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OZET

Nonylphenol (NP) giiglii 6strojenik aktiviteye sahip, giinlilk hayatta pek ¢ok alanda
siklikla kullanilan toksik etkileri olan kimyasal bir maddedir. Ovaryum dokusunda
folikiilogenez siirecini degistirerek infertiliteye neden oldugu bilinmektedir. infertilite
tedavisinde kullanim1 her gecen giin artan kemik iligi kaynakli mezensimal kok hiicre
(KI-MKH)’ler ve doku onariminda bir diger 6nemli faktor olan folik asit (Fa)’in
ovaryum hasarinda 7 ve 14 giinlik tedavi ve takip planinin uygulanarak etkilerin
karsilastirilmas1 amaglanmistir.

Calismada, 130 adet Wistar albino tiirii disi sican kullanild1 ve 13 gruba ayrildi (n=10).
7 giin tedavi uygulanan ve takip edilen gruplar NP7, Fa7, Kh7, NP+Fa7, NP+Kh7,
NP+Kh+Fa7 gruplari olarak belirlendi. 14 giin tedavi uygulanan ve takip edilen gruplar
NP14, Fal4, Khl4, NP+Fal4, NP+Kh14, NP+Fa+Kh14 gruplariydi. NP uygulanan
gruplardaki (NP7, NP+Fa7, NP+Kh7, NP+Kh+Fa7, NP14, NP+Fal4, NP+Khl4,
NP+Kh+Fal4) siganlara 7 giin boyunca gavaj yoluyla 100 pl misir yaginda
cozdiiriilerek 50 pl dozda NP uygulandi ve ovaryum hasari olusturuldu. 7 giiniin
sonunda Kh uygulanacak gruplara ( Kh7, NP+Kh7, NP+Kh+Fa7, Kh14, NP+Kh14,
NP+Kh+Fal4) tek sefer 2,5x10° Ki-MKH’ler kaudal ven yoluyla intravenéz (i.v)
injeksiyonla verildi. Ayn1 giin Fa uygulanacak gruplara (Fa7, NP+Fa7, NP+Kh+Fa7,
Fal4, NP+Fal4, NP+Kh+Fal4) gavaj yolu ile 20 mg/kg/glin olacak sekilde Fa
uygulamasina baslandi. 7 giin boyunca Fa uygulandi ve sonrasinda 7 giinlik tim
gruplar sakrifiye edildi. 14 giin Fa uygulanacak gruplara ise Fa uygulamasina devam
edildi ve 14 giine tamamlandi. Sonrasinda tim 14 giinlik gruplar sakrifiye edildi.
Ovaryum dokular1 ve kan ornekleri alindi. Ovaryum dokularindan elde edilen kesitler
Hematoksilen&Eozin ve Masson Trikrom boyama yontemleri ile boyandi ve ovaryum
rezervini belirlemek i¢in folikiil sayim1 yapildi. Ovaryum dokularinda Anti-Miillerian
Hormon (AMH), TNFa (Tiimér Nekrosis Faktor Alfa), IL6 (Interlokin 6) ve TGFB1
(Transforming Growth Factor Beta 1) ekspresyonlart belirlendi. TUNEL yontemi ile
apoptotik hiicreler sayildi. Malondialdehit (MDA), siiperoksit dismiitaz (SOD) ve
katalaz (CAT) diizeylerini belirlemek i¢in ELISA yontemi uygulandi. Ayrica
antioksidan parametrelerden Total Antioksidan Kapasite (TAS) ve oksidan
parametrelerden Total Oksidan Kapasite (TOS) diizeyleri analiz edildi.

NP’iin ovaryumda olusturdugu hasar sonrasi uygulanan Ki-MKH’lerin 7. ve 14. giinde
ovaryumda varliklar1 gosterildi. Histopatolojik bulgular Fa ve Kh’nin birlikte
uygulandigr tedavi gruplarinda fibrozisin azaldigi ve ovaryum histopatolojik
bulgularinin diizeldigi gézlendi. Folikiil sayim sonuglari, NP+Fa+Kh7 ve NP+Fa+Kh14
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gruplarinin tek uygulama yapilan gruplara oranla primordiyal ve gelismekte olan diger
folikiillerin sayisinin kontrol grubuna daha yakin degerde oldugunu gdosterdi.
Folikiillerdeki AMH immiinreaktivite yogunlugu NP+Fa+Kh14 grubunda kontrole
benzer degerde olgiildii. TNFa, IL6 ve TGFB1 immiinreaktivite yogunlugu sonuglar1 Fa
ve KI-MKH’nin ve ikisinin birlikte uygulandigi gruplarin tadavi edici etki
gbsterebilecegi yoniindeydi. Apoptotik hiicre sayimi sonuglar1 6zellikle Ki-MKH
uygulanan tedavi gruplarinin apoptotik hiicre sayisini azaltmada daha etkili oldugunu
gosterdi. Tedavi gruplarindan MDA, SOD, CAT, TAS ve TOS 6l¢iim sonuglart Kh ve
Fa’in birlikte uygulandig1 gruplar kontrol grubuna yakin degerler gosterdigi gozlendi.
Fa ve KI-MKH’nin tedavi amagl birlikte kullanimimin ovaryum histopatolojisi iizerine
olumlu etkileri oldugunu ve Fa’in Ki-MKH’lerin terapotik etkilerini giiclendirdigi
birlikte kullanimlarinin biyokimyasal olarak ovaryum fonksiyonlarini diizenleyebilecegi
ve iyilestirebilecegi bir klinik yaklagim getirebilir.

Anahtar kelimeler: Folik Asit; Ki-MKH; Nonylphenol; Ovaryum; Sican.

Vi



EFFECT OF BONE MARROW-DERIVED MESENCHYMAL STEM CELL
AND FOLIC ACID ON OVARIUM DAMAGE INDUCED BY NONYLPHENOL
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PhD Thesis, January 2024
Supervisor: Prof. Dr. Arzu YAY

ABSTRACT

Nonylphenol (NP) is a chemical substance with strong estrogenic activity and toxic
effects frequently used in many areas of daily life. It is known that it causes infertility
by changing the folliculogenesis process in the ovarian tissue. It was aimed to compare
the effects of bone marrow-derived mesenchymal stem cells (BM-MSCs), which are
increasingly used in the treatment of infertility, and folic acid (Fa), another important
factor in tissue repair, on ovarian damage by applying a 7 and 14- day treatment and
follow-up plan.

