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OZET

Sicanlarda 4-Vinylcyclohexene Diepoxide (VCD) ile Olusturulan Deneysel

Prematiir Over Yetmezligi’ne Silymarin’in Etkisi

Arastirmamizda VCD’nin sican ovaryumlarinda neden oldugu toksisiteye

karsi silymarinin koruyucu etkisinin olup olmadigini incelemeyi amacladik.

Disi bireyler ovaryumda belli sayida primordiyal folikiil ile dogarlar.
Primordiyal ve primer folikiillerde olusacak istenmeyen kayiplar disilerde

prematiir over yetmezligi yada erken menapoza neden olur.

Endiistriyel bir kimyasal olan 4-Vinylcyclohexene diepoxide (VCD) sican ve
fare primordiyal folikiill sayisim selektif olarak azaltir. VCD ovaryumlarda
primordiyal ve primer folikiillerin apoptoz siirecini baslatarak kaybina neden
olur. VCD ile ovaryumlarda toksisite olusmasi icin tekrarlayan dozlar ve zaman

onemlidir.

Ostrojenin folikiilogenez, steriodogenez, ovulasyon ve korpus luteum
olusumuna etkisi vardir. Ayrica oosit etrafindaki graniiloza hiicrelerinin
cogalmasini saglar ve apoptozu azaltir. Bir fitoostrojen olan silymarinin ostrojenik

ve antiostrojenik etkileri bulunmaktadir ve apoptozu engeller.

Arastirmamizda 28 giinliik, 40-60 g agirhginda, toplam 48 adet immatiir
disi Sprague Dawley tiirii sican kullanilarak 4 grup olusturuldu. Yiyecek ve su
gereksinimleri sinirsiz olarak saglandi ve her giin kontrol edildi. Sicanlara 160
mg/kg VCD ve 25 mg/kg silymarin dimetilsiilfoksit (DMSO) icinde cozdiiriilerek
intraperitoneal olarak 15 giin boyunca giinliik olarak verildi. Deney sonunda
sicanlar derin anestezi altinda servikal dislokasyon ile oldiiriilldii. Viicut ve organ
agirhiklarn olciildii. Alinan dokulara uygun takip islemi yapilarak parafin bloklar:
hazirlandi. Spm kalinh@indaki seri Kesitlere Terminal Deoxynucleotidyl

Transferase Mediated dUTP Nick and Labelling (TUNEL), Kaspaz-3 ve Anti



Miilleriyen Hormon (AMH) immiinohistokimyasal olarak uygulandi. Genel yapi
ve oOzellikleri Masson’un trikrom, Periyodik Asit Schiff-Hematoksilin (PAS) ve
Hematoksilin-Eozin (H-E) boyalar1 ile belirlendi. Isik mikroskobu ile

ovaryumlarda gelisen folikiiller, korpus luteum ve folikiil kistleri sayildi.

Bulgularmmizda viicut agirhgi yoniinden sadece silymarin uygulanan grupta
artis varken organ agirhklarinda gruplar arasinda fark gozlenmedi. VCD
grubunda o6zellikle primordiyal ve primer folikiillerde kayip VSL grubunda ise
koruyuculuk belirgindi. Apoptoza giren hiicre sayisi genel olarak VCD grubunda

artarken AMH seviyesi azald.

Sonuclarimiza gore; VCD ovaryumdaki preantral folikiillerde kayiplara
neden olurken, VCD’nin yarattifi toksik etki silymarin uygulanmasi ile azaldi.
Onemli bir antioksidan olan silymarinin folikiil kayiplarina neden olacak cevresel

faktorlere kars1 koruyucu olarak kullamlabilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Folikiillogenez, Prematiir Over Yetmezligi, Sican,

Silymarin, 4-Vinylcyclohexene diepoxide (VCD)
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SUMMARY

Effect of silymarine on experimental premature ovarian failure in rats

induced by 4-Vinlycyclohexene diepoxide (VCD)

In the present study, we aimed to determine the protective effect of

silymarin against the toxic effect of VCD on rat ovaries.

Females are born with a limited number of primordial follicles in their
ovaries. Non-physiological losses of the primordial and primer follicles in females

due to toxic agents cause premature ovarian failure or early menopause.

4-Vinlycyclohexene diepoxide (VCD) is an industrial a chemical and is
shown to selectively decrease the number of primordial follicles in rats and mice.
Moreover, VCD leads to the apoptosis and the loss of primordial and primer
follicles in ovary. Repeated doses of VCD and the time intervals between its

admissions are critical for VCD-induced ovarian toxicity.

Estrogen not only stimulates folliculogenesis, steroidogenesis, ovulation, and
corpus luteum formation but also induces the proliferation of the granulose cells
surrounding the ovary while decreasing the apoptosis. Silymarin, one of
phytoestrogens, is reported to have estrogenic and anti-estrogenic effects and

prevent cells from the apoptosis.

We used 28 days old female Sprague-Dawley rats, weighting 40-60 g. The
rats were randomly divided into four groups. Food and water were supplied ad
libitum. The rats received VCD (160mg/kg) and silymarine (25mg/kg, dissolved in
DMSO) intraperitoneally during 15 days. At the end of the study, after
determining the body weights of the animals, they were anaesthetized and
sacrificed with cervical dislocation. Subsequently, their ovaries and uteruses were
removed and weighed. The ovaries were taken and blocked in paraffin, and
processed for routine histological inspections. In short, Spm-thick sections were cut

and stained immunohistochemically for TUNEL, Caspase-3 and Anti-Miillerian
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hormone (AMH). The overall structure and general features of the organs were
studied using Masson's trichrome, Periodic acid-Schiff stain-hematoxylin (PAS).
Developing follicles, corpus luteum, follicular cyst were inspected using a light

microscopy.

The present results showed that the body weights were only increased in
silymarine group. However, there were no differences between the organ weights
in groups. The number of preantral follicles markedly increased in 4-
Vinlycyclohexene diepoxide+silymarine-treated group (VSL) compared to VCD-
treated group. Apoptosis generally increased but AMH level was decreased in

VCD group.

In the present study, VCD exposure reduced the number of preantral
follicles in the ovaries. However, silymarin treatment decreased VCD-induced
ovarian toxic effects in the rats. The current findings suggest that the use of
antioxidants e.g. silymarin is effective for preventing the loss of the follicles in the

ovary, induced by the toxic environmental factors.

Key words: Folliculogenesis, Premature Ovarian Failure, Rat, Silymarine,

4-Vinlycyclohexene diepoxide
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SIMGELER VE KISALTMALAR

AMH Anti-Miilleriyen Hormon

ANF AhR antagonisti

AP-1 Aktivator Protein-1

BMP4 (Bone Morphogenetic Factor 4)

BMP7 (Bone Morphogenetic Factor 7)

COX-2 (Cyclooxgenase-2)

DAX-1 (Duplicated Protein in Adrenal Hypoplasia Congenital on the X
chromosome)

DMSO Dimetilsiilfoksit

E2 Ostrojen

EB Ostrojen Benzoat

ERK Ekstraselliiler Sinyal Diizenleyen Kinaz

ER a Ostrojen Reseptor o

ER B Ostrojen Reseptor B

ESOGU Eskisehir Osmangazi Universitesi

FGF7 (Fibroblast Growth Factor 7)

FSH Folikiil Stimiile Edici Hormon

GnRH Gonadotropin Serbestlestirici Hormon

GSH Glutatyon

hCG Insan Koryonik Gonadotropin Hormon

HPTE (2,2-bis(p-hydroxyphenyl)-1,1, 1-trichloroethane)
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1.GIRIS VE AMAC

4-Vinylcyclohexene Diepoxide (VCD) aromatik, renksiz, kauguk tekerlek ve
plastik iiretiminde ortaya cikan endiistriyel bir ajandir. Ayrica, sigara ve bocek
ilaglarinin i¢inde bulunan karsinojenlerden bir tanesidir. VCD fare ve sican

ovaryumlarina toksik etki gosterir (66).

VCD ovaryumlardaki primordiyal ve primer folikiillerin kaybina neden olur.
Folikiil kayb1 apoptoz siireci ile gergeklesir. Apoptoz ile ovaryumdaki folikiiller
dejenere olup atreziye ugrar. Bu ovotoksikantlara maruz kalan kadmlarin
ovaryumlarindaki folikiil sayilar azalarak prematiir over yetmezligi (POF) veya erken
menopoz olusur. VCD ayrica normal sicanlarda uterus agirligini da belirgin olarak

diistiriir (150).

17-B ostradiol yetiskinlerde graniiloza hiicrelerinin ¢ogalmasin1 uyararak
primordiyal folikiillerin gelisiminde de rol oynar. Ostradiol seviyesi sicanlarda gebelik
stiresince yiiksek olup dogumdan sonraki 4 saat icinde %18 oraninda, dogumdan
sonraki 48 saat igcinde ise belirgin sekilde azalir. Primatlarda yapilan calismalarda

gebelik periyodunun ortalarinda maternal serum Ostradiol seviyesi artar (158).

Ostrojen reseptor o (ER o) agonisti ve dstrojen reseptor B (ER B) agonisti 6zellikle
ER [ agonisti, farelerin folikiiler gelisimini uyarip ve atreziyi azaltir. ER o genellikle
hipofiz, timus ve uterus gibi organlarda eksprese edilirken, ER B ise ovaryum ve

prostatta eksprese edilmektedir (52).

Silymarin, Astrecea familyasinda bulunan bir flavanoidir ve Silybum marianum L.
Gaertn (deve dikeni) bitkisinin yaprak ve tohumlarindan elde edilir. Diinyada 4000 den
fazla flavanoid bulunur. Silymarinin %70-80 oraninda flavanolignan komponenti ile %
20-30 oraninda hala tanmimlanmamis molekiilleri bulunur. Silymarinin ana bileseni

silybindir. Silymarinin antioksidan 6zelligi nedeniyle hiicre koruyucu 6zelligi vardir ve
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daha c¢ok karaciger hasarlart icin kullanilir. Silymarinin anti-inflamatuar, anti-
kanserojenik etkilerini yani sirada Ostrojen agonisti etkisi de bulunur. Silymarin ayrica
streoid reseptorlerinden olan Ostrojen reseptorlerine baglanarak Ostrojenik aktivite

gosterir (44, 83, 84).

Fitoostrojenler dogada bulunan bitkilerden elde edilir. Fitodstrojenlerin dstrojenik
ve antiostrojenik etkileri vardir. FitoOstrojenlerin yapist 17-f 0Ostradiole oldukca
benzerdir. Fitoostrojenler ER ’ya ER a’ya oranla daha fazla baglanirlar (11). Silymarin

bir fitoostrojen olup ER B’ ya ilgisi fazladir (135).

Arastirmamizda VCD’nin sigcan ovaryumlarinda neden oldugu toksisiteye

silymarinin koruyucu etkisinin olup olmadigini incelemeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ovaryumlar

2.1.1. Anatomik yapist

Ovaryumlar, kiiciik pelvisin yan duvarlarinda bulunan fossa ovarica adi verilen
cukurcuklarda yer alir. Sekil ve biiyiiklik bakimindan biiyiikk bir bademe benzerler.
Yaklasik olarak 3-8 g agirliginda, 3-5 cm uzunlukta, 1,5-3 cm genislikte ve 1-1,5 cm
kalinliktadirlar. Ovaryumlarin 6n kisimlarinda kan damarlarinin ve sinirlerin girdigi
hilus adi1 verilen bolge bulunur. Mezovaryum (posterior), kan damarlarim1 ovaryumlara
ileten bir periton kivrimi olup ovaryumu uterusun yan kenarlarindan uzanan ligamentum
latuma baglar (Sekil 1). Ovaryumlar, ligamentum ovarii ile de tuba uterinanin tutunma

yerine yakin bir sekilde uterusun yan duvarina baglanirlar (2, 21, 36, 45, 112, 134, 138).

Ovaryum arterica abdominalisten ayrilan arteria ovarica ile beslenir. Arteria
ovarica ovaryumun icine ligamentum ovarii ile girer ve mezovaryum icinde ovaryuma
giren dallarimi verir. Hilustan ¢ikan venler pleksus pampiniformis denilen ven6z bir ag
olustururlar. Ag1 olusturan venler birleserek vena ovaricay1 olusturur. Sol taraftaki
ovaryumun veni vena renalis sinistraya, sag taraftaki ovaryumun veni ise vena cava

inferiora acilir (2, 112, 114, 133, 161).

Ovaryumlarin innervasyonu pleksus ovaricus tarafindan saglanir. Bu sinirler
arteria ovarica ile asagiya dogru iner ve ovaryum ile birlikte ligamentum latum ve tuba

uterinaya dagilir (2, 112, 114, 133, 161).



Tuba uterina

Serviks

Vajina

Sekil 1. Ovaryumlarin sematik goriiniimii (165)

2.1.2. Gelisimi

Embriyolarin genetik ve kromozomal cinsiyeti, ovumu dolleyen sperm ¢esidi ile
fertilizasyon sirasinda belirlenir. Buna ragmen, erkek ve disi gonadlara ait morfolojik

ozellikler embriyonik donemin 7. haftasina kadar secilemez (12, 101, 130).

Gonadlar (testisler ve ovaryumlar) posterior abdominal duvarint déseyen sélom
epiteli, altindaki mezensim (embriyonik bag dokusu) ve primordiyal germ hiicreleri

(PGH) olmak iizere ii¢ kaynaktan koken alir (101, 145).

Embriyolarda genital organlarin gelisimi 3 asamada gergeklesir (101);
» Farklilasmamis gonadlar
» Primordiyal germ hiicrelerin (PGH) olusumu ve gogii

» Ovaryumlarin farklilagmasi



2.1.2.1. Farklilagmamis gonadlar

Gonadlar, embriyonun 5. haftasinda mezonefrozun mediyalinden gelisen
yapilardir. Gonadlarin gelisimi sirasinda, sag ve soldaki solom epitelinin ¢ogalmasi ve
altindaki mezensimin yogunlagmasiyla olusan iki adet gonadal veya genital kabarti
olusur. Kalinlasmis solom epiteli PGH’lerini bolgeye ¢eken TGF-f (transforming
growth factor P) ailesinden bir kemotaktik faktor salgilar ve aym1 anda bu hiicrelerin
cogalmasim uyarir. PGH’lerinin primitif gonadlara ulagsmasindan hemen 6nce genital
kabartinin epiteli prolifere olur ve epitel hiicreleri altindaki mezensimin icine gdmiiliir.
Bu yapilar primer cinsiyet kordonlar1 adi verilen diizensiz sekilli yapilart olusturur.
Parmak seklindeki epiteliyal kordonlar, altindaki mezensimin icerisine dogru kisa siirede
biiyiirler. Farklilasmamis gonadlarin kesitlerinde dista korteks, icte medulla bulunmak-
tadir. Embriyo XX cinsiyet kromozom ¢iftine sahip ise, farklilagmamis gonadin korteksi
ovaryuma farklilasir ve medullas1 geriler. Eger embriyo XY cinsiyet kromozom ciftine
sahip ise medulla testise farklilagir ve korteksi, bazi kalintilar1 disinda geriler. Gelisimin
6. haftasina kadar bu yapilarda PGH’leri bulunmaz. Erkek ve diside 7. haftadan once
gonadlarin goriiniimii birbirlerine benzemektedir. Bu nedenle gonadlar farklilasmamais

gonad adin1 alir (12, 27, 101, 130, 145).

2.1.2.2. Primordiyal germ hiicrelerinin gocii

PGH, testis ve ovaryumlar da bulunan yetiskin gametlerin embriyonik
onciilleridir. PGH’leri biiyiik , motil, yuvarlak veya oval sekilli, 15-20 um capinda olan
hiicrelerdir. Niikleuslar1 ekzantrik yerlesim gosterir ve kromatinleri belirgin haldedir,
niikleoplazma esit miktarda yayilmis ve bir veya iki adet biiyiik niikleolus igerir. PGH
biiyiik mitokondrilere ve ¢ok sayida ribozomlara sahiptir. Golgi aygitina ait vezikiiller
ve endoplazmik retikulum sisternalar1 nadir olarak bulunur. Bunlarla birlikte glikojen
partikiilleri ve lipit damlaciklarn insan PGH’lerin sitoplazmalarinda yaygin olarak
bulunur. Glikojen partikiilleri ve lipit damlaciklar1 PGH’lerinin gog¢ii esnasinda enerji

kaynag olarak kullanilir (13, 27, 90, 104, 115, 118, 123).
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Sekil 2. Ovaryumlarin embriyolojik gelisimi (101)

Gelisimin 4. haftasinda, biiyiilk yuvarlak PGH’leri allantois kesesinin baslangi¢
yerine yakin vitelliis kesesinin endodermal hiicreleri arasinda goriilmeye baglarlar ve
sayilart yaklasik olarak 100 adettir. Embriyonun katlanmalar1 sirasinda, vitelliis
kesesinin dorsal parcasi embriyo icerisine dahil olur. Bu sirada, PGH’ler arka barsagin
dorsal mezenteri boyunca ameboid hareketlerle gonadal kabartilara go¢ ederler (Sekil 2).
PGH’lerin koken aldiklar1 yerden gonadlara dogru go¢ ederken izledikleri yol hala tam
olarak anlagilamamistir. Uzun zamandir gelisen gonadlarin germ hiicrelerine karsi
kemotaktik bir ¢cekim giicli olusturdugu tahmin edilir. Alternatif bir hipotez olarak ise
germ hiicrelerinin gonadlara dogru gitmesine bu hiicreleri ¢cevreleyen nonselliiler mikro
cevrenin ve selliiller mikrogevrenin rehberlik ettigi 6ne siiriiliir. Go¢ esnasinda béliinerek
cogalirlar ve ovaryuma ulastiklarinda yaklasik olarak sayilart 1000’e ulagir. 6.haftada

PGH’ler altindaki mezensim igerisine girerek primer seks kordonlarina dahil olurlar.



Gonadlarin ovaryumlara ya da testislere farklilasmasinda PGH’lerinin indiikleyici etkisi
vardir. Eger PGH’ler genital kabartilara go¢ edemezse testislerin ya da ovaryumlarin
gelisimi goriilmez. Yanhs yonlendirilen primordiyal germ hiicreleri gonadlarin disina
yerlesebilir. Genelde bu kosullar altinda hiicreler oliir. Eger 6lmezler ise teratoma adi

verilen yapilar olusur (12, 27, 96, 101, 115, 130, 145).

2.1.2.3. Ovaryumlarin farklilagmast

Cinsiyetin disi yoniinde farklilasabilmesi icin Onceleri sadece Y kromozomunun
bulunmamasimin yeterli oldugu kabul edilirdi. Y kromozomunun kisa kolu iizerinde
testis belirleyici faktor (TDF) icin gerekli olan SRY geni bulunur. TDF etkisi altinda
primer cinsiyet kordonlar1 seminifer tiibiillere farklilagir. Ancak son yillardaki yapilan
calismalarda primitif gonadlarin ovaryuma farklilagsabilmesi icin bazi genlere ihtiyag
oldugu saptanmistir. Ornegin niiklear hormon reseptor ailesinin bir iiyesi olan ve X
kromozomunun kisa kolunda yer alan DAX-1 geni (duplucated protein in adrenal
hypoplasia congenital on the X chromosome), Leydig ve Sertoli hiicrelerinin
farklilagmasinda gerekli olan steroidogenaz faktor 1’in (SF1) aktivitesini diizenleyerek
bu hiicrelerin olusumunu engeller. Ayrica ovaryumun farklilagsabilmesi icin WNT-4
(wingless-related MMTYV integration site 4) biiylime faktoriiniin de etkisi bulunur.
Sertoli hiicrelerinden salman MIS’in (miilleriyen inhibe edici faktor, anti-miilleriyen
hormon (AMH) olarak da bilinir) eksikliginde Ostrojenin etkisiyle paramezonefrik
kanallardan tuba uterina, uterus, serviks ve vajinanin iist kisimlar1 olusur (101, 130,

145).

44+XX kromozom ¢iftine sahip disi embriyolarda gonadlarin gelisimi daha yavas
olur. X kromozomu, ovaryum gelismesi i¢in gerekli olan genleri tasir ve iki adet X
kromozomuna ihtiya¢ vardir. Bu iki X kromozomu oositlerin mayoz I’in profazinda
uzun siire kalmasi icin gereklidir. OX kromozomlar tasiyan bir bireyde de ovaryumlar
gelisir. Bununla birlikte, DiGeorge ve arkadaslari ovaryum gelisiminde otozomal bir

genin de rol oynadigini ortaya ¢ikarmistir (101, 130, 145).

7



Ovaryumlar histolojik olarak 10. haftaya kadar aymirt edilemezler. Disi
embriyolarda primer cinsiyet kordonlan erkeklerdeki kadar belirgin degildir. Ancak
gonadin medullasina kadar uzanir ve rudimenter rete ovarii’yi olustururlar. Normalde

daha sonra rete ovarii ve primer cinsiyet kordonlar dejenere olurlar (101, 130, 145).

Disi gonadlarin yiizey epiteli, erkeklerdekinin aksine cogalmaya devam eder.
Yiizey epiteli 7. haftada alttaki mezensimin icine gdmiilmesine ragmen yiizeye yakin
kalmaya devam ederek kortikal kordon adi verilen ikinci nesil kordonlari olusturur. 16.
haftada, bu kordonlar izole hiicre kiimelerine parcalanirlar. izole hiicre kiimeleri
primordiyal folikiilleri olusturur. Primitif germ hiicrelerini iceren bu hiicre kiimeleri
daha cok ovaryumun medulla bolgesine yerlesirler ve bir siire sonra kaybolarak yerlerini
vaskiiler bir stromaya birakirlar. Medulladaki germ kordonlar1 hilusa dogru giderek
kiiciiliir ve kaybolurlar. Follikiillerin herbiri, primordiyal germ hiicrelerinden koken
alan bir oogonyum igerir. Kortikomediiller bolgedeki oogonyumlar primer oosit
olusturmak i¢in hacimce biiyimeye baslarlar. Biiylime primer oosit oluncaya kadar
devam eder. Bu olaya oogenez adi verilir. Oositler gelisimine dogumdan 6nce baslayip
dogumdan sonraki donem de tamamlar. Yiizey epitelinden asagiya goc eden ve germ

hiicelerini ¢evreleyen yapilar folikiil hiicrelerini meydana getirirler (27, 101, 130, 145).

