde olan folikiiller yer alir (30).

Ovaryumun o6nemli gorevleri; steroid hormonlarin {iretimi, oositlerin déllenmeye
hazir hale gelinceye kadar saklanmasi ve zamani geldiginde olgunlagan oositlerin atilimi
seklinde sayilabilir. Ovaryum, Ostrojen biyosentezi i¢in var olmasi gereken androjen
substrat1 sentezleme Ozelligine sahip graniiloza ve teka hiicreleri gibi 6zellesmis hiicre
tiplerine sahip ve folikiilogenez igin gerekli ortami saglayan, aktivitesi yiiksek bir organdir
(31).

2.1. Ovaryum Embriyolojisi

Embriyonik gelisimin gastrulasyon evresinden hemen sonra intermediate
mezodermin farklilasmasi ile iirogenital sistemin gelisimi baslar. intermediate mezoderm,
embriyonun dorsal viicut duvarindan farklilasan intermediyer mezensimlerden ileri gelen,
paraksiyal mezoderm ile lateral mezoderim arasinda uzanan, biiyilk oranda tirogenital
sistemin gelisiminden sorumlu embriyonik hiicre tabakasidir. Intermediate mezoderm
cogalip farklilasarak iirogenital kabartilar1 olusturacak daha sonrasinda bu yapilardan tiriner
ve genital sisteme ait yapilar olusacaktir. Bu kabartilarin nefrojenik kordonlarindan iiriner
sistem gelisimi gerceklesirken gonadal kabarintilardan genital sistem gelisimi gerceklesir

(32).

Urogenital kabartilar 4. haftanin sonuna dogru ortaya gikan mezonefroz yapilarinin
ventromediyalinde, sélomik epitelin prolifere olmasi sonucu alt kisimda yer alan
mezensimin kalinlasarak olusturdugu kabartilardir. Memelilerde gonadlar, erkeklerde
Sertolini, kadinlarda graniiloza hiicrelerinin kdkenini olusturan ve steroidojenik aktiviteye
sahip erkeklerde leydig hiicrelerinin, kadinlarda teka hiicrelerinin kokenini olusturan iki tip

somatik hiicreden olusur (33).

Gonad farklilasmas1 her iki cinsiyet icin de bir¢ok genin kilit rol oynadig1 ¢ok
dinamik bir siiregtir. Embriyonun cinsiyeti spermin sahip oldugu esey kromozomunun
cesidine baglidir. Y kromozomunun kisa kolunda yer alan ve testikiiler farklilagmay1

belirleyen SRY (sex determining region on Y) geni 1990 yilinda tanimlanmistir (34).



SRY geni iizerinde yapilan bir¢ok aragtirma bu genin cinsiyet gelisimindeki roliind,
diizenleme mekanizmalarini ve diger genlerle olan baglant1 agini belirlemeye yonelik olarak
yapilmis ve cinsiyetin belirlenmesinde bu genin varligi ya da yoklugunun en 6nemli
nedenlerden biri oldugu 6ne siiriilmiistiir. SRY geni varliginda TDF (testis belirleyici faktor)
tiretimi gergeklesir; bu da testislerin gelisimde anahtar rol oynar. X kromozonumda SRY
geni bulunmaz dolayisiyla disi genital sistem olusur (35). Ayrica X kromozonu tarafindan
iretilen ve testis gelisimini inhibe edip yumurtalik farklilasmasini aktive eden bir Z
faktoriintin varlig1 da 6ne siiriilmistiir (36). Bunun yaninda Rspol, Wnt4, FoxI2 genleri
gonadal gelisimi disi lireme sistemi gelisimi yoniinde etkileyen 6nemli genlerdir (37).
Dolayisiyla bir memeli fetiisiindeki farklilasmamis gonadlar bu ana genlerin ve baglantili
bir¢ok genin ifadesine bagli olarak her iki cinsiyete de farklilasabilme 6zelligine sahip olup

hassas bir denge ile kontrol edilen siiregten gegerler (38).

Genital kabartilarin olusumunda 6nemli islevlere sahip genlerden bazilarini Lim
homeobox9 (Lhx9) geni, Empty spiracles homeobox2 (Emx2) geni, steroidogenik faktorl
(sf1) geni ve Wilms tiiméor genil (Wt1) olarak sayabiliriz (39, 40). Farede tanimlanmis Lhx9
geni genital sirtlarin olusumunun erken dénemlerinde ifade edilen transkripsiyon faktorlerini
kodlar, eksikliginde ya da yoklugunda sélomik epitelyumun proliferasyonunda kusurlar
ortaya ¢ikmistir (41). Emx2 geni farklilagmamis gonad hiicrelerinin korunmasinda ve

cogalmasinda 6nem arz eden genlerden birisidir (42).

W11 geni genital sirt olusumunun en erken asamalarindan itibaren eksprese edilip
embriyonik gelisimin ¢ogalma, proliferasyon ve apoptoz gibi birgok asamasinda DNA ya

baglanarak transkripsiyon kontrolii saglayan genlerden birisidir (43).

Disi genital organlarin gelisimde Wingless-related integration site (Wnt) gen ailesi
biiylik rol oynar. Buna ornek olarak yapilan bir ¢alismada Wnt4 nakavt disi farelerde
Miillerian kanallarin gelismedigi goriilmistiir (44, 45). Wnt5a ekspresyonu baskilanmis disi
farelerde dis genital organlarin gelismedigi goriilmiistiir (46). Yine Wnt7a nakavt farelerde
tuba uterinalarin uterusa yapisik halde gelistigi, uterus diiz kaslarinin diizensiz oldugu ve

epitelinin vajina epiteline benzer yapida oldugu gozlenmistir (47, 48).

Gonadal gelisimin 6nemli kisimlarindan biri de gametleri olusturacak olan
erkeklerde testis, kadindarda ovaryum gelisimini indiikleyici role sahip primordiyal germ

hiicrelerinin olusumudur.



Primordiyal germ hiicreleri embriyonik gelisimin 2. haftasinda olugmaya baglayan
bilaminar embriyonik diskin epiblast tabakasindan koken alan, bir sonraki neslin genetik
bilgi tasiyicisi olabilecek, ilk etapta oogonia ve sonrasinda oosite doniisecek olan germ
hiicrelerinin Onciilleridir. PGH’leri gelisimin 3. haftasinda c¢evre yapilardan salgilanan
transforme biiylime faktorii-p (TGF-p) sinyallerine karsin extraembriyonik endoderme yakin
epiblastin proksimalinde olusmaya baglar. Bu sinyallere yanit i¢in gerekli sinyal yolu liganti
Wnt3 proksimal epiblast hiicrelerinde ifade edilir ve ¢evreden gelen sinyallere yanit
olusturarak germ hiicre spesifikasyonu i¢in gerekli olan genlerin ekspresyonunu aktive eder
(49, 50).

PGH’leri endodermal hiicrelere nazaran daha biiyiik boyutlu, az organelli, berrak
sitoplazmaya sahip ve alkalen fosfataz (+) boyanma 6zelligi olmasi ile gelisimin 3. haftasinin
sonuna dogru ayirt edilebilirler. Alkalen fosfataz, embriyonik kok hiicrelerin hiicre zarinda
bol miktarda bulunur ve PGH’nin pozitif boyanma 6zelligine sahip olmasi bu hiicrelerin ¢ok
stk mitoz gegirebilecegini gosterir (51). PGH’ler olusup diger hiicrelerden ayirt edilir hale
geldikten sonra gonadal sirta dogru ameboid hareketlerle aktif bir gé¢ ve gogalma dénemine
girerler. Hiicrelerin bu gige hazirlik asamasinda enerji ihtiyaglarini karsilayabilmek adina
sitoplazmalarinda glikojen partikiilleri ve yag damlaciklari birikimi goriiliir. Bu go¢ yolk
kesesinin epitelinden baslayip arka bagirsagin dorsal mezenteri boyunca ilerleyerek gonadal

sirtlarda son bulur (52).

PGH’lerin gonadal sirtlara sorunsuz sesikle ulagabilmesinde, hiicre yiizeyinden
ekspresse edilen hiicre adhezyon proteini integrin B1 aktif rol oynar. Yine go¢iin
diizenlenmesinde; Stella, fragilis genleri ve kemik morfogenetik protein 4 (BMP4) geni aktif
rol oynar (53). BMP-4 geninden kodlanan proteinler yenidogan siganlarin yumurtalik
folikiillerinin bazal memran ve stromal hiicrelerinde yerlesim gosterdigi ve primordiyal
folikiillerin aktivasyonunda pozitif yonde diizenleyici etkisi oldugu savunulur (54).
PGH’lerin yiizeyini ¢evreleyen kalin glikokalikse sahip olmasi go¢ sirasinda hiicre igin
koruyucu bir bariyer olmanin yaninda hiicreye antijenik ozellik de kazandirir. PGH
matriksinde bulunan fibronektinler hedef bolgeye ulasmasinda onemli rol oynayan
molekiiller arasindadir (55). Fertilizasyondan sonraki 7. haftanin basinda, hiicreler gonadal
kabartilara ulagmis olurlar. Farkli bolgelere go¢ eden primordiyal germ hiicreleri genellikle

apoptoza ugrarlar fakat apoptoza ugramayan az sayidaki hiicre teratoma sebep olabilir (56).



PGH’ler gonadlara ulastiktan sonra sélomik epitelden koken alan diizensiz parmaksi
uzantilar seklindeki primitif cinsiyet kordonlar1 olusur. PGH’ler bu kordonlara yerleserek
gonadal kabartilarin cinsiyete gore farklilasmasini indiiklerler. PGH’lerin yerlestigi
kordonlar daha sonra diizensiz gruplar olusturarak rete ovariyi olustururlar. Bu yap1 daha
sonra dejenere olup kaybolurken yerini ovaryum medullasini olusturacak olan vaskiiler
stroma yapisi alir (57). Disi gonadal gelisim 7-8. haftalar arasinda s6lomik epitelin prolifere
olmasi, altindaki mezensimin kalinlagmasi ve kortikal kordonlarin olusumu ile devam eder.
Kortikal kordonlarin gelisimi zamanla artar ve PGH ler bu kordonlarin igerisine yerlesir.
Daha sonra bu kordonlar iyice gelisip s6lom epitelinden ayrilarak her biri PGH lerin etrafini
saran hiicre birikintileri seklinde kiimelenirler. S6lom epiteli ile korteks arasinda tunika
albuginea adi verilen fibroz bir bag doku olusur. S6lom epitel hiicrelerinin morfolojisi

farklilasarak germinal epitel ad1 verilen tek kath kiibik yap1 kazanir (58).

Tiim bu gelisim evrelerinden sonra primordiyal germ hiicreleri oogonyumlara, germ
hiicrelerini ¢evreleyen yiizey epiteli kokenli hiicreler de ileride graniiloza hiicrelerini
olusturacak olan folikiiler hiicrelere doniisiir. Gegirdigi mitoz boliinmeler ile siirekli artmaya
devam eden oogonia sayisi 8. haftada yaklasik olarak 600.000 hiicre civarindadir ve hizli
bolinmeden dolay1 sitoplazmik kopriiler ile baglantili haldedir (59). 8. haftadan sonra
oogoniumlarin bir kismi mayoz boliinmenin profaz evresine girer. Mayoza giremeyen
oogoniumlar ileri haftalarda apoptoza ugrar. Oogonyumlar yaklasik olarak 12. haftadan
sonra oositlere donlismeye baslar. Oositlere farklilasan hiicrelerin, hiicrelerarasi baglantilari
azalir, alkalen fosfataz aktivitesi kaybolur ve hiicreler mayoz | profazinin diploten evresinde
uzun yillar tutuklu halde (dinlenme halinde) kalabilirler. 16. haftadan itibaren oositlerin
etrafim1 folikiil hiicreleri tamamen ¢evreler ve oositler aras1 baglantilar tamamen kaybolur
(60). 20. haftada 6-7 milyona kadar ulasan germ hiicre sayisinin {igte ikisi intramayotik
primer oositlerden olusurken ticte biri oogoniumlardan olusur. Sonraki haftalarda artan
oogonial atrezi ve 6. aydan sonra baslayan folikiiler atrezi ile germ hiicre sayisi diislise geger
(61). Insan yumurtaliginda (30 ila 60 pm capinda) primordiyal folikiiller, tek katli yassi
graniiloza hiicresi tabakasiyla cevrili ge¢ diploten evredeki primer oositten (9 ila 25 um
capinda) olusur. Primer oositlerin gelisimi puberteye kadar etrafin1 gevreleyen folikiil

hiicrelerinden salgilanan oosit matiirasyon inhibitdrii (OMI) tarafindan engellenir (62).



Embriyonik dénemin iirogenital faklilasma 6ncesi doneminde mezonefrik (Wolfian)
ve paramezonefrik (Miillerian) kanal adi verilen iki ¢ift genital kanal bulunur. Mezonefrik
kanallar lateral mezodermden gelisirler (63). Cinsiyet farklilasmasinin baglamasi ile SRY
genine sahip Y kromozomlu embriyolarda testis gelisimi baslar ve Sertoli hiicrelerinden,
Miillerian kanallarin regresyonunu baglatan Miillerian inhibe edici hormon (MIS) salgilanir.
Bu hormon paramezonefrik kanallarin gerilemesini, erkek genital kanallarin gelisimini ve
dis genitallerin farklilasmasini destekler (64). Disi genital sistemine ait kanallar ise bu
hormonlarin yoklugunda mezonefrik kanallarin gerilemesi ve paramezonefrik kanallarin
gelisim gostermesi ile olusur. Paramezonefrik kanallar s6lom epitelinin invajinasyonu
sonucu fertilizasyondan yaklasik 2 hafta sonra gelisim gosterirler Paramezonefrik kanallar,
kraniyel uglart periton bosluguna agilan, pelvise kadar mezonefrik kanallarin lateralinde
paralel sekilde seyreden, pelviks bolgesinde mezonefrik kanallar1 caprazlayip kauda-

kraniyal yonde kaynagmis halde olan Y sekilli kanallardir (65).

Paramezonefrik kanallarin, kraniyal pargalarindan tuba uterinalar gelisir. Kaudalde
birlesip uterovaginal kanali olusturan parcasindan uterus ve vaginanin uterusa bakan 1/3 liik
kism1 gelisir. Baslangicta kaudal bolgede kabarti seklinde olan birlesim bolgesinin
merkezinde bosluk olusmaya baslar. Bu bosluk ilk evrede septum ile ayrilmis haldeyken
ilerleyen evrelerde bu septum kaybolur ve tek bir bosluk halinde gelisimine devam eder.
Gelisimin ilerleyen evresinde uterusu, serviksi ve vajinanin vaginal fornix adi verilen 1/3
liik iist kismini olusturur (66). kel uterusun yapisi baslangicta tek katl kiiboidal bir epitel
ile ¢evrilidir ve ilerleyen evrede yalanci ¢ok katli prizmatik epitele doniisiir. Bu epitelin
altinda, endometriyal stromayr ve cevresindeki miyometriyum tabakasini olusturan
yogunlagmis mezensim bulunur. Uterusun endometrium ve myometriyum tabakalari splanik
mezensimden gelisirler. Glandiiler epitel, limen epitelinden stromaya dogru uzanan
tomurcuklar olusturur. Gebeligin 22. haftasinda uterus gelisimi biiyiik oranda
tamamlanmistir. Dogumdan sonra plasentadan salgilanan Gstrojen ve progesteron
seviyelerindeki hizli diisiis ile endometriyum, birkag kiigiik kalibreli bez ve zayif vaskiilarize

bir stroma igeren atrofik bir duruma geriler (67).

Vaginanin bag dokusu ve kaslar1t mezensimal kokenlidir. Vaginanin 1/3 lik kismi
paramezonefrik kanaldan gelistigi icin mezensimal kokenli iken, 2/3 liik alt kismi tirogenital

siniisten gelisir ve epiteli endodermal kokenlidir.



Uterovaginal kanal, iirogenital siniise dogru gelisim gosterdigi sirada iirogenital siniis
ile temasi saglandiginda tirogenital siniis hiicreleri ¢ogalarak Miiller tiiberkiiliinii olusturur
(68). Gelisimin 9. haftasinda Miiller tiiberkiil hiicreleri prolifere olup uterovaginal kanala
dogru gelisim gostererek sinovaginal bulbuslar1 olustururlar. Ilk evrede iki tomurcuk
seklindedir daha sonra birleserek vaginal plagi olustururlar. Vaginal plagin merkezindeki
hiicreler dejenere olur ve vagina liimeni olusur. Olusan bu kanalin disa agilacak olan

bolgesinde bir membran kalintisi olarak himen bulunur (69).
2.2. Ovaryum Anatomisi

Disi iireme sistemi konumlar1 itibariyle i¢ genital organlar olarak tanimlanan;
ovaryumlar, tuba uterinalar, uterus, vajina ve dis genital organlar olarak tanimlanan; labia

major, labia mindr, klitoris, vestibiil, vajina agikligi, himen ve iiretra agzindan olusur (70).

Insanlarda ovaryumlar, nispeten basik oval sekilli, 2,5 ila 5 cm uzunlugunda, 1,5 ila
3 cm genisliginde ve 0,6 ila 1,5 cm kalinliginda olabilen bir ¢ift organdir. Ovaryumlari
¢epegevre saran Ortiiye ligamentum uteri adi verilir. Bu ortii abdomeni ¢evreleyen periton
yapisindan kaynaklanir. Genital organlari saran bu periton yapist agirlikli olarak uterusu
sardig1 i¢in ligamentum uteri adin1 alir. Bu periton yapisi ergenlige kadar diiz ve parlak

yapiya sahipken ergenlige gegis ile birlikte yiizeyi piirtiiklii ve mat bir goriiniim kazanir (71).

Ovaryumlar arteria iliaca eksterna ile arteria iliaka interna arasinda, pelvis mindriin
yan duvarlarinda yer alan fossa ovarica denilen ¢ukurumsu bélgede yerlesim gosterir.
Ovaryumlarin yiizeyleri pelvis duvarina dogru bakan yiizeyi facies lateralis ve hemen
mediyalindeki genital organlardan uterusa dogru olan yiizeyine facies medialis denir.
Ovaryumun ug bolgeleri ise tuba uterinanin fibriyalarina bakan ucu ekstremitas tubaria,
uterus duvarina bakan kismi ise ekstremitas uterina olarak adlandirilir. Ovaryumun
ekstremitas tubaria ucu fimbria ovarikaya tutunmus halde bulunur. Ovaryumlar ayni
zamanda bu bolgenin bir periton pilikasit olan ve igerisinde ovaryuma giden sinirleri,
damarlar1 bulunduran ligamentum ovarii suspensoryum bagma tutunmus haldedir.
Ovaryumun ekstremitas uterina bolgesinde dis1 ligamentum uteri ile sarili, tuba uterinalarin
uterusa baglandig1 bolge olan kornu uteri bolgesine tutunan kuvvetli bag yapisindaki
ligamentum ovarii proprium bulunur. Bu yap1 embriyonik donemdeki fibréz kordon

gubernakulum kalintisidir (72).



Ovaryumu saran peritonun sap kismi margo mesovaricusa tutunur, diger kismin
tutundugu bir yer olmadig1 i¢cin margo liber adini alir. Margo mesovaryumlarin igerisinde
ovaryuma giren ¢ikan arterler, venler, sinirler ve lenfatiklerin bulundugu hilum ovarii yapisi
yer alir (73). Puberte 6ncesi donemde ovaryumlarin en dis bogesi skuaméz yapida diiz,
parlak periton ile ¢evrilidir. Puberte ile birlikte ovaryum yiizeyi germinal epitel ad1 verilen
tek katl kiibik hiicreler ile ¢evrilerek mat, piitiirlii bir goriiniis kazanir. Hemen altinda sert

fibrotik bir yapiya sahip tunica albuginea tabakasi yer alir (74).