In the study, 130 female Wistar albino rats were used and randomly divided into 13
groups (n = 10). The groups that were treated and followed for 7 days were determined
as NP7, Fa7, Kh7, NP+Fa7, NP+Kh7, and NP+Kh+Fa7 groups. The groups that were
treated and followed for 14 days were NP14, Fal4, Khl4, NP+Fal4, NP+Kh14,
NP+Fa+Kh14 groups. Rats in the NP-administered groups (NP7, NP+Fa7, NP+Kh7,
NP+Kh+Fa7, NP14, NP+Fal4, NP+Kh14, NP+Kh+Fal4) were given a dose of 50 pul by
dissolving it in 100 pul corn oil via gavage for seven days. NP was applied, and ovarian
damage was caused. At the end of 7 days, 2,5x10° BM-MSCs were given as a single
intravenous (i.v) injection via the caudal vein to the groups to be administered Kh (Kh7,
NP+Kh7, NP+Kh+Fa7, Khl4, NP+Khl14, NP+Kh+Fal4). On the same day, Fa
administration was started via gavage at a dose of 20 mg/kg/day to the groups to be
administered Fa (Fa7, NP+Fa7, NP+Kh+Fa7, Fal4, NP+Fal4, NP+Kh+Fal4). Fa was
applied for 7 days and then all groups were sacrificed within 7 days. For the groups that
were to receive the Fa for 14 days, the Fa application continued and was completed in
14 days. Afterward, all 14-day-old groups were sacrificed. Ovarian tissues and blood
samples were taken. Sections obtained from ovarian tissues were stained with
Hematoxylin & Eosin, Masson Trichrome and follicle counting was performed to
determine ovarian reserve. Anti Miillerian Hormone (AMH), TNFo (Tumor Necrosis
Factor Alpha), IL6 (Interleukin 6), TGFB1 (Transforming Growth Factor Beta 1)
expression was determined in ovarian tissues. Apoptotic cells were counted using the
TUNEL method. ELISA method was applied to determine malondialdehyde (MDA),
superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) levels. Additionally, Total Antioxidant
Capacity (TAS), one of the antioxidant parameters, and Total Oxidant Capacity (TOS),
one of the oxidant parameters, were analyzed.

It was shown that BM-MSCs applied after the damage caused by NP in the ovary were
present in the ovary on the 7th and 14th days. Histopathological findings: It was
observed that fibrosis decreased and ovarian histopathological findings improved in the
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treatment groups where Fa and Kh were applied together. Follicle count results showed
that the number of primordial and other developing follicles in the NP+Fa+Kh7 and
NP+Fa+Kh14 groups were closer to the control group than the single-application
groups. AMH immunoreactivity density in the follicles was measured in the
NP+Fa+Khl4 group at a value similar to the control. TNFa, IL6 and TGFB1
immunoreactivity intensity results showed that Fa and BM-MSCs and the groups
administered together may have a therapeutic effect. Apoptotic cell count results
showed that the treatment groups, especially BM-MSCs, were more effective in
reducing the number of apoptotic cells. It was observed that the MDA, SOD, CAT, TAS
and TOS measurement results of the treatment groups, in which Kh and Fa were applied
together, showed values close to the control group.

It may be suggested that the combined use of Fa and BM-MSCs for therapeutic
purposes has a positive effects on ovarian histopathology and that Fa strengthens the
therapeutic effects of BM-MSCs and can bring a clinical approach in which they are
combined use can biochemically regulate and improve ovarian functions.

Keywords: BM-MSCs; Folic acid; Nonylphenol; Ovary; Rat.

viii



ICINDEKILER

L N o TP
BILIMSEL ETIGE UYGUNLUK .....coviiiviiiiieiciseeietese e [
YONERGEYE UYGUNLUK ONAY.....coiitiiiireieiiieiisseie e, I
KABUL VE ONAYY .. ii
TESEKKUR ...ttt ettt sttt en sttt s e ettt en st as s et s s iv
OZET ..ottt v
ABSTRACT ..o vii
KISALTMALAR ve SIMGELER ......c.cccosiiiiiiniinisiscsisiissesisssssss s Xii
SEKIL LISTESI ..ottt ss sttt tes st en sttt as s et en s snsnens Xiv
TABLO LISTESI ..ottt Xivi
LI 128 VA N N U 1
2. GENEL BILGILER ......ccoosiiiiiiiiiiiiciseisiss s 4
2.1. Ovaryum EmBIIYOIOJIST.....ccuviiiiiiiieieiesie s 4
2.1.1. Ovaryumlarin Farklilagmasi Ve OOZENEZ..........cccverviiierieiiiiiiiieie e 5)
2.2. Ovaryumun Anatomik YaPIST .....ecceeiiiiiiiiiiiiiiriiie e 7
2.3. 0VAryUM HiStOI0JISi .. ..cviiieiiieiiecic sttt 8
2.3.1. Folikiiler Gelisim (Folikiilogenez) 9

2.3.1.1. Primordiyal Folikiiller 9

2.3.1.1.1. Primordiyal Folikiillerin Se¢ilimi 9

2.3.1.2. Primer FOIIKUIIET.......ccooiiiiiiiiiice e 11

2.3.1.3. Preantral FOUKGHEr .........cccoviiiiieiie e 11

2.3.1.4. Sekonder FOIKGIIET .......c.covvviiiiiiiiiiiiiiiiee e 12

2.3.1.5. Tersiyer FOUKUIET .......ccovviviiiiiiiiiii e 13

2.3.1.6. Atretik Folikiiller 14



2.5. NONYIPNENOL ... 15

2.5.1. NP’iin Kimyasal Yapis1 ve Ozellikleri 17

2.5.2. NP’iin Cevreye Yayilmasi ve Biyoakiimiilasyonu 17

2.5.3. NP’iin Etkileri 18

2.6, KOK HIUCTE ...ttt ettt 19
2.6.1. Mezensimal KOK HUCTE........cocvviiiiiiiiic e 21
2.6.1.1. Kemik iligi Kaynakli Mezensimal Kok Hiicre..........cooevevene.. 23

2.7 FOIK ASIT ..ot bbbttt bbb renne s 24
3. GEREC VE YONTEM ....ccosiiiiiiiieteeiie ettt es et en st sn st sanensnenens 26
3.1. Kemik iligi Kaynakli Mezensimal K6k Hiicreler ..............cccoovvvevercrerrnnnnns 26

