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DOXORUBICIN iLE OLUSTURULAN OVARYUM TOKSISiTESi UZERINE
FARKLI DOZ SELENYUMUN ETKILERININ DEGERLENDIRILMESI
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Yiiksek Lisans Tezi, Temmuz 2019
Damisman: Dog. Dr. Arzu YAY

OZET

Doxorubicin, meme kanseri, mesane kanseri ve lenfoma da dahil olmak iizere cesitli
malignitelerin tedavisinde yaygin olarak kullanilan antrasiklin tiirevi bir ilactir.
Selenyum ise temel biyolojik fonksiyonlara sahip bir oligoelement olup, en yaygin
olarak incelenen kimyasal Onleyici bilesiklerden biridir. Bu ¢alismada doxorubicinin
ovaryumda olusturacagi toksisiteye karsi antioksidan 6zellikte olan selenyumun farkli
dozlarmnin olas1 koruyucu etkisinin belirlenmesi amag¢lanmaigtir.

Calismada 64 adet disi sican her grupta 8 adet olacak sekilde; kontrol, DOX (5 mg/kg
ip), SEL-1 (0.5 mg/kg ip), SEL-2 (1 mg/kg ip), SEL-3 (2 mg/kg ip), DOX + SEL-1 (§
mg /kg dox ip + 0.5 mg/kg sel ip), DOX + SEL-2 (5 mg/kg dox ip + 1 mg/kg sel ip) ve
DOX + SEL-3 (5 mg/kg dox ip + 2 mg/kg sel ip) gruplarina ayrildi. Deney sonunda,
ovaryum dokular1 eksize edildi ve %10’luk formaldehit i¢inde fikse edilerek rutin
histolojik doku takibi basamaklarindan gecirilerek parafin bloklar hazirlandi.
Dokulardan Sum kalinliginda seri kesitler alinarak histopatolojik degerlendirme icin
Hematoksilen&Eozin ve Masson trikrom ile boyanarak 1sik mikroskobunda incelendi.
Ovaryum dokularinda AMH, IL1-B ve TNF-o immiinreaktiviteleri
immunohistokimyasal metod ile belirlendi. Caspase-3 primer antikoru ile apoptotik
hiicreler sayildi. MDA, CAT, SOD ve GSH-Px diizeyleri ise ELISA yontemi ile
belirlendi.

Histopatolojik bulgular DOX’un olusturdugu ovaryum hasar1 iizerine farkli doz
selenyum uygulanan gruplardan DOX+SEL-2’nin hem histopatolojik hem de folikiil
rezervi lizerine daha koruyucu 6zellik sergiledigini gosterdi. Ayrica DOX, gelismekte
olan folikiillerde AMH immiinreaktivitesinde diisiise sebep olurken, IL1-f ve TNF-a
immiinreaktivitelerinde ve Caspase-3 pozitif apoptotik hiicre sayisinda ise artisa neden
olarak ovaryumda hasara yol actig1 goriildii. DOX ve selenyumun birlikte uygulandigi
gruplarda DOX+SEL-2 grubunda IL1-f ve TNF-o immiinreaktivite yogunluklar
kontrole yakin olarak gozlenirken, Caspase-3 pozitif apoptotik hiicre sayisindaki en
belirgin azaliy DOX+SEL-1 grubu olarak belirlendi. Biyokimyasal bulgularimiz DOX
verdigimiz sicanlarda oksidatif stres faktorlerinin artmasima bagli olarak CAT, SOD ve
GSH-Px gibi antioksidan olan enzimlerinin sentezinin azaldigi, buna ragmen MDA
diizeyinin ise arttigmi gosterdi.

Calismamizdan elde edilen histolojik, immunohistokimyasal ve biyokimyasal sonuglara
gore, kemoterapi tedavisi sirasinda antioksidan olarak selenyum aliminin olusabilecek
serbest radikalleri en az duzeye indirerek, ovaryum histolojisinin korunmasinda 6nemli
bir rol oynadigi1 disiiniilmektedir. Ayrica yiiksek doz selenyum uygulamasinin
ovaryumda toksik etkiye yol actig1 gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Doxorubicin, Selenyum, Ovaryum, Sigan
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EVALUATION OF THE EFFECTS OF DIFFERENT DOSE SELENIUM ON
DOXORUBICIN-INDUCED OVARIAN TOXICITY

Ozge CENGIiZ

Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Histology and Embryology
Masters’s Thesis, July 2019
Advisor: Assoc. Prof. Dr. Arzu YAY

ABSTRACT

Doxorubicin is one of the commonly used anthracycline for the treatment of various
malignancies, including breast cancer, bladder cancer and lymphoma. Selenium is an
oligoelement with basic biological functions and is one of the most widely studied
chemical inhibitor compounds. The aim of this study was to determine the possible
protective effect of antioxidant different doses of selenium against toxicity which
Doxorubicin will produce in the ovary.

In this study, 64 female rats were 8 in each group; control, doxorubicin (5 mg/kg ip),
selenium-1 (0.5 mg/kg ip), selenium-2 (1 mg/kg ip), selenium-3 (2 mg/kg ip),
doxorubicin+selenium-1 (5 mg/kg dox ip+0.5 mg/kg sel ip), doxorubicin+selenium-2 (5
mg/kg dox ip+1 mg/kg sel ip) and doxorubicin+selenium-3 (5 mg/kg dox ip+2 mg/kg
sel ip) divided into groups. The tissues were excised and fixed in 10% formaldehyde
and embedded in paraffin blocks through routine histological follow-up steps. Sections
of 5 um thickness were stained with Hematoxylen&Eosin and Masson trichrome for
histopathological evaluation and there were examined by light microscope. AMH, IL1-
and TNF-o immunoreactivities were determined by immunohistochemical
methodology.

Histopathological findings revealed DOX-induced ovarian damage and groups of DOX
+ SEL-2 with different saturation and this study was showed both histopathological and
follicular reserve and more protective properties. In addition, DOX, AMH
immunoreactivity is occurring, TNF-o¢ and IL1-f immunoreactivity and caspase3
apoptotic positive cells caused by the increase in number of, they saw ovarian damage
caused. In groups where DOX and selenium are applied together, IL1-B ve TNF-a
immunoreactivity concentrations were close to the control in the DOX+SEL-2 groups
and most significant decrease in Caspase-3 positive apoptotic cells was determined as
DOX+SEL-1 group. Biyochemical findings indicated which DOX was given, the
synthesis of antioxidant enzymes such as CAT, SOD and GSH-Px decreased although
increased of oxidative stress factors in rats, and MDA levels increased.

According to the histological, immunohistochemical and biochemical results obtained
from in this study, chemotherapy treatment expressed the use of everyone in the
preservation of ovarian histology by minimising the free radicals that can provide
antioxidant and selenium intake. In addition, high dose selenium administration has
been shown to cause toxic effects in ovarian.

Key words: Doxorubicin, Selenium, Ovary, Rat
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1. GIRIS VE AMAC

Kadinlarda dogurganlik kaybinmn en yaygin nedenleri, ovaryum yaslanmasi ve
sitotoksik tedavilerdir. ABD’de yapilan son caligmalara gore her yil yaklasik 700.000
kadmna kanser teshisi konmaktadir. %8’i 40 yasin altinda olan bu kadinlar yogun
sitotoksik tedavilere bagli olarak infertilite riski altindadir. Cocukluk, ergenlik ve
yetiskin caglarda goriilen bircok malignitelerin tam1 ve tedavisinde kaydedilen
ilerlemeler, tedavi etkinligini ve sag kalim oranlarim carpici bir sekilde artirmistir. Bu
artisla birlikte 6zellikle genc¢ kadinlarda radyoterapi ve kemoterapi oncesi dogurganligi
korumaya yoOnelik strateji ve yOontemlerin dnemi giderek artmustir (Salama ve ark.,
2013). Kemoterapi, immiinoterapi, radyoterapi ve cerrahi olmak {iizere bircok yontem
kanser tedavisinde kullanilmaktadir. Kanserli hiicrelerin kemoterapi ile yok edilmesi
hedeflenirken Ote yandan normal hiicreler ile kanser hiicreleri arasinda bulunan
benzerlikten dolayr saglikli hiicrelerin de zarar gormesi soz konusudur. Kanser
tedavisinde uygulanan kemoterapotik ajanlar kansere bagli Oliimleri azaltsada, uzun
donem sag kalimlarda kardiyovaskiiler problemler, biiylime-gelisme problemleri ve
sekonder malign tiimorlerin gelismesine sebep olarak yasam kalitesini etkilemektedirler
(Cascatio ve Lowitz, 2007). Kemoterapotik ajanlar tireme organlari iizerinde toksik
etkilere sahiptir. Bu organlardan biri olan ovaryumlar, kemoterapotik ajanlara son
derece duyarhdir. Kemoterapi, oosit, teka ve graniiloza hiicre hasarina, folikiiler
havuzdaki primordiyal folikiillerin sayisinda azalmaya ve erken ovarian yetmezlige
neden olur. Kemoterapik ajanlar ve radyoterapi gonadlar1 tahrip ederek dogurganlik

kaybina ve erken menopoza neden olabilir (Kim, 2006; Sénmezer ve Ozkavukgu, 2009).

Kemoterapotik bir ajan olarak bilinen anti-neoplastik aktiviteye sahip doxorubicin
(DOX), cesitli solid malignitelerin tedavisinde etkili ve yaygmn bir sekilde
kullanilmaktadir. Etkinligi doza baghh olarak bobrek, miyokard ve kemik iligi
toksisiteleri ile smirhdir (Heeba ve Mahmoud, 2014). DOX ile yapilan tedavilerde

amenore gelisme riski, kadinin yasina bagli olarak %?20 ile %80 arasinda degismektedir.



Bir antrasiklin ajan1 olan DOX, oositlerde apoptozisi uyardigi gosterilmis olmasina
ragmen, antrasiklinlerin over yetmezligini indiiklemedeki rolii belirsizligini
siirdiirmektedir (Ben-Aharon ve ark., 2010). DOX antitiimor etkisine ragmen, oksidatif
stres ve toksik reaktif oksijen tiirlerinin olusmasi ila¢ toksisitesinin ana nedenleridir.
Dolayisiyla ila¢ kullanimmin giiclii antioksidan ajanlarla birlikteki kombinasyonu,
DOX’un toksik yan etkilerini azaltmak i¢in uygun bir yaklasim olabilir (Lee ve ark.,
2012).

Selenyum, temel biyolojik fonksiyonlara sahip bir oligoelement olup, en yaygin olarak
incelenen kimyasal onleyici bilesiklerden biridir. Gidalar (tahillar, sebzeler) selenyumun
cesitli miktar ve kimyasal formlarini icerir. Yeterli bir selenyum alimi giinde 50 pg
olarak tahmin edilmekte ve toksik diizeylerin 350-700 pg/giin civarmmda almi ile
olustugu tahmin edilmektedir. Selenyum bir¢ok hiicresel siire¢ i¢cin énemlidir, ¢iinkii
bazi kanser tiirlerinin Onleyici fonksiyonu olan birka¢ selenoproteinin bir
bilesenidir. Diisiik dozlarla selenyum takviyesi, sadece kanser Onleme igin yararl
goriinmektedir, ayn1 zamanda iltihaplari, kalp hastaliklarim1 azaltarak ve kan basincini
diizenleyerek bir organizmadaki diger bircok fonksiyonu olumlu yonde etkileyebilir
(Sanmartin ve ark., 2012). insanlarda biyolojik bircok isleve sahip olan selenyumun en
onemli ve bilinen 0zelligi antioksidan etkisidir. Selenyumun reaktif oksijen radikallerini
yikarak oksidatif hasar1 6nlemesine dair pek ¢ok c¢alisma mevcuttur (Simonoff ve ark.,
1992). Selenyum ile ilgili ¢aligmalar, besinlerdeki ve cevredeki seviyelerine bagh olarak
insanlarda kullanilmasindan dolay: artmistir. Bu elementin kanser, diabet, siroz, kalp ve
damar rahatsizliklarmi tedavi etmek veya Onlemek i¢in giinlik aliminin ne kadar
olacagina dair cesitli farkli goriisler vardir. Bircok hayvan caligmalarindan elde edilen
sonuclara gore bazi dejeneratif hastaliklara karsi besinsel bir faktor olarak kullanilan

selenyumun koruyucu etkisinin olabilecegi gosterilmistir (Gebre-Medhin ve ark., 1984).

Bu bilgiler 1s1ginda calismamizda; cesitli malignitelerin tedavisinde yaygin olarak
kullanilan DOX’un ovaryumda olusturacagi toksisiteye karsi antioksidan oOzellik
gosteren selenyumun farkli dozlarinin olasi  koruyucu etkisinin belirlenmesi

amaclanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. OVARYUMUN ANATOMIK YAPISI

Disi iireme hiicresi olan disiye 6zgii seks hormonlarin1 (strogen ve progesteron) ve
ovumu iiretmekle gorevli ovaryumlar erkek iireme sistemindeki testislerin karsiligidir.
Pelvis minor igerisinde a.iliaca interna ve a.iliaca externa arasinda bulunan cukurlukta
(fossa ovarica) yerlesmislerdir. Pembemsi gri renkli olan ovaryumlarm dis yiizeyi
ergenlik cagindan dnce diizgiin iken ergenlikten sonra ovulasyona bagl olarak piiriizlii
bir sekil alir. Badem biiyiikliigtindeki ovaryumlar 4 cm uzunlugunda, 1 cm kalinliginda,
2 cm genisliginde ve yaklasik olarak 5gr agirligindadir. Ovaryumun facies lateralis ve
facies medialis olmak {iizere iki yiizii, margo liber ve margo mesovaricus olmak iizere
iki kenar1 ve extremitas tubaria ve ekstremitas uterina olmak {iizere iki ucu vardir.
Ovaryumu besleyen damarlarin (a.v. ovarica) etrafini periton sardig1 i¢in bir ligament
seklini almistir. Lig.ovari suspensorium denilen bu ligament ovaryumu asict bir rol
tistlenmistir. Ovaryumun uterusa bakan ucu (extremitas uterina) ile uterusun st dig
kosesi arasinda uzanan baga lig.ovari proprium denir. Bu bag sayesinde hamile bir

kadinda uterus ile birlikte ovaryumun konumu da degisir (Unur E ve ark., 2016).
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Sekil 1: Disi genital sistem (Ross ve Pawlina, 2014)



2.2. OVARYUMUN EMBRIiYONIK GELIiSiMi

Embriyonun kromozomal ve genetik olarak cinsiyeti, sekonder oositi dolleyen sperm
cesidine bagh olarak fertilizasyon esnasinda belirlenir. Ancak gonadlarin erkek ve
disilige (testisler ve ovaryumlar) farklanmalar1 7.haftada gerceklesir ve gonadal cinsiyet
XX, XY cins kromozom kompleksine baglhidir. Bu nedenle genital gelismenin baslangic

evresi, farklanmamis donem olarak adlandirilmaktadir (Seftalioglu, 2003).
Gonadlar (testis ve ovaryumlar) ii¢ kaynaktan koken alarak gelisirler (Moore, 2009):

1. Karin arka duvarmi orten sélom epiteli

2. Altta uzanan mezensim (embriyonik bag dokusu)

3. Primordiyal germ hiicreleri (PGH)

Gonadal gelisim, ilk kez gelisimin 5.haftasinda, mezonefrozun medialinde gerceklesir.
Solom epitelinin proliferasyonu ve alttaki mezensimin yogunlagmasiyla, uzunluguna iki

adet gonadal ya da genital kabarti (sirt) meydana gelir (Seftalioglu, 2003).

Genital sirtlar i¢inde germ hiicreleri, gelisimin 6.haftasima kadar goriilmez. Primordiyal
germ hiicreleri (PGH) epiblast kokenlidir ve primitif ¢izgi boyunca go¢ ederek iiciincii
haftada allantoise yakin yolk kesesi endoderm hiicreleri arasinda goriilmeye baslarlar.
Gelisimin 4.haftasinda ameboid hareketlerle son bagirsagin mezenterinin dorsali
boyunca ilerleyerek 5.haftanin basinda ilkel gonadlara ulasirlar. 6.haftada ise gonadal
kabartilar1 isgal ederler. PGH’nin gonadlara ulagsmasindan hemen Once ve ulasmasi
esnasinda, genital kabartinin sélom epiteli prolifere olur ve epitel hiicrelerinin altindaki
mezensimin i¢ine yayilirlar (Sekil.2). Bu yapilar primitif cinsiyet kordonlar1 olarak
adlandirilan diizensiz sekilli kordonlar1 olustururlar (Sadler, 2017). Erkek ve disi
embriyolarda bu kordonlar yiizey epiteliyle baglantilidir ve 7.haftadan once, her iki
cinste de gonadlar benzerlik gosterir. Bu nedenle gonadlar farklanmamis gonad olarak

adlandirilmaktadirlar (Seftalioglu, 2003).

Farklanmamis gonadlar, artik dista bir korteks ile icte bir medulladan meydana
gelmektedir. Embriyo XX cinsiyet kromozomuna sahipse, farklanmamis gonadin
korteksi over yoniinde degisim gosterir ve medulla geriler. Eger embriyo XY cinsiyet
kromozomuna sahipse, medulla testise farklilasir ve korteks birtakim kalintilar diginda

geriler (Moore, 2009).



PGH’nin gonadlar iizerine indiiktif etkileri vardwr. Gonadal kabartilara

ulasamadiklarinda ne testisler ne de ovaryumlar gelisemezler (Seftalioglu, 2003).

Onbarsak Sonbarsak
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" Yolk kesesi

Sekil 2: A.Yolk kesesi duvarinda bulunan PGH B. PGH gog¢ yollar1 (Sadler, 2017)
PGH, biiyiik, oval veya yuvarlak sekilli, capt 15-20 um olan hiicrelerdir. Niikleuslar1
ekzantrik yerlesim gosterir ve kromatinleri belirgindir, niikleoplazma esit miktarda
yayilmistir ve bir veya iki adet iri niikleolus icerir. PGH c¢ok sayida ribozomlara ve
biiyiik mitokondrilere sahiptir. Golgi kompleksine ait vezikiiller ve ER sisternalar1 nadir
olarak bulunur. Bunlarla birlikte insan PGH’nin sitoplazmalarinda glikojen partikiilleri
ve lipit damlaciklar1 yaygin olarak bulunur. PGH’nin gocii esnasinda lipit damlaciklari
ve glikojen partikulleri enerji kaynagi olarak kullanilir (Motta ve ark., 1997; Drews ve
ark., 2000; Pereda ve ark., 2006; Oktem O ve Oktay K., 2008a).

Gonadal gelisim disilerde yavas gerceklesmektedir. Gelisimin 10.haftasina kadar
ovaryumlar histolojik olarak ayirt edilemezler (Moore, 2009).