Ovaryumun stromast, hilum ovarii haricinde tiim organi ¢evreleyen, farkli gelisim
evrelerindeki folikiilleri barindiran, organin esas fonksiyonel kismini olusturan korteksten
ve damarlarin, sinirlerin, lenfatiklerin hilumdan organin i¢ine dogru girdigi kisim1 olusturan
medulladan meydana gelir. Korteks kism1 puberteden dnce, en ilkel folikiil yapisina sahip,

tek katli yass1 epitel ile ¢evrili birincil oositten olusan primordiyal folikiiller igerirler (75).

Pubertenin baslangici ile birlikte folikiil uyarict hormonun (FSH) etkisi ile gelisim
dongiisiine giren kiigiik bir grup primordiyal folikiiller, farkli biiylime asamalar1 gegirerek
Graaf folikiilii halini alirlar (76). Yetiskin bir disinin ovaryumlari, salgiladigi hormonlar ile
folikiillerin diizenlenmesi, korpus luteumun olusmasi gerilemesi gibi olaylar1 koordine eden
benzersiz bir endokrinolojiye sahiptir (77). Graaf folikiilii, ovumun olgunlasip disariya

atilmasini saglayan ayni1 zamanda hormon salgilayan en gelismis folikiil yapisidir.

Graaf folikiilleri ovum salinnmindan once yaklasik 1 ila 1,5 cm ¢apma kadar
ulagabilir. Olgunlagan folikiil, tunika albugineaya bir basing uygulayarak ovaryum
yiizeyinde ¢ikint1 olusturur. Hormonlarin etkisi ile iyice gelisen folikiil, icerisindeki sivinin
yaptig1 basing ile folikiil duvarini patlatir ve birinci mayoz bdliinmesini tamamlayip mayoz
ikinin metafaz evresine ulasan ikincil oosit, etrafin1 ¢evreleyen corona radiata hiicreleri ile

birlikte folikiilden salinir (78).

Ovum atildiktan sonra folikiil i¢i kanla dolar ve korpus hemorajikum adini alir.
Geride kalan folikiil artiklar1 sonrasinda ddllenme gergeklesip gerceklesmemesine bagli
olarak bir siire i¢ salgi bezi olarak gorev yapan sar1 renkli korpus luteum yapisini olusturur.
Déllenme gerceklestigi takdirde korpus luteum varligini hamilelik boyunca devam ettirir.
Korpus luteum graviditatis adini alir ve yaklasik 3 cm genislige kadar ulasabilir. Déllenme
gerceklesmedigi takdirde patlayan folikiil kalintisinin olusturdugu korpus luteum hizla
kiigtilerek korpus luteum menstruasyonise doniisiir. Daha sonra bu yap1 da dejenere olarak

korpus albikans ad1 verilen kiigiik nebde halini alir (79).
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Tuba uterinalar, yaklasik olarak uzunlugu 10 cm, genisligi 3 mm olan, erkek genital
organ sistemindeki appendiks testis yapisina karsilik gelen, her bir seviyede farkli
kalinliklarda liimene sahip tiip seklindeki organdir. Etrafi ligamentum latum uteri ile ¢epe
cevre sarili haldedir. Tuba uterinalar distal ugtan proksimale dogru; fimbria, infundibulum,

ampulla, istmus ve intramural segment olarak dort béliimde incelenir (80).

e Intramural segment 0,9 ila 1,7 cm uzunlugunda tuba uterinanin uterus ile birlestigi
kisa ve dar bir alan1 temsil eder.

e Istmus boliimii, intramural segmentin devaminda gelen yaklastk 3 cm kadar
uzunlugundaki, kasli bolimdiir.

e Ampulla b6liimii, yaklasik 7 cm uzunlukta, 5 ila 10 mm genisliginde, liimeni kivriml
yiizeye sahip, dollenmenin gercgeklestigi esas boliimdiir.

e Infundibulum, tuba uterinalarm uglara dogru bir huni gibi genisleyen kismimi ve
periton bosluguna agik halde ovaryumun bir kismini ortii gibi saran fimbria adi

verilen ¢ikintili yapilari igerir (81).

Ovaryumlar yumurta salinimini periton bosluguna gergeklestirdikten sonra salinan
yumurta fibrialar tarafindan yakalanir ve uterusa tasinir. Tuba ureninanin epitelindeki siller
dalgalanma hareketi yaparak, ovaryumlardan salinan yumurtay1 periton boglugundaki sivi

ile birlikte tiiptin i¢ine dogru yonlendirir (82).

Uterus kadin genital sistemin en biiyiik, en kasli ve genisleyebilen organdir.
Uzunlugu yaklasik 7,5 cm, genisligi 5 cm ile 2.75 cm arasindadir. Abdominal kismindan
tuba uterinalara acgilan, pelvik kisminda ise vajinaya komsu, armut seklindeki ici bos ve kalin
duvarlara sahip, mesane ile rektum arasinda konumlanmig bir organdir. Uterus yapisal ve

fonksiyonel farkliliklar bakimindan iki bolgeye ayrilir (83).

Korpus uteri, uterusun 2/3 lik {ist kismini, esas govdeyi olusturan bolimidiir.
Korpus uterinin, tuba uterinalarin baglandigi diizlemin istiinde kalan boliimii fundus uteri
olarak adlandirilir. Fundus uteri konveks yapili dig ylizeyi periton ile ¢evrili, ince bagirsak
kivrimlarina komsu, tuba uterinalarin uterusa baglandigi bolgeler kornu uteri dekstrum ve
kornu uteri sinistrumlar1 barindiran en genis uterus kismidir. Bu iki uterus boliimii arasinda

dar bir gecis bolgesini temsil eden istmus uteri boliimi bulunur (84).
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Cervix uteri uterusun vajina ile komsulugu bulunan 1/3 liik alt boliimii olup yaklasik
2 cm uzunlugundadir. Canalis cervicis uteri ad1 verilen bosluk ile uterusu vaginaya baglar.

Bu boslugun duvarinda pilikali ¢ikintilar bulunur.
2.3. Ovaryum Histolojisi

Ovaryum dis yiizeyi germinal epitel ad1 verilen tek katli yassi ya da kiibik epitel ile
cevrilidir. Bu epitelin hemen altinda ovaryuma agik grimsi goriiniim kazandiran, fibroz siki
bag dokusu yapisindaki tunika albuginea tabakasi yer alir (Resim 1). Tunika albuginea
tabakasinin altinda folikiilleri ve folikiil etrafindaki stromal hiicre tabakasini kapsayan
ovaryum korteksi bulunur. Kortikal bolgenin devaminda biiyiik kan damarlarini, lenf
damarlarini ve sinirleri igeren bir bag dokusu olan ovaryum medullasi yer alir (85). Folikiil
gelisimi, c¢ogunlukla ovaryum apikaline yakin kortek bdliimiinde yerlesim gosteren

primordiyal folikiillerin uyarilmasi ile baslar.

Resim 1. Ovaryum dis yiizeyini ¢evreleyen germinal epitel (siyah ok) ve hemen altinda yer
alan soluk pembe boyali tunika albuginea (sar1 y1ldiz) gériilmektedir (H&E 400X).
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2.3.1 Ovaryum Folikiil Gelisimi

Disilerde puberteden sonra hipotalamus, hipofiz ve ovaryan regiilatorlerin
aktivitelerinin fonksiyonel ve zamansal uyumu ile her 28-30 giinde bir tekrarlayan folikiil

gelisimi ve bunun sonucunda ovulasyon gerceklesir (86).

Bu dongii ilk olarak hipotalamustaki gonadotropin salgilatici hormon (GnRH) etkisi
ile sentezi uyarilan folikiil uyarict hormon (FSH) ve Liiteinizan hormonun (LH) hipofizin
portal vendz sistemine pulsatil sekresyonu ile baslar. Dolasima salgilanan bu hormonlar,
ovaryumdaki folikiillerin gelisimi, ovulasyon, korpus luteum olusum asamalarinda aktif rol
alirken estradiol, progesteron, inhibin A, inhibin B gibi ovaryan regiilatdrlerin sekresyonunu

uyarir (87).

Folikiilogenez, folikiil gelisimi ile ilgili reseptorlere dogrudan etki eden yumurtalik
steroid hormonlar1 ve dolayl olarak cesitli biiyiime faktorleri ve sitokinlerin aracilig ile
diizenlenmis programli bir dongiidiir. Oosit maturasyonu da folikiilogenez ile uyum iginde
gerceklesir (88). Disilerde folikiil gelisimi ile baslayan siire¢, yumurtlama, korpus luteum
olusumu ve regresyonu seklinde devam eden ve tekrar eden bir dongii seklindedir (Sekil 2).

Bu gelisimin evreleri su sekilde siralanabilir:

1) Primordiyal folikiillerin uyarilmasi
2) Primer folikiil olusumu

3) Sekonder folikiil olusumu

4) Graaf folikiil olusumu

5) Oviilasyon

6) Korpus Luteum olusumu
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Sekil 1. Folikiilogenez sematik ¢izimi

Sekil 1’de ovaryumdaki folikiil gelisiminin primordiyal folikiil asamasindan
baslayarak Graaf folikiiliine kadar olan evreleri gosterilmistir. Ovulasyon sonrasi folikiiliin

korpus luteuma doniisiimii de resmedilmistir.

Primodriyal folikiil havuzunun olgun oosit iiretimi igin gonadotropinlerle aktive
edilmesi sonucu bazi folikiillerin gelisim siireci baslar. Folikiil gelisim siirecinin basarili bir
sekilde yiiriitiilmesi i¢in folikiil igerisinde bazi koordineli degisimler meydana gelir.
Graniiloza hiicreleri ile oosit arasinda ¢esitli iyonlarin, aminoasitlerin, hormonlarin ve
oositin niikleer maturasyonunu diizenleyen sinyallerin gegisine izin veren oluklu baglantilar
yer alir. Biiyiime evresine girmemis haldeki folikiillerin oosit kromozomlar1 kondanse halde
bulunurlar ve biiylime asamasina gegis yapan folikiilden salgilanan proteinler ve sinyaller

araciligi ile uyarilir (89).

Erken evrede folikiil ile oositin koordineli gelisimini saglayan baglantilardan birisi
de graniilozadan salgilanan kit ligand ile oositte ekspresse edilen C-kit reseptOriiniin
etkilesimidir. Primer folikiil asamasinda, ZP1, ZP2, ZP3 adli glikoproteinlerin sentezi ile
graniiloza ve oosit arasinda zona pellusida yapisi olusur (90). Sekonder folikiiliin gelisimine
kadar olan stirecte folikiil etrafin1 ¢evreleyen graniiloza hiicrelerinin ¢ok tabakali hale
gelmesi ile folikiiliin ¢evresindeki korteks stroma hiicreleri prolifere olup bazal membranin

disin1 saran teka interna ve teka eksterna adi verilen tabakalar olusur.
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Teka tabakasinin olugmasi ile gonadotropinlere karsi verilen steroidojenik cevabin
artig1 saglanir. Teka tabakasi igerisinde bolca kilcal damar bulundurur ve bu da ovaryan
regiilatorlerin  folikiile ulagsmasin1 kolaylastirir, ayrica teka hiicrelerinden Ostrojen
biyosentezi i¢in gerekli andojenler sentezlenir. Sekonder folikiill asamasina kadar
gerceklesen degisimler gonadotropinden bagimsizdir. Antrumun tamamiyla olusmasi ile
birlikte graniiloza hiicrelerinde hem morfolojik olarak hem de fonksiyonel olarak bir
farklilasma gergeklesir (91). Folikiiliin i¢ yiizeyinde oosit ile baglantisini devam ettiren
transzonal uzantili hiicrelere kiimiiliis hiicreleri adi verilir. Folikiil ¢evresinde yeralan
graniiloza hiicreleri de mural graniiloza hiicreleri (MGH) olarak adlandirilir. Ostrojen
sentezini saglarlar (92). Yapilan bir ¢alismada, siganlara GnRH antagonisti uygulanarak ayni
zamanda hipefizektomi gerceklestirilmis; sonug¢ olarak bu sicanlarda folikiil gelisiminin

azaldigi, ovaryum agirliklarinda diisiis oldugu saptanmigtir (93).

Tiim bu gelisim evrelerini sorunsuz sekilde tamamlayan folikiil ovulasyon dncesi son
halini almis olur. Bu folikiiller Graaf folikiilii olarak adlandirilir. Graaf folikiilii histolojik
goriintiilemede tamamen olugmus bir antrum ve antruma dogru ¢ikinti yaban kumulus
oofurus yapisi icerisinde korona radiata hiicreleri ile cevrili oosit seklinde ayirt edilir.
Antrumun etrafin1 graniiloza hiicreleri ¢evreler ve disindaki teka tabakalari tamamen
olusmus haldedir. FSH etkisi ile gelisen graniiloza hiicrelerinde Gstrojen iiretimi artar ve LH
salmimi uyarilir. Progesteron, prostaglandinleri, proteolitik enzimleri aktive eder follikiil
duvarindaki kollajen pargalanir, kumulus oofurus folikiilden ayrilir ve yumurta korona
radiata hiicreleri ile birlikte ovaryumdan serbest birakilir (94). Ovulasyon gergeklestiren
folikiil kalintilar1 korpus hemorajikiim olusturur. ilerleyen zamanda corpus luteum ve korpus
albikansa doniisiir. Gelismekte olan diger folikiiller baskilanarak dejenere olur ve ovaryum
bag dokusunda korpus atretikumu olustururlar. Ovulasyondan hemen 6nce oosit ikincil oosit

halini alir ve ovulasyon ile periton bosluguna salinir (95).

Fimbrialar ve infundibulum epitelleri, fallop tiipiindeki en yogun sillier epitele sahip
kisimlardir. Yumurtlama sirasinda fibrialardaki bu sillerin uyumlu siipiiriicii hareketleri
sayesinde periton bosluguna birakilan yumurta, ince, kasli ve kivrimli mukoza tabakasina
sahip ampullaya ulagtirilir. Daha sonra diiz kaslarla ¢evrili diger bir sfinkter gorevi goéren
bolgeye intramural segmente ulasir. Bu bolgelerdeki kaslarin hareketi adrenerjik

innervasyon, steroidler ve prostaglandinlerce diizenlenir (96, 97).
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Tuba uterinanin farkli bolgelerinin diiz kas katmanlar1 longitidunal ve sirkiiler olarak
birbirinden ayirt edilebilir ancak ampulla boélgesindeki kaslar farkli bir organizasyona
sahiptir. Bu bolgedeki kaslar ardi sira dizilmis, i¢ ice ge¢cmis ve farkli yonlere dallanma
gosteren rastgele dagilimli diiz kas demetlerinden olusur. Erken embriyo tarafindan
salgilanan human koriyonik gonadotropin (hCG) hormonu tubal epitelde mMRNA
ekspresyonunu baslatip tubal sfinkterlerin agilmasina yardimci olan faktorlerin {iretimini

destekleyici etki gosterebilir (98).
2.3.2. Primordiyal Folikiil

Ovaryumlarda embriyonik gelisimin 12. haftasinda tam formunu kazanan, dogumla
birlikte ilkel folikiil havuzunu olusturan, mayoz | de tutuklu oosit ve oositi ¢evreleyen tek
katl1 yass1 pregraniiloza hiicrelerine sahip folikiillere primordiyal folikiil ad1 verilir (Sekil 2).
Ovaryumun korteksinde daha ¢ok germinal epitele yakin kisimlarda yogunluk gosterirler ve
korteks stromasi ile pregraniiloza hiicreleri arasinda sinir olusturan bir bazal laminaya
sahiptir. Primordiyal folikiiller aktiflesme sinyalini alana kadar uyku halinde kalirlar.
Primordiyal folikiillerin {i¢ olas1 kaderi vardir: uyku halinde kalmak, gelisime baslayip
herhangi bir evrede atreziye ugramak ya da gelisimini tamamlaylp yumurtlamay:
gerceklestirmektir (99). Primordiyal folikiiller erken biiyiime fazina girmek i¢in aktiflestigi
zaman oosit biiyiimeye baslar ve oositi ¢evreleyen yassi pregraniiloza hiicreleri kiiboidal

forma doniisiirler.

Sekil 2. Primordiyal folikiiliin sematik ¢izimi. (@) Bag dokusundan bazal lamina ile ayrilan
yasst sekilli folikiil hiicreleri ve g¢evreledigi birincil oosit resmedilmistir. (b)
Primordiyal folikiiliin 151k mikroskop goriintiisiinde yassi folikiiler hiicreler (FH),
oosit (O) ve oosit niikleusu (N) goriilmektedir (H&E 400X).
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2.3.3. Primer Folikiil

Primer folikiiller, primordiyal folikiillerin aktiflestikten sonraki gelisim siirecinin ilk
evrelerinde olusan folikiil cesididir. ilk asamada olusan oositi ¢evreleyen tek katli kiibik
hiicreler ile ¢evrili folikiil yapisi unilaminar primer folikiil olarak adlandirilir (Sekil 3). Erken
folikiil biiyiimesi graniiloza hiicrelerinin proliferasyonu ile kiibik yap1 kazanmasini,
graniiloza hiicrelerini ¢evreleyen bir bazal membran olusumunu ve biiyltimekte olan oositten
salgilanan ZP-1, ZP-2, ZP-3 glikoproteinlerinin bir araya gelmesiyle zona pellusida
yapisinin olusumunu igeren siirectir. Bu siirecte oosit hiicresi yogun metabolik aktiviteye
sahiptir (100). Salgiladigi glikoproteinlerden ZP-3 sperm baglanma reseptorii olarak islev
goriirken, ayni zamanda akrozom reaksiyonunu indiikleyici etkiye de sahiptir. Zona
pellusida asidik yapiya sahiptir ve Periyodik Asit-Schiff (PAS) boyasi ile parlak pembe
renkte boyanma gosterir (101).

Bazal lamina

St

\”\.\ﬁ:,v/fona pellusida

Sekil 3. Unilaminar primer folikiil sematik ¢izimi. (a) Folikiiler hiicrelerin yass1 formdan
kiibik forma gectigi ve zona pellusida yapisinin olusmaya basladigi resmedilmistir.
(b) Unilaminar folikiiliin IM goriintiisiinde oositi (O) ¢evreleyen tek sirali kiibik
folikdiler hiicreler (FH) gosterilmektedir.
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Sekil 4. Multilaminar primer folikiil sematik ¢izimi. (a) Folikiil hiicrelerinin ¢ok tabakali
graniiloza hiicrelerine dontistiigii ve bu evrede bazal lamina etrafindaki teka
hiicrelerinin olusmaya basladigi resmedilmistir. (b) Multilaminar primer folikiiliin
IM goriintiistinde oosit (O)’1 ¢evreleyen zona pellusida (ZP) yapisi ve etrafindaki
cok tabakali graniiloza hiicreleri (GH) goriilmektedir (H&E 400X).

Primer folikiil baslarda tek katli kiibik pregraniiloza hiicreleri ile cevrili halde
unilaminar primer folikiil adin1 alir. Zamanla oositi ¢evreleyen folikiil hiicreleri prolifere
olup hizl1 bir sekilde mitotik boliinme gerceklestirirler. Mitotik boliinmeler sonucu ¢ok katli
hiicre tabakas1 olusur ve artik graniiloza hiicreleri olarak adlandirabilecegimiz hiicreler ile

cevrili bu folikiil yapisina multilaminar primer folikiil ad1 verilir (Sekil 4).