3.1.1. Rat Kemik 1iligi Mezensimal Kok Hiicre Kiiltiirii ve

KaraKteriZASYONU ........ciuveieiiieiteeiecee sttt ere e 26
3.1.2. Hiicrelerin PKH26 ile isaretlenmesi..........c.cccereeriieiieiieenieniienns 27
3.2. Deney Hayvanlari........ccccooiiiiiiiiiiicc e 27
3.2.1. Uygulama Yo6ntemi ve Kullanilan Maddeler ..............cccoovinennn. 28
3.3. Histopatolojik AN@lizIer ..........ccccoeiiiiiciceec e 33
3.4. Immunohistokimyasal ANAlZIET .............ccceeveviviiiiirireierieeieee e 36
3.5. TUNEL immunofluoresan boyama yontemi...........cccocoverivrniveerciieeninnninnens 37
3.6. Biyokimyasal analizler............ccccoooiveiiiiiiiecce e 38
3.6.1. Malondialdehit Diizey Tayini..........cccoveiiniiiiciiniiiiciecceee 38
3.6.2. Katalaz AKLIVITE TaYinNi .....cccceiiiiiiiieieseseeee e 38
3.6.3. Siiperoksitdismiitaz Aktivite Tayini .........ccoveeeriviriieiiiiiiesenens 39
3.6.4. Total Antioksidan Kapasite OIgUmii ...........cceviverricveiicrerenenann. 39
3.6.5. Total Oksidan Kapasite OIgUMLi .........c.ccevreriverieriicresiereeeeeae 39
3.7. IStatistiKSel ANALIZ ...cvcvcvveieivereriiiiecieieie i 40



4. BULGULAR ..o 41

4.1. KI-MKH Karakterizasyonu ve Genel GOriintimii ..........coceeveverererererererenennn. 41
4.2. PKH26 ile Isaretli KI-MKH’lerin Ovaryumda Yerlesimi.........c....cccvvunnene. 42
4.3. MOrfolojik BUlQUIAK ..........cooiiiiiiiieee e 44
4.3.1. H&E Boyama Yontemine Ait Bulgular ...........cocoviiiiiiiiinninnnn, 44
4.3.2. MT Boyama Yontemine Ait Bulgular..........cccoooeiviiiiniiinninn, 55
4.4. immunohistokimyasal Boyama Yontemine Ait Bulgular................cc.c........ 58
AA.L AMH ..o s 58
4.4.2. TNFa, ILO, TGEPBT ..ooiiiiiiiiiiiieie e 63
4.5. TUNEL Bulgulari..........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiii e 73
4.6. Biyokimyasal BUIQUIAT.............cccccooiiiiiiiicc e 79
4.6.1. MDA, SOD VE CAT bulgular .......ccccceevviiieiiieiiee e 79
4.6.2. TAS Ve TOS BUIQUIAK ......ccviiiiiieiiee e 80
5. TARTISMA ..ottt bbbt ettt st b e re et 85
B. KAYNAKLAR ..ottt sb ettt b et r et 94
EKLER
OZGECMIS

Xi



AMH
CAT
Fa
FSH
H&E
HKH

IL6

Ki-MKH
Kh
LH
MDA
MKH
MT
NP
NPE
OMI
PGH
SOD
TAS
TGFp1
TNFa

TOS

KISALTMALAR ve SIMGELER

: Anti Miillerian Hormon
. Katalaz
: Folik Asit
: Folikiil Uyarict Hormon
: Hematoksilen Eozin
: Hematopoetik Kok Hiicre
. Interldkin 6
. Intravendz
: Kemik iligi Kaynakli Mezensimal Kok Hiicre
: Kok Hiicre
: Luteinlestirici Hormon
: Malondialdehit
: Mezensimal Kok Hiicre
: Masson Trikrom
: Nonylphenol
: Nonylphenol Polietoksilat
: Inhibe Eden Madde
: Primordiyal Germ Hiicreleri
. Siiper Oksit Dismutaz
- Total Antioksidan Kapasite
: Transforming Growth Factor Betal
: Timor Nekrosis Faktor Alfa

: Total Oksidan Kapasite

xii



Tablo 3.1.
Tablo 3.2.
Tablo 3.3.
Tablo 3.4.

Tablo 4.1.

Tablo 4.2.

Tablo 4.3.

Tablo 4.4.

Tablo 4.5.

Tablo 4.6.

Tablo 4.7.

TABLO LISTESI

DENEY GIUPLATT 1eveiiiiiiiiiie ettt 28
DoKu taKip protoKOIT ......ccveeieiieiieiie e 34
Hematoksilen&Eo0zin Boyama YOontemi .........cccoeveveeneenenieniinenesieseenens 35
Masson Trikrom Boyama YONtemi .......eeceeeereerieaieseenieseeseeseeseesieenens 36

7 giinlik deney gruplarina ait toplam folikiil sayilarinin istatistiksel

ANAIZE e e ———————— 49

14 giinlik deney gruplarina ait toplam folikiil sayilarinin istatistiksel

AN I Zi e 52

7 ve 14 giinlik deney gruplarina ait primordiyal, primer, preantral,
sekonder folikiillerde AMH immunreaktivite yogunlugunun istatistiksel

ANAIZE e —— 61

Deney gruplarina ait TNFa, IL6, TGFBlimmunreaktivite yogunlugu

Istatistiksel analizi..........cccociviiiiiiii 71
7 ve 14 giinliik deney gruplarina ait TUNEL istatistiksel analizi.............. 78

7 ve 14 giinliik deney gruplarina ait MDA, SOD ve CAT degerlerinin
ISTAtiSTIKSEl @NAKIZI. ......coeiieieiee 81

7 ve 14 giinliik deney gruplarina ait TAS ve TOS degerlerinin istatistiksel

ANAIZ e e —— 83

Xiii



Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 2.3.
Sekil 2.4.
Sekil 2.5.
Sekil 2.6.
Sekil 2.7.
Sekil 2.8.
Sekil 2.9.
Sekil 3.1.
Sekil 3.2.

Sekil 3.3.

Sekil 3.4.

Sekil 4.1.

Sekil 4.2.
Sekil 4.3.

Sekil 4.4.

Sekil 4.5.

Sekil 4.6.

SEKIL LISTESI

Primordiyal germ hiicrelerinin genital kabartiya gogii. .......ccovvrvvviiieennnen. 5
OVaryumuN ANALOMISI.....c.ueeveiieiieeieseeseesie e seesie e e ae e e sresneesreeneeas 8
OVaryum FOLKUIIETL. ...oouviiiiiiiiiiie e 10
Primordiyal ve Primer FOLKGIIET ...........ccooiiiiiiiiiiieeee e 11
Preantral FOLIKUL ..........covviiiiiiiii s 12
Sekonder FOLIKTL........coiiiiiiiiee s 13
Tersiyer FOIKUL......ccoviiiiieie et 14
Nonylphenol’iin Kimyasal Yapist ......ccccoeierineninininieeenesesee e 17
FOlikASIt KIMYasal YapiSi......ccoouiiiieieiiiiiesiesesesceeeee e 24
Kafeslerde Baridirilan Siganlar............ccccvviiiiiiiiiiiiiie e 27
Nonylphenol’iin gavaj ile uygulanmasi ............cccoceeiiiiiiiniiciiiesee e 31