Oosit, ovaryumlarda gelisimini tamamlar ve insanda bulunan en biiyiik hiicredir.
Yuvarlak bicimli, cap1 yaklasik 120-200 um arasinda olan hareketsiz bir hiicredir. Oosit,
tuba uterinadan uterusa dogru liimendeki s1v1 akintis1 ve epitellerdeki silyalar yardim ile
kendi ekseni etrafinda veya yuvarlanmalar ile yol alir. Oositin niikleusu hiicre sekline
uygun olarak yuvarlaktir ve merkezde bulunur. Kromatin ag1 niikleusun her tarafina esit
miktarda dagilmistir ve gevsek bir yap1 gosterdiginden acik renkte boyanir. Oosit
sitoplazmasina, aym1 zamanda ooplazma adi da verilir. En 6nemli 6zelligi, paraplazma
denilen besin maddelerinden zengin olmasidir. Belli basli besin maddeleri protein, lipid,

yag, karbonhidrat, mineraller ve vitaminlerdir (5, 7, 33, 69).



Primer oosit ilk mayoz boliinmesine dogumdan 6nce baslar ancak profaz asamasi
puberteye kadar tamamlanamaz. Bu asamada oogonyumlar germ kordonlarinin epiteliyal
hiicrelerinden meydana gelen tek kath folikiil epiteli tarafindan sarilir. Primer oositi
cevreleyen follikiil hiicreleri I. mayozu profazda tutan bir faktdr olan oosit maturasyon
inhibitorii (OMI) adindaki bir maddeyi salgilayarak, oositin mayoz boliinme siirecini
durdurdugu diisiiniiliir. S6lom epiteli ovaryumda germinal epitele ve altindaki bag

dokusu ise tunika albugineaya farklilanir (27, 51, 101, 130).

Postnatal (dogum sonrasi) donemde oogonium meydana gelmez. Dogumdan 6nce
biiylik bir boliimii dejenere olsa da, dogumdan sonra 2 milyon civarinda primer oosit
kalir. Pubertede ovaryumlarda profaz asamasinda bekleyen primer oositin boyutlar artar
ve birinci mayoz boliinmesini tamamlar. Ancak, sitoplazma esit olarak boliinmez ve
olusan sekonder oosit yaklasik olarak biitiin sitoplazmay1 alirken I. kutup cisimcigine ise
cok az miktarda sitoplazma kalir. I. kutup cisimcigi kisa siire icinde dejenere olur (27,

51, 101, 130, 145).

Ovulasyondan sonra sekonder oositin niikleusu ikinci mayoz béliinmeye girer,
ama bolinme sadece metafaza kadar ilerlemektedir ve bu asamada spermi
beklemektedir. Eger bir sperm sekonder oositin i¢ine girerse, ikinci mayoz bdliinme
tamamlanir ve yine sitoplazmanin ¢ogu bir hiicreye, fertilize olmus oosite veya olgun
oosite gecer. Daha az sitoplazmaya sahip olan hiicre (II. kutup cisimcigi) kisa siirede
dejenere olur, II. kutup cisimcigi atildiginda oositin olgunlagsmasi tamamlanir (27, 51,

101, 130, 145).

2.1.3. Histolojisi

Yetigkin bir bireyde son seklini almis olan ovaryumlarin birbirleriyle iligkili olarak
oogenezis (ekzokrin) ve steriodogenez (endokrin) olmak iizere iki fonksiyonu bulunur.
Ovaryumlarda sekonder cinsiyet karakterlerinin gelismesinden ve gebeligin

kontroliinden sorumlu olan Ostrojen ve progesteron iiretilir. Bununla birlikte gelisim

9



asamalarindan sonra oositin olgunlagmasinmi ve olgunlasan oositinde korunmasini da

saglar (36, 45, 69, 138, 142, 147).

Ovaryumlarin yiizeyinde bulunan germinal epitel genclerde tek kath kiibik, ileriki
yaslarda ise tek kath yassidir. Germinal epitel kolaylikla dokiilebildigi icin cogu
histolojik preperatlarda ya bir bolimi goriilir ya da hi¢ goriilmez. Bu epitel
ultrastriiktiirel olarak incelendigi zaman peritona benzer. Epitel hiicrelerinin periton
bosluguna bakan yiizeylerinde bir c¢ok mikrovilluslar bulunur. Germinal epitel
hiicrelerinde glikojen, mukopolisakkaritler, asit ile epidermal biiylime faktorleri,

progesteron ve Ostrojen reseptorleri vardir (34, 38, 45, 68, 69, 79, 142).

Germinal kok hiicreleri germinal epitel igcinde yerlesim gosterir. Germinal kok
hiicreler germ hiicrelerine benzer biiyiikk ve oval sekilli olup mitotik olarak aktif
hiicrelerdir. Germinal kok hiicreleri epitelin i¢inde olmasina karsin epitel ile iliskili
degildir ve bu hiicreler ovaryumlarin i¢inde korumasiz ve c¢iplak halde bulunurlar.
Germinal kok hiicreleri MVH (mouse vasa homolog) genini eksprese eder. Bununla
birlikte germinal kok hiicrelerden postnatal ovaryumlarda yeni oositler elde edilir.
Ayrica, ovaryum epitelinde bulunan kok hiicreleri, oosit ve onu ¢evreleyen graniiloza

hiicrelerinin bipotent kaynagidir (10, 67, 103, 111).

Germinal epitelin altinda zayif bir sekilde damarlanmis, kollajen fibrilleri ovaryum
ylizeyine paralel yerlesmis ve siki diizensiz bag dokusu olan tunika albuginea vardir.
Ovaryumlarin makroskobik olarak pembemsi-gri renkte olmasi bu tabakadan ileri gelir.

Tunika albuginea ileriki yaslarda genclere gore daha kalindir (34, 35, 36, 68, 79).

Ovaryum kesitlerinde dista korteks (substania corticalis ) icte medulla (substania
medullaris) yer alir. Histolojik 6zellikleri birbirinden farkli olan bu iki boliim arasinda,
keskin bir sinir bulunmaz. Geng bireylerin ovaryumlarinda bu iki kisitm kolayca

ayrilabilirken daha ileri ki yaslarda pek fark edilemez (34, 35, 38, 45, 68).
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Ovaryum korteksinde c¢esitli gelisim asamalarinda olan folikiiller bulunur.
Puberteden once kortekste sadece primordiyal folikiiller, puberteden sonra ise primer,
sekonder ve antral folikiiller bulunur. Cinsel olgunluk doneminde bu folikiillerden baska
korpus luteum ve atretik folikiiller bulunur. Menopoz doneminde ise folikiillerin sayisi

oldukca azalir (36, 69, 138, 142).

Kortekste folikiiller arasinda yer alan gevsek bag dokusunda, ¢ok sayida bag
dokusu hiicreleri, kollajen ve retikulum lifleri bulunur. Elastik liflere kan damarlarinin

cevresinde ve germinal epitelin hemen altinda rastlanir (34, 36, 37, 69).

Ovaryum medullas1 gevsek fibroelastik bag dokusu yapisindadir. Medullada
kollajen lif demetleri, elastik lif aglari, biiyilk kan damarlari, lenf damarlari, sinir
demetleri ve cesitli yonlere uzanan diiz kas lifleri bulunur. Kortekse gore elastik ve
kollajen liflerin sayisi fazladir. Bu yapilarin yami sira medullada interstisiyel ve hilus
hiicrelerine de rastlanir. Folikiillerin atrezi olmasindan sonra teka interna hiicreleri tek
tek ya da gruplar halinde kalirlar ve interstisyel hiicreler ya da bezler olusur. insanda
menstruasyon oncesi bazi interstisiyel hiicreler Ostrojen salgilar. Bazi tiirlerde ise
progesteron salgilar. Ilk menstruasyon siklusu sirasinda interstisiyel hiicrelerin
cogunlugu involusyona ugrar ve fonksiyonlar1 azalir. Hilus hiicreleri, testisin Leydig
hiicrelerine benzer organel yapisina sahip olup, lipitce zengindir ve hiicre icinde Reinke
kristallerine benzer yapilar bulunur. Hilus hiicreleri steroid hormon olarak androjen

salgilarlar (34, 36, 38, 68, 69, 142).

2.1.4. Folikiilogenez

Ovaryumlarda folikiillerin farkli gelisim evrelerine gore baglica 4 tip folikiil
bulunmaktadir (Sekil 3) (101, 130, 142).
1. Primordiyal folikiiller
2. Primer folikiiller
3. Sekonder folikiiller
4. Antral folikiiller
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Pihtlagmig kan |, .

Atretik follikiil

Sekil 3. Ovaryum folikiillerin gelisimi (101)

2.1.4.1. Primordiyal folikiiller

Primordiyal folikiiller, onciil folikiillerdir ve dogumdan O©nce gebeligin 20.
haftasinda 6-7 milyon civarinda olup dogumdan sonra sayilar azalarak 300-400 bine
kadar diismektedir. Puberte doneminde ise bu folikiillerden yalnizca 450-500 tanesi
ovulasyona ugrar ve geriye kalan primordiyal folikiiller dejenere olarak ortadan
kaybolur. Primer oositin etrafin1 tek kath yass1 folikiil hiicreleri cevreleyerek
primordiyal folikiilleri olustururlar. Primordiyal folikiiller tunika albugineanin altinda
bir tabaka olustururlar. Bu folikiiller tiim iireme dénemi boyunca memeli ovaryumunun
ihtiyaclarim karsilar. Folikiil hiicreleri, primer oositi tam olarak cevreler ve aralarinda
dezmosomlar bulunur. Folikiiliin ¢evresinde ise bir bazal lamina bulunur. Primordiyal
folikiillerin gelisebilmesi icin NGF (nerve growth factor) ve SPO11 (spondation protein
homolog 11) gibi faktorlerin etkisi bulunur (20, 24, 27, 48, 116, 130).
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2.1.4.2. Primer folikiiller

Primer folikiiller; primordiyal folikiildeki primer oosit, folikiil hiicreleri ve
bunlan ¢evreleyen stromal dokudaki degisikliklerin sonucu olarak gelisir. Primer oositin
cap1 biiyiir. Folikiil hiicreleri oosit gelismesine bagh olarak degisiklige ugramaktadir;
yassidan kiibik sekle doniisiir ve graniiloza hiicreleri adin1 alirlar. Primer folikiilde,
oositin cevresinde tek kath kiibik epitel ve bazal lamina bulunur. Primer folikiiliin cap1
50-80 pm kadar biiyiir. Ayrica, primer folikiillerde ileride oositin etrafin1 saracak olan
zona pellusida olusmaya baslar. Primordiyal folikiillerden primer folikiillerin
gelisebilmesinde BMP4, BMP7 (bone morphogenetic factor 4 ve 7) ve FGF7 (fibroblast
growth factor 7) gibi bazi faktorlerin etkileri vardir (34, 68, 78, 88, 109, 116, 142).

2.1.4.3. Sekonder folikiiller

Primer folikiillerdeki tek katl olan graniiloza hiicreleri hizlica mitoz gecirirler ve
cok katli hale doniisiirler. Bu tabakalardan en igteki ve en distaki tabakada graniiloza
hiicreleri prizmatik sekillidir. Bu iki kisim arasinda kalan hiicreler ise karsilikli baski
nedeniyle poligonal sekillidir. Graniiloza hiicrelerinin olusturduklar1 ¢ok katli epitele
stratum graniilozum ad1 verilir. Ayrica bu tip folikiillere multilaminar primer folikiil

de denir (45, 68, 142).

Oosit ile onu cevreleyen graniiloza hiicreleri arasinda ve graniiloza hiicreleri
tarafindan salgilanan amorf bir madde olan zona pellusida goriiliir. Isik mikroskobik
olarak parlak, homojen bir sekilde ve asidofilik olarak gozlenir. Ayrica, glikoprotein
icerigi nedeniyle PAS pozitiftir. Zona pellusida da ti¢ farkli glikoprotein bulunmaktadir
(ZP1, ZP2 ve ZP3). insanda 13 um kalinliginda olan zona pellusida 6nemli roller oynar
(12, 101, 130).
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Oositin ve folikiil hiicrelerinin gelisebilmesi icin folikiillerin etrafindaki stroma
folikiillerin c¢evresinde bir kapsill meydana getirir. Bu yapiya teka tabakasi (teka
folikiilii) ad1 verilir. Stromal hiicreler, 6zel bag dokusu lifleri, hiicreleri ve lifsel yapilar
teka tabakasini olusturmak iizere folikiiliin ¢evresinde organize olurlar. Teka folikiilii,
steroid hormon salgilamaya uygun endokrin bir yap1 gibi zengin sekilde damarlanma
gosteren teka interna ve biiyiik cogunlugu fibréz bag dokudan olusan teka eksternadan
olusur. Teka internayr olusturan hiicrelerin zarlarinda LH reseptorleri bulunur ve bu
hiicreler de steroid tireten hiicrelerin ultrastriiktiirel 6zellikleri gozlenir. Poligonal sekilli
olup oval bir niikleuslara, sitoplazmalarinda ¢ok sayida lipid damlalarina ve gelismis diiz
endoplazmik retikuluma sahiptirler ve mitokondriyumlarin kristalar: tiibiiler tiptedir. Bu
hiicreler bag dokusundan gelistigi halde epiteloid karakterdedirler. Teka interna
hiicreleri, graniiloza hiicrelerindeki erkek cinsiyet hormonu olan androstenedionu
tiretmektedir. Teka hiicrelerinde {iiretilen androstenedion aromataz enzimi yardimiyla
Ostrojene graniiloza hiicrelerinde cevrilir. Graniiloza hiicreleri, teka internadan bir bazal
lamina ile ayrilmaktadir. Teka eksterna da az sayida konsantrik yerlesimli fiiziform bag
dokusu hiicreleri, yogun kalin kollajen lifler ve diiz kas demetleri bulunur. Her iki teka
arasinda ve teka eksterna ile cevre stroma arasinda kesin bir sinir yoktur (20, 34, 45, 63,

69, 142).

2.1.4.4. Antral folikiiller

Sekonder folikiiller gelisimlerine devam ederken, graniiloza hiicreleri arasinda
bosluklar olusur. Bu bosluklarin icerisine folikiill sivist (likor folikiilii) bulunur.
Graniiloza hiicreleri tarafindan iiretilen bu sivida glikozaminoglikan, proteoglikan, 20
kadar cesitli enzim ve steroid baglayan proteinler vardir. Ayrica, liiteinizan hormon
(LH), folikiil stimiile edici hormon (FSH) ve bu hormonlarin salinimini diizenleyen
progesteron, Ostradiol, inhibin, folliostatin (folikiilostatin) ve aktivin gibi steroid igerikli
¢Oziinmils hormonlar bulunur. Folikiill sivisi iiretimi bir yandan devam ederken bir
yandan da tek tek bulunan bosluklar birleserek sivi dolu biiyiikk bir bosluk (antrum

folikiili) olusturmak iizere birlesirler. Graniiloza hiicreleri folikiil icinde yeniden
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diizenlenmeye baslar. Bu arada primer oosit sivi dolu antrumun duvarinda bir kenara
itilmig, ¢ikinti yapan (kiimiiliis ooforus) ve tek tabakali graniiloza hiicreleri ile cevrili
hale gelir. Oositin ¢evresindeki graniiloza hiicreleri korona radiata olarak isimlendirilir.
Antrumu ¢evreleyen graniiloza hiicrelerine ise membrana graniiloza denir (7, 68, 101,

129, 130).

Ovulasyona yakin donemlerde folikiiliin son gelisim evresi olan olgun folikiil
(Graaf folikiilii, matiir folikiil) ovaryum yiizeyinde transparan bir siskinlik olarak
gozlenir ve yaklasik olarak ovaryumun biiyiikliigiine yakin boyuttadir. Graniiloza
hiicrelerini teka internadan ayiran follikiil bazal laminasi, kalinlasarak membrana vitrea
adini alir. Bu dénemde oositin biiyiimesi, follikiil hiicrelerinin ¢ogalmasi durur. Primer
oosit cekirdegine, vezikiila germinativa (GV), nukleolusuna ise makula germinativa
denir. Primer oosit sitoplazmasinda ¢ok sayida vitellin graniiller bulunur (12, 33, 34, 69,

101, 129, 130).

2.1.4.5. Korpus luteum

Ovulasyondan kisa siire sonra matiir follikiil duvarlar1 biiziilir ve katlanir. LH
etkisiyle korpus luteum olarak bilinen ve progesteron ve az miktarda dstrojen salgilayan
bir yapiya doniisiir. Bu hormonlardan o6zellikle progesteron, endometriyal bezlerin salgi
yapmasina ve blastosistin implantasyonu i¢in endometriyumun hazirlanmasina neden
olur. Korpus luteumu olusturan graniiloza hiicrelerine graniiloza lutein hiicreleri adi
verilmektedir. Bu hiicreler oldukca biiyiiktiir ve merkezde yerlesim gostermektedirler.
Ancak teka lutein hiicreleri ad1 verilen ve teka tabakasina ait olan diger hiicreler ise daha
kiiciik olup korpus luteumda kenarda yerlesim gosterirler. Burada lutein hiicrelerinin
sitoplazmalarinda lipid damlaciklar1 olusur ve sar1 renk alirlar. Ayrica teka internada
bulunan lenf ve kan damarlarn ovulasyondan sonra korpus luteumun i¢ kisimlarina dogru

ilerleyerek burada zengin bir damar agim olustururlar (68, 101).
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Eger oosit fertilize olursa, korpus luteum genisleyerek gebelik korpus luteumunu
olusturur ve hormon {iretimini artirir. Gebelikte, koryonun sinsityotrofoblastlar
tarafindan salgilanan insan koryonik gonadotropin hormonu (hCG) korpus luteumun
bozulmasim1 engeller. Gebelik korpus luteumu hamileligin ilk 20 haftas1 boyunca
islevsel olarak aktiftir. Daha sonra plasenta gebeligin devamu i¢in gerekli olan dstrojen

ve progesteronu salgilar (101, 130).

Eger oosit fertilize olmazsa, ovulasyondan 10-12 giin sonra korpus luteumda
gerileme ve dejenerasyon gozlenir. O zaman da menstruasyon korpus luteumu adim alir.
Korpus luteum, bunu takiben, korpus albikans adi verilen beyaz skar dokusuna doniisiir
(atretik korpus luteum). Hamilelik disinda ovaryan sikluslar kadinlarin iireme yasami

boyunca devam eder ve menopoz ile son bulur (101, 130).

2.1.4.6. Atretik folikiiller

Ovaryumda dogum sirasinda sayilari milyonlarla ifade edilen ve cesitli geligsim
evrelerinde follikiiller bulunur. Her menstrual siklusta birden ¢ok folikiil gelisir. Ancak
olgun bir follikiil, parcalandiginda ve oosit kiimiiliis korona kompleksi atildiginda geride
kalan olgunlagmakta olan follikiiller atreziye ugrar. Folikiiller atreziye ugrarken ilk basta
oosit kisimlar1 daha sonra da folikiil hiicreleri dejenere olur. Atreziye ugrayan
primordiyal folikiillerin yerini stromal bag dokusu alir. Gelisen folikiillerin atrezisi ise

daha kompleks bir olaydir. Bu olaylar1 siralarsak (34, 36, 68, 79, 101);

» Oosit kismi dejenere olur.

» Mitoz durur ve graniiloza hiicreleri arasina endoniikleazlar ve hidrolitik
enzimler yayilir.

» Graniiloza tabakasinda ¢ok miktarda nétrofil ve makrofajlar goriiliir.

» Graniiloza hiicreleri antruma dokiiliir.

» Folikiil biiziisiir.

» Bag dokusu folikiillerin antrumuna dogru ilerler.

» Otolitik degisikliklere dayanikli olan zona pellusida ise makrofajlar

tarafindan fagosite edilerek ortadan kaldirilir.
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2.2. Prematiir Over Yetmezligi

Ovaryumlarda oositler puberte doneminde 400 bin iken 37-38 yaslarda 25 bin
civarinda bulunur. Premenopoz doneminde oositler hizlica tiikkenmeye baslar ve
menstiirel siklus azalir. Diinya genelinde menopoz icin kesin bir yas belirlemek olasi
degildir. Ulkemizde menopoz yasit 46-47 yas arasindadir. Fakat bu yas iilkelere gore
farkliliklar (45-54 yas arasi) gosterir. Ortalama yasam siiresini kadinlar i¢in 72,3 olarak
kabul edersek, kadinlar yasamlarinin yaklasik 25 yi1lin1 menopoz doneminde gegirir (47,

65).

Ovaryumdaki oositlerin cesitli nedenlerden dolayr menopoz yasindan Once
tilkkenmesi erken menopoz veya prematiir over yetmezligi (POF) olarak adlandirilir.
POF, 40 yasindan 6nce amenore, hipoostrojenizm ve yiiksek gonadotropin seviyesi ile
seyreden bir durumdur. POF i¢in 3 tanisal kriter mevcuttur (85):

» 4 aydan uzun siiren amenore,
» 40 yasindan kiigiik olmak
» En az bir ay ara ile iki kez serumda belirlenen FSH seviyesinin

40mIU/ml’ den fazla olmasi.

Kadinlarda POF c¢esitli nedenlerden dolay1r olugsmaktadir ve bu nedenlerden bir
kacini siralayacak olursak;

1. Gonadal gelisim defektleri; embriyolojik gelisim sirasinda olusacak
hasarlar (15).

2. Genetik nedenler; otozomal ve gonozomal kromozomlardaki hasarlar
(74).

3. Cevresel toksinler; cesitli maddelerin iiretiminde kullanilan ve bu
iriinlerden ortaya ¢ikan toksinler (157)

4. Radyoterapi; radyasyona bagli nedenler (113)

5. Kemoterapi; kemoteropatik ajanlar (49).

6. Otoimmiinite; otoimmiin hastaliklarin ve ovaryumdaki antijene kars1 olan

otoantikorlar (55)
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7. Metabolik nedenler; cesitli hastaliklarin ovaryumlara etki etmesi (32).
8. Rerzistan over sendromu; folikiillerin uyarici hormonlara cevap

vermemesi (18).

POF’lu kadinlarin biyokimyasal olarak serumlarina bakildiginda yiiksek seviyede
LH ve FSH gozlenirken, diisiik seviyede Ostrojen ve inhibin goriiliir. Bu hormonlardan
inhibin A dominant folikiillerden ve korpus luteumdan salinirken, inhibin B ise antral

folikiillerin graniiloza hiicrelerinden salinmaktadir (119).

Bununla birlikte, POF’lu kadinlarin ovaryumlarinda proapoptotik genler daha

fazla eksprese edilirken antiapoptotik genler ise eksprese edilmez.

POF insidans1 yasa bagli olarak degiskenlik gosterir. 40 yasin altinda goriilme
siklig1 ortalama 1:100 iken, 30 ’lu yaslarda 1:1000, 20’li yaslarda 1: 10000 siklikta
goriiliir. POF insidansi etnik kokene gore de farklilik gosterir: Kafkas irkinda %1, Afrika
ve Amerika rklarinda %1.4, 1spany01 irkinda %1,4, Cin 1rkinda %0,5 ve %0,1 Japon
irkinda goriiliir (16, 89).