Grantiloza hiicreleri arasinda oluklu baglantilar bulunur. Folikiil gelisimi ve oositin
biiyliylip olgunlasmasi i¢in gerekli besinler, makro ve mikromolekiiller medulladaki kan
damarlarindan gegip folikiil sivist araciligiyla gerekli bolgelere ulastirilir. Bu evreye kadar
olan folikil gelisimi gonadotropinlerden bagimsiz olarak gerceklesir. Folikiildeki biiyiime
ile graniiloza hiicrelerinden salgilanan Teka diferansiyasyon Faktorii (TDF) ¢evre dokudaki
stromal hiicrelerin proliferasyonunu uyarip teka folikiilii olarak adlandirilan bir bag doku
farklilasmasi gerceklestirir. Teka Onciil hiicreleri TDF ile uyarildiktan sonra LH reseptorii
ve steroidojenik enzimlerin mRNA diizeyindeki ekspresyonunu baglatir.  Folikiilii
gevreleyen bu fibroblast benzeri stromal hiicrelerden gelisen teka tabakasi fonksiyonel
acidan farkli islevlere sahip iki tabakada incelenir. Folikiiliin graniiloza hiicrelerini
cevreleyen bazal laminanin komsulugunda olan boliimii teka interna olarak adlandirilirken,
ovaryum stromasi ile komsulugu olan boliimii teka eksterna olarak adlandirilir. Graniiloza
tabakas1 avaskiiler yapidadir ve kapillerlerden zengin teka interna tabakasi ile arasinda bazal

lamina ile belirgin bir sinir olusturur (102).
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2.3.4. Sekonder Folikiil

Grantiloza hiicrelerinin gittikge cogalmasi sonucu hiicre tabakalar1 artmaya baslar ve
6 ila 12 hiicre tabakasina ulasinca, hiicreler arasi sivi dolu bosluklar olusmaya baslar. Bu
bosluklar hiyaluronan bakimindan zengin likor folikiili olarak olusmaya baslar, daha sonra
genisleyerek birlesir ve tek bir kaviteye donisiir (Sekil 5). Bu asamadan sonra folikiil
gelisimi, teka tabakalarinin olugmasi ile hem ovaryan regiilatorlerinin folikiile gegisinin
kolaylagsmas1 hem de gonadotropinlere kars1 steroidojenik tepkinin artmasi dolayisiyla farkli
bir boyut kazanir. Bu biiylimenin inhibisyonu graniilozadan salgilanan oosit maturasyon
inhibitérii (OMI) ile saglanir. Folikiil boyutu arttikca graniiloza hiicrelerinin arasindaki
kavite de genisler ve kaviteye dogru oosit ve onu g¢evreleyen graniiloza hiicreleri ¢ikinti
olusturur. Bu ¢ikintiya kumulus oofurus adi verilir. Oositin etrafini ¢evreleyen graniiloza
hiicrelerine korona radiata denir. Korona radiata hiicreleri mikrovilluslar1 ile oosit
mikrovillusmar1 zona pellusidaya penetre olmustur ve bunlar arasinda oluklu baglantilar
bulunur. Korona radiata hiicreleri disinda kumulus ooforus hiicreleri bulunmaktadir. Korona

radiyata, ovulasyonda yumurta ile birlikte folikiilden salinan hiicre grubudur (103).

Eksterna

Graniiloza &
Hiicre Tabakas1

Sekil 5. Sekonder folikiil sematik ¢izimi. (a) Graniiloza hiicre tabakalarinin arasinda antrum
(A) olusumu ve teka tabakalarinin kendi i¢inde teka interna, teka eksterna seklinde
iki tabakaya ayrildigi resmedilmistir. (b) Sekonder folikiilin IM goériintiisiinde
graniiloza hiicreleri (GH) etrafindaki teka hiicreleri (TH) ve antral (A) bosluklar
goriilmektedir (H&E 400X).
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2.3.5. Graaf Folikiil

Graaf folikiilii, folikiiler siv1 ile dolu biiyiik antral boslugu tamamen olusmus, teka
tabakalar1 en belirgin halini almis ovulasyon oncesindeki en gelismis folikiil yapisidir (Sekil

6, Resim 2).

Graniiloza
hiicreleri

Sekil 6. Graaf folikiil sematik ¢izimi. Cok tabakali graniiloza hiicrelerinin ortasinda yer alan
folikiiler siv1 ile dolu antrum yapisi, bu bosluga dogru ¢ikint1 olusturan kumulus
ooforus yapisi ve oositi ¢evreleyen korona radiyata hiicreleri resmedilmistir. Bazal
membrani ¢evreleyen teka tabakalari ve teka interna tabakasinin kan damarindan
zengin olusu da sekilde gosterilmistir.

Resim 2. Graaf folikiil. Oosit (O) etrafin1 gevreleyen kirmizi yildizla isaretlenmis soluk
pembe zona pellusida goériilmektedir. Oositin etrafindaki hiicre toplulugu (mavi
oklarla belirtilmis) korona radiyata, antruma (A) dogru ¢ikint1 yapan graniiloza
hiicre kitlesi kumulus ooforus (KO), folikiilii cevreleyen ganiiloza hiicre tabakasi
(GH), tiim folikiilii cevreleyen teka interna (TI) ve teka eksterna (TE) yapilari
goriilmektedir (H&E 400X).
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2.3.6. Atretik folikiiller

Yumurtalik rezervi dogumdan itibaren dogal olarak ya da dis etkenlerle kademeli
olarak tiikenir. Folikiiller heniiz gelisim agamasina girmeden ya da gelisiminin herhangi bir
asamasinda folikiiler atrezi denilen bir siirecle dejenere olarak kaybolurlar (Resim 3).
Folikiillerin gelisimini takip eden siirecte atreziye ugramasinin bir¢ok nedeni bulunur;
hasarli genom ve organel iceren diisiik kaliteli oositlerin yer aldig: folikiiller atreziye ugrayip
elimine edilir (104). Yeterli derecede graniiloza hiicrelerine sahip olmayan folikiiller de
oositin beslenmesi ve folikiiliin gelisimde yetersiz kalmasi sebebi ile elimine olan grupta yer
alirlar (105). Yumurtalik rezervinde yer alan saglikli oositlerin mevcudiyetini azaltan
faktorler arasinda ¢esitli enfeksiyonlar sebebiyle yasanan iltihaplanma ve sonrasinda
kullanilan ilaglarin yan etkileri de gosterilebilir. Folikiiler atrezi ilk olarak graniiloza
hiicrelerinin apoptoza ugramasi ile kendini gosterir. Daha sonra folikiillerin oositleri

kiigtilerek dejenerasyona ugrar (106).

Resim 3. Atretik folikiil. Ovaryum dokusunda soluk pembe camsi yapidaki atretik folikiil
(AF) goriilmektedir.(H&E 200X)

2.4.Gentamisin

Gentamisin ilk olarak Micromonospora purpurea bitkisinden 1963 yilinda izole
edilmis, gentamisin C1,C2 ve Cla karisimi halinde elde edilen, diisiik maliyetli, genis

kullanima sahip bir aminoglikozittir. Molekiiler formiili C21H43N507 dir (107).
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Gentamisin gram negatif, aerobik bakterilerin 30S ribozomal alt birimlerinde yer
alan 16S rRNA ve S12 proteinlerinin arasina yerleserek translasyonda mRNAnin yanlis
okunmasina sebep olur ve bu sayede bakteriyel protein sentezini engelleyerek bakteriyel
hiicre zarinin biitiinligliniin bozulmasina yol acar (108). Mantar, viriis ve anaerobik
bakterilere kars1 etkinlikleri yoktur. Gentamisin, Pseudomonas aeruginosa, Neisseria
gonorrhoeae gibi bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar da dahil ciddi gram negatif
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan bir antibiyotiktir (109, 110). Gentamisin Klinikte
sikc¢a kullanilan tedavi edici ajan olmasinin yani sira nefrotoksisite ve ototoksisite gibi ciddi
yan etkilere sahiptir. Sicanlarda yapilan ¢alismalarda gentamisinin sperm canliliginda
azalmaya, testis dokusunda histopatolojik etkilere ve testiste apoptotik hiicre artigina sebep

oldugu goriilmistir (111).
2.4.1. Gentamisin Etki Mekanizmasi

Gentamisin hedef bakterilere girisi {ic asamada gerceklesir. ilk asamada polikatyonik
aminoglikozit olan gentamisin, gram negatif bakterilerin hiicre zarlarinda bulunan
lipopolisakkaritler, fosfolipitler gibi negatif yiiklii bilesenlere elektrostatik olarak bir
baglanma fazi gecirir. Bu baglanma sonucunda membran gecirgenligi artarak gentamisinin
sitoplazmaya girisine izin verir. Ikinci asama antibiyotigin bakteri sitoplazmasina girisi ve
bakteriyel ribozomun 30S alt birimine baglanma evresidir. Bu evreden sonra bakterinin
protein sentezi bozulur ve sitoplazmik membran hasar1 olusur. Ugiincii asama
aminoglikozitler tarafindan protein translasyonu bozulan ve bunun sonucunda membran
hasar1 gergeklesen bakteriye daha fazla aminoglikozit girisi gerceklesip konsantrasyona

bagl 6liimiin gerceklestigi asamadir (112).
2.4.2. Gentamisin Toksisitesi

Gentamisinin nefrotoksisite ve ototoksisiteye sebep oldugu yapilan c¢aligmalar ile
kanitlanmistir (113). Basglica hedef organlari bobrekler ve kraniyel sinirlerdir. Bunlarin
disinda oksidatif stresi arttiric1 etkiye sahip olup birgcok organ i¢inde tehlike arz eden bir
ajandir (114). Ureme organlarinda olusturabilecegi hasara dair yapilan galismalarda testis
tizerinde olumsuz etkilere sebep oldugu ve sperm parametrelerini degistirdigi goriilmiistiir
(115). Gentamisinin ovaryumda olusturabilecegi hasara dair herhangi bir in vivo caligmaya

rastlanmamuistir.
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2.5. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, biyolojik bir sistemde tiretilen reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) reaktif
ara triinlerinin detoksifiye edilmesinde yetersiz kalmasi sonucu ¢ok yonlii hasara sebep
olabilecek bir dengesizlik durumudur. Serbest radikaller, viicutta bir¢ok reaksiyon sonucu
ortaya ¢ikabilen, dis orbitallerinde eslesmemis elektron tasiyan ve bu kararsizlik sebebiyle
viicuttaki diger molekiiller ile reaksiyona girip sistemde dengesizlik yaratma potansiyeline
sahip yiiksek enerjili molekiillerdir. Bu molekiillerin olusmasina sebebiyet veren seyler
arasinda viicudun kendi elektron transport sistemi, radyasyon ve disardan alinan ajanlari
sayabiliriz (116). Viicuda alinan ilaglar metabolize edilirken ¢esitli redoks tepkimeleri

gecirir ve bu tepkimeler sonucu serbest radikaller ortaya cikar.

Viicutta biriken serbest radikaller viicudun kendi antioksidan sistemi tarafindan ya da
disaridan takviye edilen antioksidanlar tarafindan maskelenemezse viicutta bir¢ok sisteme
zarar verip sitotoksisite, apoptoz, nekroz ve DNA mutasyonlarina sebep olabilir (117).
Oksijenli solunum yapan canlilarda mitokondriyal metabolizma sonucu ROS’un ortaya
¢ikist normal bir durumdur ama olusan serbest radikaller ya kararli hale doniistiiriiliir ya da
maskelenerek sistemde notralize edilirler. Hiicrelerde serbest radikallerin nétralizasyonunu
geceklestiren endojen enzim sistemleri bulunur. Hiicrenin bu dogal antioksidan sistemini
olusturan baslica enzimlere 6rnek olarak SOD, CAT, GPx gosterilebilir (118). Normal
durumlarda ROS {iriinleri genellikle, viicudun antioksidan savunma sistemi olan, siiperoksit
dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ile temizlenir fakat bu sistemlerin
tiretimindeki ya da isleyisindeki aksakliklar ortamdaki siipiiriici enzimlerin tiikenmesine
sebep olabilir. Bunun sonucunda viicudun dengesi prooksidan lehine kayar ve serbest
radikallerin nétralize edilememesi ile diger hiicresel kompartmanlar zarar gorebilir (119).
Bu enzimlerin seviyelerindeki artis ya da azalis bize oksidatif dengenin bozulup
bozulmadigini gdsteren biyobelirtegtir. Oksijen radikallerinin doku bilesenleri ile reaksiyona
girmesi sonucu olusan metabolitler de bize oksidatif stres seviyesi hakkinda fikir saglar.
Malondialdehit (MDA) hiicre zarinda doymamis yag asitlerinin oksidasyon reaksiyonunun

son uriiniidiir. Bu nedenle oksidatif stres biyobelirtecleri arasinda yer alir (120).
2.6. Kuersetin

Kuersetin, JUPAC terminolojisinde 2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,5,7-
trihydroxychromen-4-one olarak adlandirilan kapali molekiil formiilii C1sH10O7 ile ifade

edilen bir flavonoiddir (121).
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Kuersetin, 1997 yilinda, WHO/FAO tarafindan ortaklasa yiiriitiilen, gida katki
maddeleri ortak uzman komitesi JECFA tarafindan gidalarda kullanimi agisindan
degerlendirilmis ancak yapilan sinirli sayidaki ¢alismalarda toksisite sonuglari nedeniyle
kabul edilir glinliik alim (ADI) dozu belirlenememistir. 1998 yilinda yapilan ¢alismalarda
kuersetinin insanlar i¢in potansiyel kanserojen riski degerlendirilmis ve bdyle bir etkiye
sahip olmadig1 goriilmiistiir. 2004 Yilinda, yiiksek saflikta gida sinift yani % 98,5 ve listii
kuersetin olarak pazarlanmis ve genel olarak ¢esitli gidalarda kullanim igin giivenli olarak

kabul edilmistir (122). Toz formunda, limon saris1 rengindedir ve suda ¢oziiniirliligi azdir
(123).

Resim 4. Kuersetin kimyasal yapisi (124)

Kuersetin, tizim, elma, domates; sogan, lahana, kapari, ¢ay gibi meyve, sebze ve
bitkisel kaynakli bir¢ok iirlinde bulunur. Kuersetin, genel saglig1 destekleyen, hastaliklara
kars1 direng saglayan, viicutta hasar olusturabilecek ajanlara karsi koruyucu etki olusturma
potansiyeline sahip bir antioksidandir (125). Bitkilerin enerji tiretiminde etkili olan bu
bilesik ayn1 zamanda bitkileri ultraviyole etkisine karsi da korudugu savunulmaktadir.
Sogan, elma ve ¢ay kuersetin agisindan zengin tiriinlerdir, ancak en yiiksek konsantrasyonu

100 g da 234 mg olarak kaparide olgiilmiistiir (126).
2.6.1 Kuersetinin Viicutta Emilimi

Kuersetinin emilimine dair yapilan arastirmalarda oral yolla alinan kuersetinin
oldukga degisken ve zayif bir biyoyararlanim gosterdigi gorilmiistir (127). Diisiik
biyoyaralanim gosteriyor olsa bile yiiksek derecede Kritik biyoaktiviteye sahip molekiiller
igerir (128). Kuersetin mide asidinde stabil halde kalip, ince bagirsagin iist segmentinde

emilim sagladigi gosterilmistir (129).
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Kuersetin molekiiliine sekerlerin baglanmasi ile kuersetin glikozitleri olusur ve bu
yapidaki kuersetinlerin yine baglanan seker tiiriine gore ince bagirsaktaki mukozal epitelde
yer alan sodyum bagimli glukoz tasima reseptorlerine baglanip emilimini kolaylastirdigi
distiniilmektedir (130, 131). Kuersetin metabolizmasi ince bagirsakta baslar ve kalin
bagirsak, karaciger ve bobrek gibi organlarda devam eder (132). Kuersetin molekiilleri, ince
bagirsak epitelinde, enterik bakteriler ve ¢esitli enzimler tarafindan emilimi saglanabilecek
formdaki metabolitlere dontstiiriiliirler (133). Kuersetin molekiiliindeki omurga yapisinin
bozulup kiiclik fenolik parcalara ayrilma islemi hem ince bagirsakta hem de kolonda
meydana gelir. Emilimi saglanan kuersetin molekiilleri ince bagirsak ve karacigerde
biyotransformasyon enzimleri ile metillenip bobreklerde idrar olusumu ile atilir (134).
Kuersetinin atilim1 ile ilgili yapilan bazi ¢alismalarda kuersetinin organlarda birikme
egiliminde oldugu, hiicresel olarak mitokondriyel alanda konsantrasyon gosterdigi

distintilmustiir (135).
2.6.2. Kuersetinin Biyolojik Etkileri

Kuersetin dogal polar oksin tasima inhibitoriidiir. Kuersetin yapisindaki polifenoliin
benzo-hidropiran halkasina bagli dort hidroksil grubu bulunduran ve bu sayede serbest
radikalleri ortadan kaldirict etkiye sahip en etkili antioksidandir (136). Kuersetin serbest
radikallere proton vererek reaksiyona girer ve kendisi eslenmemis radikal halini alir. Daha
sonra olusan kuersetin radikali kolay ve hizli sekilde hiicreden uzaklastirilir (137). Fe*2, Cu*?
gibi gecis metallerini selatlama 6zelligine sahip olup elektron tasinmasii katalizleyerek

serbest radikalleri temizleyici etki gosterir (138).

Kuersetin ile yapilan bir¢ok in vitro ve in vivo ¢alismalarda antienflamatuar 6zellige
sahip oldugu antikanserojen, bakteriyostatik ve antiviral etkilere sahip oldugu gosterilmistir
(139). Kuersetinin in vitro hiicre sistemlerinde, enflamatuar gen ekspreyonlarinin dnemli
Olglide azalmasinda etkili oldugu goriilmiistiir (140). Farkli flavonoidler ile yapilan bir
caligmada insan aort endotel hiicrelerinde timoér nekroz faktor-a (TNF- o) ile indiiklenen
adezyon molekiillerinin ekspresyonunu inhibe edici etkileri karsilastiritlmis ve kuersetinin
giclii ve doza bagimli olarak etkili bir flavonoid oldugu sonucuna varilmistir (141).
Bakteriler iizerindeki etkinligine dair yapilan arastirmalarda kuersetinin bakterilerin hiicre
duvarinda tahribata yol ac¢ip membran gecirgenliklerini arttirarak enzim aktivitesini

bozdugu, protein ve niikleik asit sentezini inhibe ettigi goriilmistiir (142). Bu ozelligi ile
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kuersetin, gentamisinin  bakteri tedavisinde destekleyici etki gosterebilecegini

distindiirmektedir.

Chia-Ling Ho ve ark. norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde kuersetin
kullaniminin etkilerini arastirmak adma SH-SYS5Y insan noroblastom hiicre hattini
kullanarak yaptiklar1 calismada kuersetinin, mitokondriyal biyogenezi arttirdigin1 ve ROS

un sebep oldugu hasar1 azalttigini belgelemislerdir (143).

Kuersetinin diyet flavonoid olarak kullaniminin yayginlagmasi, bir¢ok ilag ham
maddesi ve gida katki maddesi olarak kullaniminda artis ve potansiyel klinik kullanim
tartigmalar1 nedeniyle kuersetinin giivenligi, genotoksisite deneyleri ve akut, subkronik,
kronik iireme toksisitesi agisindan kapsamli bir degerlendirmeye alinmistir (144-146).
Kuersetinin testis Ovaryum {iizerindeki biyolojik etkilerinin arastirildigi bazi ¢aligmalarda
kuersetinin oosit kalitesini arttirdigi, graniiloza hiicrelerinin oksidatif stresini diisiirdiigii ve
hormon salgilarini arttirdig1 goriilmiistiir (147, 148). Dhanaraj Teekaraman ve ark. yaptigi
calismada kuersetinin metastatik ovaryum kanseri PA-1 hiicre hattinda hiicre canliligini1 doza
bagli sekilde azalttig1 Bcl-2 ve Bel-xL gibi antiapoptotik molekiilleri azaltirken proapoptotik
molekiillerde artis sagladigi belgelenmistir (149). Kuersetinin ovaryum kanseri {izerine
etkilerinin arastirildigi in vivo ve in vitro ¢alismalarda, kanserli hiicrelerde P53 aktivasyonu,
Bcl-2 nin azalmasi, Bax, kaspaz-3 ve kaspaz-9 gibi apoptozda gorevli molekiillerin artmasi
gibi etkiler gosterip apoptozu indiikledigi ve saglikl hiicrelere zarar vermedigi goriilmiistiir.
Buna dayanarak kemoterapotik ajanlarla kombine sekilde kullanilabilecegi ongoriilmiistiir
(150, 151). Kuersetin organlarda hasar olusturabilecek ajanlarla birlikte kullaniminda hasari
azaltict ya da onleyici etkiler gosterebilir. Yapilan ¢calismalarda bobrek, karaciger ve testis
gibi organlarda cesitli ajanlarla olusturulan oksidatif stres ve enflamasyona kars1 koruyucu

olabilecegi gosterilmistir (152, 153).