Ki-MKH’lerin  kaudal ~ ven  yoluyla intravendz  injeksiyon

WY ZUIAIMAST .ttt ettt bbbt et e bt eene e 31
FolikAsit’in gavaj ile uygulanmasi...........ccocceiviiiiiiiiiiiiiici e 32

Kemik iligi kaynakli mezensimal kok hiicrelerin akim sitometri

ANATIZE .. 41
PKH26 ile boyal1 hiicrelerin gorintiiSii. ..........cvererrreenieriie e 42
PKH26 ile isaretli KI-MKH’lerin ovaryumda gériintiileri ........................ 43

7 giinliik deney gruplarina ait H&E boyama yontemi uygulanan ovaryum

KOS T BT ..ttt et e nnnnnnnnnen 48

14 giinliik deney gruplarina ait H&E boyama yontemi uygulanan ovaryum
KESTLIBIT ... 51

7 ve 14 giinliik deney gruplarinda Primordiyal, Primer ve Preantral folikiil

sayilarinin ikili karsilastirtlmast.........cccoceeiiiiiii 53

Xiv



Sekil 4.7.

Sekil 4.8.

Sekil 4.9.

Sekil 4.10.
Sekil 4.11.

Sekil 4.12.

Sekil 4.13.

Sekil 4.14.

Sekil 4.15.

Sekil 4.16.

Sekil 4.17.

Sekil 4.18.

Sekil 4.19.

Sekil 4.20.

7 ve 14 ginliik deney gruplarinda Sekonder, Tersiyer ve Atretik folikiil

sayilarinin ikili karsilastirtimast........ccccvcveniiiiiin 54

7 glinliik deney gruplarina ait MT boyama ydntemi ile boyali ovaryum

KBS T ettt n e nnnnnnnnne 56

14 giinliik deney gruplarina ait MT boyama yontemi ile boyali ovaryum

KESTLIEIT ...ttt bbb 57
7 giinliik deney gruplarinda AMH eKpresyonu..........cccocevveveiieinesieennnn, 59
14 giinliik deney gruplarinda AMH eKpresyonu...........cccocveevveveieevieseene. 60

7 ve 14 giinliik deney gruplarinda folikiillerde AMH ekspresyonunun ikili

Kars1astirilmast .......eeieieiiee 62

7 giinlik deney gruplarina ait TNFa ekspresyonu: TNFa

immunreaktivitesi olan alanlar kahverengi reaksiyon gostermektedir. ....65

14 glnlik deney gruplarina ait TNFa ekspresyonu: TNFa

immunreaktivitesi olan alanlar kahverengi reaksiyon gostermektedir. ....66

7 glinliik deney gruplarinda IL-6 ekspresyonu: IL-6 immunreaktivitesi olan

alanlar kahverengi reaksiyon gostermektedir. ........cccovcvreriieniinieniininnnns 67

14 giinliik deney gruplarinda IL-6 ekspresyonu: IL-6 immunreaktivitesi

olan alanlar kahverengi reaksiyon gostermektedir. .........cccccoceviniininnnnnns 68
7 giinliik deney gruplarina ait TGFp1 ekspresyonu:
TGFBlimmunreaktivitesi ~ olan  alanlar ~ kahverengi  reaksiyon
OStETMEKLEAIT. v 69
14  ginlik  deney  gruplarna  ait  TGFB1 ekspresyonu:
TGFBlimmunreaktivitesi ~ olan  alanlar ~ kahverengi  reaksiyon
OSTETMEKLEAIT. ..o 70
7 ve 14 ginlik tim deney gruplarinin TNFa, 1L6 ve TGFpI
ekspresyonlarinin ikili karstlagtirtlmast ... 72
7 gilinliik deney gruplarina ait apoptotik hiicreler. .............c.ccconiiinnn. 75

XV



Sekil 4.21.

Sekil 4.22.

Sekil 4.23.

Sekil 4.24.

14 giinliik deney gruplarina ait apoptotik hiicreler. ... 77

7 ve 14 ginlik gruplarin TUNEL immunofluoresan boyama ydntem

sonuclarimin ikili karsilastirtlmast.........cccooiiviee i 79

7 ve 14 ginlik gruplarda MDA, SOD ve CAT degerlerinin ikili

Kargtlagtirtlmast. .......eeieiiiie e 82

7 ve 14 glnliik gruplarda TAS ve TOS kapasitesi sonuglarmin ikili
Kars1lastirilmast........ccoiiieri e 84

XVi



1. GIRIS VE AMAC

Teknoloji ve sanayilesmenin gelismesi ile birlikte kimyasal maddelerin kullanimi hizla
artmakta ve bu artis canlilifi olumsuz yonde etkilemektedir. Sanayi devriminden
bugiine kadarki siire¢ diistintildiigiinde suda ¢oziilmeyen bir¢ok kimyasalin iglevini
tamamladiktan sonra kanalizasyon yoluyla su ortamlarina salinmasi sonucu bu
maddelerin  ¢okeltilerde ve suda yasayan canlilarin  viicudunda birikmesi
(biyoakiimiilasyonu) ka¢inilmazdir. Diger taraftan evsel iriinlerde, gida ve igecek
ambalajlarinda kullanilan kimyasallarin hayvan ve insan viicuduna ge¢mesi sagligi
tehdit eden baska bir unsurdur. Nonylphenol (NP) bir¢ok ortamda dogrudan veya
dolayli olarak kullanilan ve en sik rastlanan kimyasal maddelerden biridir. Giinliik
hayatta temas halinde oldugumuz plastik esyalar, deterjanlar, leke ¢ikaricilar, boyalar,
kaplama firtinleri, zirai ilaglar ve kozmetik iiriinlerde bulunmaktadir. Ayrica endiistriyel
temizleme {irlinlerinde, polimerizasyon iglemlerinde, tekstil iirlinlerinde, kagit ve kopiik
tiretiminde, elektronik aygitlarda, cilalama ve vernikleme isleri gibi bir¢ok farkli alanda
kullanilan ve toksik etkileri olan hidrofobik bir bilesiktir. Yaygin kullanimi nedeniyle
ylizey ve yeralt1 sularinda, kanalizasyon ¢amuru eklenen topraklarda, atmosferde ve
besinlerde NP varligina yaygin olarak rastlanmaktadir (EU, 2002; Heroro-Martinez ve
ark., 2001; Uguz ve ark., 2009). Genellikle tarimsal, endiistriyel ve kentsel akintilarla
NP c¢evreye yayilmakta ve canlilar tarafindan temas, beslenme ve solunum yollariyla
viicuda gecebilmekte ve birikime neden olmaktadir. NP toksisitesi ve kontaminasyonu
insan saglhig1 i¢in biiyiik tehlike olusturmaktadir (Duan ve ark., 2017). Ozellikle iiretim
ve endiistriyel alaninda NP’e maruz kalan g¢alisan insan sayist olduk¢a fazladir (EU,
2002). NP’iin etkiledigi sistemler ve organlar arasinda; gozler, karaciger, beyin, cilt,
tiroid, bobrek, pankreas, solunum sistemi, mesane, gastrointestinal sistem, kadin ve
erkek iireme sistemleri bulunmaktadir (Aly ve ark., 2012; Ye ark., 2012). NP ve 178-
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hormonunu taklit ederek meme ve testis kanserinde artisa, erkeklerde sperm kalitesinde
azalmaya, yardime1 tireme yontemleri gerektiren dogumlarin artmasina (Carlsen ve ark.,
1992; Safe ve ark., 1995; Toppari ve ark., 1996) ve iireme sagliginin bozulmasina neden
olmaktadir (Mclachlan ve ark., 2006). Ayrica germ hiicresinin apoptozuna, testis
boyutunun azalmasina neden oldugu gosterilmistir (Lagos ve ark., 2012). Ovaryum
dokusunda ise folikiilogenez siirecini degistirerek infertiliteye neden oldugu
bilinmektedir (Hunt ve ark., 2008). NP gibi {ireme saghgmi olumsuz etkileyen
maddelere maruziyetin belirlenmesi, ¢evre canlilarinda biyoakiimiilasyonunun
gozlenmesi, deney hayvanlarinda ¢esitli dozlarda deneylerin yapilmasi ve tedavi
yontemlerinin arastirilmasi 6nem tasimaktadir.