Y kromozomunun kisa kolu iizerinde bulunan SRY geninin etkisiyle fetusun cinsiyeti
erkek yoniinde gelisir. Y kromozomu yoklugunda XX cinsiyet kromozomuna sahip disi
embriyolarda, primitif cinsiyet kordonlar1 diizensiz sekilli hiicre kiimelerine ayrilirlar.
Primitif germ hiicre gruplar1 iceren bu kiimeler, ovaryumun daha ¢ok medullasinda
yerlesim gosterirler (Sadler, 2017). Medulla i¢ine uzanan gonadal kordonlar rudimenter
bir rete ovarii olustururlar (Moore, 2009). Bu hiicreler bir siire sonra, kaybolarak
yerlerini damarl bir stromaya (ovarian medulla) birakirlar. Erkeklerdekinin aksine disi
gonadin yiizey epiteli cogalmaya devam eder. Bu epitelden 7.haftada kortikal kordonlar

denilen ikinci nesil kordonlar geligsir (Sadler, 2017). Fetal donemde ikinci nesil



kordonlar, gonadin yiizeyindeki sdlom epitelinden baslayarak altindaki mezensim igine
dogru girerler. Kortikal kordonlar s6lom epitelinin proliferasyonuyla kalinlasirken,
PGH kordonlarin icerisine karisirlar (Seftalioglu, 2003). Bu kordonlar yaklasik
16.haftada, tek tabaka folikiiler hiicre ile sarilmig bir oogonyum iceren, primordiyal
folikiil ad1 verilen izole hiicre gruplarina ayrilirlar. Fotal yasam boyunca, binlerce
oogonyum aktif mitozla iiretilir (Moore, 2009). Dogumdan 6nce oogonyumlarin bir
kism1 dejenere olurken, biiyiik bir kismu hacimce biiyliyerek primer oositi yaparlar

(Seftalioglu, 2003).

2.3. OVARYUM HIiSTOLOJiSi

Ovaryumlar, bir ¢ift badem seklinde, pembemsi beyaz renkli, 1,5 cm eninde, 3 cm
boyunda ve 1 cm kalinligindaki yapilardir. Ovaryum yiizeyi, tek katli yassi epitelden
kiibige dogru degisen bir epitel ile doselidir. Germinal epitel olarak bilinen bu tabaka
mezovaryumu kaplayarak mezotelyum ile siireklilik saglar (Ross ve Pawlina, 2014).
Elektron mikroskobunda epitelin periton bosluguna bakan yiizeyinde mikrovilluslar, az
sayida kinosilyumlar bulunur. Epitel sitoplazmalarinda mitokondriyonlar ve pinositoz
vezikiilleri yaygin olarak bulunmaktadir. Bazal yiizii, bazal lamina ve altindaki siki bag
dokusundan yapilan tunika albuginea iizerine oturur (Tekelioglu, 2002). Fibroz bag
dokusu yapisindaki tunika albuginea, tiim ovaryumu kapsiil gibi sarar (Ovalle ve

Nahirney, 2009).

Ovaryumlar iki kisimdan olusur; dista korteks, icte medulla. Histolojik olarak
birbirlerinden farkli olan iki béliim arasinda net bir siir bulunmaz (Esrefoglu, 2016).
Korteks zengin bag dokusu yapisindadir, matiirasyonun ve dejenerasyonun farkli
evrelerinde, oosit iceren farkli boyutlardaki ovaryum folikiilleri bulunur. Sinirlari
belirgin olmayan medulla ise; ¢cok sayida kan damarlari, lenfatikler ve sinirleri iceren

gevsek bag dokusu yapisindadir (Ovalle ve Nahirney, 2009).

2.3.1. Ovaryum Korteksi

Ovaryumun periferik bolgesinde medullay: ¢evreleyecek sekilde korteks yer almaktadir.
Korteks, seliiler bag dokusunda ovaryum folikiillerini icerir (Ross ve Pawlina, 2014).
Korteks de puberteden once sadece primordiyal folikiiller gozlenirken, puberteden sonra
primer, sekonder ve tersiyer olmak iizere gelisen folikiillere rastlanir. Seksiiel olgunluk

doneminde ise korteks de folikiillerden baska, korpus luteum, korpus albikans ve atretik



folikiillerde goriiliir (Esrefoglu, 2016). Korteks, kollajen lifler, retikiiler lif aglari, damar
duvarinda bulunan elastin lameller ve ince-uzun mekik seklindeki stroma hiicrelerinden
meydana gelir. Stroma hiicreleri, fibroblastlardan farkli olarak hormon salgilayan teka

interna hiicrelerine doniisebilen ayricalikli hiicrelerdir (Tekelioglu, 2002).

2.3.2. Ovaryum Medullasi

Ovaryumun merkezi bolgesidir ve gevsek bag dokusu, kan damarlari, lenf damarlar1 ve
sinirleri igerir (Ross ve Pawlina, 2014). Ovaryum medullasinda folikiiller bulunmaz
(Esrefoglu, 2016). Ayrica medullada oksidasyon enzimleri ve diger enzimleri iceren
hiicreler bulunur. Bunlarin sayilar1 yasla artar ve menopozda %80 oraninda bulunurlar

(Tekelioglu, 2002).
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Sekil 3: Ovaryumun sematik ¢izimi (Ross ve Pawlina, 2014)

2.3.3. Folikiilogenez
Histolojik olarak 3 tip folikiil tanimlanmistir;
1. Primordiyal folikiil

2. Gelismekte olan (primer, preantral ve sekonder) folikiil

3. Olgun folikiil (graaf, tersiyer folikiilleri)



Folikiilogenez ise, primordiyal folikiilden baslayip tersiyer folikiil olusumuna kadar
gerceklesen gelisim siirecidir. Bu siirecte folikiil ¢capmnin artmasiyla birlikte hiicresel
ozellikler de degisir. Folikiil cevresini kusatan bag dokusunda da fonksiyonel ve
histolojik degisiklikler gozlenir (Esrefoglu, 2016).

1. Primordiyal folikiiller

Folikiil gelisiminin en erken evresi olan primordiyal folikiiller fetal gelisimin 3.ayinda
ortaya cikarlar. Primordiyal folikiiller, olgun ovaryumda kortekste tunika albugenianin
hemen altinda yer alirlar. Tek tabaka halinde yass1 folikiiller oositi ¢evrelemektedir.
Folikiillerin dis yiizeyi bazal lamina ile smirlandirilmistir (Ross ve Pawlina, 2014).
Primordiyal folikiiliin icerisindeki oositin c¢ap1 yaklasik 25 pum’ dir ve 1.mayozun
profazindaki kromozomlar1 iceren iri bir ¢ekirdegi vardir. Cekirdek yakiminda
yogunlasan organeller, bol mitokondri, birka¢ Golgi kompleksi ve yaygin GER icerir
(Mescher, 2015). Golgi aygitinin vezikiillerinin ve membranlarinin, GER keselerinin,
mitokondrilerin ve lizozomlarin yogunlastig1 sitoplazma boliimleri 151k mikroskobik
diizeyde Balbiani cisimleri olarak goriiliir (Esrefoglu, 2016). Ovaryumda tunika
albuginea altinda bulunan primordiyal folikiiller hem embriyonda hem de dogumdan
sonra atreziye ugrarlar. Erkeklerden farkli olarak sadece embriyonal hayatta kalirlar

(Tekelioglu, 2002).
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Sekil 4: Primordiyal Folikiil (Ross ve Pawlina, 2014)
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Gelismekte olan (primer, preantral ve sekonder) folikiil

Primer folikiil: Oosit biiyiimeye devam ederken cevresindeki yassi epitel
hiicreler 6nce kiibik, sonra prizmatik hiicrelere doniisiir ve tek katli primer
folikiil olarak isimlendirilir (Tekelioglu, 2002). Immatiir oosit biiyiirken
cevresine glikozaminoglikanlar1 ve glikoproteinleri salgilar. PAS ile pozitif
boyanan bu bolgeye zona pellusida denir. Oosit yaklagik 50-80 pum capina
ulastiginda zona pellusida goriilmeye baglar. Folikiiler hiicreler de zona
pellusida olusumuna katki saglar (Esrefoglu, 2016). Zona pellusida elemanlar1
olan ZP3 ve ZP4, sperm yiizeyindeki 6zgiil proteinlere baglanan ve akrozomal

reaksiyonu uyaran sperm reseptorleridir (Mescher, 2015).

folikdl hiicreleri
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Sekil 5: Primer Folikiil (Ross ve Pawlina, 2014)

Preantral folikiil: Folikiiler hiicreler, graniiloza denilen hiicrelerin gap
junctionlarla baglanti kurdugu c¢ok kath folikiiler epiteli olusturmak igin
cogalmaya devam ederler. Artik folikiil hiicrelerine graniiloza hiicreleri denir ve
folikiil bazal lamina ile ¢evrili olan ¢ok tabakali (multilaminar, preantral) primer
folikiil olarak adlandirilir (Mescher, 2015). Gap junction tipi baglantilar
graniiloza hiicreleri arasinda yaygin olarak bulunmaktadir. FSH, graniiloza
hiicrelerindeki reseptorlere baglanarak az da olsa onlar1 Ostrojen salgilamalar:

yoniinde uyarir. Bu uyar1 folikiiliin gelismesinde Onemli rol oynamaktadir.
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Folikiilde degisiklikler olurken, bag dokusunda da birtakim degisiklikler
meydana gelir. Stroma, folikiil ¢eresinde teka folikiilii olarak adlandirilan siki
dokuyu olusturur (Esrefoglu, 2016). Bu daha sonra folikiil ¢evresinde teka
interna ve teka eksterna olmak iizere iki farkli dokuya farkhilagir. Ikisi arasinda
net bir sinir bulunmaz. Teka interna, graniiloza hiicrelerinden bazal lamina ile
ayrilir ve bol kilcal damar igeren fibroblast benzeri ig seklindeki yapilardir
(Tekelioglu, 2002). Teka interna, androstenedion salgilayan steroid iireten
hiicreleri ile iyi damarlanmig bir dokudur (Mescher, 2015). Teka eksternayi ise;
ovaryum stromasindan ve teka internadan ayiran kesin bir sinir bulunmaz. Daha
cok fibroz bag dokusu yapisindadir; kollajen lif demetleri, diiz kas hiicreleri,
steroidojenik 6zelligi olmayan ig seklindeki stromal hiicreler ve oldukga biiyiik
kan damarlarindan yapilmistir. Kollajen lif demetleri folikiil yiizeyine paraleldir

ve yavas yavas ovaryum stromasina girer (Tekelioglu, 2002).

Teka follikili

=
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Sekil 6: Unilaminer primer folikiil ve multilaminer primer folikiil (Esrefoglu, 2016)

Sekonder folikiil: Folikiil biiyiimesi ve gelismesi graniiloza hiicrelerinin 6l¢ii ve
sayisindaki artigla olur. Bu hiicreler arasinda folikiil sivis1 birikmeye baslar ve
stviy1 igeren bosluklar birleserek antrumu olusturur. Bu ozelliklerinden dolay1
sekonder folikiil olarak adlandirilir (Junqueria ve ark., 1993). Antrum,
hiyaluronik asitten zengin folikiil sivis1 icerir. Hiyaluronik asit suyu tutarak

folikiil capmin artisin1 saglar. Oositin ¢apt bu donemde 250 pm’ ye ulasir
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(Esrefoglu, 2016). Folikiiler sivi; biiylime faktorleri, GAG hiyaluronik asit,
fibrinojen, plazminojen, baglayici proteinler, proteoglikan ve yiiksek yogunlukta
steroid (progesteron, dstrojen ve androstenedion) icerir (Mescher, 2015). Bir¢ok
folikiil bu asamada atreziye ugrar, ancak bazilarinin graniiloza hiicreleri dejenere
olmaz ve androjen salgilayan kiigiik gruplar seklinde kalirlar. Birka¢ sekonder
folikiil ise ileri gelismeye giderek olgun (graaf) folikiilii yapar (Tekelioglu,
2002).

Sekil 7: Sekonder Folikiil (Esrefoglu, 2016)

Olgun folikiil (graaf, tersiyer folikiilleri)
Antrumun biiylimesiyle oosit, etrafindaki graniiloza hiicreleriyle birlikte bir kutba
dogru itilir. Graniiloza hiicre sayilar1 arttikca birbirinden uzaklasir ve kisa
sitoplazmik uzantilarla baglanip yildiz veya koseli seklinde goriiliirler. Oositin
graniiloza hiicre katmamiyla baglantis1 gevser. Oositin korona radiyatayla sarili
olarak yapmis oldugu c¢ikintiya kumulus ooforus denir (Tekelioglu, 2002). Korona
radiyata ise oositi cevreleyen graniiloza hiicreleridir. Antrum boslugunu saran ve
graniiloza hiicrelerinden olusan ¢ok katli hiicre tabakasina membrana graniiloza
denir. Korona radiyata ve oosit yiizeyindeki mikrovilluslar arasinda gap junction tipi
sik1 baglanti kompleksleri bulunur (Esrefoglu, 2016). Korona radiyata, ovumun
ovaryumu terk ettigi anda ona eslik eder. Corona radiyata spermatozoon’un ovumu

dolledigi andan itibaren mevcuttur ve ovumun uterus tiipiinii gecisi esnasinda da bir
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miiddet kalir (Junqueria ve ark., 1993). Olgun (tersiyer) folikiill kalin teka
tabakalarina sahiptir ve primordiyal folikiilden yaklasik 90 giinliik bir zamanda
gelisir (Mescher, 2015).

Sekil 8: Tersiyer Folikiil (Esrefoglu, 2016)

Ovulasyon

Folikiil gelisimine paralel olarak biiyiiyen oositin ovaryum yiizeyinden karin bosluguna
serbest birakilmasidir. Her menstrual siklus baslangicinda FSH ile 15-20 primer folikiil
uyarilir. Bunlardan sadece bir veya iki tanesi maturasyonunu tamamlar. Boylece her
siklusta bir veya iki adet oosit olgunlasarak karin bosluguna birakilir (Esrefoglu, 2016).
Graniiloza hiicrelerinde, LH reseptorleri belirdikten sonra gonadotropinlere cevap
gelisir. LH salmimindan 24-36 saat sonra folikiil s1vis1 hizla artar. Ovulasyon dncesinde
oositin ¢apt 120 pm, folikiiliin ¢ap1 ise 15-25 mm’ye ulasir. LH un etkisiyle mayoz-
uyarict madde salinir ve graaf folikiilii donemine kadar profaz evresinde olan oosit,
ovulasyondan 24-36 saat Once prometafaz ve metafaz evresine ulasir. Ovulasyon
esnasinda oosit hizla telofaz ve anafaz evrelerini gegirerek, birinci mayoz boliinmeyi
tamamlar (Tekelioglu, 2002). Olgun folikiilde birinci mayotik bdliinme
tamamlandiginda, primer oositin kardes hiicreleri esit miktarda kromatin igerir. Fakat
kardes hiicrelerden biri daha ¢ok sitoplazma alir ve sekonder oosit olusur. Sekonder
oositin cap1 yaklasik 150 pm’dir ve diger kardes hiicre ¢ok az miktarda sitoplazma

alarak birinci polar cisim olur. Ovulasyondan once folikiil ¢ikintisinin {izerindeki
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ovaryan yiizeyin kiiciikk bir bolgesinde kan akimi durur. Germinal epitelin folikiiler
stigma ya da makula pellusida olarak adlandirilan bu boliimii yiikselir ve sonra yirtilir.
Kumulus ooforus ve korona radiyata hiicreleri tarafindan kusatilan oosit, reptiire olan
(yrrtilan) folikiilden atilir. Sekonder oosit, ovulasyondan sonra yaklasik 24 saat canli
kalir. Bu periyod da dollenme gerceklesmezse sekonder oosit tuba uterinadan gecerken

dejenere olur (Ross ve Pawlina, 2014).
Korpus Luteum

Ovulasyondan sonra teka eksternadaki diiz kaslarin etkisiyle folikiil duvar1 biiziisiir ve
kivrintilt hale gelir. Teka interna ve graniiloza arasindaki bazal lamina depolimerize olur
ve teka internanin damarlarindan sizan kanla ortadaki bosluk kanla dolar ve piht1 olusur.
Bu yap1 korpus luteum hemorajikum olarak adlandirilir (Tekelioglu, 2002). Endokrin
fonksiyon yapan korpus luteumda graniiloza lutein hiicreleri ve teka lutein hiicreleri
olmak iizere 2 tip hiicre bulunur. Graniiloza lutein hiicreleri, genis, vezikiiler niikleuslu
ve soluk boyanan hiicrelerdir. Bu hiicrelerin sitoplazmalar1 ince lipid damlalariyla
doludur ve progesteron sentezlemeye baslarlar. Teka lutein hiicreleri graniiloza
hiicrelerinden daha kiiciiktiir ve heterokromatik niikleuslu olan bu hiicreler Ostrojen
salgilarlar. Korpus luteumda iiretilen hormanlar, uterus duvarmnin muhtemel gebelige

hazirlanmasinda 6nemli rol oynarlar (Esrefoglu, 2016).

Korpus luteum, fertilizasyon ve implantasyon gerceklesmezse sadece 14 giin aktif olur
ve bu duruma menstruasyon korpus luteumu denir. insan koryonik gonadotropini
(HCG) ve luteotropinlerin yoklugunda Ostrojenlerin ve progesteronlarin salgilanma hizi
azalir ve ovulasyondan 10-12 giin sonra korpus luteum dejenere olmaya baslar. Korpus
luteumun dejenere hiicrelerinde intraseliiler hiyalin birikmesiyle korpus albikans olusur.
Korpus albikans, ovaryum korteksinin derinliklerine dogru gomiilerek birka¢ ay

icerisinde kaybolur (Ross ve Pawlina, 2014).
Atretik folikiil

Yenidoganlarda sayilar1 400.000 kadar olan primordiyal folikiillerin olgunlagsmayan
biiylik boliimii postnatal donemde ve puberteden sonra atrezi olurlar. Primordiyal
folikiiller de atrezi graniiloza hiicrelerinde gerceklesen apoptoz ile karakterizedir

(Esrefoglu, 2016). Atrezi, apoptoz, graniiloza hiicrelerinin ayrilmasi, zona pellusidanin
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parcalanmasi ve oosit otolizini kapsamaktadir (Mescher, 2015). Ovaryumda folikiillerin
cogu, folikiiler hiicreler ve oosit 6liimii halinde geriler ve makrofajlar tarafindan ortadan
kaldirilir (Junqueria ve ark., 1993). Zona pellusida hiicre i¢indeki otolitik degisikliklere
dayaniklhidir ve folikiiliin boslugunda yavas yavas katlanarak kollabe olur. Bag
dokusunda bulunan makrofajlar, dejenere hiicrelerin ve zona pellusidanin kalintilarini
fagosite ederler. Folikiil hiicreleri ve teka interna arasindaki bazal membran kalinlasarak
camst membran adini alan hiyalinize bir tabakayr olusturur. Bu yapi atrezinin geg

donemdeki folikiilleri i¢in karakteristiktir (Ross ve Pawlina, 2014).