Napatr Sriraksa ve ark. Sprague Darwey si¢anlarinda 6-hidroksidopamin (6-OHDA)
ile olusturduklar1 Parkinson modelinde kuersetinin oksidatif stresi azaltma potansiyelini test
etmis ve yiiksek dozlarda kuersetinin azaltmasinin yani sira asetilkolini de arttirarak bilissel

etki sagladigini savunmuslardir (154).

Yapilan bir ¢alismada, Wistar siganlarinda izoproterenol ile indiikklenmis
miyokardiyal iskemi olusturulmus ve bir aylik deney siiresinde giinliik 50, 100 ve 150 mg/kg
dozlarinda kuersetin uygulanmistir. Calisma sonuglari incelendiginde, tedavi gruplarinin doz

ile dogru orantili sekilde anti-enflamatuar etki gosterdigi ve dl¢lilen SOD, GSH-Px ve CAT
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degerlerindeki artis, MDA diizeyindeki azalistan yola ¢ikarak, oksidatif stresi azaltici etkiye
sahip oldugu gosterilmistir (155).

Kuersetin gibi flavonoidlerden zengin diyetlerin saglik agisindan olumlu etkilere
sahip oldugu diistiniilse de alinmasi gereken dozun iyi ayarlanmadig: takdirde antioksidan
ozelligini kaybedip pro-oksidan etki gosterebilecegi gerg¢egi de goz ardi edilemez (156, 157).
Yapilan bazi in vitro mutajenite ¢aligmalarinda kuersetinin mutajenik ve genotoksik etki

gosterdigi savunulmustur (158).

Kimberly Vanhees ve ark yaptig1 calismada dogum oncesi yiiksek diizeyde kuersetin
diyetinin DNA onarim sistemine hasar verebilecegi ve losemi baglangic1 riskini
arttirabilecegi bildirilmistir (159). Disaridan alinan diyet flavonoidlerin, topoizomeraz II
gibi enzimleri inhibe etme potansiyeline sahiptir ve bunun sonucunda DNA sarmal kiriklari,
mutasyonlar gibi DNA hasarina yol acabilecek genotoksik etkiler gdosterebilecegi
gorilmistiir (139).

Dolayistyla kuersetin her ne kadar antioksidan 6zelligi ile dikkat ¢ekiyor olsa da bazi
durumlarda prooksidan o6zellik de kazanabilecegi goriilmektedir. Kuersetinin yliksek
dozlarda, ksenobiyotiklerin metabolizmasinda yer alan enzimlerin aktivitelerini diizenleyici
etkileri de vardir (160). Bu da antibiyotikler ile kuersetinin birlikte kullaniminin
kontrendikasyon yaratabilecegi sonucunu dogurur. Ayrica yapilan bazi g¢alismalarda
kuersetinin, ksenodstrojen etki gosterdigi ve bu durumun folikiil gelisiminin &strojene
bagimli evrelerinde sorun yaratabilecegi diisiiniilmektedir (161). Biz de bu calismada
gentamisin kullanimindan kaynakli doku ve plazmadaki oksidatif stres belirteclerinin
degisimini ve gentamisinin kuersetin ile kombine kullaniminin biyobelirteclerde yaratacag:
olumlu ya da olumsuz anlamli degisimlerin kaydedilmesini amagladik. Yine ¢alismamizin
amaglarindan biri de kullandigimiz iki farkli saf kuersetin dozunun ovaryum dokusu
tizerinde yaptig1 histolojik ve biyokimyasal etkilerin karsilastirilmast ile dozaj yiiksekliginde
antioksidan etkili flavonoidlerin prooksidan etki gosterip gostermeyecegi konusunda

literatiire ufak da olsa bir katk1 saglamaktir.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Deney Hayvanlarimin Temini, Etik Onay ve Barinma Kosullar:

Bu ¢alisma, Karadeniz Teknik Universitesi (KTU) Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulunun 2021/69 numarali izni ile gergeklestirilmistir. Calismanin finansal destegi KTU
Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (BAP) tarafindan (proje numarasi: TYL-2022-10087)

saglanmistir.

Calismada kullanilmak {izere 36 adet disi Sprague Dawley cinsi, 2-3 aylik, 200-250
gr agirhigindaki siganlar, Karadeniz Teknik Universitesi Cerrahi Uygulama ve Arastirma
Merkezi (KTUCAM) tarafindan uygun kosullar altinda rastgele ciftlesme sonucu elde
edilmis yavru siganlarin, dogumlarindan sonra gerekli siire beklenip saglikli bir sekilde
yeterli olgunluga erigsmeleri sonucu, aralarindan rastgele secilim yapilarak deneye dahil

edilmislerdir.

Tiim sicanlar KTUCAM tarafindan, deneyin uygulanma ve sonlandirma siirecleri
boyunca standart Tip III kafeslerde oda sicakligi 22 + 1 derece, nem oran1 %50 olacak
sekilde kontrolii saglanan odalarda barindirildi. Odalar 12 saat aydinlik 12 saat karanlik
periyodunda diizenli olarak takip edilerek, kafeslerinin hemen {izerine yerlestirilen kolayca
erisebilecekleri standart sigan yemi ve yine serbestge ulasabilecekleri ¢cesme suyu ile

beslenme ve bakimlari yapildi (Resim 5).

KONTROL

Resim 5. Siganlarin barindirildig: Tip 111 kafesler
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3.2. Deney Gruplarimin Olusturulmasi ve Uygulanan Islemler

Sicanlar, rastgele se¢ilmis 6 sar hayvandan olusan 6 esit gruba ayirilarak kontrol

grubu hari¢ her grup i¢in literatiire uygun sekilde 6nceden ayarlanmis dozlarda 7 giin

boyunca aymi saatlerde (10-11s) gentamisin (80 mg/2 ml Ibrahim Etem Ulagay Ila¢ Sanayi
Tirk A.S, Tirkiye) ve kuersetin (Sigma-Aldrich, Co, St, Louis,USA; CAS: 117-39-5
Q4951-100 g, > 95%) uygulamalar1 yapildi (158, 159, 147). Kontrol grubuna, benzer

uygulama stresi olusturmak adina 7 giin boyunca 1 ml serum fizyolojik i.p. olarak enjekte

edildi. Hayvanlarin son 6l¢iilen agirliklari baz alinarak gentamisin dozlar1 kg basina 100 mg

olacak sekilde ayarlandi. 11k olarak gentamisin uygulamasi yapilip 5 dk beklendikten sonra

kuersetin gavaji yapildi (Resim 6, 7). Kuersetin her uygulamadan 6nce 3. ve 5. grup i¢in 20

mg/kg, 4. ve 6. grup i¢in de 50 mg/kg olmak tizere 1 ml serum fizyolojik ile iyice ¢6ziilerek

hazirland1 (Tablo 1).

Tablo 1. Deney gruplari ve uygulanan islemler

Grup Isimleri

Kontrol (K)

Gentamisin (GEN)

Gentamisin+Kuersetinl
(GEN+QCT1)

Gentamisin+Kuersetin2
(GEN+QCT2)

Kuersetinl (QCT1)

Kuersetin2 (QCT2)

Yapilan Uygulama

Deneyin 1. Glinlinden baglayarak 7 giin boyunca 1 ml serum
fizyolojik i.p. olarak uygulanda.

Deneyin 1. Giiniinden bagslayarak 7 giin boyunca GEN
(100mg/kg) i.p. olarak uygulandi.

Deneyin 1. Giiniinden baslayarak 7 giin boyunca GEN
(100mg/kg) i.p. olarak ve QCT1 (20mg/kg) gavaj yolu ile
uygulanda.

Deneyin 1. Giiniinden baslayarak 7 giin boyunca GEN
(100mg/kg) i.p. olarak ve QCT2 (50mg/kg) gavaj yolu ile
uygulanda.

Deneyin 1. Giinlinden baglayarak 7 giin boyunca QCT1
(20mg/kg) gavaj yolu ile uygulanda.

Deneyin 1. Gilinlinden baglayarak 7 giin boyunca QCT]I
(50mg/kg) gavaj yolu ile uygulandi.
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Resim 7. Siganlara kuersetinin oral gavaj yoluyla verilmesi

3.3. Doku Numunelerinin Elde Edilmesi

Deneyin baslangici 1. giin kabul edilmis ve 8. giin tiim siganlar anestezi altindayken
(i.p. ketamin 90 mg/kg) kansizlastirma yontemi ile sakrifiye edilmistir. Alinan kan 6rnekleri
biyokimyasal parametreler igin Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA)’11 tiipe konulup; vakit
gecirmeden hizlica hayvanlar alt abdominal bodlgeden orta hat kesilerek sag ve sol
ovaryumlar1 ¢ikarilip ayr1 ayri tartildi (Resim 8). Daha sonra sag ovaryum biitiin olarak
%10’luk formalin soliisyonunda tespit islemine alindi. Sol ovaryum ise biyokimyasal

degerlendirmeler i¢cin Eppendorf tiiplerine alinip analiz edilmek {izere ayirildi.
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Resim 8. Ovaryum dokularinin ¢ikarilmasi

3.4. Histolojik Islemler
3.4.1. Histolojik Analizler i¢in Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

Deneyin 8. giinii anestezinin etkisindeki siganlar kansizlagtirma yontemi ile sakrifiye
edildikten sonra hayvanin alt abdominal bolgesinden orta hat boyunca kesilerek ovaryumlari
cikarildi. Sag Ovaryum histolojik analizler i¢in kullanilmak {izere ¢ikarildiktan sonra
etrafindaki dokulardan kabaca temizlenerek ovaryum dokusu iizerinde herhangi bir trimleme
yapitlmadan hassas terazide tartildiktan sonra biitiin olarak doku takip kasetlerine
yerlestirildi. %10 luk formalin soliisyonuna atilarak tespit islemine baslandi. Sol ovaryumlar
da ¢ikarildiktan sonra etrafindaki dokular temizlenip 6nceden hazirlanmis ependorf tiiplerine

konulup biyokimyasal analizleri yapilmak tizere -80 C de saklamaya alindu.
3.4.2. Dokularn Fikse Edilmesi

Fiksasyon asamasi doku mimarisinin korunmasi agisindan en 6nemli basamaktir.
Fiksatifin gorevi dokudaki proteinlerin denatiirasyonuna ve pihtilasmasima sebep olan
proteinlerin ¢apraz baglanmasini saglayarak doku mimarisinin bozulmasini dnlemektir.
Formalin, formaldehit gazinin suda ¢6ziinmesi sonucu elde edilen en yaygin kullanima sahip
fiksatiflerden biridir. Cikarilan ovaryum dokularinin metabolik aktivitesini sona erdirip

enzimatik yitkimdan korumak amaciyla %10’luk formalin fiksatifi kullanildu.
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3.4.3. Dokularin Takibi

Histolojik analizleri yapilmak iizere ¢ikarip kasetlenen dokular %10 luk formalin
soliisyonunda 3 giin tespit edilmistir. Sonrasinda KTU Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dal1 labratuvarinda yer alan doku takip cihazi (Thermo Scientific Excelsior AS, Thermo
Shandon Limited, Runcorn, UK) ile cihazi ile rutin doku takip islemi yapilmistir. Mikrotom
ile kesim yapilirken dokularin dagilmadan diizgiin bir sekilde kesitlerinin alinabilmesi i¢in
dokularin sert ve sabit olmasi gereklidir. Dokular1 sertlestirmek i¢in dondurma, parafine
gomme ya da jelatine gdbmme gibi farkli yontemler kullanilir. Bu deneyde tespit islemi
tamamlanan ovaryum dokular1 doku bloklama cihazi (Leica HistoCore Arcadia Embedding
System, Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Almanya) Cihazi kullanilarak
dokularin uygun konumlarda parafine géomiilme islemi gergeklestirildi ve parafin bloklar

elde edildi (Tablo 2).

Tablo 2. Doku Takip Asamalari
Dokularin Takip Asamalari

%70’lik etanol 24 saat
%90’l1k etanol 24 saat
%100’k etanol 24 saat
%100’liik etanol 1 saat
Ksilen 5 dk (3 kez)

Dokular eritilmis parafin icerisinde 58°C’de etiivde 3 kez 15 dakika olmak iizere ve

sonrasinda tekrar etiiv icerisinde 2 saat bekletildi.

Dokular oda sicakliginda blokland.
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Bu parafin bloklar bir giin boyunca -20°C de sogumaya birakildi. Kesim i¢in uygun
hale gelen bloklar tam otomatik mikrotom (Leica RM2255, Germany) cihazi kullanilarak,
doku kesitinin ilk gorildiigii kesitten itibaren alinacak iki kesit arasinda 50 pm mesafe

olacak sekilde sayilarak kesitler alinmistir.

Ovaryum dokularinda folikiil sayimi yapilacagi icin tiim dokudan, en kiigiik
folikiiliin ortalama ¢apin1 asmayacak sekilde belirlenmis araliklarla kesitler sirali bir sekilde
alinmistir. Tim bloklar, doku baslangicindan bitimine kadar her kesit aras1 9 kesit sayilip
10. Kkesit alinarak toplamda 50 um araliklarla kesilip sirali bir sekilde lamlara alinmustir.
Lamlara alinmadan 6nce mikrotom bigagi ile kesimden kaynakli olusabilecek katlantilari
¢ozmek amaciyla benmari igerisinde 37 °C de suda doku bir siire bekletilmis daha sonra lam
45 derecelik ag1 ile suya daldirilip doku ile lam arasinda hava kabarcigi kalmayacak sekilde
lam tizerine alinmistir. Lam iizerinde bir giin boyunca bekletilen dokukar hematoksilen ve

eozin, Masson trikrom ve periodik asid-Schiff ile boyanmaya hazir hale gelmistir.
3.4.4. Hematoksilen & Eozin Boyama Y éntemi

Hematoksilen Eozin boyama yontemi, hiicresel yapilarin asidofilik, bazofilik
Ozelliklerinden yararlanan ve genellikle hiicre c¢ekirdegi ile sitoplazmasi arasindaki
farkliliklar1 gorsellestirmek amaci ile kullanilan bir boyama ¢esididir. Hematoksilen hiicre
cekirdegini mavi-mor renge boyayan bazik bir boyadir. Eozin ise hiicre sitoplazmasini
pembe renge boyayan asidik bir boyadir. Bu calismada da boyanmak {izere hazirlanan
ovaryum doku kesitlerinin g¢ekirdek sitoplazma ayrimini yapabilmek ve genel doku

histolojik yapisini incelemek i¢in hematoksilen eozin boyama yontemi kullanildi.

Hematoksilen Eozin boyama icin lam iizerinde bekletilen dokular zembile alinarak
tam otomatik doku boyama cihazina (Leica Biosystems RM2245 Semi-Automated Rotary
Microtome, Leica Microsystems Ltd. Nussloch, Almanya) yerlestirildi. Boyama islemi igin
en iyi sonug veren siireler i¢in dnceden ayarlanan programda boyama islemi baslatildi. 1k
adim 45 dk boyunca cihazda yer alan 58 derecelik firinda lam {izerindeki dokularin
parafininin eritilmesi islemiydi. Dokularin etrafindaki parafin eridikten sonraki boyama

cihazinda sirasiyla agsagidaki islemler gergeklestirildi (Tablo 3).
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Tablo 3. Hematoksilen eozin boyama asamalari

Hematoksilen Eozin Boyama Asamalari

Ksilen 5dk
Ksilen 5dk
%100’liik etanol 5 dk
%96’11ik etanol 5dk
%70’lik etanol 5dk
Distile su 1dk
Hematoksilen 1.5 dk
Musluk suyu 1dk
Asit alkol 1 defa batir-¢ikar
Distile su 1dk
Amonyakli su 10 saniye
Distile su 1dk
Eozin 1dk
Distile su 1dk
%96’l1k etanol 5 dk
%100’1iik etanol 5dk
Ksilen 5dk
Ksilen 5dk
Entellan ile kapatildi

3.4.5. Histolojik ol¢iimler

H&E ile boyanip mikroskopta incelemeye hazir hale getirilen preparatlar, Olympus
DP 71 (Japan) kamerali 1s1k mikroskobu ile (Olympus, BX51, Japan) ile Analysis 5

Research (Olympus Soft Imaging Solution, Germany) programi kullanilarak incelendi.
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Her hayvan i¢in hazirlanan seri kesit preparatlarindan rastgele 6rnekleme ile segilen
5 preparatta, folikiillerin graniiloza hiicre sekilleri ve katman sayilar1 dikkate alinarak;
primordiyal folikiil, tek tabakali primer folikiil, cok tabakali primer folikiil, sekonder folikiil,
Graaf folikiilii ve atretik folikiillerin morfolojik siniflandirmasi yapildiktan sonra, tek tek

sayimi yapildi (Tablo 4).

Atretik follikiil tanimi: ¥4 graniiloza hiicreleri sitoplazma i¢inde otofajik vakuoller ve
kabarciklar igerir. Graniiloza hiicreleri siireksiz bir zona pellucida ile diger komsu
hiicrelerden (teka tabakasi) ayrilmistir (164). Kiiglik follikiillerde graniiloza hiicreleri ve
immatiir oositler kii¢iiliir ve dejenere olur (165). Biiyiik follikiillerde graniiloza hiicrelerinde
apoptozis, antruma dokiilme, notrofil ve makrofaj invazyonu olur. Follikiiliin kavitesine bag

dokusu invazyonu olur. Zona pellusida biiziiliir ve cams1 membran goriiniimii olur (166).

Ovaryum dokusundaki hasar; ovaryum folikiiler hiicre dejenerasyonu, vaskiiler
konjesyon, germinal epitelde dejenerasyon ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu agisindan
degerlendirildi. Degerlendirme yarikantitatif olarak, her bir kriter i¢in 0 ila 3 (0: yok; 1: hafif;
2: orta; 3: siddetli) arasinda degisen 6lgek kullanilarak skorlandi (167)(168).

Tablo 4. Folikiillerin siniflar1 ve morfolojik 6zellikleri

Folikiil Sinifi Morfolojisi
Primordiyal Folikiil Tek katl yassi folikiil hiicreleri ile ¢evrili oosit
Unilaminar Primer Folikiil Tek kath kiibik folikiil hiicreleri ile gevrili oosit

Multilaminar Primer Folikiil Cok kath graniiloza hiicreleri ile ¢evrili oosit

Sekonder Folikiil Teka tabakalar1 belirginlesmis, ¢ok katli grantiloza

hiicreleri arasi antral bosluklar olusmaya baglamis

Graaf Folikiil Teka tabakalar1 gelismis, belirgin tek bir antral

bosluk ve kumulus ooforus yapisi olusmus

Atretik Folikiil Dejenere olmus, camsi yap1 kazanmis folikiil
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3.4.6. Masson Trikrom Boyama Y 6ntemi

Masson trikrom boyama yontemi ile doku kesitlerinde kollajen, kas dokusu gibi
yapilar ayirt edilir. Bu boyama yontemi, 6zellikle fibrozis durumunda kollajen birikiminin
tespit edilmesi icin siklikla kullanilir. Gruplara ait preparatlarin boyanmasinda (GBL®
CONVASTAIN-Masson trikrom boyama seti, iiriin kodu: 5022) kullanildi. Uretici firmanin
boyama protokoliine uygun olarak boyama yapildi (Tablo 5).