Folik asit, suda eriyen B grubu vitaminlerden birisidir ve biyolojik éneme sahip bir
molekiil olarak 6ne ¢ikmaktadir. Ozellikle normal DNA ve protein sentezinde gerekli
oldugu bilinmektedir. Doku onarimi ve yenilenmesinde bir diger dnemli faktdr olan
folik asit, hem yap1 tasi molekiillerin sentezindeki rolii hem de differansiyasyon iizerine

etkileri nedeniyle arastirilmakta olan bir molekiildiir (Jacob ve ark., 2000).

Mezengimal kok hiicre (MKH)’lerin etkilerini farklilasma 6zellikleri araciligiyla veya
dokulara ait fonksiyonlar1 geri getiren ve bagisiklik hiicrelerini diizenleyen molekiillerin
salinimi araciligiyla uygulamaktadir. In vivo uygulamalar sonras1t MKH’lerin periferik
toleransi indiikledigi ve hasarli hiicrelere go¢ ettigi ve hasarli alanda pro-enflamatuar
sitokinlerin salinmasini 6nledigi ve hasar gérmiis hiicrelerin hayatta kalmasini tesvik
ettigi gosterilmistir. MKH doku yenilenme ve iyilesme siireclerinde hiicrelere destek
olur. Ayrica differansiyasyon siirecine salgiladigi faktorler ile katki saglar. Yapilan
caligmada folik asitin ko kiiltiir modelinde MKH tarafindan salinan faktorlerin etkisini
potansiyalize ettigi gosterildi (Pakdemirli ve ark., 2019). Kemik iligi kaynakl
mezengimal kok hiicre (KI-MKH)’ler ise ¢ok yonlii farklilasma kapasitesine sahip
olmalarina ek olarak, sitokinlerin ve beslenme faktorlerinin sentezlenmesi ve
salgilanmast yoluyla; doku hiicre g¢ogalmasini, apoptozu ve immiinomodiilasyonu
diizenledigi bilinmektedir (Matsuda ve ark., 2018; Pakdemirli ve ark., 2019; Zhou ve
ark., 2017). Yapilan ¢alismalar, KI-MKH’lerin disi farelerde yumurtalik fonksiyonunu
eski haline getirebildigini ortaya koymaktadir (Ghadami ve ark., 2012; Lee ve ark.,
2007; Selesniemi ve ark., 2009).
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NP’iin olusturdugu over hasarini tedavi etmek amaciyla Ki-MKH ve folik asit
uygulamast ve her ikisinin birlikte uygulandigi bir ¢alisma ise bulunmamaktadir.
Calismamizda NP’lin ovaryum flizerinde olusturdugu toksisiteyi tedavi etmek amaciyla
KI-MKH’lerin intravendz yolla verilmesi sonrasi 7. ve 14. giinde ovaryumda varliklart
ve dagilim1 degerlendirildi. Ayrica ovaryum hasar1 sonrasi tek bagma Ki-MKH ve tek
basina folik asit uygulamalarinin etkileri, ayn1 zamanda Ki-MKH ve folik asitin birlikte
uygulandiginda olas1 tedavi edici etkilerinin histopatolojik, biyokimyasal ve
immiinohistokimyasal calismalar yapilarak sonuclarin karsilastirilmasi

amaclanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ovaryum Embriyolojisi

Embriyonun cinsiyeti fertilizasyon sirasinda belirlenmis olsada, testisler ve ovaryumlara
ait morfolojik 6zellikler embriyonik dénemin yedinci haftasina kadar ayirt edilemez.
Gonadlar bir ¢ift uzunlamasina genital veya gonadal kabart1 halinde ortaya cikarlar.
Epitel proliferasyonu ve altindaki mezensimin yogunlasmasiyla olusmuslardir.

Gelisimin altinci haftasina kadar genital kabartilar i¢cinde germ hiicreleri yoktur.

Epiblasttan kdken alan primordiyal germ hiicreleri (PGH), primitif ¢izgi boyunca gog
eder ve {iglincii haftada vitellus kesesinin allantoise yakin duvarlarindaki endoderm
hiicrelerinin arasina yerlesirler (Sekil 2.1.A). Dordiinci haftada sonbarsagin
mezenterinin dorsali boyunca ilerleyerek (Sekil 2.1.A-B), besinci haftanin basinda
primitif gonadlara ulasir, altinci haftada da genital sirtlar1 isgal ederler. Bu hiicreler
genital kabartilara ulasmazsa gonadlar gelisemez. PGH, ovaryumlar ve testisler de
bulunan yetiskin gametlerin embriyonik Onciilleridir ve gonadlarin over veya testise

farklanmalari tizerinde indiikleyici etkiye sahiptirler (Sadler, 2017).