POF’'lu kadinlar, dogal menopoz izlenen kadinlardan ¢ok daha uzun siire
Ostrojen eksikligi ile karst1 karsiya kalacaklardir. Bunun sonucunda POF’lu
kadinlarda, osteoporoz ve kardiyovaskiiler hastalik riski anlamli olarak artmig

durumdadir (1).

POF hastalarinda, over fonksiyonlarmin geri kazanilma olasilifiyla, izlenen
tedavi yontemi arasinda iligki olup olmadig: yillardir yapilan gesitli ¢calismalarla ortaya

konulmaya calisilir (19).
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2.3. Antimiilleriyen Hormon

Antimiilleriyen Hormon (AMH) Miilleriyen Inhibitér Faktor (MIF veya MIS)
olarak da bilinir. AMH dimerik bir glikoprotein yapisinda, 72kDa agirliginda ve disiilfit
baglariyla baglanmis iki monomerden olusur. AMH, inhibin, aktivin glikoproteinlerinin
de dahil oldugu TGF-p ailesinin bir iiyesidir. AMH doku biiyiimesi ve farklilagmasinda
etkilidir. AMH erkek fotiislerde Miiller kanallarini inhibe eden faktordiir ancak
ovaryumlarda da daha farkli gorevleri oldugu bulunmustur (29, 121, 122, 146, 148).

Insan fotal ve neonatal ovaryum dokusunda AMH ekspresyonu tartigmali
olmakla beraber gebeligin 13. haftasindan itibaren baslar (99). AMH erkekte testiste
sertoli hiicrelerinde, kadinda ise ovaryumlardaki graniiloza hiicrelerinde iiretilir. Erkek
fotiisiin gelisiminde Miiller kanallarinin gerilemesini ve normal erkek iireme sisteminin
gelismesini saglar. Sertoli hiicrelerinde embriyogenezle baslayan AMH sekresyonu
yasam boyu devam eder. Kadinda serum AMH diizeyleri erkege gore daha diisiiktiir.
Puberte sonrasi menstriiel siklus basladiginda sirkiilasyondaki AMH diizeyi giderek

azalir ve menopozda tespit edilemez (92, 98, 146, 159).

AMH folikiiler hormon yapiminda etkilidir. AMH aromataz aktivitesini, LH
reseptor sayisi ve teka hiicrelerinde testosteron yapiminmi azaltir. AMH primordiyal
folikiillerde eksprese edilmez. AMH primer folikiillerden kiiciik antral folikiillere dogru
geciste eksprese edilir. Preovulatuvar biiylik antral folikiillerde AMH ekspresyonu ya

cok kisitl ya da yoktur. Ovaryum aktivitesi iizerine diizenleyici etkisi vardir (50, 127).

AMH, klinik arastirmalarda ovaryum rezervinin degerlendirilmesinde, graniiloza
hiicreli tiimorlerin saptanmas1 ve takibinde, gecikmis pubertanin taninmasinda,
kriptoorsit ve anorsit tanmisinda, her yasta erkek gonad fonksiyonunun

degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (50, 146).
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AMH folikiiler gelisim esnasinda 6zel bir role sahipti. AMH’dan yoksun olan
farelerde primordiyal folikiiller normal sayidadir fakat bu folikiillerin tiikenmesi
olduk¢a hizlidir. Bunun sebebi ise AMH’den yoksun farelerde gelismekte olan
folikiillerin sayis1 artar ve boylece ovaryumdaki primordiyal folikiil havuzlarida erken
tikenir. Biiyliyen folikiillerde @~ AMH sekresyonu parakrin etki  yaparak
komsuluklarindaki primordiyal folikiillerin biiyiimesini baskilar (28, 98).

POF’lu hastalarda antral folikiillerde AMH iiretiminde azalmalar goriiliir. Bu
azalmalar antral folikiillerdeki granuloza hiicrelerini olumsuz etkiler ve folikiillerin

gelisiminde atretik degisiklikler ile tekal hipertrofiye neden olur (30).

AMH’nun biiyiiyen folikiil havuzunun intraovaryan sinyali olarak bulunmasi
onemli klinik fayda saglayacaktir. infertilite kliniklerinde temel sorulardan bir tanesi
ovaryumdaki rezervin hem kalite hem de say1 olarak tespit edilmesidir. Ovaryum
rezervindeki azalma ovaryal yaslanma olarak adlandirilir. Oosit kalitesinin yaninda
ovaryumlarda kalan folikiil sayis1 énemli bir parametredir. Ovaryumlardaki primordiyal
folikiil stogunun direkt olarak bulunmasi olduk¢a zordur. Primordiyal folikiillerden
biiytiyen folikiill havuzuna dogru gecisin tespit edilmesi ve ovaryum rezervinin

belirlenmesinde 6nemli bir isaret olarak AMH kullanilabilecektir (126, 148).

2.4. 4-Vinylcyclohexene Diepoxide

4-Vinylcyclohexene diepoxide (VCD)’nin kimyasal formiilii CsH;,0,, molekiil
agirhig ise 140,20 mg’dir (Sekil 4). Sicanlardaki oral letal dozu 2,130 mg/kg olarak
bulunmustur. Bocek ilaci, lastik, kauguk ve plastik sanayisinde iiretilen maddelerin 1,3-
biitadian dimerizasyon formuna 4-Vinylcyclohexene (VCH) adi verilmektedir. VCD,
VCH’nin metabolitidir. VCD ticari olarak ara madde olarak kullanmilir. Diepoksid ve
epoksi resinleri icin aktif seyrelticidir (57, 62, 105, 106).
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(S)-VCH-diepoxide

Sekil 4. 4-Vinylcyclohexene diepoxide’in kimyasal formiilii (43)

VCD ve VCH ovaryumlara toksik etki yapmaktadirlar. Bu iki kimyasallardan
VCH sadece farelerin VCD ise hem fare hem de sicanlarin ovaryumlarina toksiktir.
VCD ile VCH’nin toksik etkileri karsilastirildiginda VCD daha toksiktir. VCD
sicanlarda hepatik mikrozomal enzimlerle hizla nontoksikdiole metobolize olur.
VCD’nin primer ve primordiyal folikiilleri parcalamasiyla yetigkin sicanlarda prematiir
over yetmezligine sebep olur. Bu toksisite, hipotalamus—hipofiz sistemi araciligiyla
gerceklesmez. Ciinkii immatiir folikiiller gonadotropin diizenlemesine bagimh degildir.

VCD’nin direkt olarak ovaryumlara toksiktir (42, 53, 137, 143).

VCD ile toksisite olusturmak icin tekrarlayan dozlarla ve belli bir siire
uygulanmasi gerekmektedir. 30 giinliik uygulamalarda kiiciik folikiillerin 6nemli kaybi
(primordiyal,primer ve biiyliyen folikiil) goriilmiistiir. Bununla birlikte kisa ¢aligmalarda
primordiyal ve primer folikiil sayilarinda azalma ilk olarak 12. giinde goriilmiistiir. Bu
zamanda biiyliyen folikiillerde degisiklik goriilmemistir. VCD aracili ovotoksisite ilk
olarak 10. giinde goriiliir. Bu giinde kontrole gore sagliksiz folikiillerin yiizdesi artarken
onemli bir folikiil kayb1 goriilmez. VCD’nin meydana getirdigi sagliksiz folikiillerin

goriintiisii kontrol grubunda atretik folikiillerin goriintiisiine benzer (42, 72, 140).

VCD sican ve fare primordiyal ve primer oosit sayisimi selektif olarak azaltir.
Aragtirmalarda VCD’nin neden oldugu hiicre 6limii ve folikiil kaybinin apoptoz
yoluyla gerceklestigi belirtilmektedir ve apoptoza giren hiicrelerin iki intraselliiler

sinyal yolunu takip ettikleri belirtilmektedir (53, 95, 140). Birinci apoptoz sinyal
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yolunda VCD apoptoz mekanizmasinin ana komponenti olan kaspaz adi verilen sistein
proteaz ailesini etkileyerek folikiil kayiplarin1 gerceklesir. Kaspazlar, inaktif prekiirsor
(prokaspazlar) olarak eksprese olurlar ve proteolitik yariklanmayi aktive ederler.
Kaspazlar, apoptozda baslatic1 ve yerine getiren olmak iizere iki simiftir. Proapoptotik
sinyaller kaspaz-2, -8 ve -9 gibi baslatic1 kaspazlar1 aktive eder. Baslatict kaspazlarin
aktivasyonu kendiligindendir ve spesifik kofaktore bagli gelisir. Bir kez aktivasyon
oldugunda baslatici kaspazlar, yiiriitiicii kaspazlara yapisir ve onlar1 aktive ederler

(kaspaz-3, -6 ve -7) (8, 59, 108, 151).

Kullanilan biyokimyasal, molekiiler ve morfolojik yaklasimlar, bu yolun daha ¢ok
primordiyal ve primer folikiiller iizerine etkili oldugunu diisiindiirmektedir. Apoptozun

artmast ile iliskili oldugu bilinen olaylar1 VCD artirmaktadir (53, 59, 61).

Bunlar;

(1) proapoptotik Bad ekspresiyonu artar.

(2) sitozoldeki mitokondriyal membranda Bax ile onun dimerizasyonundan
olusan Bcl-xI nin translokasyonu artar.

(3) mitokondriyal membranda Bax/Bcl-x1 oran1 artar.

(4) sitozolde mitokondriden sitokrom c difiizyonu artar.

(5) kaspaz 3 ekspresyonun aktivasyonu ve aktivitesi.

VCD uygulanan siganlardan izolasyon ile elde edilen folikiillerde, Bcl-2 ailesinin
birkag iiyesi apoptoz sinyal yolagim diizenler. Bcl-2 ve onun homologu olan Bcl-xI ise
hiicre oliimlerini engeller. Bad ve Bax ise hiicre 6liimiinii hizlandirir. Bel-2 protein ve
onun homologu olan Bcl-xL mitokondrilerin membraninda, endoplazmik retikulum ve
cekirdek zarinda lokalizedir ve hiicrelerin yasamasindan sorumludurlar. Eger Bax / Bcl
orani artarsa hiicre apoptozise gitmektedir. Bunla ilgili yapilan bir calismada bu sinyal
yolunda mitokondriyal membrandaki Bax’in artig1 sitoplazma igine sitokrom c’nin
sizmasini artirmaktadir ve tiim bu olaylar proteaz ve kaspaz-3 aktivasyonunun

artmasina neden olur (53, 55, 124, 141, 156, 162).
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Ikinci apoptoz sinyal yolunda ise VCD mitogen aktive eden protein kinazi
(MAPK) kullanir (93). Bu yolda ekstraselliiler sinyal diizenleyen kinaz (ERK), c-Jun N
terminal kinaz (JNK) ve P38 kinaz iceren ii¢ major memeli MAPK’lar, farkli sinyal
transdiiksiyon yolu ile hiicre biiylimesi, farklilasmasi ve apoptoz gibi birkac hiicresel
fizyolojik olay1 kontrol eder. Genellikle ERK kaskad: biiyiime faktorleri ile aktive olur
ve hiicre 6mrii veya proliferasyonunda kritik rol oynar. Tersine JNK ve P38 yolu strese
cevap, biiyiimenin durmasi ve apoptoz sirasinda stimiile olur (125, 156, 160). Bir kez
aktive oldugunda, aktivator protein-1 (AP-1) gibi cevap elementleri diizenlenir ve

apoptoza yol agar (73).

VCD primer ve primordiyal folikiillerde MAPK aracili yolun baslamasinda su
sekilde etkilidir. (49, 60).
(1) JNK ve P38 in aktivasyonunu ve ekspresyonunu arttirir.
(2) c-Jun’un fosforilasyonunda artiga neden olur

(3) AP-1 cevap elementlerine bagh niikleer proteinlerde azalmaya neden olur

(59).

Insanlardaki iireme donemlerindeki dstradiol, FSH ve menstriiel sikluslarin diizeni
VCD uygulanan fareler ile karsilagtirildiginda puberte donemi, menopoz oncesi donem
ve menopoz donemlerinde benzerlik goriiliir (Sekil 5). Fareler de VCD nin etkisi 15.

giinde goriiliirken menopoza gecis donemi ise 60. giinden sonra meydana gelmektedir

(54).
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Sekil 5. Insan ve VCD uygulanmis farelerin iireme donemlerindeki hormonlarin
karsilastirilmasi (54)

2.5. Ostrojen

Dogal olarak viicudumuzda bulunan ve sentezlenen Ostradiol, dstron ve Ostriol
olmak iizere 3 temel Gstrojen (Sekil 6) vardir. Bunlar icinde Ostrojenik etkisi en fazla ve

reprodiiktif donemde temel Gstrojenik etkiden sorumlu olan 6stradioldiir (31).

OH
CH,

Ostrojen

Sekil 6. Ostrojenin kimyasal formiilii (56)
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Ostrojenler dolasimda serbest sekilde ve proteinlere baglanms durumda
bulunurlar. Dolagimdaki Ostrojenler %3’ii serbest iken, %37’si albiimine, %601
cinsiyet hormon baglayan globiilin (SHBG) baghdir. Ostradolin yarilanma 6mrii 90
dakikadir. Ostrojenler bir seri hidroksilasyonun ardindan karacigerde siilfirik asit ve
glukronik asitle konjiige olarak inaktif duruma getirilir. Konjiige edilen metabolitlerin
biiyiik cogunlugu safra ile atilirken bir kismi1 enterohepatik dolasima girer. Ostrojenlerin

az bir boliimii ise idrar ile atilir (3, 76).

Ostrojenler, disi iireme organlarinda, meme bezlerinde, cinsel davranislarda,
hipofiz ve diger bazi organlarda 6nemli roller oynamaktadir. Ostrojenlerin biiyiik
cogunlugu ovaryumlarda iiretilir ve buradan dolasima katilir. Ostrojenler ovaryumdaki
folikiillerin etrafini saran teka hiicrelerinde iiretilen androjenlerin graniiloza hiicrelerinde

ki P450 aromataz enzimi ile dstrojene ¢evrilmektedir (128).

Ostrojenin folikiilogenez, steriodogenez, ovulasyon ve korpus luteum olusumuna
etkisi vardir. Ayrica oosit etrafindaki graniiloza hiicrelerinin ¢ogalmasinmi saglar ve
apoptozu azaltir. Ostrojen uygulanmis hayvanlarda folikiillerin biiyiimesi ve ovaryum
agirhiklan artar. 17- B 6stradiol yetiskinlerde graniiloza hiicrelerinin ¢ogalmasini uyarir

ve primordiyal folikiillerin gelisiminde rol alir (52, 128, 158).

Ostrojenler, hiicre yiizeylerindeki Ostrojen reseptorlerine baglanirlar. iki gesit
Ostrojen reseptorii bulunur. Bunlar dstrojen reseptor oo (ER a) ve f (ER B)’dir. ER a
hipofiz, timus ve uterus gibi organlarda genellikle eksprese edilirken, ER 3 ise ovaryum
ve prostatta eksprese edilir. Hipofizi ¢ikarilmig hayvanlarda ER B agonisti, hayvanlarin

folikiiler gelisimini uyarir ve atreziyi azaltir (52, 110, 120).
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2.5.1. Fitoostrojen

Fitoostrojen olarak isimlendirilen ve endojen Ostrojene benzer aktiviteler
gosterebilen bitkisel kaynakli kimyasallar, son yillarda yapilan bazi epidemiyolojik
caligmalarla 6nem kazanmistir. FitoOstrojence zengin diyetle beslenen toplumlarda
kardiovaskiiler hastaliklar, osteoporoz, gogiis, prostat ve barsak kanserleri ile ilgili
sikayetler daha az goriiliir ve postmenopoz donemde kadinlarda Ostrojen yetersizligine

bagl semptomlar daha hafif yasanir (11).

Fitoostrojenlerin en 6nemli dzellikleri, Ostrojenik ve antidstrojenik aktiviteye sahip
olmalandir. Fitodstrojenlerin aktiviteleri ortamin endojen Ostrojen diizeyi ile iliskilidir.
Yiiksek Ostrojenli cevrede (premenopoz) antidstrojenik etki gosterirlerken, diisiik
ostrojenli cevrede (postmenopoz) Ostrojenik etki gosterirler. Fitoostrojenlerin Ostrojenik
etkileri, ilk olarak 1946 yilinda Bat1 Avusturalya’da, izoflavonca zengin bir cesit yonca
(trifolium subterraneum) ile beslenen koyunlarda tireme bozuklugunun gelismesi ile
anlasilmistir. Benzer etkiler 2.Diinya Savaginin sonlarina dogru besin kitlig1 nedeniyle
lale soganlarin1 gida olarak tiiketen bircok Alman kadinda menstriiel bozukluklar

gozlenmistir (17, 81, 152).

Fitoostrojenlerin Ostrojenik ve antidstrojenik Ozellikleri, temel olarak, endojen
Ostrojen olan 17-B-0stradiol’e yapisal ve islevsel benzerligi nedeniyle Ostrojen
reseptorlerine (ER) kolay baglanmasiyla agiklanir. Fitoostrojenlerin ER-3 reseptorlerine
ER-a reseptorlerinden daha gii¢lii baglama kapasitesine sahiptir. Fitodstrojenlerce
zengin diyetle beslenen kadinlarda cinsiyet hormon baglayan globiilinin serum diizeyi

artar (6, 17, 132).

Fitoostrojenin ~ Ostrojenik  etkileri  disinda  antioksidan  aktiviteleri ve
antikarsinojenik aktiviteleri de bulunur. Ayrica fitoostrojenlerin klinik caligmalarda
premenopoz ve postmenopoz donemdeki, kardiyovaskiiler hastaliklarda ve
osteoporozda, ayrica gogiis ve prostat kanseri gibi kanser tiirlerinde cesitli koruyucu
etkileri bulunur. Fitoostrojenlerin Ostrojenik/antiostrojenik, antioksidan,

antikarsinojenik, antianjiogenetik ve antiproliferatif etkileri vardir (11).
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2.5.2. Silymarin

Silymarin uzun yillardir karacigerdeki hepatit, siroz gibi ve safra kesesindeki
hastaliklarda cesitli cevresel toksinler ve kimyasallarin yol actig1 zehirlenmelerde, yilan
ve bocek sokmalarinda, mantar zehirlenmelerinde ve de alkol tedavilerinde kullanilir.
Silymarin Milk Thistle olarak da bilinmektedir ve Silybum marianum L. Gaertn (deve
dikeni) ya da Carduus marianus L. (meryem ana dikeni) bitkisinin yaprak ve
tohumlarindan elde edilir (Sekil 7). Silymarin, Astraceae (Compositea) familyasina ait
polifenolik bir flavonoiddir ve molekiil agirhig1 482,44 g’dir. Silymarindeki bilesenlerin
yapisi 1960’11 yillarda tanimlanmistir. Yapisinda %70-80 oraninda flavolignanlar ve
%20-30 oraninda ise tanimlanmamis polifenolik bilesenler bulunur. Silymarinin
kimyasal formiilii CpsH,0j¢dir. Silymarin 4 flavolignan izomerlerinin kompleks bir
karigimidir. Bunlar silymarinin ana maddesi olan silybindir ve yaklasik olarak %60’ 1m
kapsar. Bunun disinda isosilybin, silychristin ve silydiadin bulunur (Sekil 8). Silybinin,
silybinin A ve silybinin B olmak iizere iki ¢esittir ve 1:1 oraninda bulunur (44, 82, 84.

102).

Silymarin suda ¢ok az ¢oziiliir. Plazmadaki en yiiksek degeri hem insan hem de
hayvan safra tuzlarinda alimimindan sonraki 4-6 saat arasinda bulunur. Silybin ve
silymarinli bilesenler karacigerde siilfat ve glukronik asitle hizla konjuge olurlar.
Konjugatlar plazmaya ve safraya gecerler. Silymarin temel olarak safrayla, az bir miktart

da idrarla atilir. Silymarinin yarilanma 6mrii yaklasik olarak 6 saattir (41, 44).

Silymarinin toksitesi olduk¢a diisiik miktardadir ve embriyotoksik ozellikleri
yoktur. Silymarinle yapilan akut toksisite ¢aligmalarinda letal doz (LD50) degerleri
farede 400 mg/kg, sicanda 385 mg/kg, tavsan ve kopekte ise 140 mg/kg olarak

bulunmustur ve bu degerler infiizyon hiziyla orantilidir (41, 44).
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Sekil 8. Silymarinin igerisindeki bulunan maddelerin kimyasal formiilleri (46).
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Silymarinin koruyucu 6zellikleri bakimindan 4 etkisi gozlenir (Sekil 9 ); (155)
» GSH’1n hiicresel icerigini arttirir ve serbest radikal temizleyicilerle lipit
peroksidasyonuna karsi1 aktivite gosterir.
» Membran gecirgenligini diizenler ve ksenobiyotik tehlikelerde membran
stabilitesini arttirir.
» Steroid gibi etkileriyle niikleer ekspresyonu diizenler
» Hepatositlerin siroza neden olan kollajen fibrillerin yikimindan sorumlu

olan miyofibroblastlara doniismesini baskilar.

Son zamanlarda yapilan arastirmalarda Silymarinin Ostrojenik aktivitesinin
oldugu, ila¢ tasiyicilarin (P-glycoprotein) modulasyonunda gorev aldigi ve niikleer
faktor kappa B’nin (NF-xB) baskilanmasiyla DNA ekspresyonu iizerine spesifik
etkilesinin oldugu ortaya konmustur (82, 135).

Silymarin, baz1 kimyasallarin karsinojenik etkilerini inhibe eder. Silybin hiicresel
dongii, sinyallerin ve cesitli mitojeniklerin modulasyonlarinda gorev alir. insan prostat
karsinomunda, silymarin mitojenik sinyal yolaklarin1 ve hiicresel dongii diizenleyicileri
baskilar. Silymarin ayrica steroid hormonlara bagh tiimorleri inhibe eder ve anti-

anjiojenik etkisi vardir (25, 82, 164).