Tablo 5. Masson trikrom boyama yontemi

Masson Trikrom Boyama Asamalar

Weigert Demirli Hematoksilin Cozeltisi A Herbirinden 5 er damla karistir. Preparata

Weigert Demirli Hematoksilin Cozeltisi B ekle 30-40 dk beklet, distile su ile yika

Pikrik Asit Alkolik Cozeltisi C 10 damla — 4 dk beklet, distile su ile yika
Gelincik Kizili Fuksin Cozeltisi D 10 damla — 4 dk beklet, distile su ile yika
Fosfomolibdik Asit Cozeltisi E 10 damla — 10 dk beklet, distile su ile yika
Masson Anilin Mavisi Cozeltisi F 10 damla — 5 dk beklet, distile su ile yika

Asit serilerinden gegirerek dehidrasyon

Bu adimdan sonra, doku ornekleri dehidratasyon ve seffaflastirma isleminden

gecirilir ve mikroskopta incelemek tizere hazir hale getirilir.

Ovaryum dokusundaki fibrozis yarikantitatif olarak degerlendirildi. Bu
degerlendirmede 0 ila 3 (0: yok; 1: hafif; 2: orta; 3: siddetli) arasinda degisen Slgekler

kullanilarak skorlama yapildi.
3.4.7. Periodik Asit-Schiff Boyama Y éntemi

PAS boyama teknigi ile glikojen, glikoprotein gibi polisakkaritler, baz1 zar
proteoglikanlar1 boyanir. Polisakkarit yapisindaki karbonhidrat bilesenlerinin hidroksil

grubuna baglh aldehit ve keton yapilar1 boyanin baglanmasini saglayan bélgeleri olusturur.
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Boyama i¢in hazirlanan doku kesitlerine ilk olarak periodik asit ¢ozeltisi damlatilir.
Bu islem sonucu polisakkaritlerin aldehit ve keton gruplar1 okside olup ¢itf baglar1 kirilir.
Cift baglarin kirilmasi sonucu zincirde bosluklar olusur ve sonraki adimda uygulanacak
Schiff reaktifi bu agilan alanlarda reaksiyon olusturur. Doku 6rnegine damlatilan Schiff
reaktifi aldehit ve keton gruplari ile reaksiyon olustururarak kirilan baglarin arasinda kalan
karbonhidratlarla pembe veya kirmizi renkli bir kompleks olusturur. Ovaryumda PAS
boyama ile yumurta hiicresini ¢evreleyen zona pellusida yapisini, antral bosluklarda ve
graniiloza hiicrelerindeki glikojen seviyelerini, theca hiicrelerinde polisakkaritlerin
varliginin histolojik degerlendirmesinin yapmak mimkiindiir. Bu ¢alismada (ATOM
SCIENTIFIC PAS stain kit (modified McManus 1946), RRSK15-100) kullanildi ve PAS
boyama prosediiriine uygun olarak dokularin boyamasi yapildi (Tablo 6). PAS boyama ile

zona pellusida ve bazal membranin histopatolojik degerlendirmesi yapildi.

Tablo 6. Periodik asit Schiff boyama asamalari

Periodik Asit Schiff Boyama Asamalar:

Periyodik asit ¢ozeltisi ile oksitleme 5dk
Distile su 2 dk
Schiff reaktifi 20 dk
Distile su 5-10 dk
Hematoksilen boyama 1 dk
Distile su

Alkolle dehidrasyon

3.5. Biyokimyasal incelemeler

Biyokimyasal analizler i¢in sol ovaryum dokularinda oksidatif stres belirleyicileri
olarak doku ve plazma malondialdehit (MDA), doku siiperoksit dismutaz (SOD), doku
katalaz (CAT) ve doku glutatyon peroksidaz (GPx) seviyeleri 6l¢iildii. Siiperoksit dismutaz
(SOD), antioksidan savunma sisteminde rol oynayan ROS ve siiperoksit anyon radikallerine

kars1 en 6nemli antioksidan savunma sistemidir.
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Glutatyon peroksidaz hiicre sitoplazmasinda yer alan H:O:’yi suya parcalayan
onemli bir antioksidandir. Katalaz hiicrede olusan H.0:’yi ortadan kaldirir. MDA, SOD,

CAT ve Gpx degerleri bize bozulmus antioksidan seviyeleri hakkinda fikir verir.

Deney sonunda sakrifiye edilen siganlardan alinan over dokular1 serum fizyolojikle
yikandi, fazla kan uzaklastirildi ve analiz giiniine kadar GPX, SOD, CAT ve MDA ve protein
tayinlerini gergeklestirmek icin -80°C’de saklandi. Kan ornekleri EDTA igeren
antikoagiilanli tiiplere alindi. Daha sonra 3000xg’de 15 dakika boyunca santrifiij edildi. Elde
edilen plazma 6rnekleri ayri bir tiipe aktarildi ve analiz giiniine kadar MDA seviyelerini
dlemek i¢in -80°C’de saklandi. Analiz giiniinde doku drneklerinin bir kisminda SOD, CAT,
MDA ve protein olgiimleri gergeklestirildi. Belirlenen parametreleri 6lgmek igin, yaklasik
30 mg doku tizerine pH 7.4 olan PBS’den 500 pL ilave edildi ve el homojenizatdrii yardim
ile 20 saniye boyunca homojenize edildi. Homojenat 5000xg’de 10 dakika santrifiij edildi
ve slipernatantlarda istenilen dlglimler gergeklestirildi. Geri kalan over dokusunda da GPx

aktivite 6l¢iimii yapildi.
3.5.1. Plazma MDA Olgiimii

Plazma orneklerinde MDA miktari1 6lgmek igin, Yagi tarafindan gelistirilen
TBARS (Tiobarbituric Acid Reactive Substance) metodu kullanildi (169). Yo6ntemin esasi
lipid peroksidasyon iiriinii (MDA) ile tiyobarbitiirik asit (TBA) arasinda meydana gelen

reaksiyonda olusan rengin 532 nm’de spektrofotometrik olarak dl¢iilmesine dayanmaktadir.
Cozeltilerin Hazirlanmasi

1) 22.8 M Siilfirik asit (H2SO4) Cozeltisinin Hazirlanmasi: %98’lik HoSO4’ten 228 pL
alinip 100 mL’ye saf su ile tamamlandi.

2) Tiyobarbitiirik Asit (TBA) Cozeltisinin Hazirlanmasi: 0.67 g TBA tartilip 50 mL
kadar saf su ile isitilarak ¢oziildi. Soguyan ¢ozeltinin {izerine 50 mL asetik asit ilave edildi.
3) Fosfotungustik Asit Cozeltisinin Hazirlanmasi: 1 g fosfotungustik asit tartilip 9 mL

kadar saf su ile ¢oziildii.

4)Standart cozeltiler: 10.000 nM’lik tetrametoksipropan stok standart ¢ozeltisinden ara
stok ¢ozelti hazirlandi. Daha sonra seri diliisyonlar yapilarak 50, 40, 30, 20, 10 ve 5 nM’lik

standart ¢ozeltiler hazirlandi.
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Deneyin Yapilhisi:

1) Bir deney tiipiine 150 pL plazma 1.2 mL H2SO4 ve 150 pL fosfotungustik asit eklendi,
tyice karistirildiktan sonra 5 dakika bekletildi. Bu asamada proteinlerin ¢okmesi saglandi.
2) Elde edilen karisim 1500xg’de 10 dk santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi.

3) Geriye kalan ¢okelek iizerine 2 mL saf su eklendi ve bir vorteks yardimiyla iyice
¢ozlinmesi saglandi.

4) Her bir standart ve 6rnek tiipiiniin {izerine 500 pL TBA eklendi ve 1 saat 100 °C’ de inkiibe
edildi.

5) inkiibasyonun ardindan tiipler 1000xg’de 10 dk santrifiij edildi.

6) Ustteki berrak kisimdan 300 pL bir okuma pleytine aktarildi ve 532 nm dalga boyunda
absorbanslar okundu.

7) Elde edilen standart grafikten yararlanilarak plazma MDA miktari nM olarak belirlendi
(Sekil 7).
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Sekil 7. Serum 6rneklerinde MDA seviyelerinin belirlenmesinde kullanilan standart grafigi

3.5.2. Doku MDA Ol¢iimii

Doku 6rneklerine MDA 6l¢iimii i¢in Mihara ve Uchiyama tarafindan belirlenen
yontem kullanildi (170). Bu metodun esasi, MDA’nin asidik ortamda tiyobarbitiirik asitle

olusturdugu pembemsi rengin 532 nm’de absorbansinin 6l¢iilmesine dayanmaktadir.
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Kullanilan Cozeltiler:

1) %1¢lik H3POu4 ¢ozeltisi: Bir miktar saf su {izerine 2.94 mL %85°lik H3POj4 alind1 ve son

hacim distile su ile balon jojede 250 mL’ye tamamlandi.

2) Tiyobarbiturik asit (TBA) ¢ozeltisi: 0.67 g TBA tartildi ve 50 mL distile suda 1sitilarak
magnetik bar yardimiyla ¢6ziildii. Ardindan soguduktan sonra tizerine 50 mL asetik asit ilave
edildi.

3) Standart cozeltiler: 10.000 nM’lik tetrametoksipropan stok standart ¢ozeltisinden ara
stok ¢ozelti hazirlandi. Daha sonra seri diliisyonlar yapilarak 50, 40, 30, 20, 10 ve 5 nM’lik

standart ¢ozeltiler hazirlandi.
Deneyin yapilisi:

Doku MDA ol¢iimii icin tablo 7’ye gore pipetlemeler yapildi ve 532 nm’de
spektrofotometrik dl¢tim yapildi.

Tablo 7. Doku MDA seviyesi 6l¢timil igin yapilan reaksiyon karigimi

Reaktifler Hacim (uL)
Stipernatant, Standart, Kor 100
%1’ lik HsPO4 Cozeltisi 600
TBA Cozeltisi 200

100 °C’ de 45 dk inkiibasyon

Sekil 8’daki standart grafik kullanilarak MDA konsantrasyonu hesaplandi. Sonuglar

ise nmol/g protein olarak hesaplanda.
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Sekil 8. Over dokularinda MDA aktivitesini hesaplamak i¢in kullanilan standart grafigi

3.5.3. CAT Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

Katalaz aktivitesinin tayininde Aebi metodu modifiye edilerek kullanildi (171). Bu
metodun esasi, H2O2’nin CAT tarafindan par¢alanmasi ve absorbans diisiisiiniin 240 nm

dalga boyunda takip edilmese dayanmaktadir.

Katalaz Aktivite Tayininde Kullamilan Cozeltilerin Hazirlanmasi:

1) 50 mM fosfat tamponu (pH: 7.00): 3.405 g KH2PO4 ve 4.45 g Na2HPO4.2H20, 500’er
mL saf suda ¢oziildiiler. Bu ¢ozeltiler sirasiyla 1:1.5 oraninda karistirildi ve pH’s1 7.0°a

ayarlandi.

2) % 0,216 Iik hidrojen peroksit (H202): 0.36 mL % 30’luk H20> alind1 ve hazirlanan
fosfat tamponu ile hacmi 50 mL’ye tamamlandi. Cozeltinin taze hazirlanmasina dikkat edildi
ve 1s1iktan korundu.

Aktivite 6l¢limii icin doku homojenatlart 30 kat seyreltildi ve Tablo 8’de belirtildigi gibi
pipetleme yapildi.

Tablo 8. Katalaz aktivitesi 6lglimii igin reaksiyon karigimi

Reaktifler Kér (mL) Numune (mL)
Fosfat Tamponu 375 -
Numune 750 375
H20:2 - 750
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240 nm dalga boyunda okuma yapmak i¢in kuartz kiivetler kullanildi. Kiivetlere
hidrojen peroksit ilave edilir edilmez 240 nm’deki absorbanslardaki diisiis takip edildi.
Absorbanstaki diisiis 30 sn de 0.03 den az 0.2 den fazla olmamasina dikkat edildi ve buna
gore seyretleme oranlar1 belirlendi. Katalaz aktivitesinde birim olarak birinci derece
reaksiyon hiz sabiti (k) kullanildi. Aktivite hesab1 “Esitlik 17 kullanilarak yapildi. Sonuglar
k/g protein olarak ifade edildi.

A1= Baslangi¢ absorbans
A2= 10 sn sonraki absorbans (Esitlik1)
k= (2.3/10) x log (A1/A2) sn !

3.5.4. SOD Enzim Aktivitesi Ol¢iimii

Doku o6rneklerinde SOD enzim aktivitesi 6l¢iimii Sun ve Oberley’in gelistirdigi

yontem kullanild1 (172). Bu yontem, ksantin-ksantin oksidaz sistemiyle olusturulan Oz
radikallerinin nitroblue tetrazoliumu indirgemesi sonucu olusan mor renkli formazan
molekiiliiniin 560 nm’de verdigi absorbansin Olgiilmesi esasina dayanan bir yontemdir.
Olusan mor renkli bilesigin rengi ile enzim aktivitesi ters olrantilidir. SOD enzim aktivitesi
Olciimiinde kullanilan ¢ozeltiler asagida verilmistir. Sonuglar U/mg protein olarak ifade
edildi.

Kullanilan Reaktiflerin Hazirlanmasi:

2 M (NH4)2SO4 Cozeltisi: 2.64 g (NH4)2SO4 10 mL saf suda ¢oziildii. Ksantin oksidaz
enziminin hazirlanmasinda kullanildi.

167 U/L Ksantin Oksidaz Cozeltisi: 3.83 U/ mL’lik orijinal siseden 87 pL alinip 2 mL’ ye
(NH4)2S04 ¢ozeltisi ile tamamlandi. Ksantin oksidaz ¢6zeltisi giinliik hazirlandi.

0.8 mM CuClz Cozeltisi: 6.82 mg CuCl, alindi ve 50 mL deiyonize suda ¢oziildii.

Spektrofotometrik 6l¢iimden hemen once olusan reaksiyonu durdurmak i¢in kullanildi.

150 uM Nitroblue Tetrazolium Cozeltisi: 4.9 mg nitroblue tetrazolium 40 mL deiyonize

suda ¢oziilerek elde edildi. Nitroblue tetrazolium ¢ozeltisi 1s1ktan korundu.

SOD Reaktif Karisimi: 3.65 mg ksantin, 8.93 mg etilendiamintetraasetik asit, 1.01 g
Na,COs, 12 mg BSA tartildi ve hacmi 156 mL’ye tamamlandi.

Standart c¢ozeltiler: 100 U/mL’lik stok SOD standardindan 10, 9, 8,7, 6, 5, 4, 3,2, 1, 0.5,

0 U/mL’ lik SOD standartlar1 deiyonize su kullanilarak hazirlandi.
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Over dokusunda 2 kat seyreltme yapildi. SOD aktivitesi dl¢limii Tablo 9’a gore
gerceklestirildi. Inkiibasyondan sonra reaksiyon tiiplerine 400 pL CuCl; ¢dzeltisi ilave edilip

rekasiyon durduruldu ve 560 nm okuma yapildu.

Tablo 9. SOD aktivitesi 6l¢tiimii i¢in 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

SOD aktivitesi hesabinda kullanilan % inhibisyonu belirlemek i¢in “Esitlik 2”

denklemi kullanildu.
% inhibisyon = ((Abs Kor — Abs Numune) + (Abs Kor)) x 100 (Esitlik 2)

Standart grafigi, % inhibisyona karsilik gelen konsantrasyonlarin logaritmasi

belirlenerek Sekil 9 da gosterildigi gibi ¢izildi.

y =25,2x + 55,057
40 R?=0,9319

%inhibisyon
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Sekil 9. Over dokularinda SOD aktivitesini hesaplamak i¢in kullanilan standart grafigi
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3.5.5. GPX Aktivite Ol¢iimii

Over dokularindan GPX aktivitesi, 703102 katolog numarali ticari kolorimetrik assay
kit kullanilarak (CAYMAN, Michigan, USA) iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda
Valentine ve ark. (172) gelistirdigi yonteme gore belirlendi. Yaklasik 15 mg doku tizerine
50 mM Tris HCI1 (pH 7.5), 5 mM EDTA ve ImM DTT igeren homejenizasyon tamponundan
150 pL ilave edildi ve el homojenatorii yardimi ile 20 saniye boyunca homojenize edildi.
Homojenat 10.000x g’de +4°C’de 15 dakika santrifiij edildi ve siipernatantlarda GPX
aktivite ol¢timii ve protein tayinleri gergeklestirildi. Sonuglar nmol/dk/mg protein olarak
ifade edildi.

3.5.6. Protein Tayini

Elde edilen doku homejenatlarinda protein tayini Bradford metodu (173) ile yapildi.
Bu metodun prensibi; organik bir boya olan Coomassie Brillant Blue G250 nin fosforik asitli
ortamda proteinlere baglanmasi ve olusan mavi renkli kompleksin 600 nm’de maksimum
absorbans gostermesi esasina dayanmaktadir. Sekil 10°deki standart grafik kullanilarak

protein konsantrasyonu hesaplandi. Sonuglar ise mg/mL olarak hesaplandi.
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Sekil 10. Over dokularinda protein seviyelerini hesaplamak i¢in kullanilan standart grafigi

3.6. Istatistiksel Analiz
Deney gruplarinin normal dagilima uygunluklar1 Kolmogorov-Smirnov testi ile
kontrol edildi. Normal dagilima uymayan ikiden fazla parametrenin degerlendirilmesi i¢in

Mann Whitney U testleri uygulandi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Viicut Agirhiklari ve Ovaryum Agirhiklarinin Degerlendirilmesi

Calisma sonunda tiim gruplara ait siganlarin agirliklart oOlgiildi. Agirliklarin
olgtimiinde GEN ve GEN+QCT1 grubunda viicut agirliklar1 kontrol grubuna gore anlamli
olarak azaldi. GEN+QCT2, QCT1 ve QCT2 gruplarinda ise GEN grubuna goére anlaml
olarak artti. Ayni sekilde ¢alisma sonunda sicanlarin sag overlerinin agirliklar tartildi ve
sonuglar karsilastirildi. Buna gore GEN+QCT1 grubunda ve QCT2 grubunda over agirhigi
kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldi (Tablo 10, Sekil 11).