PGH primitif gonadlara ulasmalarindan hemen oOnce ve ulastiklar1 sirada, genital
kabartidaki epitel hiicreleri ¢ogalarak alttaki mezensimin i¢ine gomiiliirler. Bunlar
burada primitif seks kordonlari olarak adlandirilan diizensiz kordonlar1 olustururlar
(Sekil 2.1.C). Bu donemde erkek ve disi gonadlarin birbirinden ayirt edilmesi miinkiin
degildir. Embriyoda gonadlarin gelisiminin baglangi¢ periyoduna ‘farklilagsmamis
dénem’, bu evredeki gonada ‘farklanmamis gonad’ denir (Moore, 2002; Sadler, 2017;
Seftalioglu, 1998).
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Sekil 2.1. Primordiyal germ hiicrelerinin genital kabartiya gocii (Sadler, 2017). Sekil
ilgili kaynaktan degistirilerek alinmistir. (A) PGH’ler allantoise yakin kisimda
endoderm hiicreleri arasinda ortaya ¢ikarlar. (B) Daha sonra, Primordiyal germ
hiicrelerinin genital kabartiya dogru go¢ etmesi. (C) PGH’leri primer seks kordonlarina
ait hiicrelerle ¢evrelenmistir.

2.1.1. Ovaryumlarin Farkhlasmasi ve Oogenez

Y kromozomunun yoklugunda gonadlar ovaryuma farklanir. XX cinsiyet kromozomuna
sahip embriyolarda, PGH oogoniumlara farklanir. Olusturduklari primitif seks
kordonlar1 diizensiz hiicre kiimelerine ayrilir. PGH’ni igeren bu yapilar daha ¢ok
ovaryumun medulla bolgesine yerlesmislerdir. Daha sonra bu hiicre kiimeleri yok olur

ve yerini vaskiiler bir stromaya (ovarian medulla) birakirlar.

Disi gonadin yiizey epiteli erkeklerde oldugunun aksine ¢ogalmaya devam eder ve
yedinci haftada bu epitelden kortikal kordonlar adi verilen 2. nesil kordonlar olusur.
Gelisimin 3. ayinda bu kordonlar izole hiicre kiimelerine ayrilirlar ve prolifere olmaya

devam ederler. Oogoniumun etrafin1 folikiiler hiicreler denilen bir epitel hiicre
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tabakasiyla sararlar. Oogoniumlar I. mayoz boliinmeye girerek profaz evresinde bekler
ve primer oositlere farklanirlar. Bir primer oosit ve ¢evresinde tek katli yassi epitel

hiicre tabakasi ile ¢evrili yap1 primordiyal folikiil adin1 alir.

Primer oositler I. mayoz boliinmenin profaz safhasinda diploten evresinde beklerler ve
I. mayoz boéliinmeyi tamamlamaz, ergenlige kadar dinlenme halinde kalirlar. Oositin
olgunlagmasini inhibe eden madde (OMI) denilen kii¢iik bir peptid tarafindan baskilanir
(Sadler, 2017; Seftalioglu,1998). Puberte donemiyle birlikte, her ovaryum dongiisiinde
degisen sayida primordiyal folikiil biiylimeye baslar. Primer oositin ¢evresinde bulunan
yasst epitel hiicreleri once kiibiklesir, tek sira kiibik epitele sahip bu folikiil primer
folikiil (unilaminar primer folikiil) olarak isimlendirilir. Daha sonra epitel hiicreleri
cogalarak c¢ok katli bir epitel tabakasi olustururlar. Folikiil artik bu haliyle preantral
folikiil (multilaminar primer folikiil) olarak isimlendirilir. Folikiillerin olgunlagmasi
hipofizden salinan folikiil uyarici hormon (FSH), epidermal biiylime faktorii (EGF),
insiilin benzeri biiylime faktorii (IGF-1) ile kalsiyum iyonlarinin etkisine baglidir.
Folikiil bliylimeye devam ettikge graniiloza hiicreleri arasinda i¢i sivi dolu bosluklar
belirir. Bu bosluklarin birbirleriyle birlesmesi sonucu antrum olusur. Bu durumdaki
folikiil sekonder folikiil adin1 alir (Giirsoy ve Ergin, 2007). Baslangigta kiigiik hilal
seklinde olan antrum genisler. Oositin etrefindaki graniiloza hiicreleri antrumun yaninda
bozulmadan kalarak kiimiiliis ooforusu (cumulus oophorus) adi verilen yapiy1
sekillendirirler. Her ovaryum dongiisiinde c¢ok sayida folikiil gelismesine ragmen
bunlardan ancak bir tanesi tam anlamiyla olgunlasir ve bu folikiil graaf folikiilii (tersiyer
folikiil) olarak adlandirilir (Junqueira ve Carneiro 2006, Moore 2002; Ross ve Pawlina
2014).

Hipofiz hormonlarinin etkisiyle ovaryumda ortalama 28 giin siiren ovarial siklus
gerceklesir. Her ovarial siklusta FSH etkisiyle gelismeye baslayan c¢ok sayidaki
folikiillerin bir tanesi tam anlamiyla olgun folikiile doniigebilir. Folikiil olgunlagmasi
tamamlanirken primer oosit I. mayoz bdliinmesini tamamlar, biiyiikliikleri birbirinden
farkli her biri 23 ¢ift yapili (2nDNA) kromozom igeren 2 hiicre meydana gelir. iki
hiicreden biri sitoplazmanin biiyiik bir kismini iceren sekonder oosit digeri ise ¢cok az
sitoplazma iceren I. kutup cisimcigidir. I. kutup cismi, perivitellin aralikta yer alir. 1.

mayoz boliinme ovulasyonun hemen Oncesinde tamamlanir ve sonra sekonder oosit
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DNA eslesmesi olmadan II. mayoz boliinmeye baslar. Kromozomlar ovulasyondan 3
saat once metafaz plaginda dizildiklerinde ovulasyon gergeklesir ve oosit ovaryumdan
disartya atilir. Sekonder oosit dollenme gergeklesmedigi takdirde, ovulasyondan 24 saat
sonra dejenere olur (Moore 2002).

2.2. Ovaryumun Anatomik Yapisi

Ovaryum, disi ireme hiicresini iireten iireme organi olup, biri sagda digeri solda olmak
tizere cifttir. Embriyonal yasamin baslangicinda intraabdominal yerlesimli olmalarina
karsin ikinci aydan itibaren pelvis bosluguna inmeye baslarlar. Sonrasinda fossa ovarica
ad1 verilen ¢ukurcuklara yerlesmislerdir. Ovaryumlar yaklasik olarak 5 gr agirliginda, 1
cm kalinliginda, 4 cm uzunlugunda, 2 cm genisligindedirler. Ovaryumlar pembemsi gri
renkte, dis yiizeyi puberte doneminden Once diizgiin gozlenir. Ovaryumun facies
lateralis ve facies medialis olmak tizere iki yiizii, margo liber ve margo mesovaricus
olmak tizere iki kenar1 ve extremitas tubaria ve ekstremitas uterina olmak iizere iki ucu

vardir.