Folikiiler atrezi, dogum oncesinden menapozun birkag¢ yil sonrasina kadar devam etsede
dogumdan sonra maternal hormonlarm zayif oldugu déonemde ve kalitatif ve kantitatif

hormonal degisimlerin oldugu puberta ve gebelik donemlerinde ¢ok baskindir
(Mescher, 2015).

Ovaryum rezervi

Ovaryum rezervi terimi, kadin tireme potansiyelini, 0zellikle sahip oldugu oositlerin
sayisim ve Kkalitesini tanimlamak i¢in kullanilir. Bir kadin yaklasitk 2 milyon
primordiyal folikiil ile dogar, ancak menarsin baslangicinda dogal folikiiler atreziden
dolay1r sadece 400.000 folikiil kalir ve 30'lu yaslarinin ortasina ulastiginda, oosit
tikenme hizi artmaya baglar. 30'lu yaslarimin sonuna ulastiginda, folikiil sayisi
diisiikliigiinde belirgin bir artisla birlikte yaklasik 25.000'e diiser (Tal ve Seifer, 2017).
Oosit kaybr devamlilik gosteren bir siirectir ve oositler primer, sekonder ve antral
asamalarda atreziye ugrar (Oktem ve Oktay, 2008b). Ovaryum rezervini belirlemede,
ultrason (antral folikiil sayisim1 Olgme, ovaryum hacmi), klinik (yasa bagh
degerlendirme) ve biyokimyasal (FSH, AMH, Inhibin B, bazal 6stradiol miktari) gibi
yontemler kullanilir (Faddy ve ark., 1992).

2.4.DOXORUBICIN
2.4.1. DOX’un Genel Ozellikleri

Bugiine kadar gelistirilen en etkili antikanser ilaclar arasinda antrasiklinler yer
almaktadir. Antrasiklinler ilk olarak 1960’larin basinda, pigment iireten Streptomyces
peucetius’tan izole edildi ve daunorubisin (DNR) ve doxorubicin (DOX) olarak

adlandirild1 (Minotti ve ark., 2004). Bir antrasiklin antibiyotik olan DOX, yaygin olarak
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16semi, solid tiimorler, yumusak doku sarkomlar1 ve meme kanseri gibi pek ¢ok kanser
tedavisi i¢in etkili bir kemoterapétik ilactir. Bununla birlikte, DOX'un kardiyomiyositler
izerindeki doza bagimlh toksik etkisi olduk¢ca onemli bir konudur. DOX eriskinlerde
400-700 mg/m? ve c¢ocuklarda 300 mg/m? kiimiilatif dozu astiginda kalp yetmezligini
bagslatabilir (Songbo ve ark., 2019). Yaygin kullanimina ragmen, DOX’un sitotoksik
etkileri ¢ok fazladir ve kardiyotoksisite en bilinen yan etkisidir (Adwas ve ark., 2016).

2.4.2. DOX’un Biyokimyasal Yapisi

Tetrasiklik  c¢ekirdek, antrasiklin molekiili ve aminosekerden (daunosamin)
olusmaktadir (Sekil 9). Tlaca kirmizi rengini veren tetrasiklik cekirdektir. Grubun biitiin
tiyelerinin tetrasiklik halkaya komsu hidrokinon ve kinon gruplart bulunmaktadir
(Aubel ve Londos, 1984). DOX, Daunorubisin molekiiliindeki 14. karbonun hidroksil
grubu almasi ile meydana gelmektedir (Mutlu, 2013). DOX’un kimyasal yapist Sekil

9’da gosterilmistir.

Sekil 9: DOX’un kimyasal yapist (Amandeep ve ark., 2012)

2.4.3. DOX’un Etki Mekanizmasi

DOX’un birincil etki mekanizmasi, DNA baz ciftlerine baglanarak DNA iplik¢iklerinin
kirilmasina ve hem DNA hem de RNA sentezinin inhibisyonuna neden olmasini
icerir. DOX, topoizomeraz II enzimini inhibe ederek DNA hasarmma ve apoptozun
indiiklenmesine sebep olur. Demir ile birlestirildiginde, DOX ayrica DNA sentezini
daha da sinirlayan serbest radikal kaynakli oksidatif hasara neden olur. Deksrazoksan
gibi demir selatorler, DOX’un demir ile baglanmasini sinirlandirarak serbest radikal

olusumunu 6nleyebilir (Johnson ve Dubey, 2017).
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2.4.4. DOX’un Yan Etkileri

DOX’un kemoterapétik bir ajan olarak kullanimi, genellikle bulanti, kusma, alopesi,
miyelosupresyon, stomatit ve gastrointestinal rahatsizliklar dahil olmak iizere cesitli yan
etkilerle iligkilidir (Carvalho ve ark., 2009). DOX uygulanan hastalarda en sik goriilen
yan etkiler agiz mukoza iltihabi, kemik iligi aktivitesinde azalma, sa¢ dokiilmesi ve
sindirim bozuklugudur. Agir trombosit ve 16kosit kayb1 sz konusu oldugundan dozu
simirlandirilmistir (Tiirker ve Kayaalp, 2002). DOX'un klinik kullanimi genellikle geri
doniisiimsiiz dilate kardiyomiyopati ve kalp yetmezligine yol agabilecek doza bagimli
kardiyotoksisite ile smirhdir (Xi ve ark., 2012). Kalp sadece DOX'un tek hedef organi
degildir, ¢iinkii literatiirde bobrek, karaciger, beyin, lireme organlar1 ve benzerlerinde
toksisitesi ele alinmistir (Mohajeri ve Sahebkar, 2018). Oksidatif stres, inflamasyon ve

apoptoz, DOX'un iireme toksisitesinde etkili olan mekanizmalardir (Kabel, 2018).

2.5. ANTIOKSIiDANLAR

Antioksidan, organizmadaki esansiyel maddelerin oksidasyonuna sebep olabilecek
molekiillerin  etkilerini Onleyen ve geciktirebilen maddelere denilmektedir.
Antioksidanlar ve oksidanlar arasindaki dengesizlik asir1 miktarda reaktif oksijen
turlerinin ¢ogalmasma ve oksidatif hasara neden olur. Bu durum oksidatif stres olarak
adlandirilir (Yeum ve ark., 2004). Oksidatif stres DNA hasarina, lipid peroksidasyonuna
ve protein hasarina neden olabilir. Normal sartlar altinda, viicutta iki tip antioksidan
vardir: enzimatik olmayan antioksidanlar ve enzimatik antioksidanlar. Enzimatik
antioksidanlar siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz
(CAT) ve glutatyon rediiktaz (GSR), H,O; ‘nin su ve alkole ingirgenmesine sebep
olurlar. Enzimatik olmayan antioksidanlar, C vitamini, E vitamini, B-karoten, selenyum,
cinko, taurin, glutatyon ve benzeri de dahil olmak iizere sentetik antioksidanlar veya
diyet takviyeleri olarak bilinir (Lu ve ark., 2018). Viicutta serbest radikaller aciga
ciktiginda organizmay1 oksidatif stresten korumak amaciyla antioksidan sistem devreye
girer (Willcox ve ark., 2004). Kadin iireme sisteminde, reaktif oksijen tiirleri ve
antioksidanlar, ovaryumun fizyolojik metabolizmasinda rol oynayan anahtar faktorler
olarak kabul edilmistir. Bircok calisma, kadin lireme sisteminde antioksidanlarin ve
transkriptlerinin varhigini arastirmistir (Kato ve ark., 1997; Sugino, 2005; Agarwal ve

ark., 2008). Onceki calismalar, reaktif oksijen tiirleri ve antioksidanlar arasindaki
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dengenin, farkli luteal fazlardaki endometrial degisiklikler, folikiilogenez, ovulasyon,
fertilizasyon, plasental biiylime, embriyogenez ve implantasyon gibi disi memeli
hayvanlarinda lireme aktivitelerini biiyiik dl¢iide etkiledigini bildirmistir (Al-Gubory ve
ark., 2010). Bununla birlikte, oksidatif stres kosullar1 altinda, bozulmus ovaryum
fonksiyonlari, bozulmus oosit miktar, embriyonik gelisim bozukluklari, kadin
hastaliklar1 ve kisirlik dahil olmak iizere, tehlikeli iireme ve dogurganliga neden
olabilir. Bu nedenle, antioksidanlar, normal yumurtalik fonksiyonunu desteklemek ve

yumurtaliklardaki redoks dengesinin korunmasi i¢in 6nemlidir (Wang ve ark., 2017).

2.6. SELENYUM

Selenyum, bir¢ok biyolojik fonksiyonlarda gorev alan temel bir elementtir. Antioksidan
savunma, hem erkek hem de kadinlarda fertilite, tiroid metabolizmasi, endokrin
fonksiyon, immiin fonksiyon, karsinojenez, kardiyovaskiiler hastalik ve kas gelisimi
gibi cesitli biyolojik islemlerde anahtar rol oynamaktadir (Ahsan ve ark., 2014).
Selenyum bir minareldir ve dokularda depo edilir. Bobrekte %15, kasta %30, plazmada
%10, karacigerde %30 ve kalan %15°de diger organlarda depolanmaktadir. Serbest
selenyum konsantrasyonlar1 en yiiksek hipofiz bezinde ve bobrek korteksindedir, onu
takiben adrenal bez, tiroid, ovaryum, testis, karaciger, dalak ve serebral korteks izler
(Rayman, 2012). Selenyum, serbest radikallere kars1 organizmayir savunmaya
yardimeidir ve tiroid hormonlarinin metabolizmasma katilmaktadir. GSH-Px, fosfolipit
hidrojen peroksit, hidrojen peroksit ve diger serbest hidrojen peroksitlerin yikilmasimi
katalizlemektedir. Uzun sureli selenyum eksikliginde biitiin vicut dokularinda GSH-Px
aktivitesi azalmaktadir. Selenyum, organik peroksitlerin (ROOH) ve hidrojenin, suya ve
alkole indirgenmesini katalizleyen GSH-Px enziminin bir bilesenidir. Selenomethionin,
selenyumun depo sekli olarak kabul edilir ve organizmada sentezlenemediginden dolay1
diyetle alinmalidir (Kalaycioglu ve ark., 2010). Selenyumun; selenat ve selenit seklinde
inorganik bilesikleri, dimetilselenit ve selenometiyonin gibi diger organik bilesikleri
vardir. Selenyum gidalarda genellikle selenometiyonin seklinde bulunur. insanlarda
diyetle alinan selenyumun biiyiik kismin1 selenometiyonin olusturur. Diisiik selenyum
alimiyla ilgili olabilecegi tahmin edilen hastaliklar sebebiyle selenyumun bir¢ok iilkede
giinliik belirli diizeyde almmasi onerilmektedir. Ote yandan, fazla selenyum alimi
durumunda yan etkiler olusabilir (Tinggi, 2008). Selenyum canlilarda diisiik dozlarda
antioksidan role sahipken, yiiksek dozlarda ise toksik etkiye sahip oldugu bildirilmistir
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(Tran ve ark., 2007). Bu yiizden selenyum giinliikk alinmas1 gereken dozundan fazla
allmmamalidir. Selenyum ve bilesikleri genellikle diisiik derisimlerde antioksidan
ozelligini gostermektedir (McKenzie ve ark., 2002; Uguz ve ark., 2009). Hayvanlarda
selenyumun fizyolojik aktivitesi i¢in tavsiye edilen alim 0.15-0.30 mg/kg’dir ve
oldiiriicii doz yaklasik 2.0-5.0 mg/kg arasinda olabilir (Mueller, 2009; Bozkurt ve ark.,
2012). Alinan selenyumun sekli ve miktari, gidanin yetistirildigi topragin jeokimyasima
gore degisir. Sicanlarda, orta oldiiriicii dozun (LD s intraperitonal selenomethionine)
(SeMeth) 4.25 mg/kg olarak belirlenmistir (Reid ve ark., 2004). Bazi infertilite
vakalarinda etiyolojisi bilinmeyen kadinlarda, selenyum konsantrasyonunun folikiiler
stvida azaldigimi ve bazi diisiiklerin selenyum yetmezligi ile iligkili oldugu gésterilmistir
(Paszkowski ve ark., 1995). Dahasi selenyumun ineklerde kisirlig1 azalttig: bildirilmistir
(Harrison ve ark., 1984). Folikiilogenezde graniiloza hiicrelerinin biiytimesi, folikiillerin
gelisim siirecinde Onemli bir Ozellik olarak kabul edilir. Hayvan deneylerinde,
selenyumun, yetigkin ovaryumlarinda in vitro graniiloza hiicrelerinin ve 17-6stradiol
biyosentezinin biiylimesini diizenleyebilecegi gosterilmistir. Son zamanlarda yapilan
arastirmalar, selenyum ve selenoproteinlerin seviyelerinin, biiyiik saglikli folikiillerde
arttigim1 ve daha sonraki biiylime ve folikiillerin ¢ogalmasi sirasinda hayati bir

antioksidan islevi gerceklestirebilecegini de agiklamistir (Qazi ve ark., 2018).



3. GEREC VE YONTEM

Erciyes Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu Baskanligi 10/01/2018 tarih ve
18/002 no’lu onay1 almarak Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji- Embriyoloji
Anabilim Dalr’'nda ¢alismamiz gergeklestirildi. Ayn1 zamanda TYL-2018-8365 no’lu
proje kodu ile Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklendi.
3.1. Deney Hayvanlar

Deney hayvanlari, Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezi’nden
(DEKAM) temin edildi. Calismada 64 adet Wistar albino cinsi disi sicanlar kullanildi.
Sicanlar deney siiresince uygun kafeslerde en fazla 3-4 hayvan olacak sekilde, 213 °C
ve 12 saatlik aydinlik/karanlik ortaminda, otomatik olarak klimatize edilen odalarda

tutuldu (Sekil 3.1). Deney hayvanlar1 standart pellet ve ¢cesme suyu ile beslendi.

3.2. Deney Gruplar

Calismada kullanilacak hayvanlar agirliklar1 6l¢iildiikten sonra rastgele 8 gruba ayrildi
(Tablo 3.1).

Tablo 3.1: Deney gruplari

Grup 1 : 1 ml/kg (i.p.) serum fizyolojik enjeksiyonu yapilan grup (n=8),

Grup 2 : 5 mg/kg dozda (i.p.) DOX enjeksiyonu yapilan grup (n=8),
Grup 3 : 0.5 mg/kg dozda (i.p.) SEL-1 enjeksiyonu yapilan grup (n=8),
Grup 4 : 1 mg/kg dozda (i.p.) SEL-2 enjeksiyonu yapilan grup (n=8),

Grup 5 : 2 mg/kg dozda (i.p.) SEL-3 enjeksiyonu yapilan grup (n=S8),
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Grup 6 : 0.5 mg/kg dozda (i.p.) SEL-1 + yarim saat sonra Smg/kg dozda (i.p.) DOX
uygulanan grup (n=38),

Grup 7 : 1 mg/kg dozda (i.p.) SEL-2 + yarim saat sonra Smg/kg dozda (i.p.) DOX
uygulanan grup (n=38),

Grup 8 : 2 mg/kg dozda (i.p.) SEL-3 + yarim saat sonra Smg/kg dozda (i.p.) DOX
uygulanan grup (n=38).

3.3. Cahisma Plam

Calismamizda Oncelikle deney hayvanlarinin agirliklar: belirlendi ve ilk giin biitiin

gruplara enjeksiyon uygulamasi baslatildi.

Birinci uygulamada kontrol grubundaki sicanlara i.p. olarak 1 ml serum fizyolojik
uygulandi. Selenyum gruplarina ait sicanlarda selenyum, serum fizyolojikte
cozdiiriilerek kullanildi. SEL-1 grubuna, 0.5 mg/kg dozda i.p. selenyum, SEL-2 grubuna
1 mg/kg dozda i.p. selenyum ve SEL-3 grubuna 2 mg/kg dozda i.p. olarak selenyum
uyguland1.

DOX uygulanacak gruplarda ise, Saba/Tiirkiye markasina ait liyofilize doksorubisin 25

ml enjeksiyonluk su ile sulandirilip hazirlandi (Sekil 3.2) ve uyguland:.
DOX grubuna, 5 mg/kg dozda i.p.,

DOX+SEL-1 grubuna, DOX enjeksiyonundan yarim saat once 0.5 mg/kg i.p. SEL-1 ve
sonrasinda 5 mg/kg dozda i.p. DOX,

DOX+SEL-2 grubuna, DOX enjeksiyonundan yarim saat 6nce 1 mg/kg i.p. SEL-2 ve
sonrasinda 5 mg/kg dozda i.p. DOX,

DOX+SEL-3 grubuna ise, DOX enjeksiyonundan yarim saat once 2 mg/kg i.p. SEL-3
ve sonrasinda 5 mg/kg dozda i.p. DOX uygulandi.

Uygulama toplamda 5 hafta siirdii. DOX haftada bir kez olmak iizere, 1., 7., 14., 21. ve
28. giinlerde i.p. toplam 25 mg/kg (her dozda 5 mg/kg 5 kez) olarak verildi. Selenyum
ise hergiin 28 giin boyunca, gruplara uygun olarak 0.5 mg/kg, 1 mg/kg ve 2 mg/kg
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uygulandi. Besinci DOX uygulamasindan 5 giin sonra (33. giin) hayvanlarin agirliklar:
Olciildii, ketamine hydrochloride (50 mg/kg i.p) ve %2 xylazine hydrochloride (10
mg/kg 1.p) ile anestezi saglandiktan sonra, siganlarin karin 6n duvari orta hattan agilarak
ovaryum dokular1 eksize edildi (Sekil 3.3). Ovaryum dokularindan sag ovaryum
%10’luk formaldehite alind1 ve sol ovaryum biyokimyasal analizler i¢in -80 °C’ye

kaldirildi.

Sekil 3.1: Hayvanlar uygun kosullarda barindirildi

Sekil 3.2: Uygulama 6ncesi DOX hazirlandi
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Sekil 3.3: Ovaryum dokular ¢ikarildi

3.4. Histolojik Analizler

Deney hayvanlarindan alinan ovaryum dokulari, %10’luk formaldehit soliisyonunda
tespit (fikse) edildi. Fikse edilen dokulara, rutin histolojik doku takibi metodu Tablo
3.2’de gosterildigi gibi uygulandi. Alkol serilerinden gecirilerek ksilende
saydamlastirild1 ve eriyik parafinde bir gece bekletildi. Daha sonra dokular parafin

bloklara gomiilerek bloklandi.