Tablo 10. Hayvan agirliklari ve over agirliklarinin gruplar arasi karsilastirilmasi

Gruplar Hayvan Agirliklar: (gr)  Ovaryum Agirhiklar (gr)

K 225.33+12.72 61.66+10.57
GEN 199.50+6.122 51.83+10.94
GEN+QCT1 207.33+5.782 47.66+5.27
GEN+QCT?2 217.66+13.36° 48.00+8.22
QCT1 212.83+10.87° 52.8349.86
QCT2 211.83+9.06° 50.66+3.552

Degerler ortalama+standart sapma (mean+SD) seklinde verildi.
K, P: GEN grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).
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Sekil 11. Hayvan agirliklart ve over agirhiklarinin istatistiksel grafigi. Degerler
ortalamaxstandart sapma (mean+SD) seklinde verildi. a:K, b: GEN grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).
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4.2. Ovaryum Folikiil Sayilarinin Degerlendirilmesi

Deney sonrasi hematoksilen eozin ile boyanip hazir hale getirilen ovaryum seri
kesitlerine ait preparatlardan, kesit sirasin1 gozeterek 5 er preparat alinip folikiiller tek tek
sayildi. Ovaryum seri kesitlerinin degerlendirilmesi sonucu elde edilen follikiil sayimlari;
primordiyal follikiil, unilaminar primer follikiil, multilaminar primer follikiil, sekonder
follikiil, Graaf follikiil ve atretik follikiil olarak, gruplar arasinda degerlendirildi. Buna gore,
primordiyal follikiillerin ve unilaminar primer follikiillerin istatistiksel degerlendirmesinde
gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunamadi. Multilaminar primer follikiil sayilarinin
istatistiksel degerlendirmesinde QCT1 grubunda GEN, GEN+QCT1 ve GEN+QCT2
grubuna gore anlamli olarak artti. Sekonder follikiil sayilarmin istatistiksel
degerlendirmesinde GEN+QCT2, QCT1 ve QCT2 grubunda GEN grubuna goére anlamli
olarak artt1. Graaf follikiil sayilarinin istatistiksel degerlendirmesinde GEN ve GEN+QCT1
grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldigi; GEN+QCT2 ve QCT1 grubunda
GEN ve GEN+QCTL1 grubuna gore anlamli olarak arttig1 belirlendi. QCT2 grubunda ise
Graaf folikiil sayis1t GEN, GEN+QCT1 ve GEN+QCT?2 grubuna gore anlamli olarak artti.
Atretik follikiil sayilarinin istatistiksel degerlendirmesinde, GEN ve GEN+QCT2 ve QCT1
grubunda kontrol grubuna goére anlamli olarak artti. GEN+QCT2, QCT1 ve QCT2 grubunda
GEN grubuna gore atretik folikiil sayis1 anlamli olarak azaldi (Tablo 11, Sekil 12).
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Tablo 11. Ovaryum folikiil sayilarinin istatistik verileri

Folikiiller

Primordiyal
Folikiil
Unilaminar
Primer Folikiil
Multilaminar

Primer Folikiil

Sekonder
Folikiil
Graaf
Folikiil
Atretik
Folikiil

Degerler ortalama+standart hata (mean+SE) seklinde verildi.
&K, GEN, ©:GEN+QCT1, ““GEN+QCT2 grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli (p<0.05).
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Sekil 12. Gruplara ait ovaryum folikiil sayilarmimn istatistiksel grafigi. Degerler
hata (mean+SE) seklinde verildi.

ortalamazstandart

C:GEN+QCT1, d:GEN+QCT2 grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
(p<0.05).
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4.3. Morfolojik Bulgular
4.3.1. Histopatolojik Degerlendirme

Ovaryum doku kesitlerinde; folikiiler hiicre dejenerasyonu, vaskiiler konjesyon,
germinal epitel dejenerasyonu ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu gibi histopatolojik bulgular
degerlendirildi. FHD orani, kontrol grubuna gore GEN, GEN+QCT1 ve GEN+QCT?2
gruplarinda anlamli derecede artti. QCT1 ve QCT2 gruplarinda bu oran GEN ve
GEN+QCT1 gruplarma gore anlamli derecede azaldi. VK orani, kontrol grubuna gére GEN,
GEN+QCT1 ve QCT2 gruplarinda anlaml1 derecede artti. GED orani, kontrol grubuna gore
GEN, GEN+QCT1 ve GEN+QCT2 gruplarinda anlamli derecede arttr. QCT1 ve QCT2
gruplarinda bu oran GEN grubuna gore anlamli olarak azaldi. IH infiltrasyonu, kontrol
grubuna gore GEN, GEN+QCT1, GEN+QCT2 ve QCT2 gruplarinda anlaml1 derecede artti.
QCT1 grubunda bu oran GEN ve GEN+QCT1 gruplarina gére anlamli derecede azaldu.
Fibrozis orani, kontrol grubuna gore GEN, GEN+QCT1 ve GEN+QCT2 gruplarinda anlaml
derecede artti. GEN+QCT1, GEN+QCT2, QCT1 ve QCT2 gruplarinda bu oran GEN
grubuna gore anlamli derecede azaldi (Tablo 12, Sekil 13-17).

Tablo 12. Ovaryum doku skorlamasinin istatistik verileri

K GEN GEN+ GEN+ QCTl1 QCT2
QCT1 QCT2

Folikiiler Hiicre 0.33 1.83 1.50 1.33 0.66 0.66
Dejenerasyonu +0.21  +0.16° +0.22% +021* +0.21°¢ +0.21°¢

Vaskiiler 0.83 2.00 1.83 1.33 1.33 1.66
Konjesyon +0.16  +0.36% +0.16% +0.21  +0.21  +0.212

Germinal Epitel 0.33 2.16 1.66 1.66 1.33 1.16
Dejenerasyonu +021  £0.168 +0.21* +0.21* +0.21*° +0.16*°

Inflamatuar Hiicre 0.16 1.16 1.16 0.83 0.50 0.83
Infiltrasyonu £0.16  +0.16* +0.162 +0.16* +0.22°¢ +0.16?

Fibrozis 0.33 2.33 1.50 1.33 0.66 0.66
£0.21  +021% +0.22%° 02130 +021°¢ +0.21°¢

Degerler ortalama+standart hata (mean+SE) seklinde verildi.

&K, " GEN, ©:GEN+QCT1, ““GEN+QCT2 grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli (p<0.05).
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Folikiiler Hiicre Dejenerasyonu

Sekil 13. Gruplara ait ovaryum folikiiler hiicre dejenerasyonu istatistiksel grafigi. Degerler
ortalamaztstandart hata (mean+SE) seklinde verildi. a:K, b:GEN, c:GEN+QCT1,
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).

2,5
2,0
1,54
1,0

0,5

GEN+QCT1
QcT1
QcT2

Vaskiiler Konjesyon

Sekil 14. Gruplara ait vaskiiler konjesyon istatistiksel grafigi. Degerler ortalamatstandart
hata (mean+SE) seklinde verildi. a:K grubuna gore istatistiksel olarak anlaml
(p<0.05).
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3,0

QcT2

Germinal Epitel Dejenerasyonu

Sekil 15. Gruplara ait germinal epitel dejenerasyonu istatistiksel grafigi. Degerler ortalama
+standart hata (mean+SE) seklinde verildi. a:K, b:GEN grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli (p<0.05).

inflamatuar Hiicre

Sekil 16. Gruplara ait inflamatuar hiicre istatistiksel grafigi. Degerler ortalama +standart hata
(mean+SE) seklinde verildi. a:K, b:GEN, ¢c:GEN+QCT1, grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli (p<0.05).
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3,0

QcTl
QcT2

Fibrozis

Sekil 17. Gruplara ait fibrozis istatistiksel grafigi. Degerler ortalama =+standart hata
(meantSE) seklinde verildi. a:K, b:GEN, c:GEN+QCT1 grubuna gore
istatistiksel olarak anlaml1 (p<0.05).

4.3.2. Hematoksilen Eozin Boyama ile Histolojik Degerlendirme

Tim gruplara ait preparatlar 151k mikroskop altinda farkli biiyiitmelerde
degerlendirildi. Buna gore; K grubuna ait ovaryum doku kesitlerinde normal ovaryum
histolojik yapist izlendi. Ovaryum yiizeyinde tek katli kiibik yapida diizglin dizilimli
germinal epitel yapisi izlendi. Ovaryum korteksinde ¢ok sayida ovaryum follikiil yapisi
izlendi (Resim 9-11).
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Resim 9. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinin 10X IM goriintiisii. Germinal epitel yapisi
siyah oklarla belirtilmistir. Resimdeki ovaryum kesitinin korteksinde primordiyal
folikiil (PF), unilaminar primer folikiil (UPF), multilaminar primer folikiil (MPF),
sekonder folikiil (SF), Graaf folikiilii (GF) ve atretik folikiil (AF) gibi gelisimin
farkli evrelerine ait birgok folikiil gézlenmektedir (H&E, 100X).
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Resim 10. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinin IM goriintiisii. Sekonder folikiile ait
goriintiide oosit (O) etrafinda kirmizi yildiz ile belirtilen zona pellusida yapisi,
graniiloza hiicreleri (GH) arasinda olusan antrum (A) yapisi, turuncu oklarla
belirtilen bazal membran ve folikiili ¢evreleyen teka hiicreleri (TH)
goriilmektedir (H&E, 400X).

Resim 11. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinin IM gériintiisii. Ovaryumu g¢evreleyen
germinal epitel yapisi siyah oklarla, tunika albuginea yapisi da sar1 iiggenlerle
belirtilmistir (H&E, 400X).
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GEN grubuna ait ovaryum doku kesitlerinde, germinal epitel yapisinda yer yer
diizensizlikler, kayiplar ve epitel yiiksekliginde azalma izlendi. Medulla ve korteksde yaygin
olarak wvaskiiler konjesyon izlendi. Medulla ve korteksde yer yer inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu mevcut idi. Follikiil hiicrelerinde dejeneratif degisiklikler ve liimene
dokiilmeler izlendi. Follikiil yapis1 degerlendirildiginde atreziye giden follikiil oldukga fazla
sayida gozlendi (Resim 12-14).

Resim 12. GEN grubuna ait ovaryum kesitinin IM goriintiisii. Doku kesitinde vaskiiler
konjesyon bdlgeleri siyah yildiz ile belirtilmistir. Goriintiide atretik folikiiller
(AF), dejeneratif folikiil (DF) ve multilaminar primer folikiil (MPF) yapilari
goriilmektedir (H&E, 100X).
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Resim 13. GEN grubuna ait ovaryum kesitinin IM goriintiisii. Doku kesitinde birgok
dejeneratif folikiil (DF) goriilmektedir (H&E, 200X).

Resim 14. GEN grubuna ait ovaryum Kkesitinin IM goriintiisii. Dejeneratif folikiile ait
goriintiide folikiil limenine dokiilen dejenere hiicreler kirmizi ok basi ile
belirtilmistir (H&E, 400X).
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GEN+QCT1 grubuna ait ovaryum doku Kesitlerinde, genel histolojik yap1
degerlendirildiginde germinal epitel hemen hemen biitiinliglinii koruyordu. Yer yer
germinal epitel kayb1 ve diizensizlikleri izlendi. Medulla ve korteksde yer yer vaskiiler
konjesyon ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu izlendi. Follikiillerin graniiloza hiicrelerinde

dejeneratif degisiklikler mevcut idi (Resim 15-17).

Resim 15. GEN+QCT1 grubuna ait ovaryum kesitinin IM goriintiisii. Doku Kesitinde kirmizi
ok basi ile belirtilen folikiil liimenine dokiilmiis dejenere hiicrelerin yani sira
vaskiiler konjesyon (VK) ve Odem (O) olusumu da gosterilmistir (H&E, 400X).
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Resim 16. GEN+QCT1 grubuna ait ovaryum kesitinin IM gériintiisii. Ovaryumu ¢evreleyen
germinal epitel siyah oklarla belirtilmis ve yer yer dokiildiigii kisimlar kirmizi

oklarla gosterilmistir (H&E, 400X).

Resim 17. GEN+QCT1 grubuna ait ovaryum Kesitinin IM. Kesitte inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu (IH) ve atretik folikiiller (AF) goriilmektedir (H&E, 400X).
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GEN+QCT?2 grubuna ait ovaryum doku kesitlerinde, germinal epitel biitiinliigiinii
koruyordu. 2. Grup ve 3. Grup ovaryum kesitlerine nazaran daha az yogunlukta olsa da

dejeneratif folikiillere ve vaskiiler konjesyona rastlandi.(Resim 18, 19).

Resim 18. GEN+QCT2 grubuna ait ovaryum kesitinin IM gériintiisii. Germinal epitel yapisi
siyah oklarla belirtilmistir. Kesitte sekonder folikiil (SF), multilaminar primer
folikiil (MPF), primordiyal folikiil (PF) ve atretik folikiil (AF) yapilar
goriilmektedir. Vaskiiler konjesyon bolgeleri siyah yildiz ile 6demli bolgeler
mavi liggen ile isaretlenmistir (H&E, 100X).
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Resim 19. GEN+QCT2 grubuna ait ovaryum Kkesitinin IM goriintiisii. Kesitte sekonder
folikiil (SF), multilaminar primer folikiil (MPF) ve dejeneratif folikiil (DF)
yapilart goriilmektedir. Liimene dokiilen dejeneratif hiicreler kirmizi ok basi ile
belirtilmistir (H&E, 200X).

QCT1 grubuna ait ovaryum doku kesitlerinde, germinal epitel normale yakin
morfolojide izlendi. Az miktarda diizensizlikler ve kayiplar izlendi. Vaskiiler konjesyon ¢ok
az izlendi. Kontrol grubuna benzer morfolojide izlendi. Inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve
follikiillerin graniiloza hiicrelerinde dejeneratif degisiklikler ¢ok az olarak izlendi (Resim

20, 21).
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Resim 20. QCT1 grubuna ait ovaryum kesitinin IM goriintiisii. Germinal epitel siyah oklarla
belirtilmistir. Doku kesitinde sekonder folikiil (SF), multilaminar primer folikiil
(MPF), unilaminar primer folikiil (UPF) ve atretik folikiile (AF) rastlanmistir
(H&E, 200X).

Resim 21. QCT1 grubuna ait ovaryum Kesitinin IM goriintiisii. Doku kesitinde Graaf
folikiili (GF), sekonder folikiil (SF), multilaminar primer folikiil (MPF), atretik
folikiil (AF) ve dejeneratif folikiil (DF) goriilmektedir. Dejeneratif hiicreler
kirmiz1 ok bas ile zona pellusida yapisi bordo yildizlarla isaretlenmistir (H&E,
400X).
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QCT2 grubuna ait ovaryum doku kesitlerinde, germinal epitel normale yakin
morfolojide izlendi. Vaskiiler konjesyon ve Inflamatuar hiicre infiltrasyonu ¢ok az izlendi.
Ancak QCTI1 grubuna gore biraz daha fazla olarak izlendi. Follikiillerin graniiloza

hiicrelerinde dejeneratif degisiklikler ¢ok az olarak izlendi (Resim 22, 23).

Resim 22. QCT2 grubuna ait ovaryum kesitinin IM goriintiisii. Germinal epitel siyah oklarla
belirtilmistir. Doku kesitinde yogunlukla sekonder folikiil (SF) ve atretik folikiil
(AF) olmak iizere Graaf folikiil (GF), multilaminar primer folikiile (MPF)
rastlanmistir. Vaskiiler konjesyon siyah yildiz ile 6dem olusan bolgeler mavi
tiggen ile gosterilmistir (H&E, 100X).
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Resim 23. QCT2 grubuna ait ovaryum kesitinin IM goriintiisii. Germinal epitel siyah oklarla
belirtilmistir. Kesitte multilaminar primer folikiil (MPF), sekonder folikiil (SF),
primordiyal folikiil (PF) ve atretik folikiil (AF) yapilar1 goriilmektedir (H&E,
200X).

4.3.3. Masson Trikrom Boyama ile Histopatolojik Degerlendirme

Masson Trikrom boyama yapilan ovaryum kesitleri fibrozis agisindan yarikantitatif
olarak degerlendirildi. Degerlendirme sonucunda GEN, GEN+QCT1 ve GEN+QCT2
grubunda kontrol grubuna gore fibrozisin anlamli olarak arttig1 izlendi. Yine GEN+QCT],
GEN-+QCT?2, QCT1 ve QCT2 gruplarinda GEN grubuna gdre anlamli olarak azalmis olarak
izlendi. QCT1 ve QCT2 gruplarinda GEN+QCT1 grubuna goére anlamli olarak azaldig
gozlendi. GEN grubunda fibrozis ozellikle medullada ve folikiiller etrafinda izlendi.
GEN+QCT1 ve GEN+QCT?2 gruplarinda yine 6zellikle follikiiler etrafinda fibrozis izlendi.
Ancak GEN grubuna gore azalmisti. QCT1 ve QCT2 gruplarinda kontrol grubuna gore daha

fazla fibrozis izlenmesine ragmen istatistiksel olarak anlamli degildi (Resim 24-29).
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Resim 24.

Resim 25.

Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinin IM goriintiisii. Sekonder folikiile (SF) ait
goriintiide mavi boyanmig zona pellusida (ZP) yapis1 goriilmektedir. Atretik
folikiillerin (AF) etrafinda mavi renkte boyanmis az fibrozis (sar1 ok)
goriilmektedir (Masson Trikrom, 200X).

GEN grubuna ait ovaryum Kkesitinin IM goriintiisii. Doku kesitinde liimene
dokiilmiis dejeneratif hiicreler (kirmizi ok basi) goriilmektedir. Ovaryum
medullasinda ve folikiillerin etrafinda artmis fibrozis (sar1 ok) goriilmektedir
(Masson Trikrom, 200X).
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Resim 26. GEN+QCT1 grubuna ait ovaryum kesitinin IM goriintiisii. Kesitte ovaryum
etrafinda mavi boyanmis zona pellusida yapilar1 ve Graaf folikiilde liimene
dokiilmiis dejeneratif hiicreler (kirmizi ok basi) goriilmektedir. Ovaryum
medullasinda ve folikiillerin etrafinda nispeten azalmis fibrozis (sar1 ok)
goriilmektedir (Masson Trikrom, 200X).

Resim 27. GEN+QCT 2 grubuna ait ovaryum kesitinin 20X IM goriintiisii. Doku kesitinde
atretik folikiiller (AF), dejeneratif folikiiller ve liimene dokiilmiis dejeneratif
hiicreler (kirmiz1 ok basi) goriilmektedir. Folikiillerin etrafinda fibrozis (sar1 ok)
goriilmektedir (Masson Trikrom, 200X).

63



Resim 28. QCT1 grubuna ait ovaryum kesitinin IM goriintiisii. Doku kesitinde atretik
folikiiller (AF) sekonder folikiil (SF) goriilmektedir. Folikiillerin etrafinda
fibrozis (sar1 ok) goriilmektedir (Masson Trikrom, 200X).

Resim 29. QCT2 grubuna ait ovaryum kesitinin IM goriintiisii. Doku kesitinde Graaf folikiil,
unilaminar primer folikiil (UPF), multilaminar primer folikiil (MPF) ve atretik
folikiil (AF) goriilmektedir. Vaskiiler konjesyon (siyah yildiz) ve folikiillerin

etrafinda ¢ok az miktarda fibrozis (sar1 ok) goriilmektedir (Masson Trikrom,
200X).
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4.3.4. PAS Boyama ile Histopatolojik Degerlendirme

Periyodik asit-Shift boyama yapilan ovaryum kesitlerinde gruplarda zona pellusida
ve bazal membran degerlendirildi. GEN ve GEN+QCT1 grubunda zona pellusida zayif PAS
(+) boyanma gosterdi. Zona pellusidada yer yer biitiinliigiinii kaybetme izlendi. Diger
gruplarda zona pellusida PAS (+) olarak boyandi ve zona pellusida biitiinliigii korundu.
Follikiilleri ¢evreleyen bazal membranin PAS (+) ligi tiim gruplarda ayni siddette izlendi.
Gruplar arasinda farklilik izlenmedi (Resim 30-35).

Resim 30. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinin IM goriintiisii. Sekonder folikiile (SF) ait
zona pellusida yapist (kirmizi yildiz) goriilmektedir (PAS, 400X).
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Resim 31. GEN grubuna ait ovaryum dokusunun IM goriintiisii. Dejeneratif folikiile (DF)
ait bu goriintiide, zayi1f PAS (+) boyanma gosteren zona pellusida yapisi (kirmizi
yildiz) ve liimene dokiilmiis dejeneratif hiicreler (kirmizi ok basi) goriilmektedir
(PAS, 400X).

Resim 32. GEN+QCT1 grubuna ait ovaryum dokusunun IM goriintiisii. Graaf folikiile (GF)
ait bu goriintiide, yer yer dagilmis, zayif PAS (+) boyanma gosteren zona
pellusida yapis1 (kirmizi yildiz) ve limene dokiilmiis dejeneratif hiicreler (kirmizi
ok bag1) goriilmektedir (PAS, 400X).
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Resim 33. GEN+QCT2 grubuna ait ovaryum dokusunun IM gériintiisii. Sekonder folikiiliine
(SF) ait bu goriintiide, biitiinligiinii korumus, PAS (+) boyanma gésteren zona
pellusida yapisi (kirmizi1 yildiz) ve bazal membran (turuncu ok) goriilmektedir
(PAS, 400X).