Silymarin veya silybin bazi norodejeneratif hastaliklarda hiicreleri norotoksik
etkilerden korur ve bu hastaliklarin tedavilerinde kullanilabilir. Silymarin bazi hiicre
kiiltiirlerinde farklilanmay1 baskilar ve hiicreleri apoptoza kars1 korur. Ayrica, silymarin
oksidatif stresin tetikledigi apoptoza karsi primer hippokampal noronlar1 korur.
Silymarin glutatyon peroksidaz, siiperoksid dismutaz ve katalaz gibi antioksidanlari
uyarir. Silymarin makrofajlardaki ve T-lenfositlerdeki interlokin 1B (IL-1f), interferon-y
(IFN-y), interferon-a (IFN-0) gibi inflamatuar sitokinlerin iiretimini inhibe eder ve

pankreastaki B hiicrelerini korur (71, 80, 82, 139).
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Sekil 9. Silymarinin etki mekanizmasi (155)

Silymarin ultraviyolenin (UV) tetikledigi oksidatif stres, inflamasyon, immiin
cevap ve DNA hasar1 gibi tehlikeli etkileri baskilar ve azaltir. Silymarinin apoptoz
sinyal yollarinda, kaspaz aktivasyonun ve MAPK iizerine koruyucu etkileri vardir.
Silymarin sitotoksiteyi ve kaspaz aktivitesini ortadan kaldirir. Bcl ve Bax oranini
arttirir. Ayrica silymarin atheroskleoroza karsi adhezyon molekiillerini etkiler (70, 82,
100)

Silymarinin ana komponentlerinden olan silybin sitosolik Ostrojen reseptorlerine
baglanir. Silybinin o6zellikle Ostrojen reseptor B’ya (ER- B) baglanir. Silymarinin,
ovaryumlan ¢ikartilmis olan sicanlarda uterus agirligina, uterustaki ostrojen reseptor 3
ekspresyonuna ve endometriyumun agirligindaki etkileri endojen Ostrojenle aynidir (82,

83)
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Silymarinin karaciger ve safra hastaliklarina karsi koruyucu, antikarsinojenik,
antiapoptotik,  antioksidan, hiicre c¢ogalmasina arttiran, norotoksinlere ve

kardiyotoksinlere kars1 koruyucu, ostrojenik ve anti Ostrojenik etkileri vardir (44, 82)
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3. GEREC ve YONTEMLER

Arastirmamizda 28 giinliikk, 40-60 g agirliginda, toplam 48 adet immatiir disi
Sprague Dawley tiirii sican kullamldi. Siganlar Eskisehir Osmangazi Universitesi
(ESOGU) Tibbi Cerrahi Arastirma Merkezi (TICAM) tarafindan saglandi. Hayvanlara
yapilacak uygulamalar icin ESOGU etik kurulundan 31.07.2008 tarihinde 70 dosya

numarali etik kurul onay1 alindu.

Sicanlar deney siiresince 12 saat aydinlik/karanlik 1siklandirmast olan, 1sist
244+2°C ve nemi %55+5 olarak ayarlanmig ortamda yasatildi. Hayvanlar deneye
baslamadan 2 hafta once polikarbon seffaf kafeslere konularak ortam kosullarina
adaptasyonlar1 saglandi. Yiyecek ve su ihtiyaglar1 siirsiz ve giinliik olarak saglandi ve
kontrol edildi. Saglik durumlari giinliik olarak izlenildi. Deneyin basinda ve sonunda
viicut agirliklann tartildi. Deney sonunda ise ayrica ovaryumlarin ve uteruslarin

agirliklan olgiildii (9).

3.1. Kimyasal Maddeler ve Uygulamalari

Deneyde kimyasal maddeler olarak 4-Vinylcyclohexene diepoxide (VCD),
dimetilsiilfoksit (DMSO) ve Silymarin kullanildi. Gruplara VCD ve silymarin DMSO
icinde ¢ozdiiriilerek 15 giin boyunca intraperitonal (i.p.) olarak ve her hayvana esit
miktarda (0,02ml) olacak sekilde verildi. Dozlarin miktarlar1 6n ¢alisma ile belirlendi.
Her bir hayvan icin ayr enjektorler kullanildi ve enjeksiyonlar her giin aym saatte (10-

12 arasinda) yapildi.
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3.2. Deney Gruplari

Arastirmamizda sicanlar rastgele segilerek grup 1 ve grup 2 de 14’er hayvan

grup 3 ve grup 4’te ise 10’ar hayvan bulunacak sekilde toplam 4 grup olusturuldu.

Grup 1: Kontrol Grubu (n=14): Bu gruptaki hayvanlara sadece DMSO
(Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA) 0,02 ml i.p. olarak verildi.

Grup 2: VCD Grubu (n=14): Bu gruptaki hayvanlara 160 mg/kg VCD
(Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA), 0,02 ml i.p. olarak verildi. (66).

Grup 3: Silymarin Grubu (SL grubu), (n=10): Bu gruptaki hayvanlara 25
mg/kg silymarin (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA), DMSO iginde
cozdiiriilerek 0,02 ml i.p. olarak verildi (83)

Grup 4: VCD+Silymarin Grubu (VSL grubu), (n=10): Bu gruptaki
hayvanlara 160 mg/kg VCD ile 25 mg/kg silymarin, DMSO icinde ¢ozdiiriilerek 0,02

ml i.p. olarak verildi.

3.3. Ovaryum ve Uterus Orneklerinin Degerlendirmeleri

Deney siiresi sona erdiginde sicanlara anestezi (Ketamine 90mg/kg + Xylazine
10mg/kg, i.p.) uygulandi ve servikal dislokasyon ile oldiiriildii. Sicanlarin uterus ve
ovaryumlar alind1 ve agirliklar1 hassas terazide dikkatli bir sekilde tartildi. Ovaryumlar
tartim isleminden sonra Bouin fiksatifinde 18-20 saat siire ile fikse edildi. Fiksasyon
isleminden sonra alinan dokulara uygun takip islemi yapilarak parafin bloklar

hazirlandi.
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Parafin bloklar1 hazirlanan dokularin her birinden Spum kalinliginda seri kesitler
alindi. Kesitlerde apoptozu incelemek icin terminal deoxynucleotidyl transferase
mediated dUTP nick and labelling (TUNEL) ve kaspaz-3, anti miilleriyan hormon
(AMH) yogunlugu i¢in immiinohistokimyasal boyama ile genel yap1 ve ozelliklerini
ortaya koymaya yonelik Masson’s Trikrom, Peryodik asit Schiff (PAS)- Hematoksilin
ve Hematoksilin-Eozin (H-E) ile boyandu.

3.4. Folikiil Sayilarimmin Tespiti

Isik mikroskobu ile her hayvana ait 25 ovaryum kesitinde folikiiller sayildi ve
ortalamalar alindi. Kesitlerde tek katli yass1 folikiil hiicreleri bulunan folikiiller
primordiyal folikiil, tek katl kiibik folikiil hiicreleri bulunan folikiiller primer folikiil, iki
veya daha ¢ok kath folikiil hiicreleri bulunan ve folikiil hiicreleri arasinda antral bosluk
bulunmayan folikiiller sekonder folikiil, cok kath folikiil hiicreleri arasinda antral bosluk
bulunan folikiiller antral folikiil olarak degerlendirildi (95, 117). Ayrica ovaryumlarda

bulunan korpus luteum ve folikiil kistlerinin sayimi yapildi.

Histopatolojik degerlendirme icin AMH, TUNEL, Kaspaz-3, H-E, PAS-
Hematoksilin ve Masson’s Trikrom boyamalar1 yapilmis kesitler Olympus BH-2 marka
fotomikroskop (Olympus Corp. Tokyo, Japonya) ile incelendi. Kesitlerin fotograflar
yiiksek ¢oziiniirliikdeki Olympus DP 70 (Olympus Corp. Tokyo, Japonya) dijital
kamera kullanilarak cekildi.
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3.4.1. Ovaryum icin uygulanan doku takibi:

YV V V V V V V V V V V V VY

Bouin soliisyonunda fiksasyon

30°'1ik alkol
50°'lik alkol
70°'lik alkol
80°" lik alkol
90°' lik alkol
96°' lik alkol I
96°' lik alkol II
Ksilol I
Ksilol II
Parafin I
Parafin II
Parafin III
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: 18-24 saat
: 1 saat

: 1 saat

: 1 saat

: 15 dakika
: 15 dakika
: 10 dakika
: 10 dakika
: 10 dakika
: 15 dakika
: 45 dakika
: 1 saat

: 1 saat



3.4.2. Hematoksilin-Eozin yontemi:

V V.V VYV V VYV VYV V V V V V V V V V V V

Ksilol I

Ksilol II

96°' lik alkol I
96°' lik alkol 1T
90°' lik alkol
80°'1ik alkol
701ik alkol
Distile Su
Hematoksilin
Yikama (akar suda)
Eozin

70°'lik alkol
80°" lik alkol
90°' lik alkol
96°' lik alkol I
96°' lik alkol II
Ksilol I

Ksilol II
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:20 dakika
:20 dakika
:5 dakika
:5 dakika
:5 dakika
:5 dakika
:5 dakika
:5 dakika
:2 dakika
:5 dakika
:5 dakika
:3 dakika
:3 dakika
:3 dakika
:3 dakika
:3 dakika
:20 dakika
:20 dakika



3.4.3. Masson'un trikrom yontemi:

V V V V V V V V V V V V VV VYV V V VY V V VY V V V

Ksilol I

Ksilol II

96°' lik alkol I

96°' lik alkol 1T
90°' lik alkol
80°'lik alkol

701ik alkol

Distile su
Hematoksilin

% 1 'lik glasiyal asetik asit
Yikama (akar suda)
Asit fuksin

Distile su
Fosfomolibdik asit
Light green

Distile su

% 1 'lik glasiyal asetik asit
70°'lik alkol

80°" lik alkol

90°' lik alkol

96°' lik alkol I

96°' lik alkol II
Ksilol I

Ksilol IT
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:20 dakika
:20 dakika
:5 dakika
:5 dakika
:5 dakika
:5 dakika
:5 dakika
:5 dakika
:1 dakika
:1 dakika
:5 dakika
:5 dakika
:1 dakika
:5 dakika
:5 dakika
:1 dakika
:10 saniye
:1 dakika
:1 dakika
:1 dakika
:1 dakika
:1 dakika
:5 dakika
:5 dakika



3.4.4. PAS-Hematoksilin yontemi:

YV V V V V V V VYV V V V V V VY VYV V V V V V V

Ksilol I

Ksilol II

96°' lik alkol I
96°' lik alkol II
90°' lik alkol
80°'lik alkol
701ik alkol
Distile su
Periyodik asit
Distile Su
Schiff boyasi
Cesme suyu
Hematoksilin
Cesme suyu
70°'lik alkol
80°" lik alkol
90°' lik alkol
96°' lik alkol I
96°' lik alkol 1T
Ksilol I

Ksilol I
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:20 dakika
:20 dakika
:3 dakika
:3 dakika
:3 dakika
:3 dakika
:3 dakika
:1 dakika
:5 dakika
:2 dakika
:15 dakika
:2 dakika
:2 dakika
:2 dakika
:2 dakika
:2 dakika
:2 dakika
:2 dakika
:2 dakika
:5 dakika
:5 dakika



3.5. TUNEL Yontemi:

Apoptozis rutin histolojik kesitler ile gosterilebilir. Ancak daha hassas yontemler
bulunur. Bu yontemlerin basinda TUNEL gelmektedir. Apoptotik sinyaller DNA
iizerinde kiriklar olusturur. Agiga ¢ikan DNA pargalarimin 3’-OH uglarina terminal
deoksiniikleotidil transferaz (TdT) aracilign ile digoxigenin isaretlenmis ve
isaretlenmemis deoksiniikleotidler eklenir. Daha sonra digoxigenin isaretlenmis yeni
niikleotidler anti-digoxigenin konjugat1 ile tespit edilir. Diaminobenzidine isaretlenmis

ornek ile tepkimeye girerek DNA kirig1 bolgesinde ¢coziinemeyen substrat olusturulur.

3.5.1 Apoptoz goriilen hiicre sayimi:

Isik mikroskobu ile her hayvana ait 25 ovaryum kesitinde, 50 alanda ve X40
objektif biiyiitmesinde tiim folikiillerdeki kahverengi boyanmis hiicreler sayilarak

ortalamalar1 alinmistir.

Kullanilan kit : (Apoptag plus peroxidase 1n situ apoptosis detection kit S7101-

Chemicon international, USA)

Yontem:

» Ksilol I :5 dakika
» Ksilol IT :5 dakika
» Ksilol IIT :5 dakika
» 100°'1lik alkol I :3 dakika
» 100°'1ik alkol IT :3 dakika
» 95°1ik alkol :3 dakika
» 70°'1ik alkol :3 dakika
» Fosfat buffer soliisyonu (PBS) :5 dakika
» Proteinaz K soliisyonunda :15 dakika
» Distile sul :2 dakika
» Distile su II :2 dakika
» % 3°liik hidrojen peroksid :5 dakika
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PBS :5-10 dakika calkalama
Eguilibration buffer :5 dakika

TdT enzimi 37°C’de nemli ortamda :1 saat

Working Stop/ Wash buffer I :15 saniye ¢alkala
Working Stop/ Wash buffer 11 :10 dakika

PBS I :1 dakika

PBS I :1 dakika

PBS III :1 dakika

Anti- digoxigenin peroxsidaz damlatilir iizerlerine plastik coverslip ile

kapatilir nemli ortamda :30 dakika
PBS I :2 dakika
PBS II :2 dakika
PBS III :2 dakika
PBS IV :2 dakika
DAB soliisyonu :10 dakika
Distile su I :1 dakika
Distile su II :1 dakika
Distile su III :5 dakika
Metil green :15 dakika
Distile su I :10 saniye
Distile su II :10 saniye
Distile su III :10 saniye
Biitanol :10 saniye
Ksilol :2 dakika
Ksilol :2 dakika
Ksilol :5 dakika
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3.6. Kaspaz-3 immiinohistokimyasal Boyama Yontemi:

Kaspaz-3 hiicrelerde apoptoz icin olduk¢a ©nemlidir. Apoptoza ugramis
hiicrelerdeki en son asamadir ve geri doniisiimii yoktur. Cesitli sebeplerden kaspaz-3
aktivasyonu gerceklestiginde hiicrelerde apoptoz olayr gerceklesmektedir. Kaspaz-3
immiinohistokimyasal olarak boyanma yogunlugu dikkate alinarak degerlendirildi.

Skorlama asagida gosterildi (39).

0: Hi¢bir boyanma yok
1: Cok az boyanma var

2: Kuvvetli boyanma var

Kaspaz-3’iin immiinohistokimyasal olarak belirlenmesi icin primer antikor
olarak Rabbit Anti-Active Caspase-3 Polyclonal Antibody (AB3623 Chemicon, USA)
kullanildi. Sekonder antikor olarak HRP/AEC (Thermo Fisher Scientific Anatomical
Pathology, USA) kit kullanildi.

Yontem:
» Ksilol I :5 dakika
» Ksilol I :5 dakika
» 96° lik alkol I :5 dakika
» 96° lik alkol II :5 dakika
» 70° lik alkol I :5 dakika
» 70°1ik alkol II :5 dakika
» PBS :1 dakika
» PBS :1 dakika
» Antijeni aciga ¢ikarmak i¢in pH 6.0

olan 10mM sodyum sitrat buffer icinde :5 dakika kaynatilir
» Sogumaya birakilir :20 dakika
» Cesme suyu :5 dakika
» PBS :1 dakika
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PBS

%3’liik Hidrojen peroksid
Distile Su

Ultra V Blok

Primer Antikor

PBS

PBS

Biotinylated goat anti polyvalent
PBS

PBS

Streptavidin Peroxidase
PBS

PBS

:1 dakika

:10 dakika

:30 saniye

:5 dakika (nemli ortam)
:1 gece ( nemli ortam ve +4 derece)
:1 dakika

:1 dakika

:30 dakika

:1 dakika

:1 dakika

:30 dakika

:1 dakika

:1 dakika

Kromojen (30 dakika 6nce hazirlanmali) :5 dakika ( nemli ortam)

Cesme suyu
Hematoksilin

Cesme suyu
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3.7. Anti Miilleriyen Hormon immiinohistokimyasal Boyama Yontemi:

AMH ovaryumdaki folikiil rezervlerini belirlemede 6nemli bir isaretleyicidir.
AMH ovaryumdaki folikiillerin etrafin1 saran graniiloza hiicrelerinde ve ovaryum
stromasinda boyanma o6zelligi gostermektedir. AMH immiinohistokimyasal olarak

boyanma yogunlugu dikkate alinarak degerlendirildi. Skorlama asagida gosterildi (136).

0: Hi¢bir boyanma yok
1: Cok az boyanma var
2: Orta siddetli boyanma var

3: Siddetli boyanma var.

AMH’nin immiinohistokimyasal olarak belirlenmesi i¢in primer antikor olarak
MIS C-20 (sc-6886 Santa Cruz biotechnology, USA) kullanildi. Sekonder antikor
olarak Histofine Simple Stain MAX PO (G) Universal Immunoperoxidase Polymer
Anti-Goat (Nichirei Bioscience, Tokyo, JAPAN) kullanmldi. Kromojen olarak ise
HRP/AEC (Thermo Fisher Scientific Anatomical Pathology, USA) kit kullanildi.

Yontem:

» Ksilol I :5 dakika
» Ksilol I :5 dakika
» Kasilol IT'1 :5 dakika
» 100°' lik alkol I :2 dakika
» 100°' lik alkol II :2 dakika
» 96° lik alkol :2 dakika
» 96°'1ik alkol :2 dakika
» Cesme suyu :30 saniye
» Distile Su :1 dakika
» Antijeni aciga ¢ikarmak i¢in pH 6.0

olan 10mM sodyum sitrat buffer icinde :5 dakika kaynatilir
» Sogumaya birakilir :20 dakika
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» %3’lik Hidrojen peroksid :10 dakika

» Distile Su :30 saniye

» Ultra V Blok :5 dakika (nemli ortam)
» Primer Antikor :2 saat ( nemli ortam)
» PBS :1 dakika

» PBS :1 dakika

» Sekonder Antikor :40 dakika

» PBS :1 dakika

» PBS :1 dakika

» Kromojen (30 dakika 6nce hazirlanmali) :5 dakika ( nemli ortam)
» Cesme suyu :30 saniye

» Hematoksilin :10 saniye

» Cesme suyu :30 saniye

» Distile Su :30 saniye

3.8. istatistiksel Analiz

Viicut agirhigi, uterus, ovaryum agirh@ ve primordiyal, primer, sekonder
folikiiller, korpus luteum ve folikiil kist sayilar1 ile TUNEL ile boyanmis primordiyal,
primer, sekonder folikiiller, korpus luteum ve kistteki apoptoz gosteren hiicre sayilari
Kruskal-Wallis testi ile karsilastirildi. Gruplar arasinda fark belirlendiginde hangi
gruplar arasinda fark oldugunu anlamak i¢cinde Mann-Whitney U testi kullanildi. Antral
folikiil sayilar1 ve antral folikiildeki TUNEL ile boyanmis apoptoz gosteren hiicrelerin
sayist tek yonli varyans analizi kullamilarak karsilastirildi. Gruplar arasinda fark
belirlendiginde hangi gruplar arasinda fark oldugunu anlamak icin Tukey HSD testi ile
karsilastirildi. AMH ve kaspaz-3 yogunlugu crosstabs testi ile karsilagtirildi. Tiim testler
ESOGU Tip Fakiiltesi Biyoistatistik Anabilim Dalinda yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Kontrol ve Deney Gruplarna Ait Viicut ve Organ Agirhiklar: Bulgular:

Viicut agirliklarnn deney sonunda gruplara gore karsilastirildiginda kontrol grubu ile
VCD ve VSL gruplann arasinda onemli diizeyde fark saptanmadi (P>0,05). Silymarin
uygulanan grup ile kontrol, VCD ve VSL uygulanan gruplar arasinda 6nemli diizeyde fark
saptandi (P<0,05). Silymarin verilen grupta viicut agirhiklarmin arttigi saptandi. Deney

gruplarina ait viicut agirlik artisinin karsilastirilmasi Tablo 1 ve Sekil 10°da gosterilmistir.

Tablo 1: Deney gruplarina ait viicut agirlik artiginin karsilastiriimas.

a: Kontrol, VCD ve VSL grubundan farkli

Grup n Medyan 25% 75%
Kontrol 14 20 20 30
VCD 14 20 20 30
P <0,001
SL 9 50% 43 51,25
VSL 8 22,5 20 32,5
60
50
—~ 40
RS
=
F
©
W 30 1
=<
=
o))
< 20
10 +
0
Kontrol VCD SL VSL

Sekil 10. Deney gruplarina ait viicut agirhik artisinin karsilastirilmasi.

Sag ovaryum, sol ovaryum ve uterus agirliklarn deney sonunda gruplara gore

karsilagtirildiginda kontrol grubu ile VCD, VSL ve SL gruplan arasinda fark saptanmadi
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(P>0,05). Deney gruplarina ait organ agirliklarinin karsilastirilmas1 Tablo 2 ve Sekil 11°de

gosterilmistir.

Tablo 2. Deney gruplarina ait organ agirhiklarinin kargilastirilmast.

Grup n Medyan 25% 75%
Kontrol 14 0.0205 0.0190 0.0230
SAG VCD 14 0.0210 0.0180 0.0220 P20.05
OVARYUM SL 9 0.0230 0.0220 0.0250
VSL 8 0.0215 0.0170 0.0250
Kontrol 14 0.0210 | 0.0200 | 0.0230
SOL VCD 14 0.0220 0.0190 0.0240
P>0,05
OVARYUM SL 9 0.0220 0.0210 0.0258
VSL 8 0.0220 | 0.0210 | 0.0245
Kontrol 14 0.0500 0.0400 0.0500
VCD 14 0.0500 | 0.0400 | 0.0500
UTERUS P>0,05
SL 9 0.0500 0.0500 0.0600
VSL 8 0.0500 0.0400 0.0550
0,06
0,05 -
0,04 |
) @ Kontrol
._E 0,03 | | |mVvCD
D oSL
< oVSL
0,02 +— —
0,01 -
0
Sag Ovaryum Sol Ovaryum Uterus

Sekil 11. Deney gruplarina ait organ agirliklarinin karsilastirilmasi.
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4.2. Kontrol ve Deney Gruplarma Ait Primordiyal Folikiil Bulgular:

Primordiyal folikiillerdeki normal ve atretik oranm1 bu folikiillerdeki normal ve atretik
folikiil sayilar1 toplam primordiyal folikiillerin sayisia bdliinerek elde edildi. Primordiyal
folikiillerin normal ve atretik oranlar1 degerlendirildiginde, VCD uygulanan grup ile diger
gruplar arasinda onemli diizeyde fark saptandi (P<0,001). VCD grubunda normal primordiyal
folikiil sayilart diger gruplara gore diisiik, atretik folikiil sayilar ise yiiksek olarak gézlendi.
Bulgularimiza goére silymarin primordiyal folikiillerdeki VCD’nin neden oldugu toksisiteyi
azaltmaktadir.Deney gruplarina ait primordiyal folikiillerin normal ve atretik oranlarinin
karsilastirilmasi Tablo 3 ve Sekil 12°de gosterilmistir.