Tablo 3.2: Doku Hazirlama Teknigi
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Sira Yapilan islem Siire Sira Yapilan islem Siire

1 Musluk suyu 1 saat 7 Absolii Alkol 1 saat

2 %50 Alkol 1 saat 8 Absolii Alkol 1 saat

3 %70 Alkol 1 saat 9 Ksilen 20 dakika
4 %80 Alkol 1 saat 10 Ksilen 20 dakika
5 %96 Alkol 1 saat 11 Ksilen 20 dakika
6 Absolii Alkol 1 saat 12 Eriyik parafin (60,

oC)

Isik mikroskobunda incelenmek iizere, mikrotom yardimiyla (Leica RM 2155) Sp’luk

kesitler alindi. Dokulardan 4 diiz lam ve 1 polilizinli lam olmak iizere her gruptan doku

bitene kadar seri kesitler alindi.

Ovaryum dokularinin genel goriiniimiinii 151k mikroskobunda histopatolojik olarak

degerlendirebilmek i¢in Hematoksilen & Eozin (H&E) ve Masson Trikrom boyamalari
yapild1 (Tablo 3.3 ve Tablo 3.4). H&E ve MT ile boyanan kesitler OLYMPUS BX51

151k mikroskobu kullanilarak goriintiilendi.

Tablo 3.3: Hematoksilen & Eozin Boya Metodu

Sira Yapilan islem Siire Sira Yapilan islem Siire
1 Etiiv (60 °C) 2 saat 14 Eozin 3-5dk
2 Ksilen I 10 dk 15 Akarsu 5 dk
3 Ksilen II 10 dk 16 %350 Alkol 1dk
4 Ksilen IIT 10 dk 17 %70 Alkol 1dk
5 Absolu Alkol I 5dk 18 %80 Alkol 1dk
6 Absolu Alkol IT 5 dk 19 %96 Alkol 1dk
7 %96 Alkol 5dk 20 Absolu Alkol 1 1dk
8 %80 Alkol 5 dk 21 Absolu Alkol II 2 dk
9 %70 Alkol 5 dk 22 Absolu Alkol IIT 2 dk
10 %50 Alkol 5 dk 23 Ksilen I 20 dk
11 Akarsu 5 dk 24 Ksilen IT 20 dk
12 Hematoksilen 5-8 dk 25 Ksilen 1T 20 dk
13 Akarsu 5dk 26 Kapatma
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Folikiil Sayimi

Her bir deney hayvaninin sag ovaryum dokusundan kesitler alinarak H&E boyama
metodu uyguland1 ve folikiil rezervinin belirlenmesi i¢in 151k mikroskobik olarak
incelendi. Ovaryum korteksinde bulunan hem cekirdegi hem de c¢ekirdekgigi belirgin
olarak ayirt edilebilen primordiyal, primer, preantral, sekonder ve tersiyer folikiiller her
bir kesitte ayr1 ayr1 sayildi. Folikiillerin morfolojik siniflandirmasinda; graniiloza hiicre
sekli ve hiicre katman sayis1 gbz Oniine alindi. Buna gore; oositi cevreleyen yassi tek
sirali graniiloza hiicreleri iceren folikill primordiyal folikiil, tek siral kiibik graniiloza
hiicreleri ile c¢evrili folikiil primer folikiil, iki ya da daha fazla sirali kiibik graniiloza
hiicreli ve graniiloza hiicreleri arasinda bosluk (antrum) sekillenmemis folikiiller
preantral folikiil, 4-5 sira graniiloza hiicreleriyle ¢evrili ve bu hiicreler arasinda antral
bosluklar belirmeye baslamis folikiiller sekonder folikiil, ¢cap1 en genis olan ve antral
boslugun ileri derecede gelistigi ve kumulus ooforus tabakasinin belirginlestigi folikiil
graff folikiil (tersiyer folikiil), bozulmus graniiloza hiicreleri ve oosit igeriyorsa atretik
folikiil olarak adlandirildi ve folikiiller siniflandirmaya uygun olarak sayildi. Bu
kriterlere dayanarak, folikiiller morfolojik olarak normal olarak siniflandirild: ve sadece
normal folikiiller nicellestirildi. Folikiil kalitesinin degerlendirilmesi, bazal membranin
biitiinliigiine, hiicre yogunluguna ve oosit biitiinliigiine dayanmaktadir. Saglikli olmayan
folikiiller, saglikli folikiillerden graniiloza hiicrelerinin kaybi1 ve piknotik niikleus ile
ayirt edildi. Sayim islemi tamamlandiktan sonra elde edilen veriler kaydedildi. Boylece

herbir denegin ovaryumunda bulunan toplam folikiil sayilar1 belirlendi.

Tablo 3.4: Masson Trikrom Boya Metodu

Sira  Yapilan islem Sire Sira  Yapilan islem Siire  Sira i‘;lz:: llo:llan Siire

1 Etiiv (60 °C) 2saat 7 Akarsu 5 dk 13 Distile su 3dk

2 Ksilen I/ 1I/ 11T 20dk 8 Asit Fuksin 5 dk 14 Asetik asit 2 dk
Absolu Alkol I/ .. % 96

3 I 5dk 9 Distile su 3dk 15 Alkol 2 dk
%96/80/ 70/ 50 Fosfomolibdik Absolu

4 Alkol 5dk 10 asit 5 dk 16 Alkol 2 dk

5 Akarsu 2 dk 11 Kurutma 5 dk 17 E/Slllﬁn v 20 dk

6 Hematoksilen >-8 12 Anilin Blue 5dk 18 Kapatma

dk
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3.5. Immunohistokimya

AMH, IL1-B, TNF-a ve Caspase-3 primer antikorlarnin ovaryum dokularindaki
lokalizasyonlarim ve ekspresyon seviyelerini gostermek amaciyla tiim deney gruplarma
immunohistokimyasal boyama metodu uygulandi ve 1sik mikroskobunda (Olympus
BX51, Tokyo, Japan) incelendi. Her gruptaki 8 hayvana ait dokulardan alinan
kesitlerden 10 farkli alan 6l¢iime dahil edildi ve tiim gruplar icin AMH, IL1-f3, TNF-o
ortalama immunoreaktivite yogunluklar1 hesaplanirken, Caspase-3 antikoruyla boyanan
biitiin gruplarda apoptotik pozitif hiicreler sayild1 ve X40’de Image J software programi

kullanilarak degerlendirildi ve sonu¢lar kaydedildi.

1) Ovaryum dokularina ait kesitlerin parafinleri 2-3 saat boyunca 60°C’lik etiivde

bekletilerek giderildi.
2) Ksilende 3 defa 5’er dakika bekletilerek dokularin parafinleri iyice giderildi

3) Dereceli alkol serilerinden (%100, %96, %80, %70) 3’er dakika gecirilerek rehidrate
edildi.

4) Alkolden kurtarmak icin 2 kez 2’ser dakika distile sudan (dH,O) gecirildi.

5) Endojen peroksidaz aktivitesini engellemek amaciyla %3’liikk hidrojen peroksitte

(H20,) 12 dakika bekletildi.
6) Fosfat tamponlu serum fizyolojik (PBS)’de 2 kez 5 dakika kesitler yikandi.

7) Formaldehitin kapattig1 reseptor bolgelerinin agiga c¢ikarilmasi i¢in mikrodalga
firinda pH:6.00 sitrat tampon ¢ozeltisi igerisinde mikrodalgada 360 Watt’ta 10 dakika
kaynatild1.

8) Kesitler kaynamadan sonra sitrat tampon icerisinde oda sicakliginda 10 dakika

sogutuldu.
9) PBS ile 2 kez 5’er dakika yikand:.

10) Ozgiil olmayan antikor baglanmalarini engellemek amaciyla 5 dakika Ultra V Block
oda sicakliginda uygulandi.
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11) Yikama yapmadan, Kesitlere AMH (1:150) (Santa Cruz -ABD), IL1-B (1:100)
(Novusbio-ABD) , TNF-a (1:200) (Novusbio-ABD) ve Caspase-3 (1:400) (Cell

Signaling-ABD) antikorlar1 damlatild1 ve negatif kontrol olarak primer antikor yerine

PBS damlatildi.

12) Kesitler 1 gece +4°C’de bekletildi.

13) Bir gecenin ardindan kesitler oda sicakliginda 1 saat bekletildi.
14) PBS ile 2 kez 5 ‘er dakika yikandi.

15) Biotinylated sekonder antikor ile 10 dakika oda sicakliginda inkiibasyonu yapilarak
primer antikora baglanmasi saglandi.

16) PBS ile 2 kez 5 ‘er dakika yikandi.

17) Streptavidin peroksidaz ile 10 dakika inkiibe edildi.
18) PBS ile 2 kez 5 ‘er dakika yikandi.

19)immunreaktiviteleri goriiniir kilmak icin DAB (DAB Plus substrate system)
kromojen damlatildi, 1-5 dakika inkiibe edildi.

20) Distile su (dH,0) ile 2-3 kere yikand1.

21) Gill hematoksilen ile zit boyama yapildi.

22) Distile su (dH,0) ile 2-3 kere yikand1.

23) Dehidratasyon amaciyla dokular dereceli alkol ve ksilen serilerinden 2’ser dakika
gecirildi.

24) Entellan ile dokular kapatild.

3.6. ELISA
3.6.1. Ovaryum Doku Homojenatlarimin Hazirlanmasi

Biyokimyasal analizler i¢in alinan ovaryum Orneklerinden doku homojenati hazirlamak
icin yas agirliklar tartildi ve soguklugu muhafaza edilerek ependorf tiiplere aktarildi.
Dokulara fosfat tamponu (pH: 7,4) eklendi ve homojenizatorle 1000 rpm ‘de
homojenize edildi. Doku homojenatlar1 15000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edildi. Elde
edilen supernatantlar, Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) metodu
kullanilarak Katalaz (CAT), Malondialdehit (MDA), Siiperoksit dismiitaz (SOD) ve

Glutathione peroxidase (GSH-Px) analizleri i¢in ayrildi.
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3.6.2. Protein Tayini

Doku oOrneklerindeki protein miktarin1 belirleyebilmek amaciyla Bradford Assay

yontemi ile protein tayini yapildi.

3.6.3. Malondialdehit Tayini (MDA)

Sunred Biological Technology marka ticari kiti kullanilarak calisildi (Rat MDA ELISA
Kit Catalog no: 201-11-0157). Kit igerisinden ¢ikan 96’lik plate icindeki her bir
kuyucuga 50 pl standart ve 40 pl drnekler yiiklendi. Standartlar hari¢ biitiin 6rneklerin
tizerine 10 pl Biotin-(MDA) Ab eklendi. Daha sonra 50 ul HRP konjugete eklenerek 37
°C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra plate almarak otomatik washing
cihazinda yikama soliisyonu ile ii¢ kez yikandi ve aspire edildi. Biitiin Orneklerin
tizerine 50 pul Chromogen Solution A ve Chromogen Solution B eklendi. Tekrar 37
°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Son olarak 50 ul stop solution eklenerek reaksiyon
sonlandirildi ve Thermo scientific (ABD) marka Microplate okuyucu ile 450 nm’de

okutuldu.

3.6.4. Katalaz Aktivite Tayini (CAT)

Sunred Biological Technology marka ticari kiti kullanilarak ¢alisildi (Rat CAT ELISA
Kit Catalog no: 201-11-5106). Kit igerisinden ¢ikan 96’lik plate icindeki her bir
kuyucuga 50 pl standartlar ve 40 pl Ornekler yiiklendi. Standartlar hari¢ biitiin
orneklerin iizerine 10 pl Biotin-(CAT) Ab eklendi. Daha sonra 50 pul HRP konjugete
eklenerek 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra plate alinarak otomatik
washing cihazinda yikama soliisyonu ile ii¢ kez yikandi ve aspire edildi. Biitiin
orneklerin iizerine 50 pl Chromogen Solution A ve Chromogen Solution B eklendi.
Tekrar 37 °C’de 10 dakika inkiibe edildi. Son olarak 50 pl stop solution eklenerek
reaksiyon sonlandirildi ve Thermo scientific (ABD) marka Microplate okuyucu ile 450

nm’de okutuldu.

3.6.5. Siiperoksit Dismiitaz Tayini (SOD)

Sunred Biological Technology marka ticari kiti kullanilarak ¢alisildi (Rat SOD ELISA
Kit Catalog no: 201-11-0169). Kit igerisinden ¢ikan 96’lik plate icindeki her bir
kuyucuga 50 pl standart ve 40 pl drnekler yiiklendi. Standartlar hari¢ biitiin 6rneklerin
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tizerine 10 pl Biotin-(SOD) Ab eklendi. Daha sonra 50 ul HRP konjugete eklenerek 37
°C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra plate almarak otomatik washing
cihazinda yikama soliisyonu ile ii¢ kez yikandi ve aspire edildi. Biitiin Orneklerin
tizerine 50 pul Chromogen Solution A ve Chromogen Solution B eklendi. Tekrar 37
°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Son olarak 50 ul stop solution eklenerek reaksiyon
sonlandirildi ve Thermo scientific (ABD) marka Microplate okuyucu ile 450 nm’de

okutuldu.

3.6.6. Glutathione Peroxidase Tayini (GSH-Px)

Sunred Biological Technology marka ticari kiti kullanilarak calisildi (Rat GSH-Px
ELISA Kit Catalog no: 201-11-5104). Kit icerisinden ¢ikan 96’lik plate i¢indeki her bir
kuyucuga 50 pl standart ve 40 pl drnekler yiiklendi. Standartlar hari¢ biitiin 6rneklerin
tizerine 10 pl Biotin-(GSH-Px) Ab eklendi. Daha sonra 50 pul HRP konjugete eklenerek
37 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra plate alinarak otomatik washing
cihazinda yikama soliisyonu ile ii¢ kez yikandi ve aspire edildi. Biitiin Orneklerin
tizerine 50 pul Chromogen Solution A ve Chromogen Solution B eklendi. Tekrar 37
°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Son olarak 50 ul stop solution eklenerek reaksiyon
sonlandirildi (Sekil 3.4) ve Thermo scientific (ABD) marka Microplate okuyucu ile 450
nm’de okutuldu (Sekil 3.5).



‘ Id
e
;7
.
]
\
1
\
2
D]

Sekil 3.4: Stop solution eklendi

Sekil 3.5: Microplate okuyucu ile 450 nm’de okutuldu
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3.7. istatistiksel Analiz

Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ve Q-Q, histogram grafikleri
ile degerlendirilmistir. Varyans homajenligi Levene testi ile degerlendirildi. Gruplar
arast karsilagtirmalarda tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Coklu
karsilastirmalarda Tukey testi kullanildi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak
kabul edilmistir. Verilerin analizi TURCOSA (Turcosa Analytics Ltd Co,

Turkey, www.turcosa.com.tr) istatistik yaziliminda gerceklestirilmistir.




4. BULGULAR

4.1. Isik Mikroskobik Bulgular

Ovaryum korteksinde bulunan folikiillerin genel morfolojik 6zelliklerini ve folikiil
sayilarmi belirlemek icin tiim deney gruplarina ait hematoksilen eozin (H&E) boyama
metodu uygulanmis ovaryum Kkesitleri kullanildi. Kontrol grubuna ait preparatlar
incelendiginde ovaryumlarin yiizeyi tek katli yassi germinal epitelle sarilmaktaydi.
Germinal epitelin altinda, siki1 bag dokusundan olusan tunika albuginea belirgin bir
sekilde aywrt edilirken, korteks tabakasinda primordiyal, primer ve sekonder folikiiller
gibi gelisimin farkli asamalarindaki bir¢cok folikiill yer almaktaydi. Buna gore,
primordiyal folikiiller oosit etrafinda tek kathh yassi epitel hiicreleri icermesi ile
belirlendi. Daha biiyiik capa sahip olan primer folikiillerde ise oositin etrafi tek sira
kiibik epitel hiicreleri ile sariliydi. Farkli biiyiikliiklerde oldugu goriilen preantral
folikiillerde, merkezde bulunan primer oosit ve bunu c¢evreleyen ¢ok katl graniiloza
hiicre tabakasi mevcuttu. Cok kath graniiloza hiicreleri arasinda diizensiz antrumlarin
olustugu sekonder folikiiller kontrol grubunda oldukca belirgindi. Sekonder folikiillerde
graniiloza tabakasiyla birlikte teka tabakasi da normal goriiniimdeydi. Folikiiliin bag
dokusuna komsu kisminda gevsek bag dokusu yapisinda, kan damarlarindan zengin teka
interna yapisit ve bunun disinda daha yogun ve siki bir bag dokusu yapisinda teka
eksterna yapis1 gozlenmekteydi. Tersiyer folikiillerde ise kumulus ooforusun antruma
dogru yaptig1 c¢ikint1 icerisinde yer alan oosit ile zona pellusiday1 saran graniiloza
hiicrelerinin ‘korona radiatayr’ olusturduklar1 goriildii. Ayrica korteks boliimiinde ovule
olmus folikiillerden kalan ¢ok miktarda korpus luteum bulunmaktaydi. Ovaryumun
folikiiler havuzunda atrezi, fizyolojik bir siire¢ olarak gerceklesir ve bu nedenle kontrol
grubuna ait kesitlerde de atretik folikiiller gdzlenmistir. Atretik folikiiller, duzensiz
sekilli ve zona pellusidasi tam olarak belirgin olmayan oosit yapis1 ile ayirt

edilmekteydi. Ovulasyondan sonra gelisen korpus luteumda, steroid salgilayan hiicre



32

Ozellikleri sergileyen graniiloza lutein ve teka lutein hiicreleri bulunmaktadir. Medulla
kismi, kortekse gore daha az sayida hiicre icermesi ve folikiil yapilarini
bulundurmamasi ile dikkat ¢ekmekteydi. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitlerinin
medullas1 gevsek bag dokusu yapisinda, kollajen ve retikiiler lifleri iceren, damar ve
sinir dokudan zengin olup histolojik olarak normal bir goriiniimdeydi. Sadece selenyum
uygulanan SEL-1, SEL-2 ve SEL-3 gruplarina ait sicanlardan alinan ovaryum dokular1
151k mikroskobik olarak incelendiginde genel olarak normal histolojik bulgular tespit
edildi. SEL-1 ve SEL-2 grubuna ait ovaryum kesitlerinde, korteksin stromasmnda ve
parankimasinda herhangi bir patolojik duruma rastlanmamaktayd: ve genel morfolojik
ozellikler bakimindan kontrol grubu ile benzerlik gostermekteydi. SEL-3 uygulanan
grupta ise, selenyumun doz artisina bagh oldugunu diisiindiigiimiiz yer yer vaskiiler
konjesyon alanlar1 gdzlendi. DOX uygulanan deney gruplarina ait ovaryum kesitleri,
kontrol ve sadece selenyum uygulanan deney gruplar1 ile karsilastirildiginda,
ovaryumun normal histolojik yapisinin bozuldugu, folikiiler dejenerasyon, vaskiiler
konjesyon, hemoraji ve polimorfoniikleer 16kosit infiltrasyonu (PMNL) nun diger deney
gruplarina gore fazla oldugu goriildii. DOX ile selenyumun birlikte verildigi gruplara ait
sican ovaryum Orneklerinde ise, DOX4SEL-1 grubunda histolojik yapinin DOX verilen
deney gruplarina gore korundugu, 6dem, vaskiiler konjesyon ve PMNL infiltrasyonunun
azaldigi, yeni gelismekte olan folikiiller oldugu gozlendi. Benzer sekilde, DOX+SEL-
2’nin histopatolojik Ozellikleri azalttig1 gozlendi. DOX+SEL-3 verilen grupta ise
selenyumun doz artisina bagl olarak toksik etki olabilecegini diisiindiigiimiiz folikiiler

dejenerasyon ve vaskiiler konjesyon gibi histopatolojik bulgular gozlendi (Sekil 4.1).