Resim 34. QCT1 grubuna ait ovaryum dokusunun IM goriintiisii. Sekonder folikiil (SF)
gortintiisiinde biitiinligiinii korumus, PAS (+) boyanma gosteren zona pellusida
yapist (kirmizi yildiz) ve bazal membran (turuncu ok) yapisi goriilmektedir

(PAS, 400X).
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Resim 35. QCT2 grubuna ait ovaryum kesitinin IM goriintiisii. Bu goriintiide, sol taraftaki
sekonder folikiil (SF) ve multilaminar primer folikiil (MPF)’de biitiinliigiinii
korudugu goriilmektedir. PAS (+) boyanma gosteren zona pellusida yapisi (bordo
yildiz) ve bazal membran (turuncu ok) goriilmektedir. Sagdaki SF’de zayif PAS
(+) boyanma gosteren zona pellusida yapisi (kirmizi yildiz) ve belirsiz haldeki
bazal membran (turuncu ok) goriilmektedir (PAS, 400X).

4.4. Biyokimyasal Bulgular
4.4.1. Plazma Biyokimyasi

Gruplari plazma MDA ’s1 degerlendirildiginde GEN grubunda plazma MDA kontrol
grubuna gore anlamli olarak artti. GEN+QCT1 grubunda GEN grubuna gore anlamli olarak
azaldi. GEN+QCT2 grubunda kontrol ve GEN+QCT1 grubuna gore anlamli olarak artti.
QCT1 ve QCT2 gruplarinda GEN ve GEN+QCT2 grubuna gore anlamli olarak azaldi (Tablo
13, Sekil 18).
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Tablo 13. Plazma MDA istatistiksel verilerinin gruplar arasinda karsilastiriimasi

Gruplar Plazma MDA (nM)
K 4.55+0.18
GEN 5.69+1.26°
GEN+QCT1 4.64+0.19°
GEN+QCT2 5.35+0.40% ¢
QCT1 4.62+0.18"49
QCT2 4.73+0.40" 9

Degerler ortalama+standart sapma (mean+SD) seklinde verildi.
&K, ®: GEN, %GEN+QCT1, “GEN+QCT2, &:QCT1 grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).

Plazma MDA _

a,c

4,64 4,62 4,73

K GEN GEN+ GEN+ QCTT  QCT2
QCT QcTz2

Sekil 18. Gruplara ait plazma MDA istatistik grafigi. Degerler ortalama+standart hata

(mean+SE) seklinde verildi. a:K, b: GEN, c:GEN+QCT1, d:GEN+QCT?2,
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).

4.4.2. Doku Biyokimyasi

Calisma sonunda gruplara ait ovaryum doku 6rneklerinde doku MDA, doku SOD,
doku CAT ve doku GPx calisildi ve sonuglar karsilastirmali olarak degerlendirildi.
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Doku MDA; GEN, GEN+QCT1, GEN+QCT2, QCT1 ve QCT2 gruplarinda kontrol
grubuna gore anlamli olarak arttr. QCT2 grubunda QCT1 grubuna gore anlamli olarak artti
(Tablo 14, Sekil 19).

Tablo 14. Doku MDA istatistiksel verilerinin gruplar arasinda karsilastiriimasi

Gruplar Doku MDA (nmol/g protein)
K 14.25+2.58
GEN 22.78+5.18%
GEN+QCT1 22.10+3.728
GEN+QCT?2 20.43+3.643
QCT1 19.10+1.45°
QCT2 24.60+3.23%¢

Degerler ortalamatstandart sapma (mean+SD) seklinde verildi.
&K, " GEN, ©GEN+QCT1, “GEN+QCT2, ©:QCT1 grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).

Doku MDA
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Sekil 19. Gruplara ait doku MDA istatistik grafigi. Degerler ortalamatstandart hata

(mean+SE) seklinde verildi. a:K, e:QCT1 grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli (p<0.05).
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Doku SOD aktivitesi; Gen ve QCT1 grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak
azaldi. GEN+QCT1 grubunda Gen grubuna gore anlamli olarak artti. QCT1 grubunda
GEN+QCT1 grubuna gore anlamli olarak azaldi (Tablo 15, Sekil 20).

Tablo 15. Doku SOD istatistiksel verilerinin gruplar arasinda karsilastirilmasi

Gruplar SOD (U/mg protein)
K 0.27+£0.04
GEN 0.224+0.022
GEN+QCT1 0.38+0.12°
GEN+QCT?2 0.37+0.17
QCT1 0.23+0.028¢
QCT?2 0.27+0.04

Degerler ortalama+standart sapma (mean+SD) seklinde verildi.
&K, P GEN, %:GEN+QCT1, ““GEN+QCT2 grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).
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Sekil 20. Gruplara ait doku SOD istatistik grafigi. Degerler ortalama+standart sapma
(mean+SD) seklinde verildi. a:K, b: GEN, c:GEN+QCTI1, grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).
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Doku katalaz aktivitesi, GEN grubunda kontrol grubuna gore anlaml azalis
gosterdi. GEN+QCT1 ve GEN+QCT?2 gruplarinda CAT degeri GEN grubuna gore anlamli
bir artig gosterdi. QCT1 ve QCT2 gruplarinda CAT aktivitesindeki azalis, GEN
grubundaki kadar olmasa da kontrol grubuna gore anlamli sekilde azalig gostermistir
(Tablo 16, Sekil 21).

Tablo 16. Doku CAT istatistiksel verilerinin gruplar arasinda karsilastirilmasi

Gruplar CAT (k/g protein)
K 8.26+1.48
GEN 5.25+0.892
GEN+QCT1 7.06+1.12°
GEN+QCT2 7.50+1.47°
QCT1 6.30+1.022
QCT2 5.84+1.10°

Degerler ortalama+standart sapma (mean+SD) seklinde verildi.
&K, P GEN, %:GEN+QCT1, ““GEN+QCT2 grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli (p<0.05).
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Sekil 21. Gruplara ait doku CAT istatistik grafigi. Degerler ortalama+standart sapma
(mean+SD) seklinde verildi. a:K, b:GEN, grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli (p<0.05).
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Doku GPx aktivitesi GEN, GEN+QCT2, QCT1 ve QCT2 gruplarinda kontrol
gruplarina gore anlamli olarak azaldi. QCT1 grubunda GEN+QCT2 grubuna goére anlamli
olarak azald1 (Tablo 17, Sekil 22).

Tablo 17. Doku GPx istatistiksel verilerinin gruplar arasinda karsilagtirilmasi

Gruplar GPX (nmol/dk/mg protein)
K 62.40+4.16
GEN 45.60+14.292
GEN+QCT1 55.99+15.81
GEN+QCT?2 54.85+3.87°
QCT1 44.63+6.94%¢
QCT2 46.64+8.772

Degerler ortalama+standart sapma (mean+SD) seklinde verildi.
&K, 9:GEN+QCT2 grubuna gore istatistiksel olarak anlaml1 (p<0.05).
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Sekil 22. Gruplara ait doku GPx istatistik grafigi. Degerler ortalama+standart sapma
(mean+SD) seklinde verildi. a:K, d:GEN+QCT2 grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml (p<0.05).
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5.TARTISMA

Gentamisin baslica bobrek olmak tizere ¢esitli organlarda toksisite gosterebilen genis
spektrumlu bir antibiyotiktir. Bir¢ok bakteriyel enfeksiyonda kullanilmaktadir ve birgok yan
etkiye sahiptir (174). Yapilan ¢alismalarda gentamisinin, lizozomal membran gegirgenligini
arttirdigl, mitokondriyal fonksiyon kaybma sebep oldugu ve apoptozu indiikledigi
gosterilmistir (175). Verdigi tiim bu hasarlarin temel sebeplerinden biri gentamisinin
oksidatif stresi artirmasidir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda iireme sagligini etkileyecek
hasarlara da sebebiyet verdigi gosterilmistir (13, 176). Ozellikle testis dokusu hasar1 ve
sperm parametrelerinde bozulmaya sebep oldugu goriilmistiir (18, 177). Fakat ovaryum
dokusuna verebilecegi hasara dair herhangi bir in vivo deneysel ¢alisma olmadigi goriilmiis

ve literatiire katki saglamak adina bu calisma tasarlanmistir.

Kuersetin bir¢cok sebze ve meyvede dogal olarak bulunan antioksidan potansiyeli ytliksek
bir flavonoiddir (176). Yiksek antioksidan kapasitesi birgok c¢alismanin odagi haline
gelmesinde biiylik rol oynamistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda antikanserojen, antiviral,
bakteriyostatik, antienflamatuar 6zelliklere sahip oldugu gosterilmistir (139, 142, 178, 179).
Kuersetinin, bakteriyostatik etkisinden yola c¢ikarak gentamisin gibi bakteriyel
enfeksiyonlarda kullanilan ajanlarla birlikte alimi sonucu tedaviyi destekleyici etki
olusturabilirken ayn1 zamanda antioksidan etkisi ile ROS hasarin1 azaltabilme potansiyeline
sahip bir antioksidandir (19). Bizim g¢alismamizin yogunlastigi konu, birlikte kullanim
sonucu  ROS degerlerindeki degisimi gozlemlemek ve histopatolojik olarak

degerlendirmektir.

Ovaryum doku preparatlarinda folikiil sayimlar1 sonucunda, GEN grubunda
sekonder ve Graaf folikiil sayilarinda anlamli bir azalis, atretik folikiillerde ise anlamli bir
artis gorillmiistiir. Sekonder ve Graaf folikiillerinin graniiloza hiicrelerinde dejenerasyonun
artis1 sonucu folikiillerin atreziye gitmesi ve bu durumun da atretik folikiillerde anlamli bir
artisa sebep oldugu diisiiniilebilir. GEN+QCT2, QCT1 ve QCT2 gruplarinda sekonder ve
Graaf folikiillerinde GEN grubuna gore anlamli bir artig gériilmektedir. Yapilan ¢alismalar,
PKOS olusturulan sicanlarda azalan sekonder ve Graaf folikiil sayisinin kuersetin tedavisi
sonucu anlamli derecede arttig1 atretik folikiil sayisinin azaldigi, hormon seviyelerinin
normallestigi goriilmiistiir. Bunun yaninda kuersetinin PKOS ile artan serum glikoz
seviyelerinde diisiis sagladigi ve antioksidan enzim seviyelerini arttirdig1 gosterilmistir (180,
181).
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Yapilan bir calismada QCT’nin graniiloza hiicrelerinde, antioksidan enzim
ekspresyonunu diizenleyen sinyal yolu elemanlarindan Nrf2’nin mRNA ekspresyonunu
arttirdig1r goriilmiistiir. Graniiloza hiicrelerinde artan Nrf2 ekspresyonunun ayni zamanda
hiicrelerde antioksidan aktiviteyi ve hiicrelerin apoptoza gidisini kontrol eden tioredoksin
(Trx) sistemini diizenledigi bunun da oksidatif strese karsi hiicresel savunmay arttirdigi
gosterilmistir (148, 182). Hiicresel antioksidan enzimlerin azalmasi folikiiler hiicrelerde
dejenerasyonu ve apoptoza gidisi arttirir (183). Bizim ¢alismamizda GEN hiicresel ROS’u
arttirarak antioksidan enzimlerin azalmasina sebep olmustur. Bunun sonucunda graniiloza
hiicrelerinde dejenerasyon meydana gelmistir sonu¢ olarak hiicrelerde apoptoz
mekanizmasinin indiiklendigi disiintilmistir. Adam Tarko ve ark. domuz graniiloza
hiicrelerinde bir g¢evresel kirletici olan benzen ile birlikte kuersetin dozlarni calismuis,
ovaryum hiicrelerine etkilerini incelemistir. Benzen (20 pg/ml) hiicrelerde proliferasyonu ve
apoptozu uyarict etki gostermistir. Kuersetin (10, 100 pg/ml) tek basina uygulandiginda
proliferasyon ve apoptoz oranini diisiirmiis oksitosin salinimini uyarmistir (147). Dolayisiyla
folikiil hiicrelerinin anormal artisinin ve atreziye gidisinin 6niine gegmistir. QCT verilen
gruplarin biyokimyasal sonug¢larinda bazi antioksidan enzimlerinde azalma goriilmesine
ragmen sekonder ve Graaf folikiillerinin GEN grubuna gore sayisal olarak anlamli fazlalig
ve atrezinin daha diisiik olmasi, QCT nin folikiilleri apoptoza karsi korunmus olabilecegi

varsayimini destekler niteliktedir.

Kuersetinin antioksidan 06zelligi bir¢cok calisma ile desteklenmistir fakat smirh
sayidaki bazi caligmalarda prooksidan 6zellik de sergiledigi belgelenmistir (184-186). QCT
nin prooksidan ozellik sergilemesinin sebepleri arasinda kuersetinin ana oksidasyon
triinlerinden biri olan kuersetin-kinonun, protein yapisinda yer alan tiyollerle kuvvetli
reaksiyona girebilme potansiyeline sahip olmas1 ve bunun sonucunda proteinlerin fonksiyon
kaybina yol agmasi seklinde sayilabilir. Antioksidanlarin gérevi ortamdaki reaktif tiirlerle
etkilesime girmek ve onlar1 ortamdan uzaklastirmaktir. Fakat bu mekanizma tek bir
antioksidanin gosterdigi bir etkinlik degildir. Birgok enzim ve protein etkilesimi sonucu
meydana gelir. Kuersetinin ROS siipiiriicii etkinliginde GSH aktivitesi 6nemli bir yer tutar.
Bu durumun sonucu olarak ortamdaki antioksidan enzimlerin tiiketimi artis gosterebilir.
Yani QCT, ROS u temizleyici antioksidan etki gosterirken ayn1 zamanda toksisite olusturma
potansiyeline de sahip olabilmektedir (185). Bizim ¢alismamizda kuersetinin iki farkli dozu
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kullanilmis ve bu da yiiksek doz ve diisiik dozu birbirleri arasinda karsilastirma imkant

sunmustur.

Dogal olarak viicutta iiretilen antioksidan enzimler ve bunlara benzer islev goren
molekiiller, ROS u etkisizlestirmede gorevlidir. Viicudun ROS’a karsi savunmasinda
dogrudan etkili olan SOD, CAT, GPx dogal endojen antioksidanlardir. GPx hiicrelerde dogal
olarak bulunan ve GSH aktivitesi sonucu olusan hiicredeki peroksit bilesiklerini suya
indirgeyen antioksidan enzimdir. GSH reaktif serbest radikallerini sondiiriicii proton
destegini saglarken GPx lipit hidroperoksitleri indirgeme siirecini katalize eder. Bazi
antioksidanlar enzimatik degildir. Bunlar metabolik antioksidanlar ve disaridan aldigimiz
besin kaynakli antioksidanlardir. Disaridan takviye edilen antioksidanlar hiicresel
enzimlerin ROS’a kars1 miicadelesini destekleyip oksidatif stres dengesinin saglanmasinda
yardimcidirlar. QCT de birgok calisma ile giiclii antioksidan 6zellik gdsterdigi belgelenen
disardan besinler yoluyla ya da saf formu ile alinabilen bir bilesiktir (187, 188).

Calisma sonuglarimiza bakildiginda kan plazmasinda ve dokuda oksidatif stres
belirleyici enzim degerleri Sl¢iilmiis ve biyokimyasal testler sonucu anlamli sonuglar elde

edilmistir.

MDA, serbest radikallerin hiicre zarindaki lipitlerle olusturdugu reaksiyon sonucu
olusan lipit peroksidasyonunun zararli yan iiriinlerinden birisidir ve hiicre zarlarindaki

oksidatif hasar seviyesinin bir belirtecidir (189).

Plazma MDA’s1 GEN grubunda anlamli sekilde artis gdstermis, diisiik doz kuersetin
ile birlikte verilen grupta anlamli sekilde azaldig1 goriilmistiir. Bu sonug¢ QCT’nin GEN ile
birlikte aliminda antioksidan etkisini gosterdigini dogrular bir sonugtur. Fakat GEN+QCT2
grubunun plazma MDA degerleri incelendiginde QCT nin antioksidan etkisinin
GEN+QCT1’e gore anlamli derecede azaldigi goriilmektedir. Saf QCT dozlar1 verilen
gruplarda da yine kontrole gore plazma MDA degerlerinde anlamli olmayan bir artis
gbzlenmistir. Bu durum GEN’in plazmadaki oksidatif stresi arttirdigini ve makul dozlarda
QCT ile birlikte kullaniminin bu artis1 diisiirebilecegi goriisiinii destekler. Fakat QCT’nin
tek bagina kullanimi ya da tedavi grubunda yiiksek dozlarda kullanimi plazma MDA

diizeyinde olumsuz sonuglar elde etmemize yol agmistir.

Doku MDA sonuglarina bakildiginda tiim gruplarin kontrol grubuna gore anlamli

artig gosterdigi goriilmiistir. QCT2 doku MDA’sini, QCT1’e gore anlamli sekilde
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artirmisgtir. Yapilan bazi ¢alismalar QCT in zarlardaki ¢ift tabakali lipitlerin arasina kolayca
girebildigi ve bu bolgelerde birikmesi ile zar gecirgenligini arttirabilecegini gostermistir
(190, 191). Bu da yine antioksidan kapasitesinin doza bagl olabilecegi, yiiksek dozlarda

oksidatif stres degerlerini arttirip prooksidan etki gosterebilecegini destekleyen bir sonugtur.

SOD, hiicrelerde olusan siiperoksit radikallerinin H202 ve dioksijene pargalanma
reaksiyonunu katalizleyen endojen enzimlerdendir. Doku SOD degerlerinin istatistiksel
sonuglarma bakildiginda GEN grubunda anlamli bir diisiis oldugu goriilmiistir. GEN
grubuna gére GEN+QCT1 grubunda anlamli artis goriilmistiir. Ancak QCT1 ve QCT2

gruplarinda da kontrole gore anlamli azalig goriillmektedir.

GPx degerlerine bakildiginda GEN, GEN+QCT2, QCT1 ve QCT2 gruplarinda
kontrole gore anlamli bir diislis goriilmiistiir. GEN+QCT1 grubunda da anlamli olmayan
diisiis s6z konusudur. Tedavi gruplarinin GPx degerleri GEN grubuna gore anlamli olmayan

artis gostermistir. Ancak saf kuersetin gruplarinda dramatik bir diisiis s6z konusudur.