Ovaryumlarin 6n kisimlarinda kan damarlarinin ve sinirlerin girdigi hilus bulunur.
Mezovaryum, kan damarlarini ovaryumlara ileten bir periton kivrimi olup ovaryumu
uterusun yan kenarlarindan uzanan ligamentum latuma baglar. Ovaryumlar, ligamentum
ovarii ile de tuba uterinanin tutunma yerine yakin bir sekilde uterusun yan duvarina

baglanirlar (Sekil 2.2) (Arinci ve Elhan, 2006; Solomon, 2000; Unur ve ark., 2012).
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Sekil 2.2. Ovaryumun Anatomisi (Britannica.com, 2023).

2.3. Ovaryum Histolojisi

Ovaryumlar, bir ¢ift seklinde karin boslugunun sag ve sol alt kadranlarinda bulunan
periton ici yerlesimli endokrin organlardir. Ergenlik Oncesi donemde ovaryumun dig
yiizeyi diiz bir yapida iken ergenlik dénemine girilmesiyle tekrarlayan ovulasyonlar ve
gelisen folikiiller nedeniyle daha diizensiz bir gorlinlim alir. Menopoz sonrasinda ise,

ovaryumlar {ireme ¢agindaki boyutuna oranla daha kiigtiktiir (Ross ve Pawlina, 2014).

Ovaryum dis yiizeyi tek kathi yassi epitel veya bazi yerlerde kiibik epitelle cevrilidir.
Ovaryumu distan saran bu epitelyum tabakasi, embriyoda birka¢ kez ¢ogalarak primer
ve sekonder seks kordonlarini yapan peritonal mezotelyumdan gelistiginden dolayi
germinal epitel adin1 alir. Bu selliiler tabaka viseral peritonun mezotelyumu ile devam
eder. Epitel hiicrelerinin peritona bakan yiiziinde az sayida kinosilyum ve mikrovilluslar
bulunur. Epitel hiicre sitoplazmalar1 mitokondri ve pinositoz vezikiillerinden zengindir
(Ross ve Pawlina, 2014; Tekelioglu 2002). Germinal epitelin altinda tunika albuginea
bulunur ve siki1 bag dokusu yapisindadir (Ross ve Pawlina, 2014). Tunika albuginea’nin
altinda, korteks (kortikal bolge) boliimii bulunur. Korteks; oosit igeren farkli gelisim

asamalarindaki ovaryum folikiillerini, korpus albikans ve korpus luteum yapilarini



icerir. Bu yapilar bag dokusu (stroma) i¢ine gomiiliidiir. Ovaryumun orta kisminda
gevsek bag dokusu yapisinda medulla (mediiller bolge) boliimii bulunur. Mediiller
bolge; bag dokusu, sinirler, interstisyal hiicreler, kan ve lenf damarlarini igerir
(Kierzenbaum, 2006). Medulla korteks tarafindan ¢evrelenir. Histolojik olarak
birbirinden farkli olan Korteks ve medulla kesitlerde kesin bir sinir ile birbirinden

ayrilmaz (Junqueira ve Carneiro, 2003; Kierszenbaum,2006).

2.3.1. Folikiiler Gelisim (Folikiilogenez)

Primordiyal folikiil asamasindan olgun folikiil asamasina kadar gegen siireg
folikiilogenez olarak adlandirilir ve ovaryumun korteks boliimiinde gerceklesir. TGF,
aktivin ve onun antagonistleri, yani follistatin veya inhibin'in kontrolii  altindaki
folikiiler biiylime ve gelisme ile iliskilidir. Seviyelerindeki herhangi bir degisiklik,

erken yumurtalik yetmezligine yol agan TGFp yolagini diizensiz hale getirir.

Ovaryumda gelisim evrelerine gore farkli folikiil tipleri bulunur (Sekil 2.3). Bunlar;

2.3.1.1. Primordiyal Folikiiller

Primordiyal folikiiller, folikiilogenezin ilk evresi olup, fetal yasam sirasinda olusurlar.
Folikiil icerisindeki primer oositi tek tabaka yassi folikiil hiicreleri sarmaktadir (Sekil
2.4). Folikiil hiicreleri bazal lamina ile ¢evrelenmistir ve folikiilleri ¢evre stromadan
ayirir. Ovaryumda tunika albugineanin hemen altinda yerlesim gosterirler. Bu folikiil
igerisindeki primer oosit mayoz I’in profaz evresinde ve yaklasik 25 um ¢apindadir. Tek
bazende daha fazla niikleolus iceren, eksantrik yerlesimli niikleusa sahiptir ve
sitoplazmadaki organeller niikleusa yakin olma egilimindedir. Organellerin yogunlastigi
sitoplazma boliimleri Balbiani cisimcigi olarak adlandirilir (Junqueira ve Carneiro,
2003; Ross ve Pawlina, 2014).

2.3.1.1.1. Primordiyal Folikiillerin Secilimi

Gelisim esnasinda primordiyal folikiil asamasinda duraklamis olan folikiiliin biiyliyen
folikiillerin oldugu havuza girmesi, primordiyalden primer folikiille gecis veya
primordiyal folikiillerin secilimi olarak adlandirilmaktadir. Folikiil hiicrelerinin mitoz
aktivitesi kazanmasi ve sekillerini yassidan kiibik epitele doniistiirmeleri, folikiil

seciliminin histolojik bir gostergesi olarak degerlendirilmektedir. Bunu gen aktivasyonu
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ve oositin gelisimi takip eder. Oosit ¢api1 biiylir, golgi aygit1 hiicre ylizeyinin altina gog
eder, endoplazmik retikulum genisler. Oositteki bu gelisime bagli olarak yass1 folikiil

hiicreleri kiibik hiicrelere doniistir.
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Sekil 2.3. Ovaryum Folikiilleri (Junqueira ve Carneiro, 2006). Burada her bir folikiil,
oosit etrafindaki folikiil/graniiloza hiicrelerinin sekli ve katman sayisina gore
siiflandirilmaktadir. Folikiillerin gérece oranlari bu ¢izimde korunmamastir.

Graniiloza hiicresi kaynakli kit-ligand, yliksek pitliter FSH diizeyi, teka hiicresi
kaynakli Bone Morphogenic Protein (BMP) gibi aktivatdrler ve Mullerian Inhibition
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Substance gibi inhibitorler, secilimi negatif veya pozitif yonde kontrol eden faktorlerdir

(Jungueira ve Carneiro, 2003).
2.3.1.2. Primer Follikiiller

Primer oosit biiyiimeye devam ederken ¢evresinde bulunan yassi epitel hiicreler kiibik
hiicrelere doniisiir ve bu yap1 primer folikiil (unilaminer (tek katmanli) primer folikiil)
admi alir (Junqueira ve Carneiro, 2006). Folikiil hiicreleri, yassidan kiibik sekle
dontisiirler ve graniiloza hiicreleri adin1 alirlar. Primer folikiilde, oositin ¢evresinde tek
katl kiibik epitel ve bazal lamina bulunur (Sekil 2.4). Oosit biiyiidiikce 6zel proteinler
salgilanir ve bu proteinler bir araya gelerek ekstraseliiler bir ortii olan zona pellusiday1
olustururlar. Zona pellusida, oosit ile folikiil hiicreleri arasinda ortaya c¢ikar. Zona
pellusida, siilfath {i¢ asidik zona pellusida (ZP) glikoproteinleri sinifindan meydana
gelmekte olup bunlar ZP-1, ZP-2, ZP-3 olarak isimlendirilmektedir. Bu tabaka ilk
olarak, oosit tek tabakali kiibik ya da prizmatik folikiil hiicreleri tarafindan

cevrelendiginde ve ¢ap1 50-80um 'ye ulastiginda goriiliir (Ross ve Pawlina, 2014).

f Pgimordiyal‘!
folikuller !