Bag dokusunun genel goriiniimiinii ve kollajen lifleri belirlemek i¢in masson trikrom
boyama metodu kullanildi. Masson trikrom boyama yapilmis kontrol grubuna ait
ovaryum kesitlerinde germinal epitel altinda bulunan tunika albuginea’da, korpus
luteumlar1, folikiilleri, stromal hiicreleri ve kapiller damarlar1 saran stromada mavi
renkli boyanmis kollajen lifler belirgin olup normal dagilim gostermekteydi. Ovaryum
stromas1 ve germinal epitel altinda yer alan tunika albuginea yapilarindaki bag dokusu
bilesenleri normal goriinim sergiledi. Sadece DOX uygulanan deney gruplarina ait
ovaryum Ornekleri diger tiim deney gruplari ile karsilastirildiginda stromada artmis
kollajen lif dagilimi ve vaskiiler konjesyon alanlar1 dikkati ¢ekti. DOX ile selenyum
birlikte uygulandig1r gruplarda doz artisina paralel olarak stroma da fibrozis artisi

mevcuttu (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Deney gruplarina ait ovaryum 6rneklerinin 151k mikroskobik goriiniimii.

PrF; Primordiyal Folikiil; PF: Primer Folikiil, PA: Preantral Folikiil, SF: Sekonder
Folikiil, TF: Tersiyer Folikiil, AF: Atretik Folikiil, O; Primer oosit, A: Antrum, ince
ok: Fibrozis, Kalin ok: Vaskiiler Konjesyon, PMNL: Polimorfoniikleer Lokosit
infiltrasyonu *; Hemoraji
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Folikiil Sayumi

DOX’un folikiil sayilar1 lizerine etkisini belirlemek icin, deney sonrasinda deneklerden
elde edilen ovaryum dokularindan alinan seri kesitler degerlendirildi. Boylece ¢ekirdegi
ve cekirdekeigi belirgin olarak ayirt edilebilen primordiyal, primer, preantral, sekonder
ve tersiyer folikiiller ile antral folikiiller tek tek sayildi. Gruplarda folikiil smiflarma
gore saglikli folikiil sayilar;

Primordiyal Folikiil;

Primordiyal folikullerin sayis1 DOX verilen grupta kontrol grubuna kiyasla daha az ve
morfolojik olarak bozulmus goérunuimdeydi. Sadece selenyum uygulanan gruplar
arasinda primordiyal folikiil sayis1 bakimindan kontrole en yakin olan grup SEL-2
olarak belirlendi. DOX ile selenyumun birlikte verildigi gruplarda DOX’a bagl
toksisitenin giderildigi ve primordiyal folikiil sayisinda artisin en iyi oldugu grup
DOX+SEL-2 olarak belirlendi. Buna gore, primordiyal folikiillerin en iyi korundugu
grup DOX+SEL-2 grubuydu.

Primer Folikiil;

Tiim deney gruplar1 primer folikiil sayis1 acisindan degerlendirildiginde, SEL-3
grubunda primer folikiil sayis1 kontrole gore istatistiksel olarak anlamli derece yiiksek
bulundu (p<0.05). DOX ile selenyumun birlikte verildigi gruplarda sadece DOX
uygulanan gruba kiyasla primer folikiil sayisinin en iyi korundugu gruplarin

DOX+SEL-2 ve DOX+SEL-3 oldugu belirlendi.
Preantral Folikiil;

Preantral folikiil sayis1 bakimindan gruplar degerlendirildiginde, kontrol grubu ile SEL-
1, SEL-2 ve SEL-3 gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir farkhiligin olmadig:
gozlendi (p>0.05). Yalmizca DOX uygulanan grup ile DOX+SEL (DOX+SEL-1;
DOX+SEL-2; DOX+SEL-3) uygulanan gruplar arasinda da preantral folikiil sayisi
acisindan anlamli bir farklilik yoktu (p>0.05).
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Sekonder Folikiil;

Kontrole gore en diisiik sekonder folikiil oram1 DOX+SEL-3 grubunda gozlenirken
SEL-2 grubunda en yiiksek oldugu goriildii. DOX ile selenyumun birlikte uygulandigi
gruplarda ise DOX’a gore en iyi sekonder folikiil orant DOX+SEL-2 olarak belirlendi.

Tersiyer Folikiil;

Ovaryum havuzunda bulunan toplam tersiyer folikiil sayisinin en yiiksek oldugu grup
SEL-3 olarak belirlenirken, DOX+SEL-1’in en diisiikk grup oldugu goriildii. Diger tiim
gruplarda tersiyer folikiil sayist birbirlerine oldukca yakindi. Sadece selenyum
uygulanan gruplarda ise kontrole gore yine SEL-3 grubunun tersiyer folikiil sayisi

istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).
Atretik Folikiil;

DOX uygulanan grupta atretik folikiil oran1 yine kontrol grubuna gore daha yogun
olarak goriildii. Sadece selenyum uygulanan gruplar arasinda kontrole en yakin olan
grup SEL-2 olarak belirlendi. DOX ile selenyumun birlikte uygulandigi gruplarda ise
DOX’a bagl toksisitenin giderildigi ve atretik folikiil sayisinin azaldig1 en iyi grup
DOX+SEL-2 idi.

Tablo 4.1: Gruplardaki folikiil smiflar1 ve folikiil sayilarinin istatistiksel analizi

Degiskenler Gruplar p
Kontrol Sel-1 Sel-2 Sel-3 Dox Dox+Sell Dox+Sel2 Dox+Sel3
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

Primordiyal 157.17+ 12184+ 14867+ 11467+ 11580+ 14175+ 177.80+ 14475+  0.025
32.80°  32.10°  25.05*  36.60°  37.28° 36.10° 13.48° 28.15°

Primer 26.50+ 29.17+ 32.67+ 6034+ 38.00+  36.75% 44.60+ 5450+  0.002
9.70* 13.28° 8.27° 20.55° 11.23*®  17.27* 15.52%¢ 9.8

Preantral 27.84+  29.84+  36.50+ 3434+  35.80+ 35.50+ 41.60+ 32.00+ 0.603

5.92 9.24 11.25 15.74 13.25 12.24 12.33 5.48
Sekonder 2350+  8.17+  38.00+ 12.84+  8.80+ 12.00+ 20.80+ 6.25+  <0.001
11.19° 2.14° 2.20¢ 6.45° 4.33° 7.44° 7.95% 5.31°
Tersiyer 5.50+ 5.50+ 6.84+ 9.67+ 6.00+ 5.25+ 7.20+ 5.50+ 0.002
1.88° 1.38° 1.17%® 2.59° 1.00° 1.25° 1.79® 1.74
Atretik 13.67+ 1634+ 1584+ 2350+ 6920+  42.75+ 24.60+ 75.75+  <0.001
5.54° 2.95 3.77° 10.33*  12.94% 14.64° 3.05° 13.50°

Veriler ortalamatstandart sapma olarak ifade edilmistir. Aym satirda yer alan ayn1 harfler gruplar aras1 benzerligi,
farkl harfler gruplar arasi farklilig1 ifade etmektedir.
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4.2. Immiinohistokimyasal Bulgular
4.2.1 AMH (Anti-Miillerian Hormon)

Ovaryum  rezervini  degerlendirmek  icin, AMH  primer antikoru ile
immiinohistokimyasal boyama yontemi kullanilarak hiicreler boyandiktan sonra X40 11k
biiylitmede Imaje J software programi ile gelismekte olan folikiillerde AMH
immunreaktivite yogunluklar1 hesaplandi. AMH primer antikoruyla boyanan kontrol
gruplarma ait ovaryum Kkesitleri incelendiginde, primer folikiillerin en yogun AMH
ekspresyonu gosterdigi goriildii. Fakat ge¢ donemdeki sekonder ve tersiyer folikiillerde
AMH salinnminda azalma mevcuttu. Primordiyal ve atretik folikiillerde ise AMH
ekspresyonu gozlenmedi. AMH ekspresyonu ovaryum Kkesitlerinin stroma, korpus
luteum, teka interna veya teka eksterna hiicrelerinde de mevcut degildi. AMH
immunreaktivitesi tiim deney gruplarinda graniiloza hiicre sitoplazmasinda pozitif
ekspresyon gosterirken oositler negatif boyanma gosterdi. Deney gruplarma ait

histolojik goriintiiler Sekil 4.2° de verilmistir.

Kontrol grubuna ait ovaryum oOrneklerinde, DOX grubuna ait ovaryum Ornekleri ile
karsilastirildiginda folikiillerde yogun AMH immunreaktivitesi mevcuttu. Primer
folikiillerin AMH immunreaktivite yogunluklar1 karsilastirildiginda kontrol grubuna
yakim olarak SEL-1 uygulanan grup gozlenirken, SEL-2, SEL-3, DOX, DOX+SEL-1,
DOX+SEL-2, DOX+SEL-3 gruplarinda istatistiksel olarak anlamli derecede diisiis
oldugu goriildii (p<0.05) (Tablo 4.2). Preantral folikiillerin AMH immunreaktivitesi
SEL-1 ve SEL-2 gruplarinda kontrolden daha yogun oldugu dikkat ¢ekerken, DOX,
DOX+SEL-1, DOX+SEL-2, DOX+SEL-3 gruplarinda istatistiksel olarak anlamli
derecede diisiiktii (p<0.05). Sekonder folikiillerde ise DOX, DOX+SEL-2 gruplar:
kontrol, SEL-1, SEL-2, SEL-3, DOX+SEL-1, DOX+SEL-3 gruplarina gore istatistiksel
olarak anlamli derecede diisiiktii (p<0.05).

Calismadan elde edilen sonuglara gore DOX verilen gruplarda AMH
immunreaktivitesinin zayif oldugu, SEL-1 verilen grubun kontrole yakin oldugu
gozlendi. SEL-3 verilen grubun AMH ekspresyonu kontrole gore oldukca diisiiktii.
DOX ve selenyumun birlikte uygulandigr gruplarda ise DOX+SEL-1’in AMH

yogunlugunu kontrole yakin sekilde arttirdig1 ve diger gruplara goére daha iyi korudugu
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gozlendi. Deney gruplarina ait AMH immunreaktivite yogunluklari Tablo 4.2’de

gosterilmistir.

Tablo 4.2: Tiim deney gruplarma ait primer, preantral, sekonder folikiillerde AMH

immiinreaktivite yogunluklarmin istatistiksel analizi

Gruplar p
AMH Kontrol Sel-1 Sel-2 Sel-3 Dox Dox+Sell Dox+Sel2 Dox+Sel3
ckspresyonu (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Primer 98.75+ 93.05+ 84.45+  78.78% 81.10+  84.85% 80.10+ 81.70+ <0.001

16.90° 15.35®°  11.50°®°  16.90° 13.85®  19.85% 11.90® 18.40%

Preantral 88.10+ 91.85+ 9225+ 8225+  79.20+  81.25+ 77.50+ 71.40+ <0.001

14.30° 11.40°  10.25*  8.45® 9.95° 9.45® 11.70° 9.90¢
Sekonder 89.65+  86.20+ 81.10+ 83.35+  75.65+ 88.25+ 80.55+ 83.55+ <0.001
12.95° 10.48*  9.95° 1527  10.25°  5.95° 11.75° 7.50®

Veriler ortalamastandart sapma olarak ifade edilmistir. Aym1 satirda yer alan aym harfler gruplar arasi benzerligi,
farkl harfler gruplar arasi farklilig1 ifade etmektedir.

4.2.2. IL1-B ve TNF-0,

Inflamasyonun 6nemli berlirtegleri olarak IL1-p ve TNF-o. gibi sitokinlerin ovaryum
stromasindaki aktivitelerini belirlemek amaciyla IL1-f; TNF-o0 immiinohistokimyasal
boyama yontemi uyguladigimiz preparatlar kullanildi. IL1-B ve TNF-o primer
antikorlariyla stromal hiicreler boyandiktan sonra Imaje J programi ile immunreaktivite
yogunluklart hesaplandi. IL1-B primer antikoruyla boyanan ovaryum kesitlerinde,
kontrol grubuna gére DOX uygulanan grupta istatistiksel olarak anlaml diizeyde bir
artiy gozlendi (p<0.05). Selenyum verilen gruplarda ise SEL-2 grubunda kontrol
grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir artis gézlendi (p<0.05). Kontrol grubuna en
yakin olarak DOX+SEL-2 ve DOX+SEL-3 goriildii. DOX ve selenyumun birlikte
uygulandig1 gruplarda DOX+SEL-2 ve DOX+SEL-3’lin immiinreaktivite yogunluklar1
birbirlerine olduk¢a yakindi (Sekil 4.2) (Tablo 4.3).

TNF-o primer antikoru ile immunohistokimyasal olarak boyanan ovaryum kesitlerinde
ise kontrol grubu TNF-o0 immiinreaktivite yogunlugunun en az oldugu grup iken, en
yogun TNF-a ekspresyon diizeyi gosteren grup DOX olarak belirlendi (Sekil 4.2). TNF-
o immunoreaktivite yogunlugu bakimindan kontrol grubuna en yakin ekspresyon

gosteren grup DOX+SEL-1 grubu idi. Selenyum verilen gruplarda ise doz artigsina bagli
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olarak SEL-1, SEL-2 ve SEL-3 gruplarinda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir
artis mevcuttu (p<0.05) (Tablo 4.3).

Tablo 4.3: Tiim deney gruplarina ait IL1-f ve TNF-a immiinreaktivite yogunluklarinin
istatistiksel analizi

Degiskenler Gruplar p

Kontrol Sel-1 Sel-2 Sel-3 Dox Dox+Sell Dox+Sel2 Dox+Sel3

(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
IL1-B 78.85+  81.85+ 8550+ 83.60+ 85.60+ 81.60+ 79.50+ 79.55+ <0.001
6.20° 5.0% 5.65° 7.40®° 540" 6.10® 6.85" 7.20°
TNF-o, 78.80+  80.95+ 81.67 8495+ 8515+ 79.85+ 83.20+ 83.55+ <0.001
435" 5.55® 585" 785" 8.45°  5.50® 575" 10.20°

Veriler ortalamastandart sapma olarak ifade edilmistir. Aym1 satirda yer alan aym harfler gruplar arasi benzerligi,

farkl harfler gruplar arasi farklilig1 ifade etmektedir.

4.2.3. Caspase-3

Ovaryum stromasinda gerceklesen apoptotik hiicre Oliimiiniin gosterilmesinde anahtar
bir molekiil olarak rol alan caspase-3 ile stromal hiicrelerde apoptotik hiicre sayisi
degerlendirildi. Bu amac¢ icin caspase-3 primer antikoru ile apoptotik hiicreler
boyandiktan sonra caspase-3 pozitif apoptotik hiicreler sayildi ve sonuglar kaydedildi.
Elde edilen verilere gore, kontrol grubu en diisiik; DOX grubu ise en yiiksek caspase-3

pozitif apoptotik hiicre sayisina sahipti.

Kontrol grubuna en yakin caspase-3 pozitif hiicre sayis1 SEL-1 uygulanan grup olarak
gozlenirken, selenyumun doz artigina bagh olarak SEL-2 ve SEL-3 gruplarinda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede bir artis gozlendi (p<0.05). Deney
gruplar1 i¢cinde caspase-3 pozitif apoptotik hiicre sayisinin en fazla oldugu grup DOX
grubu olarak belirlendi. DOX ve selenyumun birlikte uygulandigi gruplarda ise
DOX+SEL-2 grubunda caspase-3 pozitif apoptotik hiicre sayisinda anlamli bir azalma
oldugu gozlendi (Sekil 4.2) (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4: Tiim deney gruplarina ait Caspase-3 pozitif apoptotik hiicre sayisinin
istatistiksel analizi

Degiskenler Gruplar P

Kontrol  Sel-1 Sel-2 Sel-3 Dox Dox+Sell Dox+Sel2 Dox+Sel3

n=8) (n=8) (n=8)  (n=Y) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

Caspase-3 52.10+ 7590+ 88.20+  99.10+ 12470+ 95.80+ 75.95+ 108.50+ <0.001

17.95% 26.65° 31.85* 22,155 1425  30.30° 34.90° 38.40%

Veriler ortalama+standart sapma olarak ifade edilmistir. Aynm1 satirda yer alan ayni harfler gruplar aras1 benzerligi,
farkh harfler gruplar arasi farklilig ifade etmektedir.

AMH IL1-B TNF-a CASPASE-3

Gruplar

Sel-1 Kontrol

Sel-2
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Dox+Sel-2 Dox+Sel-1 Dox Sel-3

Dox+Sel-3

Sekil 4.2. Deney gruplarma ait ovaryum kesitlerinde AMH, IL1-B ve TNF-o
ekspresyonu, Caspase-3 immunohistokimyasal boyama goriintiileri, (X40)

*; IL1- ve TNF-a ekspresyonu

— : Caspase-3 pozitif apoptotik hiicreler
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4.4. Biyokimyasal Bulgular
4.4.1. MDA Sonuclan
Deney hayvanlarindan alman sol ovaryum dokularinda ELISA metodu kullanilarak

MDA degerleri belirlendi ve Orneklerin konsantrasyonlar1 MDA standart egrisi

kullanilarak hesaplandi (Sekil 4.3).