Tablo 3. Deney gruplarina ait primordiyal folikiillerin normal ve atretik oranlarinin
karsilastirilmasi. a: Kontrol, SL ve VSL grubundan farkli

Grup N Medyan 25% 75%

Kontrol 14 9,000 8,000 15,000

Normal VCD 14 0,500 * 0,000 1,000
P <0,001

Folikiil SL 9 18,000 12,500 23,250

VSL 8 3,000 3,000 3,500

Kontrol 14 1,000 1,000 2,000

Atretik VCD 14 4,000 2,000 5,000
P <0,001

Folikiil SL 9 1,000 0,750 1,000

VSL 8 1,500 0,500 2,000
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0,8

0,7 4

0,6 @ Kontrol
m VCD
oSL

0,4 oVSL

0,5

Folikiil Orani

0,3

0,2

0,1
0 [

Normal Atretik

Sekil 12. Deney gruplarina ait primordiyal folikiillerin normal ve atretik oranlarinin
karsilagtirilmasi.

4.3. Kontrol ve Deney Gruplarmna Ait Primer Folikiil Bulgular:

Primer folikiillerin normal ve atretik oranlar1 karsilagtirildiginda, VCD uygulanan grup
ile diger gruplar arasinda 6nemli diizeyde fark saptandi (P<0,001). VCD grubunda normal
primer folikiil sayilar diger gruplara gore diisiik, atretik folikiil sayilan ise yiiksek olarak
gozlendi. Bununla birlikte kontrol, SL. ve VSL gruplar1 arasinda normal ve atretik primer
folikiil oranlarn karsilagtirildiginda gruplar arasinda fark saptanmadi (P>0,05). Bulgularimiza

gore silymarin primer folikiillerde VCD’nin neden oldugu toksisiteyi azaltmaktadir.

Deney gruplarina ait primer folikiillerdeki normal ve atretik oranlarinin karsilagtirilmast

Tablo 4 ve Sekil 13’de gosterilmistir.
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Tablo 4. Deney gruplarina ait primer folikiillerin normal ve atretik oranlarinin
kargilastirilmasi. a: Kontrol, SL ve VSL grubundan farkli

Grup n Medyan Min Max
Kontrol 14 0,8452 0,71 0,89
Normal VCD 14 0,3875*% 0,14 0,67
P<0,001
Folikiil SL 9 0,8333 0,67 1
VSL 8 0,75 0,5 0,9
Kontrol 14 0,1707 0,11 0,29
Atretik VCD 14 0,6125% 0,33 0,86
P<0,001
Folikiil SL 9 0,1667 0 0,33
VSL 8 0,25 0,1 0,5
0,9
0,8
0,7
_ 0,6
g @ kontrol
o 0° m VCD
g 0,4 oSL
E oVSL
0,3
0,2
0,1
0
Normal Atretik

Sekil 13. Deney gruplarina ait primer folikiillerin normal ve atretik oranlarinin kargilastirilmasi.

4.4. Kontrol ve Deney Gruplarmma Ait Sekonder Folikiil Bulgular:

Deney gruplarina ait sekonder folikiil sayilar1 degerlendirildiginde, VCD uygulanan
grupta folikiil sayilarmin diger gruplara gore azaldigi gozlendi. Sekonder folikiil sayilarinda
VCD grubu ile kontrol grubu ve VSL grubu arasinda 6énemli diizeyde fark saptandi (P<0,05).
Bununla birlikte kontrol, SL. ve VSL gruplarimin sekonder folikiil sayilar1 arasinda 6nemli

diizeyde fark saptanmadi (P>0,05).
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Deney gruplarma ait sekonder folikiil sayilarinin karsilastinlmasi Tablo S ve
Sekil 14°de gosterilmistir.

Tablo 5. Deney gruplarina ait sekonder folikiill sayilarmin karsilastirilmasi.
a: Kontrol ve VSL grubundan farkli

Grup n Medyan Min Max
Kontrol 14 11,5 6 21
a
Sekonder |  VCEDP 14 5 3 11 P01
Folikiil SL 9 10 4 23
VSL 8 10,5 2 27

Folikiil Sayisi

Kontrol VCD SL VSL

Sekil 14. Deney gruplarina ait sekonder folikiil sayilarinin karsilastirilmast.

4.5. Kontrol ve Deney Gruplarina Ait Antral Folikiil Bulgulari

Antral folikiil sayilar1 gruplara gore degerlendirildiginde, kontrol grubu ile VCD grubu
arasinda fark saptandi (P<0,05). Bununla birlikte kontrol, S ve VSL gruplarina ait antral
folikiil sayilart karsilastirildiginda 6nemli diizeyde fark saptanmadi (P>0,05). Deney gruplarina

ait antral folikiil sayilarinin karsilagtirilmasi Tablo 6 ve Sekil 15°de gosterilmistir.
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Tablo 6. Deney gruplarina ait antral folikiil sayilarinin karsilagtiriimasi

Grup n X SS
Kontrol 14 9+3.9
VCD 14 5,0714+£2,3
F=3,396 P<0,05
SL 9 6,3333+3
VSL 8 7,5+4,1

Folikiil Sayisi

VCD SL VSL

Kontrol

Sekil 15. Deney gruplarina ait antral folikiil sayilarinin kargilagtiriimasi

4.6. Kontrol ve Deney Gruplarina Ait Korpus Luteum ve Folikiil Kisti Bulgular:

Korpus luteum sayilar1 bakimindan deney gruplari birbirleriyle karsilastirildiginda
kontrol ve VCD grubu arasinda 6nemli diizeyde fark saptandi (P<0,05). Ayn1 zamanda kontrol
ve VCD gruplar ile SL ve VSL gruplar arasinda da onemli diizeyde fark saptandi (P<0,05).
SL ve VSL gruplari arasinda ise dnemli diizeyde fark saptanmadi (P>0,05).
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Folikiil kistlerinin sayilar1 bakimmdan deney gruplar1 birbirleri ile karsilastirildiginda
kontrol, VCD, SL ve VSL gruplan arasinda fark saptanmadi (P>0,05). Deney gruplarina ait
korpus luteum ve folikiil kisti sayilarmin karsilagtirilmasi Tablo 7 ve Sekil 16’da
gosterilmistir.

Tablo 7. Deney gruplarina ait korpus luteum ve folikiil kisti sayilarinin
karsilastirilmasi. a: Kontrol grubundan farkli, b: Kontrol ve VCD grubundan farkli

Grup n Medyan| Min Max
Kontrol 14 5 0 11
Korpus | VCD 14 3? 2 6
P<0,001
Luteum | SL 9 1P 0 3
VSL 8 1P 0 2
Kontrol 14 1 0 2
Folikil | VCD 14 1 0 2
P>0,05
Kisti SL 9 1 0 3
VSL 8 1 0 2
6 6
a) b)
E 5 5
)
“g’ 4 Eq
2 )
35 @3
. <
o
s 2 2
b
1 | .
0 0
Kontrol VCD SL  VSL Kontrel VCD SL  VSL

Sekil 16. Deney gruplarina ait korpus luteum (a) ve folikiil kisti (b) sayilarinin karsilastirilmasi.
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4.7. Kontrol ve Deney Gruplarina Ait Apoptozis Bulgular:

Deney gruplarina ait ovaryum kesitlerinde apoptoza giren hiicreler TUNEL (+) hiicreler
olarak degerlendirildi. Primordiyal folikiillerde apoptoza giren hiicrelerin sayisi
karsilagtirildiginda VCD grubu ile kontrol, SL ve VSL gruplar arasinda 6nemli diizeyde fark
saptand1 (P<0,01). VCD grubunda apoptozun arttig1 saptandi. Kontrol, SL. ve VSL gruplar
birbirleri ile karsilastirildiginda ise gruplar arasinda 6nemli diizeyde fark saptanmadi (P>0,05)

(Sekil 69, 89).

VCD grubunda primordiyal, primer ve sekonder folikiillerdeki apoptozun arttigi
saptandi. Sekonder folikiillerdeki apoptoza giren hiicre sayis1 en fazladir. Bu folikiillerdeki
apoptoza giren hiicre sayilar1 degerlendirildiginde gruplar arasinda fark saptanmadi (P>0,05)

(Sekil 65, 75, 79, 87, 90).

Korpus luteum ve folikiil kistlerinde apoptoza giren hiicre sayis1 bakimindan deney
gruplan arasinda 6nemli diizeyde fark saptanmadi (P>0,05). Deney gruplarina ait apoptoza

giren hiicre sayilarinin kargilastirilmasi Tablo 8 ve Sekil 17°de gosterildi.
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a0 @ Kaontral
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TUNEL (+) Hiicre Sayisi
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5 I
0-+— - I 1

-1 T T

Primordiyal Primer Sekonder Korpus Kist

Sekil 17. Deney gruplarina ait apoptoz gosteren hiicre sayilarinin karsilastirilmasi
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Tablo 8. Deney gruplarina ait apoptoza giren hiicre sayilari a: Kontrol, SL ve VSL

grubundan farkli
Grup n Medyan Min Max
Kontrol 14 0 0 2
Primordiyal VCD 14 10 5 20
P<0,01
Folikiil SL 9 0 0 1
VSL 8 0 0 2
Kontrol 14 0 0 5
Primer VCD 14 7 0 75
P>0,05
Folikiil SL 9 0 0 5
VSL 8 0 0 5
Kontrol 14 14 0 30
Sekonder VCD 14 45 10 110
P>0,05
Folikiil SL 9 12 3 21
VSL 8 9 5 18
Kontrol 14 0 0 2
Korpus VCD 14 0 0 5
P>0,05
Luteum SL 9 0 0 3
VSL 8 0 0 4
Kontrol 14 0 0 1
Folikiil VCD 14 0 0 10
P>0,05
Kisti SL 9 0 0 1
VSL 8 0 0 2
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VCD grubunda antral folikiillerde de apoptozun arttig1 saptandi. Apoptoza giren hiicre
sayilar1 deney gruplarinda karsilagtinldigi zaman, VCD grubu ile SL grubu arasinda énemli
diizeyde fark saptandi (P<0,05). Kontrol, SL ve VSL gruplarn arasinda ise fark saptanmadi
(P>0,05). Deney gruplarina ait antral folikiillerdeki apoptoza giren hiicre sayilarinin

karsilagtirilmas1 Tablo 9 ve Sekil 18’de gosterilmistir (Sekil 66, 67, 68, 76, 77, 78, 79, 88, 91).

Tablo 9. Deney gruplarina ait antral folikiillerdeki apoptoza giren hiicre sayilart.
a: SL grubundan farkli

Grup n X #8S
Kontrol 4 47421525
VCD 4 100.6£43.6°
F=4,941 P<0,05
SL 9 19.8£10.2
VSL 8 5124498
120

100

80

60

40

TUNEL (+) Hlicre Sayisi

20

Kontrol VCD SL VSL

Sekil 18. Deney gruplarina ait antral folikiillerdeki apoptoza giren hiicre sayilarinin karsilagtiriimasi
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4.8. Kontrol ve Deney Gruplarmma Ait Kaspaz-3 Bulgular:

Sican ovaryumlarindaki primordiyal, primer, sekonder ve antral folikiiller ile korpus
luteum, folikiil kistinde ve stromal hiicrelerinde kaspaz-3 immiinohistokimyasal olarak ortaya
konmus ve sonuclart birlikte degerlendirilmistir. VCD grubunda kaspaz-3 (+) boyanan
hiicrelerin yogunlugu diger gruplara gore arttigt saptandi. Fakat bu artis sadece VCD
grubundaki antral folikiillerde ve ovaryumun stromasinda istatistiksel olarak anlamlidir

(P<0,05) (Sekil 71, 85, 86, 92, 93, 94, 95, 96).

Primordiyal, primer, sekonder folikiiller ile korpus luteum ve folikii kistlerinde kaspaz-3
(+) hiicrelerin sayis1 karsilagtirildiginda VCD grubu ile kontrol, SL ve VSL gruplari arasinda
fark saptanmadi (P>0,05). Bu folikiillerde istatistiksel bir fark olmamasina karsin 11k
mikroskobik goriintiide kaspaz-3 (+) hiicrelerin sayis1 artmig olarak goriildii (Sekil 70, 72, 73,
74, 80, 81, 82, 83, 84).

4.9. Anti Miilleriyen Hormon Bulgulari

Sican ovaryumlarindaki primordiyal, primer, sekonder ve antral folikiiller ile korpus
luteum, folikiil kisti ve stromal hiicrelerinden salgilanan AMH miktar1 immiinohistokimyasal
olarak ortaya kondu ve sonuclar birlikte degerlendirildi. Primer folikiillerde AMH (+) olan
hiicrelerin sayis1 yoniinden kontrol grubu ile VCD grubu arasinda onemli diizeyde fark
saptand1 (P<0,05). Buna karsin kontrol, SL ve VSL gruplar arasinda ise fark saptanmadi
(P>0,05) (Sekil 99, 100, 103, 105, 106, 111, 113, 118).

VCD grubunda sekonder folikiillerde AMH (+) hiicre sayilarinda azalma, diger gruplarda
ise artig belirlense de gruplar arasinda istatistiksel olarak fark saptanmadi (P>0,05) (Sekil 98,
101, 102, 107, 108, 112, 114, 116, 117, 119, 120). Antral folikiil, korpus luteum, folikiil
kistinde ve ovaryum stromasinda iiretilen AMH (+) hiicrelerin sayisi bakimindan deney

gruplan arasinda 6nemli diizeyde fark saptanmadi (P>0,05) (Sekil 97, 104, 109, 110, 115).
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4.10. Isik Mikroskobik Bulgulari

4.10.1 Kontrol grubu

Kontrol grubundaki siganlarin ovaryumundan elde edilen ve H-E, Masson’un trikrom
ve PAS-Hematoksilin ile boyanmis kesitleri inceledigimizde organin disinda tek kath kiibik
epitel ile epitelin altinda ise yogun olarak bag dokusu lifleri ve hiicrelerinden olusan tunika

albuginea goriildii.

Ovaryum kesitlerinde iki bolge ayirt edildi. Ovaryumda tunika albuginea altinda yer
alan korteks bolgesinde, cesitli say1 ve tipte folikiillerin oldugu goézlendi (Sekil 19, 20).
Folikiillerin arasinda stromada yer alan hiicreler gruplar halinde oval sekilli, biiyiik niikleuslu
ve sitoplazmalar1 bazofilikti. Folikiillerin etrafinda ayrica diiz kas demetleri ve bag dokusu

lifleri goriildii. Kortekste damar kesitlerine az sayida rastlandu.

Ovaryum korteksinde ¢ok sayida primordiyal folikiil gozlendi (Sekil 22). Primordiyal
folikiillerde icte oosit ve oositin ¢evresinde tek katli yass1 graniiloza hiicreleri yer almisti. Oosit

biiyiik 6kromatik bir niikleusa sahip olup niikleolusu belirgindi.

Primer folikiillerde oosit ¢evresinde tek katl kiibik sekilli graniiloza hiicreleri gdzlendi.

Oosit ile graniiloza hiicreleri arasinda zona pellusida olugsmaya baslamist1 (Sekil 21).

Sekonder folikiillerde oositin etrafinda ¢ok kath epitel goriiniimiindeki graniiloza
hiicreleri ile oosit ve graniiloza hiicreleri arasinda zona pellusida belirgin olarak gozlendi.

Sekonder folikiillerde graniiloza hiicreleri disinda teka folikiili olusmaya basladigi goriildii.

Antral folikiillerde ¢ok tabakali graniiloza hiicreleri arasinda diizensiz bosluklar vardi.
Bazi antral folikiillerde bosluklar birleserek tek bir bosluk (antrum) olusturmustu. Ayrica

antrumun i¢ kisimlarina dogru oosit ve graniiloza hiicrelerinin birlikte kiimiiliis ooforyusu
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sekillendirmisti. Bu folikiillerde zona pellusida oldukg¢a belirgindi. Folikiilii distan saran teka
folikiilu iki tabakali olarak gozlendi. Teka internada fibroblastlar, kiiciik kas demetleri ve kan

damarlar1 goriildii. Teka eksternada ise diiz kas demetleri ile birlikte kollajen lifleride gozlendi.

Kortekste ayrica korpus luteum ve ici sivi ile dolu bir boslugu olan iki ii¢ sirah
graniiloza hiicrelerinin ¢evreledigi folikiil kistleri gozlendi. Korpus luteumun orta kisimlarinda
biiyiik okromatik niikleuslu ve sitoplazmalar1 agik renkte boyanmis hiicreler ile kenar
kisimlarinda ise daha kii¢iik hiicreler gézlendi. Ayrica korpus luteumun orta kisimlarinda kan

damarlar da yer almaktaydi.

Ovaryumun medullasinda kortekse gore daha az sayida hiicre olmasina karsin
damarlanmanin fazla oldugu goriildii. Medulladaki hiicrelerin niikleuslar1 merkezde olup
sitoplazmalar1 ise bazofilik boyanmisti. Ayrica bag dokusu hiicreleri de goriildii. Bununla

birlikte medulladaki lif ve kas demetleri de kortekse gore daha belirgin olarak gozlendi.

Masson’un trikrom yontemi ile boyanmis ovaryum kesitlerinde medullada, kortekste
folikiillerin arasinda ve tunika albugineada yogun bag dokusu lifleri ayirt edildi. Bag dokusu

lifleri arasinda kirmiziya boyanmais kas lifleri seyrek olarak gozlendi (Sekil 23, 24).

PAS-Hematoksilin ile boyanmis kesitlerde sekonder ve antral folikiillerde zona
pellusida PAS (+) olarak belirgin olarak boyanmisti. Ayrica bag dokusu liflerinde PAS (+)
reaksiyon gozlendi (Sekil 25, 26, 27, 28, 29, 30).

4.10.2. Silymarin grubu

Silymarin uygulanmis sicanlardan elde edilen H-E, Masson’un trikrom ve PAS-
Hematoksilin boyast uygulanan ovaryum kesitlerinin yapisal 6zellikler kontrol grubu ile
benzerlik gosterdi. Ovaryumun disginda tek kath kiibik germinal epitel ve altinda tunika

albuginea yer almist.
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H-E ile boyanmis kesitlerde ovaryum korteksinde bulunan primordiyal, primer,
sekonder ve antral folikiillerin yapis1 ve sayilann kontrol grubuyla benzerdi. Folikiillerin
icerisinde bulunan oosit normal yapida olup biiyiik niikleuslu ve niikleolusu belirgin halde
gozlendi. Oositin etrafim1 saran graniiloza hiicreleri ve teka tabakalarinda dejenerasyon

gozlenmedi (Sekil 31, 32, 33, 34).

Silymarin uygulanan grubun ovaryum kesitlerinde korpus luteum ve folikiil kistleri
kontrol grubuna gore daha az sayida gozlendi. Korpus luteumun yapisi1 kontrol grubuna benzer
olarak gozlendi. Ovaryum medullasinda kortekse gore daha biiyiik kan damarlar1 ve daha ¢ok
lif yapilan1 goriildii. Medullada bulunan stromal hiicrelerde herhangi bir dejenerasyon

gozlenmedi.

Masson’un trikrom ile boyanmis ovaryum kesitlerinde bag dokusu lifleri medullada,
kortekste folikiillerin arasinda ve tunika albuginea da belirgin sekilde yesil renkte gozlendi.
Ayrica kas lifleri de kirmizi renkte, bag dokusu liflerinin arasinda ve nadir olarak gézlendi

(Sekil 35, 36).

PAS-Hematoksilin ile boyanmis ovaryum kesitlerinde sekonder ve antral folikiillerde

zona pellusida belirgin olarak gozlendi (Sekil 37, 38, 39, 40).

4.10.3. 4-Vinylcyclohexene diepoxide grubu

VCD uygulanan gruplardaki sicanlardan alinan ve H-E, Masson’un trikrom ve PAS-
Hematoksilin ile boyanan ovaryum kesitleri incelendiginde, ovaryumu distan saran germinal
epitel tek katli kiibik hiicrelerden olusmaktaydi. Germinal epitelin altinda tunika albuginea yer

almust1.

H-E ile boyanan kesitlerde ovaryum korteksi incelendigindeVCD’nin etkisi ile
primordiyal folikiillerin sayica azalmis oldugu ve biiyilkk ¢ogunlugunun atretik oldugu
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gozlendi. Atretik folikiilde yer alan oositte kromatinin niikleus zarna yakin yogunlastigi ve
oosit ile graniilosa hiicreleri arasinda iliskinin bozuldugu gozlenmistir. Ayrica oositin ¢evresini
saran graniilloza hiicrelerinde hiicre igerigi dagilmis olarak ve yan yilizeylerde ayrilmalar

gozlendi. Normal primordiyal folikiiller ise olduk¢a az sayida goriildii (Sekil 41, 42, 43).

Primer folikiillerin kiiciik captakilerinin VCD toksisitesinden etkilendigi, daha biiyiik
captaki folikiillerin ise normal oldugu g6zlendi. Buna ragmen atretik folikiillerin sayis1 normal
folikiile gore olduk¢a fazla olarak goriildii. Atretik folikiillerde fragmente olmus oosit ve
graniiloza hiicrelerinde belirgin sekilde apoptoza giren hiicre sayilarinin arttig1 gozlendi ayrica

graniiloza hiicrelerinin yan yiizeylerinde ayrilmalar saptandi (Sekil 43).

VCD grubunda sekonder ve antral folikiiller kontrole gore daha az sayida goriildii. Bu
folikiillerdeki oosit yapisi normaldi. Bununla birlikte graniiloza ve teka tabakalarinda apoptoza
giren hiicreler goriilmekteydi. Bu hiicrelerin bazilarinda kromatini niikleus zarma yakinlasarak
yogunlagsmisti. Ayrica hiicre iceriginin dagildigi ve komsu hiicreler ile baglantilarin azaldigi

goriildii. Dejenere folikiiller gozlenmedi (Sekil 44, 45, 46, 47).

VCD grubunda korpus luteumda ise nadir olarak sekilleri ve sinirlart diizensiz olan
dejenere hiicreler gozlendi. Korpus luteum sayisi bakimindan VCD grubu ile kontrol grubu

arasinda fark yoktu. Korteksteki stromal hiicreler ve kistler kontrol grubuna benzerdi.

Ovaryum medullasinda kortekse gore biiyiik kan damarlar ve yogun lifler goriildii.

Medullada bulunan stromal hiicrelerde herhangi bir dejenerasyon gbzlenmedi.