Weina Gao ve ark. kuersetinin glutatyon homeostazini nasil etkiledigine dair
yaptiklar1 bir calismada, %0.5 QCT diyeti uygulanan siganlarin serum ve karaciger
dokusunda GSH degerlerinin diistiigiinii, GSH metabolik enzimlerinin sentezinde sorumlu
Keapl/Nrf2 protein ekspresyonlarinin azaldigini ve GSH metabolizmasini diizenleyen
MAPK sinyal yolunda degisiklikler meydana geldigini belgelemislerdir (192). Bin Meng ve
ark. %1.0 metiyonin ve %0.5 QCT diyeti ile 6 hafta beslenen si¢anlarin saf metiyonin
grubunda GSH degerleri artarken QCT verilen tim gruplarda anlamli seviyede disiis
kaydedilmistir (193). Eun Jeong Choi ve ark. nin kuersetin ile yaptiklar1 4 haftalik bir
calismada, siganlara hergilin oral gavaj ile 20 mg/kg QCT uygulanmis ve galismanin
sonucunda karaciger glutatyon (GSH) ve glutatyon rediiktaz (GR) degerlerinde anlamli
derecede diisiis oldugu gozlenmistir (186). Bu sonuglar {izerine Eun Jeong Choi farkli bir
calismasinda, 6 hafta siiresince kuersetin ve daidzeini saf olarak ve kombine olarak
uygulamistir. 20 mg/kg QCT ’nin tek basina verildigi grubun karaciger dokusunda GSH ve
GR seviyelerinin anlamh sekilde azaldigi, 20 mg/kg daidzein ile birlikte verildiginde bu
degerlerde saf QCT grubuna gore anlamli artig goriildiigii belgelenmistir. Bu ¢aligmalarda
kuersetinin yiiksek dozlarda tek basma kullaninmmin GSH metabolizmasini olumsuz
etkileyebildigi savunulmustur (194). Marcela Bortoletto ve ark. sigir yumurtalik korteks
dokusundan alinan 6rnekleri in vitro kiiltiir ortaminda 5 ve 10 giin siireyle kiiltiirlemis ve
farkli konsantrasyonlarda kuersetin (10, 25 ve 50 pg/ml) ekleyerek ROS a kars1 etkinligini
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ve folikiil morfolojilerini koruyucu etkisi incelenmistir. 25 pg/ml kuersetin konsantrasyonu
en yiksek derecede morfolojik koruma ve antioksidan etki gosterirken yiiksek doz
kuersetinde bu etki gozlenememistir (195). Bu sonuglar ¢alismamizda gozlemledigimiz

kuersetinin doza bagh etkinlik gosterdigi goriisiinii destekler niteliktedir.

CAT, hiicredeki ROS’un temizlenme siirecinde olusan H202’yi su ve molekiiler
oksijene pargalayan antioksidan enzimdir. CAT degerlerinde GEN, QCT1 ve QCT2 gruplari
kontrole gore anlaml diisiis gosterirken tedavi gruplarinda GEN grubuna gore anlamli bir

artis gortilmektedir. Yiiksek doz kuersetin tedavisindeki CAT artis orani daha yiiksektir.

Tiim bu sonuglar degerlendirildiginde, QCT dozunun hem tek basina uygulandiginda
hem de ilag ile kombine tedavisinde yiiksek dozlarda, ROS’u arttirict etki gosterebilirken
diisiik dozlarda ila¢ kombine tedavide olumlu etkiler gosterebilecegi diisiiniilebilir. Yapilan
bazi caligmalar metabolik asamalarda semikinon ve kinon gibi oksidasyon iiriinii olusturan
flavonoidlerin toksik etki gosterebilecegini ¢ilinkii oksitlenmis bu {riinlerin redoks
homeostazin1 etkileyip hiicresel proteini tiiketebilecegi goriisiinii desteklemektedir.
Kuersetin de viicuttaki serbest radikallerle reaksiyona girer ve onlari nétralize ederek
radikallerin reaktivitesini kismen devralmis olur. Ozellikle QCT gibi katekol igeren
antioksidanlar radikal siiptiriicii aktivitesi sirasinda oksitlenmis tiriine, yar1 kinon radikaline
doniisiirler. Ikinci bir oksidasyon reaksiyonu sonucu dort tautomerik forma sahip kuersetin-

kinona (QQ) donisiirler (196).

Antioksidan aktivite sirasinda olusan bu oksitlenmis tiriinler hiicre zarlarinda ya da
plazmada tiyollerle reaksiyona girme egilimi gosterir. Bu iirlinler ortamdan GSH tarafindan
uzaklastirilir. Fakat GSH 1n ortamda yeterli miktarda olmamasi1 durumunda tiyol-QQ
birlikteligi bazi enzimlerin bozulmasina yol agabilir (197). QCT’in bu ozelligi bazi
parametreler i¢in yeterli antioksidan etkinlik gosterememesinin sebebini agiklayici
niteliktedir. GEN’in GSH’1 disiirmesi QCT’in oksidasyon metabolitlerinin hiicrelerde
olusturacagi hasara daha duyarli hale gelmesine Onciiliikk eder. Bu durum 6zellikle yiiksek
dozlarda QCT verilen tedavi gruplarinda MDA, SOD ve GPx degerlerine bakildiginda

yeterli antioksidan 6zellik gosterilememis olmasinin bir sebebi olarak diisiintilebilir.

Flavia Cristina Vieira-Frez ve ark. yaptiklar1 caligmada diyabetik ve normoglisemik
siganlara iki ay boyunca, 10 mg/kg ve 100 mg/kg mikrokapsiilasyon ile stabilize edilmis
kuersetin verilmis; ¢alisma sonunda jejunum antioksidan kapasitesi ve oksidatif stres

seviyeleri Olciilmiistiir. Calisma sonuglarina bakildiginda yiiksek doz QCT nin diyabetik
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durumu daha da kotiilestirdigi, normoglisemik sicanlarda da oksidatif stres seviyelerini
arttirip, pro-oksidatif etki gosterdigi goriilmistiir. Diisiik doz QCT diyabetik sicanlarda
antioksidan etki gosterip koruyuculuk saglamistir (198).

Agnieszka Robaszkiewicz ve ark. bir adenokarsinom hiicre hatt1 olan A549 hiicreleri
tizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada kuersetinin diisiik dozlarda (0.1-20 mM) hiicre
proliferasyonunu arttirict etkiler gosterirken dozu arttirildik¢a (50-200 mM) sitotoksik etki
gosterdigini yine yiiksek kuersetin dozlarinda SOD, CAT ve Glutatyon S-Transferaz (GST)

antioksidan enzim seviyelerinin anlamli oranda azaldigini belgelemislerdir (199).

Yapilan bir ¢alismada kuersetinin in vivo model organizmadaki toksik etkilerini
degerlendirmek amaciyla farelere yiiksek dozlarda (500, 1000, 1500, 2000 mg/kg) kuersetin
1. p. yolla uygulanmis ve deney sonucunda karaciger hasarimi belirten hepatoksisite
biyobelirteglerinde artis oldugu goriilmiistiir. Yine ayni1 calismada oksidatif stres
biyobelirtegleri  6lciilmiis, karaciger dokusundaki GSH degerinin distigi lipid
peroksidasyon degerinin arttig1 ve daha yiiksek dozlarda SOD degerinde de anlaml diisiis
oldugu kaydedilmistir (200).

Ranawat P. Ve ark. yaptiklari ¢alismada yetiskin erkek farelere 2 hafta boyunca farkli
dozlarda (2, 8 ve 20 mg/kg) QCT i.p. olarak uygulanmis ve testis histomorfolojisi, sperm
hareketliligi, antioksidan enzim seviyeleri degerlendirilmistir. Calismanin sonuglari, saf
QCTnin doza bagl olarak sperm say1 ve hareketliliginde azalma, testis histomorfolojisinde
bozulma, GSH seviyelerinde azalma, SOD, CAT aktivitelerinde diisiis ve lipit
peroksidasyon seviyelerinde artis seklinde gortilmiistiir (201). QCT fitodstrojen grubuna
dahil edilen flavonoidlerden biridir. Fitodstrojenler, Ostrojen reseptor alt birimlerine
baglanarak Ostrojen agonisti ya da antagonisti olarak islev gorebilirler (202—204). Kolon
kanseri hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada QCT’in doza bagh sekilde, tip II estrojen
baglanma bolgesine yiiksek afinite gdsterdigi ve bu baglanma ile hiicre proliferasyonunu
GO0/G1 evresinde bloke edebildigi goriilmistiir (205). Bir ¢alismada QCT’in in vitro
graniiloza hiicre kiiltiirii modelinde, GH proliferasyonu, steroidogenezi ve ROS seviyeleri
tizerindeki etkisi arastirilmistir. Cikan sonuglar QCT’in doza bagli olarak steroidojenik
aktiviteyi degistirebilecegini ve bunun sonucunda yumurtalik fonksiyonu etkileyebilecegini
destekler niteliktedir (206). Bu c¢alismalarin sonuglari saf QCT’in doza bagl olarak

prooksidan etki gosterebilecegini dogrular niteliktedir.
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Gentamisin viicutta serbest radikallerin ekspresyonunu arttirir ve bozulan
antioksidan dengeden kaynaklanan hiicresel DNA hasari, protein ya da lipit
metabolizmasindaki bozulma ile hiicre dejenerasyonu ve artan apoptoz sonucu dokuda
histopatolojik etkiler gosterir (207). Calismamizin histopatolojik degerlendirme sonuglarina
bakildiginda gentamisin grubunun tiim parametrelerde kontrol grubuna goére anlamli bir atrig
gosterdigi goriilmistiir. Gentamisinin ovaryum dokusuna zarar verdigi hem histopatolojik

sonuglarla hem de biyokimyasal test sonuglari ile desteklenmistir.

Gentamisin ovaryum dokusunda folikiiler hiicre dejenerasyonunu yiiksek oranda
arttirmigtir. Bunun yaninda tedavi gruplarinda bu artis kismen azalmistir. Saf kuersetin
grubunda her iki dozda da ayn1 sonuglar elde edilmistir. Meryem Gencer ve ark. yaptigi bir
calismada, ovaryum iskemi-reperfiizyon hasar1 olusturulan Wistar sicanlarina hasar
olusturmadan once 15 mg/kg kuersetin i.p. olarak enjekte edilmis ve histopatolojik
degerlendirmesi yapilmistir. Islem 6ncesi kuersetin enjekte edilen grubun; kanama, damar
tikaniklig1, 6dem ve folikiiler hiicre dejenerasyonu agisindan hasar grubuna kiyasla 6nemli

olglide korundugu goriilmiistiir (208).

Vaskiiler konjesyon olusumu bakimindan yapilan degerlendirmede GEN grubunda
anlamli seviyede artis goriilmiistiir. Diisiik doz kuersetin grubunda kuersetinin bu hasari
onemli Olclide azaltamadigi goriilmistiir. Yiksek doz saf kuersetin grubunda vaskiiler
konjesyonda anlamli artig goriilmiistiir. QCT’in vazodilatasyon etkisi yapilan bir¢ok ¢aligma
ile belgelenmistir. QCT, endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) enzimini aktive ederek nitrik
oksit (NO) iiretimini arttict etki gosterebilir ayrica hiicre i¢i kalsiyum sinyallerini
diizenleyerek yine NO sentezini uyarici etki gosterebilir bu da diiz kas hiicrelerinde
gevsemeye ve vazodilatasyona yol acar. Bu durum QCT’in kardiyovaskiiler hastaliklara
karsi koruyucu, hipertansiyon riskini azaltict 6zelligini vurgular (209). Calismamizda
vaskiiler konjesyondaki artisin sebebi QCT’in damar genislemesini kan akisini arttiric

etkisinden kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir.

Antioksidan takviyelerin yiiksek dozlarda kullanimi sonucu hiicrelerde olusabilecek
pro-oksidan etkinin ilk savunma sistemi tioredoksin ve glutatyon sistemleridir (210). Bu
yiiksek dozlar antioksidanlarin bitkilerden ve gidalardan degil de dogrudan izole bi¢cimde
yiiksek oranda tiiketilmesi sonucu ortaya ¢ikabilen bir durumdur (211). Yiiksek doz
antioksidanlar oto-oksidasyon sonucu ROS iiretimini arttirirken bunlara karsi savunma

hattint olusturan antioksidan enzimlerinde tiilkenmesine yol agar (212). Bunun yaninda
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bir¢ok antioksidanin, hiicresel antioksidan enzimlerin asir1 ekspresyonuna sebep olup ROS
sinyal yolunu 6nemli oranda azaltabildigi; bozulan sinyal sistemi sonucunda enflamatuar
yanitin olusmasinda ve hiicresel redoks sisteminde kararsizliga yol agabildigi goriilmiistiir
(213). Bu durum reductive stres olarak adlandirilir ve hiicresel redoks homeostazinin
bozulmasinda oksidatif stres kadar etkili olabilicegi goriilmiistiir (214). Reductive strese
sebep olan durumlar arasinda vitamin ve flavonoidlerin yiiksek dozlarda uzun siireli tiiketimi

gosterilmektedir (215)

Germinal epitel dejenerasyonunda, GEN grubu basta olmak tizere tim gruplarda
anlamli artis belirlenmistir. Bu artis QCT1 ve QCT2 gruplarinda GEN grubuna goére anlamli

olarak diisiik ¢iksa da kontrole gore anlamli bir artis bulunmustur.

Inflamatuar hiicre yogunluguna bakildiginda QCT1 grubu hari¢ tiim gruplarda
kontrole gore anlamli bir artis oldugu goériilmektedir. Diisiik kuersetin tedavi grubunun GEN
grubu ile istatistiksel sonuglarmin ayni olmasi bize diisiik kuersetinin yeterli koruyuculuk
saglayamadigini gostermektedir. Yiiksek kuersetin tedavi grubunda da inflamatuar hiicre
oraninda anlamli bir azalis gorilmemistir. QCT2 grubu kontrole gbre anlamli artis
gostermistir. Bu sonuglara bakildiginda o6zellikle yiiksek saf QCT dozlarinin dokuda
inflamatuar hiicre artigina sebep olabildigi ancak GEN ile birlikte kullanim1 sonucu hasari

azalttig1 goriilmektedir.

Dokudaki fibrozis olusumu degerlendirildiginde gentamisin kullanilan tiim gruplarin
kontrole gore anlamli artis gosterdigi ancak tedavi gruplarinda bu artisin GEN grubuna gore
anlamli sekilde azaldig1 goriilmektedir. Ozellikle yiiksek kuersetinli tedavi grubunda bu
azalig daha fazladir. QCT’in dokular1 fibrozise karsi koruyucu etki gosterdigi birgok ¢alisma
ile belgelenmistir (216-218).

Tiim histopatolojik degerlendirme sonuglarina bakildiginda yiiksek doz kuersetinin
cogu histopatolojik parametrede, GEN’in arttirdigi hasar1 azaltmakta etkili olabilecegi
goriiliirken; tek basna QCT kullannminda VK, GEH, IH parametrelerinde artisa sebep
oldugu goriilmiistiir. Bu da yiiksek doz QCT’1in hiicrelerdeki prooksidan etkisinin ovaryum
histomorfolojisine de yansidigini kanitlamaktadir. Bu histopatolojik durumlart destekleyen
biyokimyasal sonuclar elde edilmistir. GEN verilen gruplarda ovaryum dokusunda artan
MDA ve azalan SOD, CAT, GPx degerleri bize GEN’in ovaryumda hasara sebep oldugunu,
QCT ‘in bu hasar1 azaltabilecegini; fakat bunun doza bagli bir durum olup yiiksek dozda

ROS arttirici etkiye sahip olabilecegini gostermektedir.
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6.SONUCLAR ve ONERILER

GEN kullaniminin ovaryum dokusuna verebilecegi hasarin ve QCT’in farkli

dozlarinin bu hasara kars1 etkisini arastirdigimiz bu ¢alisma sonucunda;

1.

© © N o

10.

11.

12.

Viicut agirliklarinda GEN, GEN+QCT]1 gruplarinda kontrole gore anlamli diisiis
goriildii. GEN+QCT2, QCT1 ve QCT2 gruplarinda GEN grubuna gore anlamli artis
gorildi.

Over agirliklarinda GEN+QCT1 ve QCT2 gruplarinda kontrole oranla anlaml1 diisiis
goriildi. GEN+QCT1 ve GEN+QCT2 gruplarinda over agirligt GEN grubuna gore
azalmistt. Ancak anlamli degildi. QCT2 grubunda da GEN grubuna gore azalmisti.
Ancak anlamli degildi.

GEN kullanim1 sonucu sekonder ve Graaf folikiillerinde kontrol grubuna gore
anlamli azalig; atretik folikiillerde anlamli artis goriildi. GEN+QCT1 grubunda
atretik folikiil GEN grubuna gore anlamli olarak azaldi. QCT1 ve QCT2 grplarinda
atretik folikiillerin, GEN grubuna gére anlamli olarak azaldig1 goriildii. GEN+QCT?2
grubunda Graaf folikiilii GEN grubuna gore anlamli olarak artti.

GEN ve GEN+QCT1 grubunda gentamisin kullanimi1 sonucu ovaryum dokusunda
FHD, VK, GED, iH ve fibrézis kontrol grubuna gore anlamli olarak artti.
GEN+QCT1 ve GEN+QCT?2 gruplarinda fibrozis GEN grubuna goére anlamli olarak
azaldi.

GEN+QCT]1 ve QCT?2 gruplarinda VK kontrol grubuna gore anlamli olarak artti.
QCT1 grubunda GED, IH ve fibrozis GEN grubuna gore anlaml1 olarak azaldi.
GEN+QCT1 grubunda FHD, VK, GED, IH kontrol grubuna gore anlamli olarak artti.
GEN+QCT2 grubunda FHD, VK, GED, IH ve fibrozis kontrol grubuna gore anlamli
olarak artt1. Fibrozis GEN grubuna gore anlamli olarak azald.

GEN grubunun biyokimyasal test sonuclarinda plazma MDA’nin GEN ve
GEN+QCT?2 gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli olarak arttigi, GEN+QCT1
ve QCT1 ve QCT2 gruplarinda GEN grubuna goére anlamli olarak azaldig: goriildii.
Doku MDA’nin tiim gruplarda kontrol grubuna gore ve QCT2 grubunda QCT]1
grubuna gore anlamli olarak arttig1 goriildii.

Doku SOD seviyesi GEN grubunda kontrol grubuna gére anlamli olarak azaldi.
GEN+QCT1grubunda GEN grubuna gore anlamli olarak artti.
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13. Doku GPx degeri, GEN, GEN+QCT2, QCT1 ve QCT2 gruplarinda kontrol grubuna

gore anlamli olarak azaldi. QCTI1 grubunda GEN+QCT2 grubuna gore anlamli
olarak azdi. GEN+QCT2 grubunda GEN+QCT]1 grubuna gore azalmisti. Ancak

anlaml degildi.

14. Doku CAT degeri, GEN ve QCT1 grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak
azalmisti. GEN+QCT1 ve GEN+QCT2 gruplarinda GEN grubuna gore anlamli
olarak artmisti. GEN+QCT1 grubunda GEN+QCT2 grubuna gore azdi. Ancak

istatistiksel olarak anlamli degildi. QCT2 grubunda QCT1 grubuna gére azalmaisti.

Ancak anlamli degildi.

Yaptigimiz ¢alisma ile GEN’in ovaryum dokusuna hem biyokimyasal parametreler

bakimindan hem de histopatolojik olarak hasar verebildigi sonucuna ulastik. QCT nin doza

bagimli olarak bu hasari azaltabildigi ancak tek basina kullaniminda prooksidan etkiler de

gosterebilecegi sonucuna vardik.

flerideki ¢alismalar icin oneriler:

QCT ile yapilan ¢alismalarda endojen enzimlerin ekspresyonunu diizenleyen
Keapl/Nfr2/ARE sinyal yoluna ait protein diizeylerinin de o6l¢iilmesi,
QCTnin hiicresel antioksidan savunmasina nasil bir katkida bulunduguna dair
daha ayrintil1 fikir verebilir.

TUNEL boyama gibi immiinohistokimyasal boyama yontemleri kullanilarak
apoptotik hiicre seviyeleri olgiilebilir.

QCT’in hiicrelerdeki molekiiler etkilesim agmnin daha kapsamli bir

arastirmasi yapilabilir.

QCT’in fitodstrojen smifinda yer almasi dolayisiyla hormonal aktivitesi
yiiksek organlarla calisilacak ise ¢alisma siiresince hormon diizeylerinin de

takibi yapilabilir.

Calismanin istatistiksel olarak daha giivenilir sonuglar verebilmesi i¢in deney

gruplarina ait hayvan sayilari artirilabilir.

Kullanilan antioksidan maddenin etkilerinin daha iyi belirleyebilmek i¢in

deney siiresi uzatilabilir.

Antioksidan maddenin doz cesitliligi artirilabilir.
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