S = 0.01598094
r = 0.99978019

Absorbans
o
S
|

0‘0\ T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.1 7.4 14.7 22.0 29.3 36.6 43.9

MDA Konsantrasyon nmol/mL

Sekil 4.3. Malondialdehit (MDA) Standart Curve Egrisi

Tiim deney gruplar1 icinde Kontrol ve SEL-2 gruplar1 en diisik MDA degerine sahip
iken DOX ve DOX+SEL-3 gruplar1 en yiikksek MDA diizeyi gosterdi. Sadece DOX
verilen grubun kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml farlilik gosterdigi analiz
edildi (p<0.05). Ozellikle kontrol grubuna gére DOX+SEL-3 verilen grupta MDA
duzeyleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artis gostermisti (p<0.05). Bu durumda
SEL-3 dozunun DOX’un artirdig: lipid peroksidasyonunu azaltmak yerine arttirdigini
ve koruyucu ozellik gosteremedigini diisiinmekteyiz. Sadece selenyum uygulanan
gruplarda ise kontrol grubuna en yakin olarak SEL-2 grubu gozlenirken SEL-1 ve SEL-
3 gruplarinda kontrole gore istatiksel olarak anlamli bir artis gozlenmistir (p<0.05)
(Tablo 4.5).
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Tablo 4.5: Tiim deney gruplarina ait MDA degerlerinin istatistiksel analizi

MDA
Kontrol Sel-1 Sel-2 Sel-3 Dox Dox+Sell Dox+Sel2 Dox+Sel3
p
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

2.60£0.90"  6.8022.60° 2.05£1.60° 4.05£1.50® 9.05+4.15° 3.80+£1.40° 3.95+227" 13.70+4.48° <0.001

Veriler ortalamasstandart sapma olarak ifade edilmistir. Aymi satirda yer alan aym harfler gruplar arasi benzerligi,
farkl harfler gruplar arasi farklilig1 ifade etmektedir.

4.4.2. CAT Sonuclan

Deney hayvanlarindan alman sol ovaryum dokular1 ELISA metodu icin kullanildi.
Ovaryum dokularindan alinan homojenatlarda CAT degerleri belirlendi ve 6rneklerin

konsantrasyonlar1 CAT standart egrisi kullanilarak hesaplandi (Sekil 4.4).

S =0.01433111
r = 0.99992470

Absorbans
P
(3]
>
TN T N T T N T T T T T O [ O Y

e
S
|

58.8 88.0 117.2 146.3 175.5

=)
(2]
N
©
q

CAT Konsantrasyon ng/ml

Sekil 4.4. Katalaz (CAT) Standart Curve Egrisi
Ovaryum CAT degerleri DOX+SEL-3 grubunda en yiiksek iken SEL-2 grubunda en
diisiik olarak bulundu. DOX ile selenyumun birlikte verildigi gruplarda sadece DOX
uygulanan gruba kiyasla DOX+SEL-2 grubunda kontrole yakin bir degere sahipti ancak
sonuclar istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05) (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6: Tiim deney gruplarina ait CAT degerlerinin istatistiksel analizi

CAT
Kontrol Sel-1 Sel-2 Sel-3 Dox Dox+Sell  Dox+Sel2 Dox+Sel3 p
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

5.57+1.85 5.36+1.00 4.40+0.70  5.83x2.20  4.49+2.30 6.48+0.70  4.80+£1.90 7.62+1.17 0.061

Veriler ortalamazstandart sapma olarak ifade edilmistir. Aym1 satirda yer alan aym harfler gruplar arasi benzerligi,
farkl harfler gruplar arasi farklilig1 ifade etmektedir.

4.4.3. SOD Sonuclar

Deney hayvanlarindan alman sol ovaryum dokularinda ELISA metodu kullanilarak
SOD degerleri belirlendi ve oOrneklerin konsantrasyonlar1 SOD standart egrisi

kullanilarak hesaplandi (Sekil 4.5).

S =0.01267313
r = 0.99994115

SR
3 2

7
S

e
S

Absorbans
>
% %
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-
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©

SOD Konsantrasyon ng/ml

Sekil 4.5. Siiperoksit Dismiitaz (SOD) Standart Curve Egrisi

SOD diizeyleri degerlendirildiginde, DOX verilen grubun kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir azalma gosterdigi gozlendi (p<0.05). Sadece
selenyum uygulanan gruplarda doz artisina bagl olarak kontrole goére SOD enzim

degerlerinde bir azalma oldugu goriildii ancak gruplar arasinda anlamli bir farklilik
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yoktu (p>0.05). Sadece DOX uygulanan deney gruplarinda SOD degeri kontrol grubuna
gore daha diisiiktii ancak degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmadi (p>0.05). DOX ile selenyumun birlikte verildigi gruplarda ise sadece DOX
uygulanan SOD diizeylerinde bir artis gézlenmis ve 6zellikle de DOX+SEL-1 grubunda
bu artisin sadece DOX uygulanan gruba gore istatistiksel olarak anlamli oldugu

belirlenmistir (p<0.05) (Tablo 4.7).

Tablo 4.7: Tiim deney gruplarina ait SOD degerlerinin istatistiksel analizi

SOD
Kontrol Sel-1 Sel-2 Sel-3 Dox Dox+Sell Dox+Sel2 Dox+Sel3
p
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

3.10£0.55®  3.05£1.02° 2.580.65° 2.35+0.50° 1.90+1.03° 3.45£0.93* 2.15+0.52° 3.22+0.55 0.015

Veriler ortalamastandart sapma olarak ifade edilmistir. Aym1 satirda yer alan aym harfler gruplar arasi benzerligi,

farkl harfler gruplar arasi farklilig1 ifade etmektedir

4.4.4. GSH-Px Sonuclan

Deney hayvanlarindan alman sol ovaryum dokularinda ELISA metodu kullanilarak
GSH-Px degerleri belirlendi ve orneklerin konsantrasyonlar1 GSH-Px standart egrisi

kullanilarak hesaplandi (Sekil 4.6).

S =0.03854289
r = 0.99859182

Absorbans
<
)
T T T T O N O O T I I T

T T T
0.4 223 441 66.0 87.9

GSH-Px Konsantrasyon nmol/mL

Sekil 4.6. Glutathione Peroxidase Tayini (GSH-Px) Standart Curve Egrisi
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Deney gruplarindan alinan ornekler GSH-Px diizeyleri ac¢isindan degerlendirildiginde,
en diisiik GSH-Px degeri sadece DOX uygulanan grupta gozlenirken, en yiiksek GSH-
Px degeri DOX+SEL-1 grubunda goézlendi. Selenyum verilen gruplarda doz artisina
bagl olarak GSH-Px degerinde kontrole gore bir diisiis oldugu ve bu azalmanin SEL-3
ile kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p<0.05). DOX
ile selenyumun birlikte verildigi gruplarda ise DOX+SEL-1’in kontrole gore daha iyi
oldugu ve yine selenyum doz artigina bagl olarak GSH-Px degerlerinde bir azalma

meydana geldigi gozlenmistir (Tablo 4.8).

Tablo 4.8: Tiim deney gruplarina ait GSH-Px degerlerinin istatistiksel analizi

GSH-Px
Kontrol Sel-1 Sel-2 Sel-3 Dox Dox+Sell Dox+Sel2  Dox+Sel3
p
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

6.45+1.75"  8.09£1.97" 7.5042.80"  4.30£1.65° 2.85+1.83" 10.70+2.67° 5.55+2.30" 3.45+2.30" <0.001

Veriler ortalamazstandart sapma olarak ifade edilmistir. Aym1 satirda yer alan aym harfler gruplar arasi benzerligi,

farkl harfler gruplar arasi farklilig1 ifade etmektedir.



S.TARTISMA VE SONUC

Her yil kansere yakalanan pek ¢ok kadin hasta sitotoksik kemoterapi ve radyoterapilerle
basaril1 bir sekilde tedavi edilmektedir. Ancak hastalarm bir¢ogu tedavi sonrasinda
tedavide kullanilan ajanlarin toksik etkilerine baglh olarak gonadal yetmezlik ve kisirlik
problemi yasamaktadir. Son zamanlarda bu hastalar iireme yeteneklerini korumak
amactyla toksik tedaviler oncesinde yardimci lireme yontemlerine bagvurmaktadir. Bu
yontemlerden farkl olarak baska ajanlarin kemoterapiyle birlikte uygulanmasi ile toksik
etkilerin giderilmesi amag¢lanmistir (Oktay ve ark., 2007; Oktem ve Urman, 2010). Daha
once yapilan ¢alismalarda DOX tedavisinin ovaryumda toksisiteye neden oldugunu ve
bunun da ovaryum fonksiyonunda bir azalmaya yol agtigimi gostermistir (Roti ve Salih,
2012). Timor hiicrelerinde DOX, DNA hasarina neden olarak tiimdr hiicresi
proliferasyonunu inhibe ederken, normal hiicrelerde ise DOX mitokondriyal fonksiyona
miidahale ederek reaktif oksijen tiirleri iiretimini ve birikimini aktive eder (Hortobagyi,
1997; Childs ve ark., 2002; Zhang ve ark., 2012; Carvalho ve ark., 2014). Morgan ve
ark. (2013) yaptig1 calismada, farelerden alinan ovaryumlar kiiltiir ortamina aktarilmis
ve DOX ile Cisplatin uygulamasi gergeklestirmislerdir. Calisma sonucunda DOX’a
maruz birakilan ovaryumlarda morfolojik olarak sagliksiz folikiillere rastlamislar ve
primordiyal, primer, preantral folikiil sayisinda azalma oldugunu tespit etmislerdir.
Ayrica ilaglarm folikiillerin hangi hiicre tipini spesifik olarak etkiledigini gosterebilmek
icin, oosit, graniiloza, hem oosit hem graniiloza seklinde siniflandirma yaparak DOX’a
maruz brrakmislar ve sonucta en yiiksek ii¢ dozda (0.05, 0.1 ve 0.2 pg) goriilen
morfolojik olarak sagliksiz graniiloza hiicrelerine sahip folikiillerin yiizdesinde 6nemli
artislar oldugunu bildirmislerdir. Her iki ila¢ i¢in, hem oosit hem de graniiloza
hiicrelerinin sagliksiz oldugu folikiiller, en yiiksek iki doz (5 pg cisplatin, 0.2 ug
doxorubicin) disinda nadiren goriildiigiinii istatistiksel olarak vurgulamislardir. Meirow
ve ark. (2007) kemoterapiye maruz kalan hastalarin doku oOrneklerinde, spesifik
patolojik degisiklik saptamislardir. Ovaryum korteksinde fibrozis, primordiyal
folikiillerde kayip, kan damarlarinda daralma ve hyalinizasyon olarak bu degisiklikleri
gostermislerdir. Mevcut calismada, literatiirdeki calismalara benzer sekilde, DOX’un

neden oldugu folikiiler dejenerasyona ilaveten, vaskiiler konjesyon, fibrozis, hemoraji
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ve polimorfoniikleer 16kosit infiltrasyonu’nun diger deney gruplarina gére daha belirgin
oldugu sonucunu gosterdik. Dahasi, histopatolojik bulgularin antioksidan olarak
belirledigimiz SEL’un uygulandigt DOX+SEL-2 grubunda tiim diger SEL uygulanan
gruplara gore daha koruyucu 6zellik gosterdigi belirlendi.

Roti ve ark. (2012) DOX’un ovaryumdaki dagiliminin folikiil smmifina gore farklilik
gosterdigini, gelisen folikiillerde DOX birikiminin primordiyal ve primer folikiillere
gore daha fazla oldugunu gostermislerdir. Soleimani ve ark. (2011) yaptig1 caliymada
DOX’un insan primordiyal folikiillerinin hem oositlerinde hem de graniiloza
hiicrelerinde biiyiik cift sarmalli DNA kopmalarma neden oldugunu bildirmislerdir. Ben
Aharon ve ark. (2010) yaptig1 ¢alismada ise 7.5 ve 10 mg/kg dozlarinda uygulanan
DOX’un sekonder folikiillerde ciddi bir azalisa sebep oldugunu, ayrica DOX ile tedavi
edilen farelerin ovaryum korteksinin, damar duvarmin kalinlagsmas1 ve hyalinizasyonu
ile birlikte daha vaskiiler goriindiigiinii bildirmislerdir. Nishi ve ark. (2018) DOX’un 3
ve 6 mg/kg dozda uyguladigi her iki grupta da folikiiler atrezide doza baglh bir artis
oldugunu bunun da primordiyal, primer ve tersiyer folikiillerde belirgin oldugunu
gostermislerdir. Niringiyumukiza ve ark. (2019) farelere 10 mg/kg DOX uyguladiklar:
caligmada ovaryum morfolojisini ve folikiil gelisimi iizerindeki toksik etkileri
incelemisglerdir. DOX uygulamasinin fare ovaryum yapismnin kontrol grubuna gore
degistirdigini bulmuslardir. DOX ile tedavi edilen ovaryumlarda, kortikal fibrozis,
hiicrelerde lipid birikimi, gevsek ve heterojen bir stroma gibi degisiklikler
saptamiglardir. Ayn1 zamanda DOX uygulanan farelerde primordiyal, primer, preantral

folikiil sayilarinda bir azalma atretik folikiil sayilarinda ise bir artis gozlemlemislerdir.

Calismamizdan elde ettigimiz sonuglara gore; DOX grubunda primordiyal folikiiliin
sayisinda azalma ve kontrol grubuna gore atretik folikiillerde anlamli bir artigin
oldugunu, DOX+SEL-2 grubuna ait ovaryumlarda ise folikiil sayilarmin kontrol
grubuna yakm oldugu belirlendi. Ovaryum folikiil rezervi acisindan deney gruplari
degerlendirildiginde, DOX grubunda tiim folikiil tipleri sayisinda bir diisiis oldugunu
gozledik. Farkli dozlarda selenyumun tek basmna uygulandigi gruplarda ise, SEL-2
verilen grupta primordiyal, primer, preantral ve sekonder folikiilleri agisindan bir artig
oldugunu gosterdik. Ayrica, DOX+SEL-2 grubunda DOX grubuna gore hem folikiil
sayllar1 hem de ovaryum histolojisinin kontrol grubuna yakin 0zellikte oldugunu

gozlemledik.



49

Anti-Miillerian hormon, dimerik glikoprotein yapiya sahiptir ve TGF-B ailesinin bir
tiyesidir. Gelismekte olan folikiillerin graniiloza hiicrelerinden salgilanir (Cate ve ark.,
1986; Massaque ve ark., 1990; Rajpert ve ark., 1999). Kadinlarda AMH ekspresyonu,
prenatal donemde ovaryumlarda kiibik hale gelen primer folikiillerin tek katl graniiloza
hiicrelerinden salgilanmaya baslar ve menopoza kadar devam eder (Rajpert ve ark.,
1999). AMH salinnmi ilk olarak, erken donemdeki primer folikiillerin kiibik
hiicrelerinde goriiliir. Ekspresyonun en yiiksek diizeye ulastig1 folikiiller, preantral ve
kiiciik captaki antral folikiillerdir. Preovulatuvar diizeydeki folikiillerin graniiloza ve
kumulus hiicrelerinde ve atreziye ugrayan folikiillerde AMH salinimi goriilmez (Hirobe
ve ark., 1992; Durlinger ve ark., 2002; Salmon ve ark., 2004). Ovaryumdaki hasarin
biiytikliigli kemoterapinin tiirline ve dozuna, radyoterapi dozuna ve isinlama alanina
veya tedavi oncesi ovaryum rezervine baghdir. Yas ile birlikte 6stradiol, inhibin B, FSH
ve AMH gibi serum markerlar1 ovaryum rezervinin 6nemli bir belirtecidir. AMH,
kemoterapi sonrasi Ozellikle ovaryum fonksiyonunun giiclii bir 6ngoriiciisii olarak
ortaya ¢cikmistir (De Vos ve ark., 2014). Kemoterapi alan yetiskinlerde AMH hizli bir
diisiis gostermektedir. Cocukluk cagi kanseri tedavisinden sonra erigkinlerde ovaryum
rezervini arastiran onceki c¢alismalar, diisik AMH konsantrasyonlar1 oldugunu
gostermistir (Brougham ve ark., 2012). Immunohistokimyasal calismalarda AMH
ekspresyonunun, primer folikiillerde en yiiksek seviyede, antral folikiillerde yar1
miktarda, 4mm’den sonrakilerde ise diizenli bir diisiis oldugu gosterilmistir (Weenen ve
ark., 2004). AMH, biitiin kadinlarda ovaryum rezervini belirlemek i¢in kullanilabilecek
giivenilir bir markerdir (Ulug ve Oner, 2014). Calismamizda, kontrol grubuna ait
ovaryum dokularmda AMH salmimminin primer, preantral ve sekonder folikiillerinin
graniiloza hiicrelerinden salgilandig1 gozlenmistir. Ayrica AMH ekspresyonu, primordiyal
folikiil ve atretik folikiillerde gozlenmemistir. Bu da AMH saliniminin sadece gelisen
folikiil hiicrelerinden salgilandigin1 desteklemektedir. DOX grubunda ise AMH
ekspresyonunda azalma gozlenirken DOX+SEL-1’in AMH ekspresyonunu kontrole

yakin sekilde arttirdig1 ve diger gruplara gore daha iyi korudugu bulunmusgtur.

Sitokinler, hiicre-hiicre iletisimine aracilik eden diisiik molekiiler agirlikli proteinlerdir.
Ayrica, proliferasyon, farklilasma, hiicre sagkalimi, immiin hiicre aktivasyonu, hiicre
gocii ve oliimii de diizenlerler (Landskron ve ark., 2014). Inflamasyon folikiilogenez ve

ovulasyonda Onemli fizyolojik bir rol oynar. Bununla birlikte yapilan ¢aligmalarda
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anormal inflamasyonun, bozulmus oosit kalitesini, normal ovaryum folikiiler
dinamiklerini degistirebilecegini ve buna bagh infertiliteye neden olabilecegini
gostermektedir (Boots ve Jungheim, 2015). Inflamatuar sitokinler, ovaryum
mikrogevresinde, ovaryum i¢indeki fizyolojik ve patolojik siire¢lerde rol oynayan en
giiclii faktorlerden birini olustururlar ve son arastirmalar, inflamatuar kosullarin
kadinlarda ovaryum rezervine etkilerini gostermistir (Freour ve ark., 2012; Boots ve
Jungheim, 2015). IL1-B ve TNF-a dahil olmak iizere artmis pro-inflamatuar faktor
seviyelerinin, diisilk oosit kalitesi ve IVF sonuclar1 iizerindeki olumsuz etkileri ile
iliskili oldugu bildirilmistir (Lee ve ark., 2000; Revelli ve ark., 2009; Winger ve ark.,
2009). Calismamizda, inflamasyonun 6nemli berlirtecleri olarak siklikla kullanilan IL1-
B ve TNF-a ile boyanan ovaryum dokularinin immunohistokimyasal bulgularinda,
DOX grubuna ait dokularda IL1-f3 ve TNF-o0 immunoreaktivite yogunlugu bakimindan

kontrol grubuna gore artig gosterdigi gozlendi.