Masson’un trikrom boyasi ile boyanmis ovaryum kesitlerinde ise bag dokusu lifleri
medullada, kortekste folikiillerin arasinda ve tunika albugineada belirgin sekilde yesil renkte
goriildii. Kas lifleri kirmizi renkte nadir olarak bag dokusu lifleri arasinda goriildii (Sekil 48,

49, 50, 51, 52, 53).
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Ovaryum kesitlerinde PAS-Hematoksilin boyas1 ile boyanmis ovaryum kesitlerinde
sekonder ve antral folikiillerde zona pellusida belirgin olarak gozlendi (Sekil 54, 55, 56, 57,
58).

4.10.4. 4-Vinylcyclohexene diepoxide+Silymarin grubu

VCD ile silymarinin birlikte uygulanan siganlardan elde edilen ovaryumlarin H-E,
Masson’un trikrom ve PAS-Hematoksilin ile boyanmis kesitleri incelendiginde, organi distan

tek katli kiibik germinal epitelin sardig1 ve altinda tunika albugineanin yer aldig1 gézlendi.

H-E ile boyanmis ovaryum kesitlerinde, primordiyal folikiillerin VCD toksisitesinden
korundugu gozlendi. Ovaryumda bulunan primordiyal folikiillerin normal olanlarinin sayisi
VCD grubuna oranla artmis olarak gozlendi. Atretik folikiillerde ise azalmalar gozlendi.
Primer folikiillerde VCD’nin kiigiikk ¢aptaki folikiillere olan olumsuz etkisi silymarin

uygulanmasiyla ortadan kalkmisti (Sekil 60).

Sekonder ve antral folikiiller bu grupta normal sayida ve yapida gozlendi. Oosit biiyiik
niikleuslu ve niikleolusu belirgin haldeydi. Graniiloza hiicreleri daha diizgiin sekilli ve
niikleuslar1 6kromatikti. Graniiloza hiicrelerindeki dejenere olmus hiicrelerin sayis1 azalmaisti.
Teka folikiilii kontrol grubundaki ovaryum kesitlerine benzer sekildeydi. Korpus luteum ve

kistler sayica azalmis olarak gozlendi (Sekil 59, 61, 62).

Masson’un trikrom yontemi ile boyanmis ovaryum kesitlerinde bag dokusu lifleri
medullada, kortekste folikiillerin arasinda ve tunika albugineada belirgin sekilde yesil renkte

ve aralarinda kas lifleri kirmizi renkte goriildii.

PAS-Hematoksilin ile boyanmis ovaryum kesitlerinde ise sekonder ve antral
folikiillerin i¢inde zona pellusida belirgin olarak gozlendi. Ayrica bag dokusu lifleri kirmizi
renkte gozlendi (Sekil 63, 64).
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Sekil 19. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde

kortekste normal (V) primordiyal, (=) primer ve
(S) sekonder folikiiller. H&E, Bar 100pm

Sekil 20. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde
kortekste normal (V) primordiyal ve (S) sekonder
folikiiller. H&E, Bar 50um

20.0 ym

Sekil 21. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde
kortekste (=) primer folikiil. H&E, Bar 20um

normal (¥) primordiyal folikiiller. Masson trikrom,
Bar 50pm
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Sekil 22. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde

kortekste (W) primordiyal folikiiller. H&E, Bar
20um

S .
Sekil 24. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde
normal (V) primordiyal folikiiller. Masson
trikrom, Bar 20um
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Sekil 25. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde  Sekil 26. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde (W)
(V) primordiyal folikiiller. PAS, Bar 20um primordiyal folikiil. PAS, Bar 20um,

Sekil 27. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde Sekil 28. K<.)n.t.r01 grubuna ait ovaryum kesitinde
primer folikiil. PAS, Bar 20um sekonder folikiilde (zp) zona pellusida. PAS, Bar

20um

i"g'.j\“

il e
Sekil 29. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde Sekil 30. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde
sekonder folikiilde (zp) zona pellusida. PAS, Bar sekonder folikiilde (zp) zona pellusida. PAS, Bar
50pm 20um
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100 pm

Sekil 31. Silymarin grubuna ait ovaryum Sekil 32. Silymarin grubuna ait ovaryum kesitinde
kesitinde (S) sekonder folikiil. H&E, Bar 100pm (a) antral folikiiller. H&E, Bar 200um

Sekil 33. Silymarin grubuna ait ovaryum kesitinde Sekj! 34. ) Silyma}rin grubuna  ait ovaryum
(=) primer ve (=) primordiyal folikiiller. H&E, kesitinde primer folikiil. H&E, Bar 20um
Bar 50um

Sekil 35. Silymarin grubuna ait ovaryum Sekil 36. Silymarin grubuna ait ovaryum

kesitinde normal (—) primordiyal folikiiller. kesitinde (s) sekonder, (=) primer ve (=)

Masson trikrom, Bar 50um primordiyal folikiiller. Masson Trikrom, Bar 50
um
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Sekil 38. Silymarin grubuna ait ovaryum kesitinde
biiyiik biiyiitme ile primordiyal folikiiller. PAS,
Bar 20um

Sekil 37. Silymarin grubuna ait ovaryum
kesitinde primordiyal folikiiller ve germinal
epitelyum. PAS, Bar 50pm

Sekil 39. Silymarin grubuna ait ovaryum kesitinde Sekil 40. Silymarin grubuna ait ovaryum
sekonder folikiilde (zp) zona pellusida. PAS, Bar kesitinde biiyiik bilyiitme ile sekonder folikiilde
50um (zp) zona pellusida. PAS, Bar 20um
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Sekil 41. VCD grubuna ait ovaryum kesitinde Sekil 42. VCD grubuna ait ovaryum kesitinde (a)
primordiyal  folikiilde, oosit sitoplazmasinda apoptoza giden bir oosit ile (d) dejenere ve (n)
eozinofilinin artti§1 ve kromatinin nukleus zarina normal bir primordiyal folikiil gozlenmektedir. H&E,
yakin bolgelerde yogunlastigi dikkat cekmektedir. Bar 20pm,

H&E, Bar 20um,

\‘(:: oo
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Sekil 43. VCD grubuna ait ovaryum kesitinde (=) Sekil 44. VCD grubuna ait ovaryum kesitinde kiigiik
primordiyal  folikiillerde ~ ve  oositte  belirgin captaki sekonder folikiillerde oosit ve graniiloza
dejenerasyonlar. Ayrica stromal hiicrelerde artmug (¥) hiicrelerinde dejenerasyon. H&E, Bar 50pum

apoptoz. H&E, Bar 50um

Sekil 45. VCD grubuna ait ovaryum kesitinde kiiciik Sekil 46. VCD grubuna ait ovaryum kesitinde antral

captaki sekonder folikiillerde o©zellikle graniiloza folikiilde, antruma yakin graniiloza hiicrelerinde
hiicrelerindeki dejenerasyon ve ayrilmalarin oldugu cok sayida (7) apoptoz gosteren hiicreler. H&E,
dikkat cekmektedir. H&E, Bar 50pm Bar 100um
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Sekil 47. VCD grubuna ait ovaryum kesitinde(a)  Sekil 48 VCD grubuna ait ovaryum kesitinde
antral, (A) kistik ve (s) sekonder folikiiller. H&E,  ovaryum korteksinde normal (s) sekonder ve (a)
Bar 200pm antral folikiiller. Masson Trikrom, Bar 200pm

Sekil 49. VCD Grubuna ait ovaryum kesitinde (=) Sekil 50. VCD grubuna ait ovaryum kesitinde (=)
dejenere primordiyal folikiiller. Masson Trikrom, dejenere  primordiyal folikiiller. Masson Trikrom,
Bar 50pm Bar 20pm

Sekil 51. VCD Grubuna ait ovaryum kesitinde (=) Sekil 52. VCD grubuna ait ovaryum kesitinde
dejenere primordiyal folikiiller ve (s) sekonder biiyiik biiyiitme ile bir dejenere primer folikiil.
folikiil. Masson Trikrom, Bar 50um Masson Trikrom, Bar 20pm
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Sekil 53. VCD grubuna ait ovaryum kesitinde Sekil 54. VCD grubuna ait ovaryum kesitinde

dejenere sekonder folikiil. Masson Trikrom, Bar 50um  normal sekonder folikiilde zona pellusida (zp). PAS,
Bar 50pm

Sekil 55. VCD grubuna ait ovaryum kesitinde Sekil 56. VCD grubuna ait ovaryum kesitinde
primordiyal folikiiller. Normal folikiiller sayica biiyiikk biiyitmede (n) normal ve (d) dejenere
azalmigtir. PAS, Bar 20pm primordiyal folikiiller. PAS, Bar 20pm

Sekil 57. VCD grubuna ait ovaryum kesitinde Sekil 58. VCD grubuna ait ovaryum kesitinde
sekonder folikiillerde dejenerasyon nedeniyle zona sekonder folikiillerde dejenerasyon nedeniyle zona
pellusida gozlenmemektedir. PAS, Bar 50pm pellusida gézlenmemektedir. PAS, Bar 100um

68



Sekil 59. VSL (VCD+Silymarin) grubuna ait
ovaryum kesitinde (s) sekonder ve (a) antral
folikiiller. H&E, Bar 200pm

e N R R 3% |
Sekil 61. VSL (VCD+Silymarin) grubuna ait
ovaryum kesitinde (=) primordiyal,(=) primer, (s)
sekonder ve (a) antral folikiiller. H&E, Bar 100pm

Sekil 60. VSL (VCD+Silymarin) grubuna ait
ovaryum kesitinde normal primordiyal folikdl.
H&E, Bar 20um

Sekil 62. VSL (VCD+Silymarin) grubuna ait
ovaryum kesitinde sekonder folikiildeki graniiloza
hiicreleri arasinda az sayidaki () apoptoz gosteren
hiicreler. H&E, Bar 50pm

Sekli 63. VSL (VCD+Silymarin) grubuna ait
ovaryum kesitinde primer ve sekonder folikiiller. (s)
Sekonder folikiillerde oosit ile graniiloza hiicreleri
arasinda (zp) zona pellusida belirgin olarak
gozlenmektedir. PAS, Bar 50um 69

Sekli 64. VSL (VCD+Silymarin) grubuna ait ovaryum
kesitinde (s) sekonder folikiil. Sekonder folikiillerde
oosit ile graniiloza hiicreleri arasinda (zp) zona
pellusida belirgin olarak gozlenmektedir. PAS, Bar
50um



Sekil 65. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde antral ~ Sekil 66. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde

folikiilde az sayida TUNEL (+) olan (v) apoptoza antral folikiilde az sayida TUNEL (+) olan (v)
giren hiicreler. TUNEL, Bar 200pm apoptoza giren hiicreler. TUNEL, Bar 500um

Sekil 67. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde antral ~ Sekil 68. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde
folikilde TUNEL (+) olan () apoptoza giren biiyiik biiyiitme ile (V) antral folikiilde TUNEL(+)
hiicreler. TUNEL, Bar 100um olan apoptoza giren hiicreler. TUNEL, Bar 50um

Sekil 69. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde Sekil 70. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde

prmordiyal folikiillerde boyanma gozlenmemektedir.  primoridiyal ve sekonder folikiillerde Kaspaz-3 (+)

TUNEL, Bar 50um hiicreler ¢ok nadir olarak kizil-kahve renginde
gozlenmektedir. Bar S0pm

70



Sekil 71. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde antral folikiilde ve stromada nadir olarak
Kaspaz-3 (+) hiicreler kizil-kahve renginde gozlenmektedir. Bar 50pm

Sekil 72. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde sekonder folikiilde graniiloza ve teka
hiicreleri arasinda ve stromada c¢ok nadir olarak Kaspaz-3 (+) hiicreler kizil-kahve renginde
gozlenmektedir. Bar 50um
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Sekil 73. Silymarin grubuna ait ovaryum kesitlerinde primordiyal folikiilde ve stromada ¢ok
nadir olarak Kaspaz-3 (+) hiicreler kizil-kahve renginde gozlenmektedir. Bar 5S0um

Sekil 74. Silymarin grubuna ait ovaryum kesitlerinde primordiyal ve primer folikiillerde ve
stromada cok nadir olarak Kaspaz-3 (+) hiicreler kizil-kahve renginde gozlenmektedir. Bar
50um
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Sekil 75. VCD grubuna ait ovaryum kesitinde sekonder folikiilde ¢ok sayida TUNEL (+) olan
(*) apoptoza giren hiicreler. TUNEL, Bar 50pum

Sekil 76. VCD grubuna ait ovaryum kesitinde biiyiik biiyiitmede antral folikiilde TUNEL (+)
olan (¥) apoptoza giren hiicreler. TUNEL, Bar 50um
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Sekil 77. VCD grubuna ait ovaryum kesitinde bityilk ~ Sekil 78. VCD grubuna ait ovaryum kesitinde bilyiik
biiylitmede antral folikilde TUNEL (+) olan (%) biiylitmede antral folikilde TUNEL (+) olan ()
apoptoza giren hiicreler. TUNEL, Bar 50um apoptoza giren hiicreler. TUNEL, Bar 50um

Sekil 79. VCD grubuna ait ovaryum kesitinde antral

folikilde ~TUNEL (+) olan (¥) apoptoza giren primordiyal folikiillerde ve stromada ¢ok sayida

hiicreler. TUNEL, Bar 100um Kaspaz-3 (+) olan apoptoza giren hiicreler kizil-
kahve renginde gozlenmektedir. Bar 50um

Sekil 82. VCD grubuna ait ovaryum kesitinde
sekonder folikiilde ve stromada ¢ok sayida Kaspaz-3  ovaryuma ait korpus luteumda ¢ok sayida Kaspaz-3
(+) olan apoptoza giren hiicreler kizil-kahve renginde  (+) olan apoptoza giren hiicreler kizil-kahve renginde
gozlenmektedir. Bar 50um gozlenmektedir. Bar 50um
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Sekil 83. VCD grubuna ait ovaryum kesitinde primordiyal folikiillerde ve stromada c¢ok
sayida Kaspaz-3 (+) olan apoptoza giren hiicreler kizil-kahve renginde gozlenmektedir. Bar
50um

Sekil 84. VCD grubuna ait ovaryum kesitinde sekonder folikiilde ¢ok sayida Kaspaz-3 (+)
olan apoptoza giren hiicreler kizil-kahve renginde gozlenmektedir. Bar 50pm
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Sekil 85. VCD grubuna ait ovaryum kesitinde antral folikiilde ¢ok sayida Kaspaz-3 (+) olan
apoptoza giren hiicreler kizil-kahve renginde gozlenmektedir. Bar 200pm

Sekil 86. VCD grubuna ait ovaryum kesitinde biiyiik biiyiitma ile antral folikiilde cok sayida
Kaspaz-3 (+) olan apoptoza giren hiicreler kizil-kahve renginde gozlenmektedir. Bar 200um
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Sekil 87. VSL (VCD+Silymarin) grubuna ait ovaryum kesitinde sekonder folikiillerde
kontrol grubuna benzer sekilde boyanma gozlenmemektedir. TUNEL, Bar 50um

Sekil 88. VSL(VCD+Silymarin) grubuna ait ovaryum kesitinde antral folikiillerde kontrol
grubuna benzer sekilde az sayida hiicrede boyanma gozlenmektedir. TUNEL, Bar 100um

77



Sekil 89. VSL (VCD+Silymarin) grubuna ait Sekil 90. VSL (VCD+Silymarin) grubuna ait
ovaryum kesitinde primordiyal folikiillerde kontrol ovaryum kesitinde sekonder folikiillerde kontrol
grubuna benzer sekilde boyanma gozlenmemektedir. grubuna benzer sekilde boyanma gézlenmemektedir.
TUNEL, Bar 50pm TUNEL, Bar 50um

Sekil 91. VSL (VCD+Silymarin) grubuna ait  Sekil 92. VSL (VCD+ Silymarin) grubuna ait
ovaryum kesitinde antral  folikiillerde kontrol ~ ovaryum kesitinde antral folikiilde Kaspaz-3 (+) olan
grubuna benzer sekilde (¥) TUNEL (+) hiicreler az apoptoza giren hiicreler VCD grubuna oranla azalmis

sayida gozlenmektedir. TUNEL, Bar 100pum olarak kizil-kahve renginde gozlenmektedir. Bar
50um

\ e Do R O Ay

Sekil 93. VSL (VCD+Silymarin) grubuna ait ovaryum Sekil 94. VSL (VCD+Silymarin) grubuna ait ovaryum
kesitinde antral folikiil ve stromada Kaspaz-3 (+)  kesitinde antral folikiilde Kaspaz-3 (+) olan apoptoza
olan apoptoza giren hiicreler VCD grubuna oranla  giren hiicreler VCD grubuna oranla kismen azalmig
kismen azalmis olarak  kizil-kahve renginde  olarak kizil-kahve renginde gozlenmektedir.Bar 5S0um
gozlenmektedir. Bar 50um 78




Sekil 95. VSL (VCD+Silymarin) grubuna ait ovaryum kesitinde antral folikiil ve stromada
Kaspaz-3 (+) olan apoptoza giren hiicreler VCD grubuna oranla kismen azalmig olarak kizil-
kahve renginde gozlenmektedir. Bar 200um

Sekil 96. VSL (VCD+Silymarin) grubuna ait ovaryum kesitinde antral folikiilde ve stromada
Kaspaz-3 (+) olan apoptoza giren hiicreler VCD grubuna oranla azalmis olarak kizil-kahve
renginde gozlenmektedir. Bar 200um
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Sekil 97. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde  Sekil 98. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde
folikiillerde ¢ok sayida AMH (+) hiicreler. AMH (+)  AMH (+) hiicreler antral folikiilde az sayida sekonder
hiicreler antral folikiilde az Saylda iken sekonder ve ve primer folikiillerde ise gok say]da
primer folikiillerde ¢ok sayida gozlenmektedir.  ggzlenmektedir. Bar 200 pm

Ovulasyona ugrayacak olan folikiillerde ise AMH

salgilanmasi gorulmemektedlr Bar 500 um

el

: T ‘ , .;g‘z’:;.
Sekil 99. Kontrol grubu: primer ve antral folikiilde Sekll 100. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde
AMH (+) hiicreler. Bar 50 pm AMH (+)  hiicreler primordiyal folikiillerin

bazilarinda gozlenmektedlr Bar 100 um

Sekil 101 Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde  Sekil 102. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde
AMH (+) hiicreler sekonder folikiillerde ise ¢ok sekonder folikiilde cok sayida AMH (+) hiicreler. Bar
sayida gozlenmektedir. Bar 100 pm 50 um
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Sekil 103. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde AMH (+) hiicreler gelisecek olan
primordiyal folikiillerde gozlenmektedir. Bar 100 um

Sekil 104. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde AMH (+) hiicreler antral folikiilde az
sayida sekonder ve primer folikiillerde ise ¢ok sayida gozlenmektedir. Bar 100 pm

81



50 pm

Sekil 106. Silymarin grubuna ait ovaryum kesitinde gelisecek olan primordiyal folikiillerde
AMH (+) hiicreler. Bar 50 pm
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Sekil 107. Silymarin grubuna ait ovaryum kesitinde kontrole benzer sekilde sekonder
folikiillerde ¢ok sayida AMH (+) hiicreler. Bar 50 um

Sekil 108. Silymarin grubuna ait ovaryum kesitinde kontrole benzer sekilde sekonder
folikiillerde ¢cok sayida AMH (+) hiicreler. Bar 50 pm
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Sekil 109. VCD grubuna ait ovaryum kesitinde sekonder ve antral folikiillerde AMH (+)
hiicreler. Bar 500 pm

Sekil 110. VCD grubuna ait ovaryum kesitinde antral folikiilde AMH (+) hiicreler. Bar 100
um
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Sekil 111. VCD grubuna ait ovaryum kesitinde
hiicreler. Bar 50 pm

Sekil 112. VCD grubuna ait ovaryum kesitinde
hiicreler. Bar 50 pm
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Sekil 113. VSL (VCD + Silymarin) grubuna ait ovaryum kesitinde primordiyal folikiillerde
AMH(+) hiicreler. Bar 50 um

Sekil 114. VSL (VCD + Silymarin) grubuna ait ovaryum kesitinde sekonder ve primer
folikiillerde AMH (+) hiicreler. Bar 50 pm
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Sekil 115. VSL(VCD + Silymarin) grubuna ait Sekil 116. VSL(VCD + Silymarin) grubuna ait
ovaryum kesitinde =AMH(+) hiicreler antral ovaryum kesitinde @ AMH(+)  hiicreler antral
folikiillerde az sayida, sekonder folikiillerde ise folikiillerde az sayida, sekonder folikiillerde ise
kontrol grubuna benzer sekilde cok sayida kontrol grubuna benzer sekilde c¢ok sayida

gozlenmektedir. Ovulasyon gerceklesecek  gozlenmektedir. Bar 50 pm
folikiillerde AMH(+) boyanma gozlenmemektedir.
Bar 200 um

Sekil 117. VSL(VCD + Silymarin) grubuna ait Sekil 118. VSL(VCD + Silymarin) grubuna ait
ovaryum kesitinde sekonder folikiillerde AMH(+) ovaryum kesitinde primordiyal ve sekonder

hiicreler. Bar 50 pm

folikiillerde AMH(+) hiic
[ ,“ ™ “f > —

} i o PN

reler. Bar 50 um

Sekil 119. VSL (VCD + Silymarin) grubuna ait Sekil 120. VSL (VCD + Silymarin) grubuna ait
ovaryum kesitinde sekonder folikiillerde AMH(+) ovaryum kesitinde sekonder folikiillerde AMH(+)
hiicreler. Bar 100 pm hiicreler. Bar 50 pm
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5. TARTISMA

VCD sigan ve fare primordiyal ve primer oosit sayisini selektif olarak azaltir.
Arastirmalarda VCD’nin neden oldugu hiicre oliimiiniin ve folikiil kaybinin apoptoz

yoluyla gergeklestigi belirtilmektedir

Borman ve arkadaslarinin 1999 tarihinde yaptigi bir arastirmada 28 giinliik
sicanlara 15 giin boyunca 80 mg/kg VCD uygulanmistir. VCD grubunda primordiyal ve
primer folikiillerde kontrol grubuna oranla anlamli azalmalara rastlanmistir. Apoptozla

ilgili olarak Bax geninin ise VCD grubunda anlamli olarak arttig1 saptanmustir (9).