Apoptoz (programli hiicre 6liimii), doku homeostazim1 koruyan, oksidatif hasar dahil
olmak iizere cesitli fizyolojik ve patolojik uyaranlarla tetiklenen normal hiicre 6liim
stirecidir. Reaktif oksijen tiirleri ve ortaya ¢ikan oksidatif stres apoptoziste dnemli rol
oynamaktadir (Kim ve ark., 2014). Apoptoz, 6zellikle ovaryum gibi yiiksek hiicresel
proliferasyon alanlar1 olan organlarda onemli bir role sahiptir (Vital-Reyes ve ark.,
2006). Ovaryumlarin temel gorevi, saglikli nesillerin siirdiiriilebilmesi i¢in folikiiler
biiylime ve olgun oositlerin iiretilmesidir. Memelilerde ovaryum siklusu boyunca bir ya
da az sayida cins hiicreleri ovulasyona ugrarken, cogu folikiil hiicre apoptozisi ile
atreziye ugrar. Folikiiler gelisimin biitiin asamalarinda apoptozis gerceklesmesine
ragmen, erken antral folikiiller atretogenik sinyallerden olduk¢a fazla etkilenirler
(Gougeon, 1996; McGee ve Hsueh, 2000). Buna ragmen, en az atrezi ya da graniiloza
hucre apoptozisi Onciil antral ve en kiigiik antral folikiillerde gerceklesir (Thomas ve
ark., 2001; Oh ve ark., 2007). Folikiiler atrezi, hem dogal hem de deneysel kosullarda
omurgali ovaryumlarinda sik goriilen bir olgudur. Stres, biyolojik ajanlar, sicaklik ve
yetersiz hormon seviyeleri gibi faktorler tarafindan indiiklenebilir. Folikiiler atrezinin
folikiiler biilylimenin ve gelismenin herhangi bir asamasinda meydana gelebilecegi ve
bu islemin ovaryumun fizyolojik homeostazinin korunmasma yardimci oldugu
bilinmektedir (Cassel ve ark., 2017). Kaygusuzoglu ve ark. (2018) yaptig1 ¢calismada

cisplatin ile indiiklenen ovaryum toksisitesinde kontrol grubuna kiyasla cisplatin



51

grubunda cok fazla apoptotik pozitif hiicre tespit edildigini vurgulamislardir. Hamzeh
ve ark. (2018) cyclophosphamide ile olusturduklart ovaryum hasarinda
cyclophosphamide uygulanan sicanlarin ovaryum dokularinda kontrol grubuna kiyasla
artmis apoptozu caspase-3 immiinreaktivitesinin artmasi ile gostermislerdir. Ayni
zamanda bu caspase-3 immiinreaktivitesinin esas olarak graniiloza, stromal hiicreler ve
korpus luteumda gerceklestigini bildirmislerdir. Said ve ark. (2012) yaptig1 caligmada
radyasyona maruz birakilan disi sicanlarin uterus ve ovaryumlari incelenmis kontrol
grubuna oranla graniiloza, teka interstisyel hiicrelerinde ve uterus epitelyal hiicrelerinde
caspase-3 immiinreaktivitesinin yogun oldugunu gostermislerdir. Ayrica sodyum selenit
tedavisiyle uterus dejenerasyonunun Onlendigini caligmalarinda vurgulamislardir. Biz
de calismamizda benzer olarak DOX’un ovaryumda hem folikiil hiicrelerinde hem de
stromal hiicrelerde apoptozu indiikledigini gordilk. DOX’a bagli ovaryum hasarinda
caspase-3 pozitif apoptotik hiicre sayisinin kontrole gore arttigimi ve DOX+SEL-2

verilen grupta bu sayinin anlaml diizeyde azaldigim1 gdzlemledik.

Selenyum, bir¢cok enzimin yapisinda bulunmasi sebebiyle canli organizmalar icin
gerekli temel bir elementtir (Aydogdu ve ark., 2007). Selenyum, canlilarda diisiik
dozlarda antioksidan role sahipken, yiiksek dozlarda ise toksik oldugu belirtilmistir.
Selenyum antioksidan mekanizmayla ilgili enzimlerde gerekli bir kofaktordiir (Boga,
2007). Insanlarda bir¢ok biyolojik fonksiyona sahip olan selenyumun en bilinen ve
onemli fonksiyonu antioksidan etkisidir. Selenyum bagimli enzimlerin serbest oksijen
radikallerini yikarak oksidatif hasar1 Onleyici etkiye sahip olduguna dair ¢ok sayida
caligma vardir (Simonoff ve ark., 1992). Antioksidan uygulanarak yapilan caligmalarda
antioksidan ajan kullaniminin ovaryumlardaki serbest oksijen radikali olusumunu
azalttig1 ve kemoterapiye bagl hasara kars1 koruyucu etkilerinin oldugu gosterilmistir.
Niringiyumukiza ve ark. (2019) DOX ile yaptiklar1 ¢alismada lipid peroksidasyon iiriinii
olan MDA diizeyinin arttig1 ve antioksidan bir enzim olan SOD konsantrasyonunun
diistiiglinii gostermiglerdir. Ayn1 zamanda kontrol grubuna kiyasla GSH-Px degerleri
azalirken, CAT degerlerinin artti@in1 vurgulamislardir. Giirgen ve ark (2013).
Cyclophosphamide ile olusturduklari ovaryum hasarinda cesitli antioksidanlarin
koruyucu rollerini incelemislerdir ve c¢alisma gruplarinda GSH-Px diizeylerini
degerlendirdiklerinde, cyclophosphamide uygulanan grupta GSH-Px diizeyinin kontrole
gore azaldigini bulmuslardir. Ayrica, askorbik asit ve a-takoferol uygulanan gruplarda

GSH-Px degerleri kontrol grubuna yakinken, selenyum uygulamasinda diger iki
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antioksidan uygulanan gruba goére GSH-Px duzeyinin daha az artig gosterdigini
bildirmislerdir. Bozkurt ve ark. (2012) iskemi reperfiizyon hasarma kars1 farkli doz
selenyumun koruyucu etkisini incelemislerdir. I/R gruplarda MDA seviyeleri oldukca
yiikksek iken, CAT, SOD ve GSH-Px aktivitelerini diisiik bulmuslardir. Selenyum 6n
tedavisiyle dokudaki MDA diizeylerini diisiirmiislerdir ve SOD, GSH-Px enzimlerinin
aktivitelerini I/R gruplarma kiyasla arttirmiglardir. CAT aktivitelerinin Sel verilen
grupta I/R2 verilen gruba kiyasla arttigin1 ancak istatistiksel olarak anlamli olmadigini
gostermislerdir. Se2 grubunda ise I/R2 grubundaki hasar1 6nemli derecede azalttiklarini
bildirmislerdir. Bizde caliyjmamizda yaptigimiz biyokimyasal analizler ve ortaya ¢ikan
bulgular sonucunda DOX verdigimiz sicanlarda oksidatif stres faktorlerinin artmasina
bagh olarak CAT, SOD ve GSH-Px gibi antioksidan olan enzimlerinin sentezinin
azaldigini, buna ragmen diger calismalara benzer sekilde MDA diizeyinin ise arttigini
gozlemledik. Bu artisin olusan lipid peroksidatif hasari normalize edebilmek igin
antioksidan enzimlerin sentezinin azaldigima baglh olabilecegini diisiinmekteyiz.
Calismamizda, DOX’un olusturdugu bu toksik etkiden dokular1 korumak ig¢in
selenyumun ii¢ farkli dozunu uyguladik. Buna gore, 6zellikle SEL-2 ve SEL-3 verilen
gruplar DOX’un olusturdugu toksik etkileri korumaya yeterli olmazken, SEL-1
verdigimiz si¢anlarda ise SOD ve GSH-Px enzim seviyelerinin daha yiiksek oldugunu,
MDA degerinin ise kontrole yakin oldugunu biyokimyasal analizler ile tespit ettik.
Buradan yola ¢ikarak DOX’a bagli ovaryum hasarinda selenyumun 0.5 mg/kg dozunun
(DOX+SEL-1 grubu) koruyucu etkisinin 1 mg/kg (DOX+SEL-2) ve 2 mg/kg
(DOX+SEL-3) dozlarina gore biyokimyasal olarak daha fazla oldugunu ve 6zellikle
DOX+SEL-3 grubunda ise uygulanan SEL-3 dozunun, 2 mg/kg toksik etkiye yol

actigini diistinmekteyiz.

Bu c¢alismada antrasiklin tiirevi kemoterapotik bir ajan olan DOX’un sicanlarda yol
actigi ovaryum hasarmma karst farkli doz selenyumun etkilerinin histolojik,
immiinohistokimyasal ve biyokimyasal yOntemlerle Kkarsilastirilmasi amaclandi.
Calismadan elde edilen histopatolojik verilere goére, DOX uygulanan grup kontrol
grubuyla karsilastirildiginda dejeneratif degisiklikler oldukg¢a belirgindi. Ovaryumun
genel histolojik goOriinlimiinii  incelemek amaciyla yapilan 151k mikroskobik
incelemelerde, dokularda DOX uygulanan grupta primordiyal folikiillerin sayisinda

azalma, gelisen folikiillerin sayisinda diisiis, fibrozis ve hemoraji gibi patolojik bulgular
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gozlendi. Giiglii bir antioksidan olarak bilinen selenyum uygulanan gruplarda ise
selenyumda belirlenen doz artisina bagl olarak histolojik yapilarda yer yer
bozulmalarin devam ettigi ve selenyumun artan dozunun koruyucu oOzellige sahip
olmadigr goriildi. Ayrica, DOX+SEL-3’de DOX’un neden oldugu dejeneratif
degisiklikler iizerine de koruyucu herhangi bir etkiye sahip olmadigi belirlendi.
Calismadan elde edilen histolojik sonuglara bakildiginda, antioksidan olarak uygulanan
farkli doz selenyum verilen gruplarda SEL-2’nin ovaryum histolojisini korudugu ve
kontrole gore daha iyi bir yapiya sahip oldugu sonucuna varildi. Ayrica ovaryum
havuzunda bulunan folikiillerin sayis1 hesaplandiginda, DOX grubuna ait ovaryum
dokularinda atretik folikiil sayisinda belirgin bir artis vardi. Bu sonuclar DOX’un
toksik/gonadotoksik etkisini gosteren bulgulardan birisidir. Calismamizin sonuclari
DOX’un toksik etkilerine karsi koruyucu olarak uygulanan farkli doz selenyumun
DOX+SEL-2 verilen grupta DOX+SEL-1 ve DOX+SEL-3 gruplarma gore folikiil
rezervini koruma bakimindan daha etkili oldugunu gostermistir. Ayrica DOX,
gelismekte olan folikiillerde AMH immiinreaktivitesinde diisiise sebep olurken, IL1-3
ve TNF-o immiinreaktivitelerinde ve Caspase-3 pozitif apoptotik hiicre sayisinda ise
artisa neden olarak ovaryumda hasara yol agmistir. Biyokimyasal sonu¢larimiza gore,
DOX verilen grupta CAT, SOD ve GSH-Px gibi antioksidan olan enzim diizeylerinin

azaldig1, MDA diizeyinin ise arttig1 goriilmiistiir.

Calismamizdan elde edilen histolojik, immunohistokimyasal ve biyokimyasal sonuglara
gore, kemoterapi tedavisi sirasinda antioksidan olarak selenyum aliminda olusabilecek
serbest radikalleri en az diizeye indirerek, normal ovaryum dokusunda ki gelismekte
olan folikiilleri toksik etkiden koruyabilmesi i¢in tercih edilen doz alimimin 6nemli
oldugu, fazla alinmasi durumunda DOX’un neden oldugu toksisiteyli korumadigi

diistiniilmektedir.



6. KAYNAKLAR

Adwas AA, Elkhoely AA, Kabel AM, Abdel-Rahman MN, Eissa AA. Anti-cancer and
cardioprotective effects of indol-3-carbinol in doxorubicin-treated mice. J

Infect Chemother, 2016; 22: 36-43.

Agarwal A, Gupta S, Sekhon L, Shah R. Redox considerations in female reproductive
function and assisted reproduction: from molecular mechanisms to health

implications. Antioxidants & Redox Signaling, 2008; 10: 1375-1403.

Ahsan U, Kamran Z, Raza I, Ahmad S, Babar W, Riaz MH, Igbal Z. Role of selenium
in male reproduction-a review. Anim Reprod Sci, 2014; 146: 55-62.

Al-Gubory KH, Fowler PA, Garrel C. The roles of cellular reactive oxygen species,
oxidative stress and antioxidants in pregnancy outcomes. The International

Journal of Biochemistry & Cell Biology, 2010; 42: 1634—1650.

Amandeep K, Manpreet K, Ramica S, Sunil K. Doxorubicin: a critical review on

toxicity. J Pharma Res, 2012; 5: 2890-2894.

Aubel-Sadron G, Londos-Gagliardi D. Daunorubicin and doxorubicin, anthracycline
antibiotics, a physicochemical and biological review. Biochimie, 1984; 66:

333-52.

Aydogdu N, Erbas H, Kaymak K. Taurin, Melatonin ve N-Asetilsisteinin Kadmiyuma
Bagli Akciger Hasarindaki Antioksidan Etkileri.Trakya Univ Tip Fak Derg,
2007; 24(1): 43-48.

Ben-Aharon I, Bar-Joseph H, Tzarfaty G, Kuchinsky L, Rizel S, Stemmer SM.

Doxorubicin-induced ovarian toxicity. Reprod Biol Endocrinol, 2010; 8: 20.
Boga A. Agir Metallerin Ozellikleri ve Etki Yollar1. 2007; 16: 218.

Boots CE, Jungheim ES. Inflammation and human ovarian follicular dynamics. Semin

Reprod Med, 2015; 33: 270-275.



55

Bozkurt O, Bayari SH, Severcan M, Krafft C, Popp J, Severcan F. Structural
alterations in rat liver proteins due to streptozotocin-induced diabetes and the

recovery effect of selenium: Fourier transform infrared microspectroscopy

and neural network study. J Biomed Opt, 2012; 17(7): 076023.

Bozkurt S, Arikan DC, Kurutas EB, Sayar H, Okumus M, Coskun A, Bakan V.
Selenium has a protective effect on ischemia/reperfusion injury in a rat ovary
model: biochemical and histopathologic evaluation. J Pediatr Surg, 2012; 47:
1735-1741.

Brougham MF, Crofton PM, Johnson EJ, Anderson RA, Wallace WH. Anti-Miillerian
hormone is a marker of gonadotoxicity in pre- and postpubertal girls treated for

cancer: A prospective study. J Clin Endocrinol Metab, 2012; 97: 2059-2067.

Carvalho C, Santos RX, Cardoso S, Correia S, Oliveira PJ, Santos MS, Moreira PI.
Doxorubicin: The good, the bad and the wugly effect. Curr Med
Chem, 2009; 16(25): 3267- 3285.

Carvalho FS, Burgeiro A, Garcia R, Moreno AJ, Carvalho RA, Oliveira PJ.
Doxorubicin-induced cardiotoxicity: from bioenergetic failure and cell death

to cardiomyopathy. Med Res Rev, 2014; 34(1): 106-135.

Cascatio DA, Lowitz BB. Klinik Onkoloji El Kitabi, Manavoglu O (Edt), Palme
Yaymcilik, Ankara, 2007.

Cassel M, Camargo MP, Jesus LWO, Borella MI. Involution processes of follicular
atresia and post-ovulatory complex in a characid fish ovary: a study of

apoptosis and autophagy pathways. J Mol Histol, 2017; 98: 243-257.

Cate RL, Mattaliano RJ, Hession C, Tizard R, Farber NM, Cheung A, Ninfa EG, Frey
AZ, Gash DJ, Chow EP. Isolation of the bovine and human genes for Mullerian

inhibiting substance and expression of the human gene in animal cells. Cell,

1986; 45: 685-698.

Childs AC, Phaneuf SL, Dirks AJ, Phillips T, Leeuwenburgh C. Doxorubicin

treatment in vivo causes cytochrome C release and cardiomyocyte apoptosis,



56

as well as increased mitochondrial efficiency, superoxide dismutase activity,

and Bcl-2: Bax ratio. Cancer Res 62, 2002: 4592—-4598.

De Vos M, Smitz J, Woodruff TK. Fertility preservation in women with cancer.

Lancet, 2014; 384: 1302-1310.

Drews U. Renkli Embriyoloji Atlasi, Solakoglu S (Edt), Nobel Tip Kitapevleri, Ankara,
2000: 384.

Durlinger AL, Visser JA, Themmen AP. Regulation of ovarian function: the role of

anti-Mullerian hormone. Reproduction, 2002; 124: 601-609.
Esrefoglu M. Ozel Histoloji, Istanbul Tip Kitabevi, Istanbul, 2016: 293-307.

Faddy MJ, Gosden RG, Gougeon A, Richardson SJ, Nelson JF. Accelerated
disappearance of ovarian follicles in mid-life: implications for forecasting

menopause. Hum Reprod, 1992; 7: 1342-6.

Freour T, Miossec C, Bach-Ngohou K, Dejoie T, Flamant M, Maillard O, Denis MG,
Barriere P, Bruley des Varannes S, Bourreille A, Masson D. Ovarian reserve in

young women of reproductive age with Crohn's disease. Inflamm. Bowel Dis,

2012; 18: 1515-1522.

Gebre-Medhin M, Ewald U, Platin L. Elevated Serum Selenium in Diabetic Children.
Acta Pediatr Scand, 1984; 73: 109-114.

Gougeon A. Regulation of ovarian follicular development in primates: facts and

hypotheses. Endocr Rev, 1996; 17: 121-155.

Giirgen SG, Erdogan D, Elmas C, Kaplanoglu GT, Ozer C. Chemoprotective effect of
ascorbic acid, o-tocopherol, and selenium on cyclophosphamide-induced

toxicity in the rat ovarium. Nutrition, 2013; 16: 1-8.

Hamzeh M, Hosseinimehr SC, Mohammadi HR, Beklar SY, Dashti A, Amiri FT.
Atorvastatin attenuates the ovarian damage induced by cyclophosphamide in

rat: An experimental study. Int J Reprod Biomed, 2018; 16(5): 323-334.

Harrison JH, Hancok DD, Conrad HR. Vitamin E and selenium for reproduction of the

dairy cow. J Dairy Sci, 1984; 67: 123-32.



57

Heeba GH, Mahmoud ME. Dual effects of quercetin in doxorubicin-induced
nephrotoxicity in rats and its modulation of the cytotoxic activity of
doxorubicin on human carcinoma cells. Environmental Toxicology, 2014; 31:

624-636.

Hirobe S, He WW, Lee MM, Donahoe PK. Miillerian inhibiting substance messenger
ribonucleic acid expression in granulosa and Sertoli cells coincides with their

mitotic activity. Endocrinology, 1992; 131(2): 854—862.

Hortobagyi  G. Anthracyclines in  the  treatment of  cancer: an

overview. Drugs,1997; 54: 1-7.

Johnson-Arbor K, Dubey R. Doxorubicin. Treasure Island (FL): StatPearls. 2017.

Junqueria LC, Carneiro J, Kelley RO. Temel Histoloji, Aytekin Y (Edt), Baris Kitabevi,
Istanbul, 1993: 517-526.

Kabel MA. Zinc/alogliptin combination attenuates testicular toxicity induced by
doxorubicin in rats: role of oxidative stress, apoptosis and TGF-f1/NF-kB

signaling. Biomed Pharmacother, 2018; 97: 439-449.

Kalaycioglu L, Serpek B, Nizamlioglu M, Baspinar N, Tiftik A. Biyokimya (4. Basku),
Ankara, Nobel Yayinevi, 2010: 328-329.

Kato H, Sugino N, Takiguchi S, Kashida S, Nakamura Y. Roles of reactive oxygen
species in the regulation of luteal function. Reviews of Reproduction, 1997; 2:

81-83.

Kaygusuzoglu E, Caglayan C, Kandemir FM, Yildirim S, Kiigiikler S, Kilinca MA,
Saglam YS. Zingerone ameliorates cisplatin-induced ovarian and uterine
toxicity via suppression of sex hormone imbalances, oxidative stress,

inflammation and apoptosis in female Wistar rats. Biomed Pharmacother,

2018; 102: 517-530.

Kim SH, Lee IC, Baeck HS, Shin IS, Moon C, Bae CS, Kim HC. Mechanism for the
protective effect of diallyl disulfide against cyclophosphamide acute

urotoxicity in rats. Food Chem Toxicol, 2014; 64: 110-118.



58

Kim SS. Fertility preservation in female cancer patients: current developments and

future directions. Fertil Steril, 2006; 85: 1-11.

Landskron G, De la Fuente M, Thuwajit P, Thuwajit C, Hermoso MA. Chronic
inflammation and cytokines in the tumor microenvironment. J Immunol Res,

2014: 149185.

Lee KM, Lee IC, Kim SH, Moon C, Park SH, Shin DH. Melatonin attenuates

doxorubicin-induced testicular toxicity in rats. Andrologia, 2012; 44: 796-803.

Lee KS, Joo BS, Na YJ, Yoon MS, Choi OH, Kim WW. Relationships between
concentrations of tumor necrosis factor-alpha and nitric oxide in follicular fluid

and oocyte quality. J Assist Reprod Genet, 2000; 17: 222-228.

Lu J, Wang Z, Cao J, Chen Y, Dong Y. A novel and compact review on the role of
oxidative stress in female reproduction. Reprod Biol Endocrinol, 2018; 16(1):

80.

Massagué J, Cheifetz S, Boyd FT, Andres JL. TGF-beta receptors and TGF-beta
binding proteoglycans: recent progress in identifying their functional

properties. Ann N 'Y Acad Sci, 1990; 593: 59-72.

McGee EA, Hsueh AlJ. Initial and cyclic recruitment of ovarian follicles. Endocrin

Reviews, 2000; 21:200-214.

McKenzie RC, Arthur JR, Beckett GJ. Selenium and the regulation of cell signaling,
growth, and survival: molecular and mechanistic aspects. Antioxid Redox

Signal, 2002; 4(2): 339-51.

Meirow D, Dor J, Kaufman B, Shrim A, Rabinovici J, Schiff E. Cortical fibrosis and
blood-vessels damage in human ovaries exposed to chemotherapy. Potential

mechanisms of ovarian injury. Hum Reprod, 2007; 22: 1626-1633.

Mescher AL. Temel Histoloji, Solakoglu S (Edt), Nobel T1p Kitapevleri, Istanbul, 2015:
449-458.

Minotti G, Menna P, Salvatorelli E, Cairo G, Gianni L. Anthracyclines: Molecular
advances and pharmacologic developments in antitumor activity and

cardiotoxicity. Pharmacol Rev, 2004; 56: 185-229.



59

Mohajeri M, Sahebkar A. Protective effects of curcumin against doxorubicin-induced
toxicity and resistance: A review. Critical Reviews in Oncology/Hematology,

2018; 122: 30-51.

Moore KL. Embriyoloji Ve Dogum Defektlerinin Temelleri, Miiftiioglu S, Atilla P,
Kaymaz F (Eds), Giines Tip Kitabevleri, Istanbul, 2009: 175-178.

Morgan S, Lopes F, Gourley C, Anderson RA, Spears N. Cisplatin and doxorubicin
induce distinct mechanisms of ovarian follicle loss; imatinib provides

selective protection only against cisplatin. PLoS ONE, 2013; 8(7): e70117.

Motta PM, Makabe S, Notttola SA. The ultrastructure of human and Mouse
reproduction. The natural history of the female germ cell: origin, migration,
and differentiation inside the developing ovary. Human Reproduction Update,

1997; 3: 281-297.

Mueller AS. Selenium and diabetes: an enigma. Free Radical Res, 2009; 43(11): 1029-
1059.

Mutlu E. Eriskin Erkek Siganlarda Doksorubisin Ile Olusturulan Testis Hasar1 Uzerine
L-Karnitinin Etkisi, Yiiksek Lisans Tezi, Eskisehir Osmangazi Universitesi

Saglik Bilimleri Enstitiisii, Eskisehir, 2013: 32.

Niringiyumukiza JD, Cai H, Chen L, Li Y, Wang L, Zhang M, Xu X, Xiang W.
Protective properties of glycogen synthase kinase-3 inhibition against

doxorubicin-induced oxidative damage to mouse ovarian reserve. Biomed

Pharmacother, 2019; 116: 108963.

Nishi K, Gunasekaran VP, Arunachalam J, Ganeshan M. Doxorubicin-induced female
reproductive toxicity: an assessment of ovarian follicular apoptosis, cyclicity
and reproductive tissue histology in Wistar rats. Drug Chem Toxicol, 2018;

41(1): 72-81.

Oh MS, Chang MS, Park W, Kim do R, Bae H, Huh Y, Park SK. Yukmijihwang-tang
protects against cyclophosphamide-induced reproductive toxicity. Reprod

Toxicol, 2007; 24: 365-370.

Oktay K, Sonmezer M, Oktem O, Fox K, Emons G, Bang H. Absence of conclusive

evidence for the safety and efficacy of gonadotropin-releasing hormone



60

analogue treatment in protecting against chemotherapy-induced gonadal injury.

Oncologist, 2007; 12(9): 1055-66.

Ovalle WK, Nahirney PC. Netter’s Essential Histology, Miiftiioglu S, Kaymaz F, Atilla
P (Eds), Giines Tip Kitabevleri, Ankara, 2009: 400-425.

Oktem O, Oktay K. The ovary: anatomy and function throughout human life. Ann N'Y
Acad, 2008a; 1127: 1-9.

Oktem O, Urman B. Options of fertility preservation in female cancer patients. Obstet

Gynecol Surv, 2010; 65(8): 531-42.

Oktem O, Oktay K. Stem cells: a perspective on oocytes. Annals of the New York
Academy of Sciences, 2008b; 1127: 20-26.

Paszkowski T, Traub Al, Robinson SY, Mcmaster D. Selenium dependent glutathione
peroxidase activity in human follicular fluid. Clin Chem Acta, 1995; 236: 173—
80.

Pereda J, Zorn T, Soto-Suazo M. Migration of human and Mouse primordial germ cells
and colonization of the developing ovary: an ultrastructural and cytochemical

study. Microsc Res Tech, 2006; 69: 386-395.

Qazi I, Angel C, Yang H, Pan B, Zoidis E,Zeng CJ, Zhou GB. Selenium,
selenoproteins, and female reproduction: A review. Molecules, 2018; 23(12):

3053.

Rajpert-De Meyts E, Jorgensen N, Graem N, Miiller J, Cate RL, Skakkebeak NE.
Expression of anti-Miillerian hormone during normal and pathological gonadal

development: association with differentiation of Sertoli and granulosa cells. J

Clin Endocrinol Metab, 1999; 84(10): 3836-3844.
Rayman MP. Selenium and human health. Lancet, 2012; 379: 1256-1268.

Reid ME, Stratton MS, Lillico AJ, Fakih M, Natarajan R, Clark LC, Marshall JR. A
report of high-dose selenium supplementation: response and toxicities. J

Trace Elem Med Biol, 2004; 18: 69-74.



61

Revelli A, Delle Piane L, Casano S, Molinari E, Massobrio M, Rinaudo P. Follicular
fluid content and oocyte quality: from single biochemical markers to

metabolomics. Reprod Biol Endocrinol, 2009; 7: 40.

Ross HM, Pawlina W. Histology: A Text and Atlas. Lippincot Williams & Wilkins,
Baykal B (Edt), Palme Yayincilik, Ankara, 2014: 830- 875.

Roti Roti EC, Leisman SK, Abbott DH, Salih SM. Acute doxorubicin insult in the
mouse ovary is cell- and follicletype dependent. PLoS One, 2012; 7: e42293.

Roti Roti EC, Salih SM. Dexrazoxane ameliorates doxorubicin-induced injury in mouse

ovarian cells. Biol Reprod, 2012; 86: 1-11.

Sadler TW. Langman’s Medikal Embriyolojisi, Basaklar AC, Sonmez K (Eds), Palme
Yayncilik Istanbul, 2017: 261-266.

Said RS, Nada AS, El-Demerdash E. Sodium selenite improves folliculogenesis in
radiation-induced ovarian failure: a mechanistic approach. PLoS One, 2012; 7:

€50928.

Salama M, Winkler K, Murach KF, Seeber B, Ziehr SC, Wildt L. Female fertility loss
and preservation: threats and opportunities. Annals of Oncology, 2013; 24:
598-608.

Salmon NA, Handyside AH, Joyce IM. Oocyte regulation of anti-Miillerian hormone
expression in granulosa cells during ovarian follicle development in mice. Dev

Biol, 2004; 266(1): 201-208.

Sanmartin C, Plano D, Sharma AK, Palop JA. Selenium Compounds, Apoptosis and
Other Types of Cell Death: An Overview for Cancer Therapy. Int J, 2012; 8:
9649-9672.

Simonoff M, Sergeant C, Garnier N, Moretto P, Llabrador Y, Simonoff G, Conri C.
Antioxidant status (selenium, vitamins A and E) and aging. EXS, 1992; 62:
368-397.



62

Soleimani R, Heytens E, Darzynkiewicz Z, Oktay K. Mechanisms of chemotherapy-
induced human ovarian aging: double strand DNA breaks and microvascular

compromise. Aging 3, 2011: 782—-793.

Songbo M, Lang H, Xinyong C, Bin X, Ping Z, Liang S. Oxidative stress injury in
doxorubicin-induced Cardiotoxicity. Toxicology Letters, 2019; 307: 41-48.

Sonmezer M, Ozkavukeu S. Fertility preservation in females with malignant disease-1:
causes, clinical needs and indications. Turkish Journal of Hematol, 2009; 26:

106-13.

Sugino N. Reactive oxygen species in ovarian physiology. Reproductive Medicine and

Biology, 2005; 4: 31-44.

Seftalioglu A. Genel ve Ozel Insan Embriyolojisi, Tip&Teknik Yaymcilik, Ankara,
2003: 358-360.

Tal R, Seifer DB. Ovarian reserve testing: a user’s guide. Am J Obstet Gynecol, 2017;
217: 129-140.

Tekelioglu M. Ozel Histoloji ince Yap1 ve Gelistirme, Antip A.S Yayinlari, Ankara,
2002: 216-229.

Thomas FH, Leask R, Srsen V, Riley SC, Spears N, Telfer EE. Effect of ascorbic acid
on health and morphology of bovine preantral follicles during long-term

culture. Reproduction, 2001; 3: 487-495.

Tinggi U. Selenium: its role as antioxidant in human health. Environ Health Prev Med,

2008; 13(2): 102-108.

Tran D, Moody AJ, Fisher AS, Foulkes ME, Jha AN. Protective Effects of Selenium on
Mercury-Induced DNA Damage in Mussel Haemocytes. Aquatic Toxicology,
2007; 84: 11-18.

Turker A, Kayaalp O. Kanser Kemoterapisinin Esaslar1 ve Antineoplastik ilaclar i¢inde:
Rasyonel Tedavi Yonunden Tibbi Farmakoloji, Hacettepe-Tas, Ankara, 2002:
380-415.

Uguz AC, Naziroglu M, Espino J, Bejarano I, Gonzalez D, Rodriguez AB, Pariente

JA. Selenium modulates oxidative stress-induced cell apoptosis in human



63

myeloid HL-60 cells through regulation of calcium release and caspase-3 and

-9 activities. ] Membr Biol, 2009; 232: 15-23.

Ulug P, Oner G. Evaluation of the effects of single or multiple dose methotrexate
administration, salpingectomy on ovarian reserve of rat with the measurement
of anti-Miillerian hormone (AMH) levels and histological analysis. European
Journal of Obstetrics & Gynecology and Reproductive Biology, 2014; 181:
205-209.

Unur E, Ulger H, Ekinci N. Anatomi, Bizim Biiro Basimevi, Ankara, 2016: 174.

Vital-Reyes V, Rodriguez-Burford C, Chhieng DC, Alvarado-Cabrero 1, Reyes-Fuentes
A, Grizzle WE. Ovarian expression of markers associated with proliferation or

apoptosis in women with diminished ovarian reserve. Fertil Steril, 2006; 86:
176-185.

Wang S, He G, Chen M, Zuo T, Xu W, Liu X. The role of antioxidant enzymes in the
ovaries. Oxidative Med Cell Longev, 2017; 2017: 4371714.

Weenen C, Laven JS, von Bergh AR, Cranfield M, Groom NP, Visser JA, Kramer P,
Fauser BC, Themmen AP. Anti-Miillerian hormone expression pattern in the
human ovary: potential implications for initial and cyclic follicle recruitment.

Mol Hum Reprod, 2004; 10: 77-83.

Willcox JK, Ash SL, Catignani GL. Antioxidants and prevention of chronic disease.
Crit Rev Food Sci Nutr, 2004; 44: 275-295.

Winger EE, Reed JL, Ashoush S, Ahuja S, El-Toukhy T, Taranissi M. Treatment with
adalimumab (Humira) and intravenous immunoglobulin improves pregnancy

rates in women undergoing IVF. Am J Reprod Immunol, 2009; 61: 113-120.

Xi L, Zhu SG, Das A, Chen Q, Durrant D, Hobbs DC, Lesnefsky EJ, Kukreja
RC. Dietary inorganic nitrate alleviates doxorubicin cardiotoxicity:

mechanisms and implications. Nitric Oxide, 2012; 26: 274-284.

Yeum K-J, Russell MR, Krinsky IN, Adlini G. Biomarkers of antioxidan capacity in
hydrophilic and lipophilic compartments of human plasma. Archives of

Biochemistry and Biophysics, 2004; 430: 97-103.



64

Zhang S, Liu X, Bawa-Khalfe T, Lu LS, Lyu YL, Liu LF, Yeh ET. Identification of
the molecular basis of doxorubicin-induced cardiotoxicity. Nat Med, 2012;

18: 1639-42



Tarih: 10.01.2018

T.C.

ERCIYES UNIVERSITESI
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU
(EUHADYEK)

Toplanti Sayisi: 01

Karar No:18/002

Erciyes Upiversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 10.01.2018 tarihinde
Prof. Dr. Fahri OGUZKAYA‘nin bagkanliginda toplanmigtir.

msa [

Uye Adi/Soyadi Unvani Boltmii

Fahri OGUZKAYA Prof. Dr. Tip Fakiiltesi / L‘/

Coskun TEZ Prof. Dr. Fen Fakiiltesi ( =F

Gililtekin ATALAN Prof. Dr. Veteriner Fakiiltesi 4_}, '

Fiisun Ferda ERDOGAN Prof. Dr. Tip Fakiiltesi “N'/\

Serpil SARIOZKAN Prof. Dr. Veteriner Fakiiltesi ‘:Sw

Ahmet OZTURK Dog. Dr. Tip Fakiiltesi f_

Ziihal HAMURCU Dog. Dr. Tip Fakiiltesi _

M. Betiil AYCAN Dog. Dr. Eczacilik Fakiiltesi A -

Sezer DEMIRBUGA Dog. Dr. Dis Hekimligi Fakiiltesi L'/,%M/‘/

Nalan Hakime NOGAY Dog. Dr. Saglik Bilimleri Fakiiltesi . V]I—

Gagr Gaglar SINMEZ Yard.Dog. Dr. Veteriner Fakiiltesi de Mfu

Burcu UNLU ENDIRLIK Yard.Dog. Dr. Eczacilik Fakiiltesi —%_

Osman iBi$ Yard.Dog. Dr. Ziraat Fakiiltesi K/ATILMADI

Zeynep SOYER SARICA Dr. Deneysel Aragtirmalar 2(47 /\W
Uygulama ve Arg.Mrkz. 7

Serap ALTUNTAS EROGLU Avukat UKurumla iligkisi Olmayan K'AT-ILM ADI

ye
Asiye GOKBELEN Yardim Sevenler Sivil Toplum Kurulusu KATILMADI

Dernegi Baskani

Temsilcisi

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji A.D.’dan Prof. Dr. Saim OZDAMAR
tarafindan sunulan “Doxorubicin ile Olusturulan Ovaryum Toksisitesi Uzerine Farkli Doz

Selenyumun

Etkilerinin Degerlendirilmesi”

baslikli  proje

incelenerek calismanin

yapilmasinin uygun olacagina ve Rektérlilk makamina sunulmasina oybirligiyle karar verildi.

Tarih
Etik kurul Bagkani
imza

:10.01.201
: Prof. Dr.

/

alri OGUZKAYA



doxorubicin ile olugturulan ovaryum toksisitesi Uzerine farkl
doz selenyumun etkilerinin degerlendirilmesi

ORWINALLIK RAPORU

0

%5 %4 %

BENZERLIK ENDEKSI INTERNET YAYINLAR OGRENCI ODEVLERI

KAYNAKLARI

BIRINCIL KAYNAKLAR

www.lImdergi.org
internet Kaynagi

%1

CANDAN, ibrahim Aydin, BAYRAM, Dilek,
CALAPOGLU, Niliifer Sahin, GURBUZ, Nilgiin,
CANKARA, Fatma Nihan, OZGOCMEN,
Meltem and ARMAGAN, ilkay. "Kadmiyum
Verilen Disi Sicanlarda Ureme Sistemi Uzerine
Melatonin ve Selenyumun Etkisi", Sileyman

Demirel Universitesi, 2017.
Yayin

%1

=

www.fizyolojikongresi2014.org

internet Kaynagi

%]

adudspace.adu.edu.tr:8080

internetKapynagl <°A)1
halksagligiokulu.or

internet Kagnagl . <OA)1
www.slideshare.net

n internet Kaynagi <°A)1




OZGECMIS

Adi, Soyadi : Ozge CENGIZ
Uyrugu : T.C.
Dogum Tarihi ve Yeri: 1993 / Kayseri —Tiirkiye

E-mail :ozgecngz3 @gmail.com

EGITIM
Derece Egitim Birimi Mezuniyet tarihi

Yiiksek Lisans  Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve 2019
Embriyoloji ABD
Lisans Bartin Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler 2012-2016

Biyoloji ve Genetik Boliimii

IS DENEYIMLERI
Yil Kurum Gorev

2017- Halen ERU Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji A.D Biyolog

YABANCI DiL

Ingilizce