28 giinliik sicanlara 15 giin 80mg/kg VCD uygulanan arastirmada, ayrica 15 giin
boyunca uygulanan 80-320 mg/kg arasindaki cesitli dozlarin ve 160 mg/kg VCD’nin
cesitli giinlerdeki etkilerini inceleyen bagka bir aragtirmada folikiiller in vivo ve in vitro
olarak degerlendirilmistir. Her iki arastirmada da VCD grubundaki kiiciik captaki
preantral folikiillerde belirgin sekilde azalmalar goriilmiistiir. Ayrica, folikiillerde
kaspaz 3 aktivitesinin kontrol grubuna gore anlamli oranda arttig1 diger folikiillerde ise
kontrol ile benzer aktivitenin oldugunu saptamislardir. Kaspaz 3 aktivitesi ozellikle
primer ve primordiyal folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinde ve oositlerde artmistir (59,

94).

Hu ve arkadaglarinin 2002 tarihinde yaptigi bir arastirmada 28 giinliik siganlara
80 mg/kg VCD 1, 10 ve 15 giin uygulanmis ve folikiiller izole edilmistir. Elde edilen
primer ve primordiyal folikiillerde VCD’nin MAPK aracili yolun baglamasinda gorev
alan JNK ve p38 in aktivasyonunu ve ekspresyonunu arttirdigi, ayrica c-Jun’un
fosforilasyonunda artisa ve AP-1 cevap elementlerine bagli niikleer proteinlerde
azalmaya neden oldugu gozlenmistir. Kiiciik folikiillerde tek doz VCD uygulanmasinin
JNK aktivitesini azaltttigt ERK ve p38 kinaz aktivitesini etkilemedigini belirlenmistir.
Buna karsin 10 ve 15 giin VCD uygulanan gruplardan elde edilen sadece kiiciik
folikiillerde JNK ve p38 aktivitesinin belirgin sekilde arttigimi ERK aktivitesinin ise
degismedigi saptanmistir (60).
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Arastirmamiz bulgulann degerlendirildiginde VCD ovaryumda bazi folikiillerde
apoptoza giren hiicre sayilarini oldukg¢a artirmistir. Arastirmamizda sicanlara 15 giin siire
ile VCD verilmesi bu grupta 6nemli derecede primordiyal ve primer folikiil kayiplarina
neden olmustur. VCD grubunda primer, sekonder ve antral folikiillerde TUNEL(+)
hiicrelerin sayica arttig1 gézlenmistir. Kiiciik folikiiller yan1 sira biiyiik preantral ve antral
folikiillerde TUNEL(+) hiicre sayisinin ve kaspaz-3 aktivitesinin artmig olmasi nedeniyle

apoptoza giren hiicrelerin her iki apoptoz sinyal yolagini da kullandigini diisiinmekteyiz.

Springer ve arkadaslarinin 1996 yilinda yaptig1 bir arastirmada 10 giin boyunca
VCD verilen Fisher 344 tiirii siganlarda primordiyal folikiillerin oositlerinde kromatinin
niikleus zarina yakin yogunlastifi ve oosit ile graniiloza hiicreleri arasinda iliskinin
bozuldugu gozlenmistir. Oosit sitoplazmasi graniiler goriiniimdedir ve hiicre zar
olduk¢a diizensizdir. Bulgularimizda VCD grubunda preantral folikiillerde benzer
goriintiiler bulunmusgtur. VCD’nin 10 giin uygulanmas1 folikiil kaybinin basladig
zamani1 gosterdigi icin bu arastirmada sadece apoptoza giren hiicre sayisinin artmasi

onemli bir bulgudur (53, 140).

Mayer ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir bagka arastirmada da VCD uygulanan
gruplarda primordiyal ve primer folikiillerinin kaybinin apoptoz ile ilgili oldugu

belirtilmistir (53, 95).

Aragtirmamizda VCD’nin neden oldugu kii¢iik caph folikiil kayiplarinin, VCD yi
15 giin siire ile uygulamamizin sonucu oldugu ve arastirmalarla uyumlu olarak apoptoz

ile gerceklestigini diisiinmekteyiz.

VCD nin 15 giin boyunca degisik dozlarda in vivo ve in vitro olarak uygulandigi
sicanlarla yapilan bir baska arastirmada primer ve primordiyal folikiiller kontrol
grubuna gore anlamhi olarak azalmis olup, TUNEL(+) hiicre sayilarnn ve kaspaz-3

aktivitesi kontrol grubuna gore artmistir (23)
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Hu ve arkadaglarimin 2001 tarihinde yaptigi bir aragtirmada sicanlara 80 mg/kg
VCD hem tek doz olarak ve hemde 15 giin boyunca verilmistir. 80 mg/kg tek doz VCD,
15’inci giinde Bad, BcL-xp. ve Bax proteinini etkilenmemigsken 15 giin boyunca VCD
uygulanan grupta kiiciik preantral folikiillerde apoptozla ilgili olarak Bad protein
seviyesini arttifim1 BcL-x;, ve Bax proteininde anlamli bir degisiklige ugramadig
gosterilmistir. Bu calismada Bax/ BcL-x;, oram kiigiik preantral folikiillerde sitosolde
anlamli olarak azalirken mitokondrilerde artmistir. Bununla birlikte biiyiik folikiillerde
herhangi bir degisiklik gdozlenmemistir. Sitokrom c seviyesi ise 15 giin VCD uygulanan

grupta azalmistir (61).

Aragtirmamizda 28 giinliik immatiir sicanlara in vivo 160 mg/kg doz olarak
uygulanan VCD’nin 15 giin siire ile verilmis olmasi folikiil kayiplarina neden olmus ve
apoptoz tiim folikiillerde artmistir. Primordiyal ve primer folikiillerin bu konuda yapilan
arastirmalarla uyumlu olarak, sayica azalmasi gerceklesmistir. VCD’nin 160 mg/kg
dozunun 15 giin uygulanmasinin deneysel olarak immatiir sigcanlarda prematiir over

yetmezligi olusturabilecegini diisiinmekteyiz.

VCD aracili ovotoksisiteye karsi 17-beta estradiyoliin farmakolojik dozunun

sicanlarda koruyucu etkisi goriilmiistiir (54).

28 giinliik disi siganlara 80 mg/kg VCD nin uygulandigi bir arastirmada VCD
yani sira 0,1 mg/kg 178-E2 ve 0,1 mg/kg ER agonisti olan genistein kullanilmistir.
VCD grubunda kaspaz-3 aktivitesi ovaryumlarda kontrol grubuna gore anlamli oranda
artarken, VCD ile genistein uygulanan grupta bulgular kontrol grubuna benzer

bulunmustur (150)

Disi hamsterlarla yapilan bir arastirmada postnatal 1 ve 4. giinde yine E2 1pg ile
2ug E2 olarak uygulanmigtir. Ovaryumlar postnatal 8.’inci giinde alinmistir. E2
uygulanan tiim gruplarda TUNEL (+) boyanmis hiicrelerin sayisinin kontrol grubundan

az oldugu gozlenmistir. Bu ¢alismada ayrica 1, 5 ve 10 ng/ml E2 ovaryum kiiltiirlerine
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konmustur. 1 ve 5 ng/ml E2 uygulanmis grupta TUNEL (+) boyanmus hiicrelerin sayisi
kontrol grubu ile benzerlik gosterirken 10 ng/ml E2 uygulanan grupta TUNEL (+)

boyanmis hiicrelerin sayis1 artmistir (158).

Hegele-Hartung ve arkadaslarinin 2004 tarihinde yaptig1 bir aragtirmada 4 farkl
protokol uygulamislardir. Ik protokol de 24 giinliik disi siganlarm hipofizi
cikartilmistir ve hipofizi ¢ikartildigi giinii 0.’1nc1 giin olarak kabul etmislerdir. Bu giinii
takip eden 6, 7, 8 ve 9’uncu giinlerde 4 giin boyunca 6strojen, ERa ve ERf agonistleri
0,01, 0,1 ve 1 mg olarak uygulanmistir ve erken folikiilogeneze bakilmistir. 10.’uncu
giinde sakrifiye edilen sicanlarin ostrojen ve ER agonistlerinin 0,1 ve 1 mg uygulanan
gruplarda ovaryum agirligr belirgin sekilde artmistir. ERa agonistinin uygulandigi
sicanlarin ovaryum agirhiginda bir fark goriilmemistir. Uterus agirliklarinda ise strojen
ve ERa agonisti uygulanan siganlarin biitiin dozlarinda belirgin bir artis gdzlemlenirken
ve ERP agonisti uygulanan siganlarin 0,1 ve 1 mg dozlarinda artis gézlenmistir. Folikiil
boyutlar1 ve atretik folikiil bakimindan ise ERo agonisti uygulanan sicanlar kontrol
grubu ile benzerdir. Ostrojen ve ERP agonistinin uygulandig1 sicanlarda atretik preantral
folikiiller az sayida goriilmiistiir. Ostrojen ve ERP agonisti erken folikiilogenezi stimiile
ederken preantral folikiillerinde boyutlar1 artmaktadir. 0,01 mg ERp agonisti ile 0,1 mg
Ostrojen uygulanmasinda folikiiler biiyiime artmaya baslamistir fakat bu artis anlaml
degildir. Ostrojen ve ERP agonistinin uygulandig1 sicanlarda TUNEL (+) hiicre sayisi
ovaryumlarda artarken preantral folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinde proliferasyon
artmaktadir. Ostrojen ve ERa agonisti uygulanan siganlarin ovaryumlarinda ise tam
tersi sonuclar elde edilmistir. Bu sicanlardaki preantral folikiillerdeki graniiloza
hiicrelerinde az sayida prolifere olan hiicreler gozlenirken apoptotik folikiillerin saysida

artmistir.

Ikinci protokolde ise 20 giinliik farelere gonadotropinlerin salinimim engellemek
icin 50 pg GnRH antagonisti 8 giin boyunca uygulanmistir. GnRH antagonistinin
uygulandigi ilk giin 0’1nc1 giin olarak kabul edilmistir. Bunu takip eden 4, 5, 6 ve 7’inci
giinlerde oOstrojen, ERa ve ERp agonistleri 0.3 mg olarak uygulanmistir. 8’inci giinde

fareler sakrifiye edilmistir. Ostrojen ve ERP agonistinin uygulandigi farelerdeki
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ovaryumlarda preantral folikiiller yaklasik olarak 5 kat, antral folikiiller ise 2 kat artmig
olarak gozlendi. Atretik folikiillerde de belirgin bir diisiis gézlenmistir. ERa agonisti

uygulanan farelerde ise belirgin bir degisiklik goriillmemistir.

Uciincii protokolde hipofizektomi yapilmis sicanlardaki gec folikiiler gelisime
bakilmistir. Bunun i¢in 24 giinliik disi sicanlarm hipofizi ¢ikartilmistir ve hipofizi
cikartildigi giinii 0.’1nc1 giin olarak kabul etmislerdir. Bu giinii takip eden 6, 7, 8 ve
9.’uncu giinlerde 4 giin boyunca ostrojen, ERa ve ER agonistleri 0,01, 0,1 ve 1 mg
olarak uygulanmistir. Daha sonra onuncu giinde 20IU PMSG (pregnant mare serum
gonodatropin) ve 12.inci giinde de 10 IU hCG uygulanmistir. Ostrojen ve ERp
agonistinin uygulandigi gruplarda doza bagh olarak ovaryum agirliklart artmistir. ERa
agonisti uygulanan grupta ise herhangi bir fark goriilmemistir. Ostrojen ve ERP
agonistinin uygulandig1 gruplarda ovulasyona ugramis oosit sayis1 artmistir. Bu artig 1
mg Ostrojen ve 0.1 ile 1 mg ERP agonisti uygulanan gruplarda daha belirgin sekilde

goriilmiistiir. ERa agonisti uygulanan grupta ise bu artis ¢cok diisiik oranda olmustur.

Dordiincii protokolde ise 9-11 haftalik yetiskin disi sicanlar ile yapilmistir. Bu
sicanlarin deneye baglamandan 8 giin 6nceden 4 giinliik diizenli sikluslar1 goriilmiistiir
ve deneye metadstrus asamasinda baglamiglardir. Yetigkin sicanlara 4 giin boyunca
ostrojen, ERa ve ERP agonistleri 0,1, 1, 10, 100 ve 1000 pg olarak cesitli dozlarda
verilmistir. Biitiin gruplardaki sicanlarin ovaryum agirliklarinda herhangi bir degisiklik
goriilmemistir. Ostrojen ve ERa agonisti uygulanan sicanlarda doza bagli olarak kuru
uterus agirliklar artmistir. ERB agonisti uygulanan gruplarda ise herhangi bir degisiklik
goriilmemistir. Ostrojen ve ERo agonisti uygulanan sicanlarda doza bagli olarak
ovulasyon orami azalmistir. ERP agonisti uygulanan gruplarda ise ovulasyon oraninda
0,1, ug dozda c¢ok az bir artig goriilirken 1000 pg dozda anlamli bir azalma

gozlenmistir. Buna karsin diger dozlarda belirgin bir fark gézlenmemistir (52).

Fitoostrojenlerin en 6nemli 6zelliklerinin 6strojenik ve antiostrojenik aktiviteleri
oldugu ve aktivitelerinin ortamin endojen Ostrojen diizeyi ile iligkili oldugu premenopoz

gibi yiiksek Ostrojenli ortamda antiostrojenik etki , (postmenopoz gibi diisiik Ostrojenli
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ortamda ise Ostrojenik etki gosterdikleri arastirmalarda belirlenmistir (17, 50, 81).
Arastirmamizda kullandigimiz silymarinin 6zellikle ERP reseptorlerine baglanma ilgisi
gbz Oniine alindiginda ovaryum ve uterus agirliginda artis gozlenmedi. Buna karsin
ovaryumlardaki preantral ve antral folikiillerde artis, AMH yogunlugunu kontrole

benzer olmasi, kaspaz-3 ve TUNEL (+) hiicrelerinin azalmasi gézlenmistir.

Bir fitoostrojen olan silymarin ve silybinin ayrica karsinogenezise karsi
koruyucu etkileri oldugu, ultraviyolenin tetikledigi oksidatif stres, inflamasyon, immiin
cevap ve DNA hasan gibi tehlikeli etkileri baskiladig1 ve azalttigi, PGE,, PGF,, PGD,
(prostoglandin metabolitlerinin) ve COX-2 (cyclooxgenase-2) ekspresyonun inhibe
ettigi, mitokondriyal apoptoz mekanizmalarini, kaspaz aktivasyonunu ve MAPK

sinyallerinin modulasyonunu sagladigi gozlenmistir (71, 75, 144).

Mana ve arkadaslarinin 1999 tarihinde hiicre kiiltiirtinde cesitli hiicre tipleri
kullanarak yaptigi bir calismada silymarinin TNF-o’nin tetikledigi MAPK’1n ve c-Jun
terminal kinazin aktivasyonunu inhibe ettigi ve TNF- o’nin tetikledigi sitotoksiteyi ve
kaspaz aktivitesini ortadan kaldirdigi ve Bcl ve Bax oranini da arttirdigr belirlenmistir.
You ve arkadagalarinin 2004 tarihinde insan endoteliyal ECV304 hiicrelerindeki yaptigi
bir aragtirmada silymarin kaspaz, Bcl2 ailesi ve NF-kB’nin diizenlenmesiyle endoteliyal
apoptoz indiiksiiyonu ile olusan anjiyogenezi inhibe ettigi i¢cin antikanser etki gosterdigi

anlasilmistir. (71, 91, 163).

Aragtirmamiz sonuglarina gére VCD grubu ile VSL grubu arasinda apoptoza
giren ve TUNEL (+) hiicre sayilan ve kaspaz-3 aktivitesi pimordiyal primer, sekonder
ve antral folikiillerde anlamli olarak farklidir. VCD’nin neden oldugu ovotoksisite
apoptoz yoniinden degerlendirildiginde, VCD ile silymarinin birlikte verildigi VSL
grubunda azalmistir. Bu bulgularin silymarinin kaspaz aktivitesini azalttigi ve MAPK
sinyallerini diizenledigini belirten arastirmalarla uyumlu oldugu gozlenmistir. Ayrica
silymarin Ostrojenlerle yapilan arastirmalara benzer sekilde muhtemelen Gstrojenik etki

gostererek apoptozu azaltmistir.
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Yetiskin disi ve yavru kopekler ile yapilan 80, 160, 240 mg/kg dozlarda VCD
nin 30 giin siireyle uygulandigl bir arastirmada tiim dozlarda ovaryum ve uterus
agirhiklarinda gruplar arasinda fark olmadigi ancak primordiyal folikiil sayilarinin

belirgin sekilde azaldig1 gozlenmistir (58).

28 giinliik immatiir ve 58 giinlilk matiir si¢anlarla yapilan bir ¢alismada 80
mg/kg VCD 30 giin boyunca uygulanmistir. Siganlarin primordiyal ve primer folikiil
sayllarinda azalmalar goOriilmiistir. Ayrica ovaryum ve uterus agirhiklarina
incelendiginde sadece 58 giinliik matiir sicanlarda VCD uygulanan grupta uterus

agirliklarn anlamh olarak azalmigtir (42).

Sicanlarla yapilan bagka bir arastirmada in vitro ortamdaki folikiillere 10, 20, 30
pM konsantrasyonda ve 15 giin boyunca, ayrica 30 uM konsantrasyonunda kiiltiiriin
birinci veya ikinci giiniinde tek doz VCD verildiginde primordiyal ve kiiciik primer
folikiillerde anlamli azalmalar gozlenmistir. Yine aym c¢aligmada 40, 80, 160, 320
mg/kg konsantrasyonunda VCD tek doz olarak uygulanmis ve 0, 3, 6 ,9 ve 12 giinlerde
folikiil sayilarina bakilmistir. Ayrica 320 mg/kg VCD tek doz olarak uygulanmis olup
36 giinde folikiil sayilarina bakilmistir. Cesitli dozlarda uygulanan VCD gruplarinda
sadece 6 ve daha sonraki giinlerdeki 320 mg/kg uygulanan gruplardaki primordiyal ve
primer folikiillerde anlamli azalmalar gozlemlenmistir. Diger giinlerde ve dozlarda
herhangi bir anlamli farka rastlanmamistir. Ayrica bu gruplardaki korpus luteum
sayillarinda da anlamli bir fark bulunmamistir. Bununla birlikte tek doz olarak 320
mg/kg VCD uygulanmis grubun 36 giindeki folikiil sayilarina bakildiginda tiim folikiil
tiplerinde anlamli bir fark varken yalmzca biiyiikk primer folikiillerde fark

gozlenmemistir (22).

Arastirmamizda VCD grubunda primer ve primordiyal folikiil sayilarinda
azalmalar saptanirken, viicut ve organ agirliklarinin degerlendirilmesinde gruplara gore
farklilik bulunmamistir. Uterus agirliklarinin ise 28 giinliik hayvanlar kullanilmasina

bagh olarak degismemistir.
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Springer ve arkadaslarmin 1996 tarihinde yaptigi bir arastirmada 28 giinliik
sicanlara 80 mg/kg dozunda VCD uygulanip 8, 10, 15’inci giinlerdeki folikiil sayilarina
bakilmigtir ve primordiyal ve primer folikiillerdeki azalmalar 15’inci giinde

saptanmistir. Diger biiyiiyen folikiillerde ise anlamli bir fark bulunmamaistir (140).

Fare ovaryum Kkiiltiir ortaminda 15 uM konsantrasyonunda VCD’nin uygulandigi
ve 2, 4, 6, 8, 10, 12 ve 15’inci giinlerde folikiillerin sayildigi bir arastirmada 8’inci

giinden sonra primordiyal ve primer folikiillerde anlaml1 azalmalara belirlenmistir (77).

Thompson ve arkadaslarinin 2005 tarihinde yaptiklari bir arastirmada disi Fisher
344 sicanlara, C57BL/6 fare ve AhR-eksik (aryl hydrocarbon receptor) farelere VCD
(80 mg/kg) dozda 15 giin ve AhR antagonisti (ANF) 20 ve 80 mg/kg dozlardal6 giin
stire ile verilmistir. VCD verilmis sicanlarda primordiyal ve primer %40 azalma VCD
ve 20 mg/kg ANF verilen grupta %15 azalma, VCD ve 80 mg/kg ANF verilen grupta
ise %5 azalma saptanmistir. Yalnizca 80 mg/kg ANF verilen grupta ise kontrol grubuna
gore primordiyal ve primer folikiillerde anlamli olarak arttig1 gézlenmistir. Farelerde ise
sicanlara benzer sonug goriiliirken yalnizca ANF verilen gruptaki artis anlaml degilken
VCD ve 80 mg/kg ANF verilen grupta ise kontrol grubuna gore azalmalar anlamli
olarak bulunmustur. AhR-eksik fareler de ise VCD grubunda kiiciik preantral folikiiller
anlamli olarak azalmistir. Bu calismada folikiil tiplerinde kaspaz-3 aktivitesi VCD
grubunda sadece kiiciik preantral folikiillerde artmistir (149). AhR oksidatif stresi,
apoptozu, hiicre dogiisiiniin diizenlenmesini ve ksenobiyotik metobolizmasindaki bazi

genlerin transkripsiyonunu diizenler (107).

Lohff ve arkadaglarimin 2006 tarihinde yaptiklar1 bir arastirmada 28 giinlitk
sicanlara 160 mg/kg VCD 10 ve 20 giin tek doz olarak uygulanmistir ve 10, 20 ve
35’inci giinlerde incelenmistir. En son yapilan dozdan sonra 10 ve 20’inci giinde primer
ve primordiyal folikiillerde belirgin sekilde azaldigin1 gostermislerdir. 20 giin VCD

uygulanan grupta ise tiim folikiillerde anlaml azalmalar bulunmustur (66).
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28 giinliikk siganlara 30 giin boyunca 80 mg/kg VCD uygulanarak 30, 60, 120,
240, 360’inc1 giinlerde folikiil sayilarin incelendigi arastirmada, VCD grubunda
kontrole gore biitiin giinlerde primordiyal ve primer folikiiller anlamli sekilde azaldig:
gosterilmistir. Sekonder folikiiller 60 giinden sonra anlamli oranda azalirken antral
folikiillerin ise 120 giinden sonra azaldi@i saptanmistir. Ayrica korpus luteum
bakimindan anlamhi bir farka rastlanmamistir. Bu ¢alismada viicut ve ovaryum agirligi
degismemistir. Yalmzca 360’mc1 giinde VCD uygulanan grubun ovaryum agirligi

azalmistir (95).

Sahambi ve arkadaslarmmin 2008 tarihinde yaptiklart bir arastirmada 23-28
giinliik farelere 5 giin boyunca 240 mg/kg VCD uygulanis ve 16, 37, 57 ve 100’iincii
giinlerde ol¢iimler yapilmistir. Bu c¢alismada VCD ile kontrol grubu arasinda viicut
agirligl bakimindan anlamh bir fark gozlenmemistir. Ayrica organ agirliklar1 bakiminda
sadece ovaryumlarin 57’inci giinde VCD grubunda anlamli bir azalma bulunuyorken
diger giinlerde ovaryum ve uterus agirliklar1 bakimindan anlamli bir degisiklik
gozlenmemistir. Bu arastirmada VCD uygulanan gruplarda primordiyal ve primer
folikiiller 16, 37, 57 ve 100’iincii giinlerde anlamli oranda azalmistir. Sekonder
folikiillerin 37’inci giinden sonraki giinlerde ve antral folikiillerin ise sadece 37 ve

57’inci giinlerde belirgin sekilde azaldig gosterilmistir (131).

Daha 6nce yapilan bir arastirmada 28 giinliik sicanlara 15 giin boyunca 80-320
mg/kg arasinda cesitli dozlarda VCD uygulanmistir. 15 giin boyunca 160 mg/kg VCD
uygulanan si¢canlar ise 8, 10, 12, 14, 15, 30, 37, 46, 58, 120 ve 127’inci giinlerde
incelenmistir. 80-320 mg/kg VCD uygulanan gruplarda primordiyal ve primer
folikiillerde anlamli olarak azalmalara rastlanilmistir. 160 mg/kg uygulanan grupta
15inc1 giinde primordiyal ve primer folikiiller belirgin sekilde azalirken sekonder ve
antral folikiillerde kismen azalmalar bulunmustur. Bu nedenle de 160 mg/kg VCD ve 15
giin uygulanmas1 folikiil kaybi icin ideal doz olarak goOsterilmistir. Arastirmamiz
sonuclart bu bilgiyi destekler niteliktedir. Bu calismada ayrica VCD uygulanan
gruplarda kaspaz-3 aktivitesi de artmistir. Ovaryum ve uterus agirliklar1 arasinda ise

anlaml farklar bulunmamistir (94). Bir baska arastirmada ise sicanlara %0,02 ve %0,04
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VCD igeren icme suyu 2 hafta boyunca verilmistir. VCD’nin sigcanlardaki viicut

agirhigina etkisi olmadigi gézlenmistir (4).

Arastirmamizda sicanlara 15 giin boyunca 160mg/kg dozda uygulanan VCD,
viicut, ovaryum ve uterus agirligim azaltmamistir. Sonuglarimiz arastirmalardan elde
edilen sonucglara benzer sekilde VCD’nin kullandigimiz siire ve dozda viicut ve organ
agirhiklarina etkisinin olmadigi, organ agirligindaki azalmalarin ise ancak VCD’nin

daha uzun siirelerdeki kullaniminin neden olabilecegini diisiinmekteyiz.

Bulgularimiza gére VSL grubunda da kontrol grubuna gore anlamli bir kilo
degisimi bulunmamistir. Yalnizca silymarin uyguladigimiz grupta belirgin bir kilo artist

saptanmistir.

Kopekler ile yapilan bir arastirmada silymarin toksik bir madde olan
metronidazole karst koruyuculugu incelenmistir. Bu calismada silymarin ve toksik
maddenin ayni anda verildigi grupta toksik maddenin olusturacagi kilo kaybina karsi
koruyuculuk saptanirken, tek basina silymarin verilen grupta viicut agirligi kontrol

grubuna gore anlamli artis gostermistir (14).

Urbanczyk ve arkadaslarinin yaptig bir calismada domuzlart Silybum marianum
bitkisi iceren bitki karigimlari ile beslemislerdir. Silymarin iceren bitkisel karisim ile

beslenen domuzlarda kilo artig1 gézlenmistir (153).

Kummer ve arkadaglarimin 2001 tarihinde yaptigi bir arastirmada ovaryumu
cikartilmig sicanlara 25 ve 50 mg/kg silymarin 30 giin boyunca, Sug Ostrojen ise
sicanlar oldiiriilmeden Once ve 3 giin boyunca uygulanmistir. Silymarin ve Ostrojen
uygulanan gruplarda uterus agirliklarinin benzer oldugu kontrol grubundan ise anlamli

olarak fazla oldugunu saptamislardir (83).
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Seidlova-wuttke ve arkadaglarimin 2003 tarihinde yaptigi bir arastirmada
ovaryumu ¢ikartilmis sicanlara 7 giin boyunca ostrojen 3,5 pug ve silymarin ise 3,5 mg
olarak uygulanmistir. Deney sonunda uterus agirliklar1 incelendigi zaman Ostrojen ile
kontrol grubu ve silymarin uygulanan gruplar arasinda anlamli bir fark bulundugunu
fakat silymarin ile kontrol grubu arasinda ise anlamli fark olmadigim saptamislardir

(135).

Bir bagka aragtirmada ise kemiriciler fitodstrojenlerce zengin diyetle ve yoksun
oldugu diyetle 24 ve 30 giin siire ile beslenmislerdir. Viicut agirliginda bu iki grup
arasinda anlamli fark bulunmazken ovaryum ve uterus agirhiginda fitoostrojenlerce

zengin diyetle beslenen grupta artis saptanmistir (26).

Aragtirmamizda sadece silymarin grubunda arastirmalarla uyumlu olarak viicut
agirhklarinin - arttifi, organ agirliklarinda ise gruplar arasinda fark olmadigi
gbzlenmistir. Silymarin uygulanan gruplarda primer ve primordiyal folikiillerde normal
folikiil sayilarinin kontrole benzer oldugu belirlenmistir. Ayrica sekonder ve antral
folikiil sayilar1 da kontrol grubuna benzerdir. Silymarinin apoptozu engelleyerek folikiil

kaybimi 6nledigini diisiinmekteyiz.

Bulgularimizda VCD uygulanan grupta, primer ve primordiyal folikiillerin
ozellikle atretik olanlarinin sayica arttigi belirlenmistir. Kao ve arkadaslarinin 2003
tarihinde yaptig1 bir arastirmada 28 giinlitk fare ve sicanlara 80 mg/kg dozda verilen
VCD’nin 6, 8, 10, 12’inci giinlerde sadece primordiyal ve primer folikiilleri sayilarini
azalttig, atretik oranlarinin ise her iki folikiilde de arttig1 gozlenmistir (86). Bir baska
arastirmada ise farelere in vitro olarak 10-40 pM arasinda cesitli VCD dozlan
uygulanmistir. Ovaryum Kkiiltiirlerinde primordiyal ve primer folikiillerde yiiksek doz
uygulanan VCD grubunda saglikli folikiiller azalirken, atretik folikiillerin sayisinda artig
olmustur (40).
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Ovaryumlardaki atrezi oraninin siganlarda neonatal evrede daha fazla oldugu,
seksuel olgunluk basladiginda ise azaldigi, 6zellikle kiigiik preantral folikiillerin biiyiik
antral folikiillere doniismesi esnasinda atrezinin goriildiigii 17-beta estradioliin ise

preantral folikiillerde atreziyi yavaslattigi arastirmalarla belirlenmistir (54).

Aragtirmamiz bulgular1 degerlendirildiginde VCD’nin neden oldugu atretik
folikiil sayisindaki artisin silymarinin uygulandigi gruplarda anlamh olarak azaldigi
gozlenmistir. Bir fitodstrojen olan silymarinin uygun reseptorlere baglanarak dstrojenik

etkisiyle preantral folikiillerdeki atreziyi engelledigini diisiinmekteyiz.

Thompson ve arkadaglarinin 2002 tarihinde yaptigi bir arastirmada 28 giinliik
disi sicanlara 80 mg/kg VCD uygulanan grup ile kontrol grubu arasinda uterus agirlig
bakimindan anlamli bir farka rastlanmamistir. Bu ¢calismada ayrica 0,1 mg/kg 17B-E2 ve
0,1 mg/kg genistein VCD ile birlikte kullanilmistir. 17B-E2, VCD’nin etkiledigi
folikiillerden sadece primer folikiilleri korundugu gosterilmistir. Bununla birlikte 173-
E2 ve genistein toplam folikiil sayilarim1 da artirmistir. Ayrica bu calismada VCD
grubunda kaspaz-3 artarken, VCD ile genisteinin birlikte uygulandigi grupta bu artig
kontrole benzer bulunmustur (150). Bununla birlikte disi hamsterlarla yapilan baska bir
arastirmada ise hem in vivo hemde in vitro ortamda Ostrojen uygulanmasinin saglikli

primordiyal ve primer folikiillerin sayilarim arttirdigi gosterilmistir (158).

Aragtirmamizda VCD grubunda azalan folikiiller, artan atretik folikiiller ve
apoptoz VCD ile silymarinin birlikte uygulandig1 grupta ise kontrol grubuna benzer

sonuclar elde edilmistir. Silymarin VCD toksisitesini olduk¢a azaltmistir.

Son yillarda serum AMH diizeyi, ovaryum yaslanmasi ve ovaryum folikiil
varliginin gostergesi olarak yiiksek bir isaretleyici olarak gosterilmektedir AMH
dogumla birlikte serumda bulunan puberteya kadar artan ve ovaryumdaki yaslanmayla
birlikte agsamali1 olarak azalan bir belirtectir. AMH, yasla negatif korelasyon gosterirken,

antral folikiil sayisi ile pozitif korelasyon gosterir (28, 126). Bulgularimizda AMH (+)
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hiicre yogunlugu VCD grubunda tiim folikiillerde azalirken bu azalmalar sadece primer
folikiilde anlamli olarak goriildii. Silymarin gruplarinda ise kontrole benzer sonuglar
elde edilmistir. Silymarinin ovaryumlardaki folikiil varligin1 korudugunu ve bu sekilde

ovaryum yaslanmasini1 geciktirecegini diisiinmekteyiz.

Folikiiler farklanmada ve folikiilogenezi diizenlemede insanda ve kemiricilerde
pek cok lokal faktdr yani sira AMH’nin c¢ok Onemli rolleri oldugu bulunmustur.
Onceleri AMH’nin sadece erkeklerde salgilandigi bilinmesine karsm, yapilan
arastirmalarda yetigkin kemiricilerin ovaryumlarindaki graniiloza hiicrelerinde AMH
mRNA ve proteini bulunmustur. Bu hormon o6zellikle erken preantral ve antral
folikiillerde sentezlenirken atretik folikiillerde ve ovulasyona ugrayacak olan folikiilde
eksprese olmadigi belirlenmistir (30, 86, 87). Disi farelerde AMH’nin primordiyal
folikiillerin hizhi bir sekilde yok olmasini engelledigi ve ovaryumlardaki folikiil

secimlerinde etkin bir rol iistlendigi gosterilmistir (29, 30).

Arastirmalarda kadinlarda sirkiilasyondaki AMH seviyesi ile ovaryumdaki
folikiil rezervinin korelasyon gosterdigi ve anormal bir folikiillogenezde AMH nin
seviyesi degistigi ve ovaryumlarinda AMH’un immunoreaktif ekspresyonunun primer,
sekonder, preantral ve antral folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinde oldugu belirlenmis
olmasina karsin AMH’nin insan ovaryumundaki rolii heniiz tam olarak anlagilmamistir

(126, 159).

Fotal, neonatal ve yetiskin insan ovaryumlar1 ile yetiskin maymun
ovaryumlarinda AMH diizeylerinin incelendigi bir arastirmada, insan gelisimin 13-15
haftalar1 arasindaki fotal ovaryumlarda yalnizca graniilloza veya somatik hiicrelerin
cekirdeklerinde ve sitoplazmalarinda AMH(+)boyanma varken, germ hiicrelerinde
boyanma gozlenmemistir. 16-18 haftalarda da benzer sonuclar elde edilmistir. 20
haftada ise oositlerin etrafin1 ¢eviren primordiyal folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinde
AMH (+) boyanma oldugunu saptamislardir. 23. haftada ise sadece primer ve
primordiyal folikiillerdeki graniiloza hiicreleri AMH (+) boyanma gostermistir. Oositte

boyanma saptanmamistir. Neonatal ovaryumlarda AMH (+) boyanma ozelligi f&tal
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ovaryuma benzer sekildedir. Yalnizca primer ve sekonder folikiillerdeki graniiloza
hiicrelerindeki AMH (+) boyanma yogunlugu primordiyal folikiillere gore belirgin
sekilde artmistir. Kiiciik antral folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinde ise bazi hiicreler
AMH (+) boyanma o0zelligi gosterirken bazi hiicreler boyanmamustir. Yetiskin insan
ovaryumunda ise AMH (+) boyanma gosteren hiicreler sadece graniiloza
tabakasindadir. Ancak ovaryum stromasinin bazi kisimlarinda ise AMH (+) boyanmalar
saptanmistir. Yetiskin bireylerin ovaryumlarinda primordiyal folikiillerde AMH (+)
boyanma 06zelligi azalirken primer ve preantral folikiillerde belirgin sekilde artig
saptanmugtir. Preantral folikiiller ile antral folikiiller birbirleri ile karsilastirildiginda
antral folikiillerdeki AMH seviyesinde azalmalar oldugu belirlenmistir. Yine ayni
arastirmada yetiskin maymun ovaryumlarinda AMH (+) boyanma yetiskin insan

ovaryumlarina benzer olarak bulunmustur (99).

Sahambi ve arkadaslarinin 2008 tarihinde yaptiklan bir arastirmada farelere 5
giin boyunca 240 mg/kg VCD uygulanig ve 16, 37, 57 ve 100’iincii giinlerde ol¢iimler
yapilmistir. AMH nin serumdaki diizeyi VCD uygulanan 16 giinlilk deney grubu ile
kontrol grubu arasinda anlamli bir fark olmadigimi gostermislerdir. Buna kargin VCD
uygulanan 37, 57 ve 100 giinlik deney gruplarinda ise kontrol grubu ile
karsilagtirlldiginda  belirgin ~ bir azalma  oldugunu  saptamislardir. ~AMH
immiinohistokimyasal incelemelerde ise gelismekte olan folikiillerde VCD uygulanan
16 giinlik deney grubunda anlamli bir fark gozlenmezken 37 ve 100 giinliik deney

gruplarinda kontrole gore anlamli azalmalar oldugunu gostermislerdir (131).

Aragtirmamizda siganlarin ovaryumlarinda AMH (+) pozitif boyanan hiicrelerin
yogunlugu kontrol grubunda primer ve sekonder folikiillerde iken, VCD grubunda
antral folikiillerde, VSL grubunda ise sekonder ve antral folikiillerde gozlenmistir.
Sonuglarimiz  AMH’nin folikiiler farklilanmay1 ve folikiillogenezi diizenlemeyi
sagladigimi ayrica primordiyal folikiillerin hizli bir sekilde yok olmasimi engelledigini
belirten arastirmalarla uyumlu olup silymarinin ovaryum rezervini koruyucu rolii AMH

ile de ilgili olarak oldukga belirgindir.
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Methoxychlor [1,1,1-trichloro-2,2-bis(4-methoxyphenyl) ethane; MXC]
icerisin de zayif Ostrojen bilesikleri icermektedir. MXC’nin daha da aktif formu olan
[2,2-bis(p-hydroxyphenyl)-1,1,1-trichloroethane; HPTE) ise Ostrojenik anti Ostrojenik
ve anti androjenik oOzellikleri bulunan maddelerdir. MXC ve HPTE 6strojen
reseptorlerine baglanma ilgisi bulunurlar. Bu nedenlede Ostrojenik aktivitesi vardir.
Bunlarla yapilan ¢alismada hem MXC (1, 10, 50, 100, 500 mg/kg) uygulanan grupta
hemde HPTE (0,5, 1, 5, 10, 25 uM) uygulanan gruplardaki ovaryumlar1 kontrol grubu
ile karsilagtirldiginda MXC uygulanan gruplarda doza bagl olarak AMH seviyesinde
anlamli artis oldugunu HPTE uygulanan gruplardaki hayvanlarda ise sadece 1 ve 5 uM

uygulanan gruplarda AMH seviyesinde anlamli artislarin oldugunu saptamislardir (154).

Yapilan bir bagka arastirmada yeni dogmus disi sicanlara 5 giin boyunca
sentetik Ostrojen olan oOstrojen benzoate (EB) 10 pg olarak uygulanmis ve AMH
seviyelerine 6, 14 ve 21.’inci giinlerde bakilmistir. EB uygulanan 6 giinliik deney
gruplarindaki sicanlarda primordiyal folikiillerde AMH mRNA’s1 gozlemlenmezken
primer ve sekonder folikiillerde gozlenmistir. Fakat kontrol grubu ile anlaml bir fark
olmadigr saptanmistir. 14 giinliik deney gruplarinda ise primer ve kiiciik antral
folikiillerde AMH sentezlenirken biiyiik antral folikiillerde sentezlenmemistir. EB
uygulanan gruptaki eksprese olan AMH seviyesinin kontrol grubuna gore daha fazla
oldugunu bulunmustur. Immnohistokimyasal olarakta bu bulgular desteklenmistir. 6 ve
14 giinlik deney gruplarinda EB uygulana gruptaki sicanlarin AMH ekspresyon
seviyesi kontrol gubuna gore anlamli derecede artarken 21 giinliik deney grubunda ise

bu fark kontrol grubu ile benzerlik gosterdigini gostermislerdir (64).

G.Médurilve ark. 2007 tarihinde yaptiklan arastirmada 48 idiopatik POF’lu
hastadan aldiklart 6rneklerde serum AMH seviyesi, ovaryum histolojisine ve AMH
immunekspresyonu arastirilmis olup hastalarin %77 sinde serum AMH diizeyi
Olciilemeyecek miktarda iken diger sonuglarda benzer bulunmustur. Sonug olarak POF
hastalarinda AMH sentezinde antral folikiil diizeyinde azalma olmas1 antral gelisimde

bir bozukluk olabilecegini gostermistir (97).
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Arastirmamizda fitoOstrojen olan ve Ostrojen reseptorlerine baglanma afinitesi
olan silymarin gruplarinda AMH (+) boyanma gosteren hiicrelerin yogunlugu daha
onceki arastirmalarla uyumlu olarak primer ve sekonder folikiillerde VCD grubuna
oranla artmistir. Ovaryum kesitlerinde VCD grubu haricindeki gruplarda AMH pozitif
boyanan hiicreler primordiyal folikiillerin etrafin1 saran graniiloza hiicrelerinde ¢ok az
miktarda goriilmiistir. Primer ve sekonder folikiillerin etrafim1 saran graniiloza
hiicrelerinde ise belirgin artis gostermistir. Ayn1 gruplarmm antral folikiillerinde AMH
yogunlugu sekonder ve primer folikiillere oranla da az miktardadir. AMH boyanmasi
graniiloza hiicreleri disinda yer yer ovaryum stromasinda gozlenirken, oositlerde, teka

tabakasinda, atretik folikiillerde ve kistlerde boyanma gbzlenmemistir.

Bu konuda yapilan arastirma sonuglari ile arastirmamiz  sonuglari
karsilastirildiginda benzer sekilde VCD’nin kiigiik preantral folikiillerde cesitli apoptoz
sinyal yolaklar1 kullanarak atrezinin normal siirecini hizlandirdig1 ve bu sekilde folikiil
kaybina neden oldugu, silymarinin ise VCD’nin olumsuz etkisini anlamli olarak
diizelttigi gozlenmistir. VCD preantral folikiillerde ayrica AMH sentezini azaltmistir.
VSL grubunda ise VCD’ye kars1 koruyucu olarak kullandigimiz 6strojenik etkileri olan
silymarinin AMH seviyesini arttirmig oldugu gozlenmistir. VCD’nin primer ve
primordiyal folikiil kaybi1 olusturmasi sirasinda silymarinin ER olan baglanma
ilgisinden dolay1 Ostrojenik etki gosterdigi ayrica silymarinin graniiloza hiicrelerini
cogalttigim1 ve bu sebeplerden dolayida AMH seviyesini arttirdigin diisiinmekteyiz.
Azalan AMH sentezi ve folikiil kayiplar1 arasinda korelasyon oldugunu diisiinmekteyiz.
Silymarinin VCD toksisitesi ie ilgili kisaca prematiir over yetmezliginde kullanildig1 bir
bagka aragtirmaya su ana degin raslanmamustir. Bu anlamda arastirmamiz oldukca
Ozgiin bir arastirmadir. VCD bilindigi gibi bocek ilaci, lastik, kauguk ve plastik
sanayisinde iiretilen maddelerde kullanilir ve bir¢ok kisi bu madde ile dogrudan ya da
dolayli olarak karsilagsmaktadir. Bu nedenle VCD’ye maruz kalan kadinlarda erken
menopoza girme riski oldukca yiiksektir. Deneysel prematiir over yetmezligini modeli
olarak VCD iyi bir kimyasal olarak secilebilir. Arastirmamiz sonuglarma gore
silymarinin ovotoksisiteye karsi apoptozu engelleyerek folikiil kaybini Onlemistir.
Arastirmamiz bulgular1 daha ileri tekniklerle de desteklendiginde silymarinin prematiir

over yetmezligi tedavilerinde yer alacagini diisiinmekteyiz
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6. SONUC ve ONERILER

Arastirmamizda 4-vinylcyclohexene diepoxide (VCD) ile olusturulan deneysel

prematiir over yetmezligine bir fito Ostojen olan Silymarin uyguladigimiz da olumlu

sonuglar elde edildi. Bu sonuglar1 kisaca 6zetlersek;

1-

15 giin boyunca VCD uyguladigimiz gruplarda viicut ve organ agirliklar
yoniinden anlamli bir kilo kaybi yasanmazken silymarin uygulanan

gruplarda belirli bir kilo artis1 goriilmektedir.

VCD’nin ovaryumlardaki preantral folikiillere olan toksik etkisini silymarin

azaltarak normal folikiillerin sayisin1 ve yapisin1 korumaktadir.

Siymarin apoptozu Onlemesinden dolay1 VCD ile artan apoptoz VSL
gruplarinda azalmaktadir. Silymarin apoptoz yolaklarini etkiler. Bu nedenle
apoptoza giren hiicrelerde Kaspaz-3 aktivitesi ve TUNEL (+) hiicre sayisi

azalmistir.
Ovaryum rezervlerini belirlemede ©nemli bir isaretleyici olan anti-
miilleriyen hormon yogunlugu VCD uygulanan gruplarda azalirken, VSL

grubunda artmistir. VCD’nin olumsuz etkisini silymarin yavaglatmaktadir.

Sonug olarak arastirmamizda; silymarinin 6zellikle ovaryumlara toksik etkisi

olan ve primordiyal ve primer folikiilleri parcalayarak ovaryumdaki folikiil

havuzunu tiikketmesiyle prematiir ovaryum yetmezIligi yada erken menopoza

neden olan VCD’ye kars1 koruyucu etkisi gbzlenmistir.
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