Sekil 2.4. Primordiyal ve Primer Folikiiller (Junqueira ve Carneiro, 2006).

2.3.1.3. Preantral Folikiiller

Primer folikiildeki graniiloza hiicrelerinin ¢ogalmasiyla iki ve daha fazla graniiloza

tabakasi olusmaktadir (Sekil 2.5). Bu folikiil preantral folikiil veya ¢cok katmanli primer
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folikiil adin1 alir (Junqueira ve Carneiro, 2006). Graniiloza hiicreleri gap junctionlarla
baglant1 kurar. Siki baglantilarin olugsmamasi kan-ovaryum bariyerinin olmadiginin,
oosit ve folikiil yapilarinin normal gelisimi i¢in kandan besin ve makromolekiil
aligverisinin yapildigin1 gosterir. Folikiilin hemen ¢evresindeki stromal hiicreler, bazal
laminanin disinda teka folikiilii ad1 verilen tabakalari olustururlar. Teka folikiilii iki
tabakadan olusmaktadir. Teka interna olarak adlandirilan i¢ tabaka ve teka eksterna
olarak adlandirilan dis tabakadir. Teka interna tabakasi damarca zengindir ve graniiloza
hiicreleri ile primer oositin beslenmesi bu damarlardan difiizyon araciliiyla gergeklesir.
Teka interna hiicreleri ¢ok sayida luteinizan hormon (LH) reseptdrlerine sahiptir. LH
stimiilasyonuna yanit olarak, Ostrojen prekiirsorleri olan androjenleri sentezlerler ve
salgilarlar. Teka eksterna tabakasi, diiz kas hiicreleri ve kollajen lif demetlerini igeren

bag dokusu hiicrelerinden olusur (Ross ve Pawlina, 2014).
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Sekil 2.5. Preantral Folikiil (Junqueira ve Carneiro, 2006).

2.3.1.4. Sekonder Folikiiller

Sekonder folikiil, sivi iceren antrum ile karakterizedir, gelisimi sirasinda major
degisiklikler gosterir. Graniiloza hiicre tabakasi1 6- 12 kata ulastiginda, bu hiicreler
arasinda sivi dolu bosluklar olusmaya baslar. Graniiloza hiicreleri arasinda likor folikiili

denen ve hyaluronan bakimindan zengin sivi biritikge ufak bosluklar birlesir ve en
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sonunda antrum adi verilen tek bir bosluk olusur. Bu goriintiideki folikiil sekonder

folikiil ya da antral folikiil adin1 alir (Sekil 2.6).

Granuloza
Hucreleri
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Eksterna
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Sekil 2.6. Sekonder Folikiil (Ross ve Pawlina, 2014). Sekil ilgili kaynaktan
diizenlenmistir.

2.3.1.5. Tersiyer Folikiiller

Folikiilogenez stireci ilerledik¢e antrum dahada genisler ve daha biiyiik bir bosluk halini
alir. Oosit bir kutba dogru itilir ve korona radyata denilen tek sirali graniiloza hiicreleri
ile ¢evrelenir. Oositin korona radyata ile sarili olarak yaptig1 ¢ikintiya kiimiiliis ooforus
denir (Sekil 2.7). Tek biiylik antrum ve eksentrik yerlesimli kiimiiliis oosit kompleksi
(COC) igeren folikiil tersiyer (olgun, graaf) folikiil olarak adlandirilir. Olgun folikiil
korteks boyunca uzanir ve ¢api son derece biiyiik oldugu i¢in ovaryum ylizeyinde disar1
dogru siskinlik yapar bu ultrasonografik incelemelerde izlenebilir (Junqueira ve
Carneiro, 2006; Ross ve Pawlina, 2014; Tekelioglu, 2002).

13



\'4' I pes //, e = 2 SOt ey W P
7 /-' S A S N Sy A
‘V‘\ 14 iy '/ s t = ] \-':-.' s‘:“"sé‘?‘

‘2'«3‘ ,ﬂ,.’%":

XLty s '- NN
%‘s ,Uulé‘ ‘.v”//// O }‘
'"‘ n.-vw o '- R “‘-".’-’ 3
'r ,r"l';, 4/‘@ G'a“"'m B N
0 BTG sS\'\.¥
A "‘ ”,.' hiicreleri . T ~’\s»..
i ~'/ ]If;jrv o / FOS, f,&
7 Antrum =D TRt

: / _”l r;":‘r ‘l'q:v
s oo

1S ..' radvata 2 5\.-‘

OO

\ ; ~"’\ .

«3- Kumulus -

448 ooforus Xl

R4 ,:,«;_,«grw P

. Yo S ' A

A iqﬂ ’,‘;' ,{g',i,"l‘

’4“. l .’r')":',.////,,'

T 2 et P

Sekil 2.7. Tersiyer Folikiil (Junqueira ve Carneiro, 2006).

Folikiil gelisimi sonucu baskin olan folikiil son asamaya ulasir ve ovulasyonu
gerceklestirir.  Ovulasyon olgunlagan oositin  beraberindeki yapilarla birlikte
ovaryumdan karin bosluguna atilma islemidir. Ovulasyondan sonra folikiiliin duvarinda
kalan graniiloza hiicreleri ve teka internadan gelen hiicreler ¢evre damarlardan beslenir.
Teka interna ve graniiloza hiicreleri LH etkisiyle gerceklesen ve luteinizasyon olarak
adlandirilan bir siirecle; morfolojik ve islevsel bir degisiklige ugrar, teka lutein ve
graniiloza lutein hiicrelerine farklilasir ve luteal hiicrelere doniisiirler. Bu hiicrelerin
olusturdugu yapiya korpus luteum denir. Korpus luteum ovulasyon sonrast 9. giinde
maksimum boyutuna ulasir dollenme ger¢eklesmezse fibrotik skar dokusuna doniisiir.

Bu yap1 korpus albikans olarak adlandirilir (Junqueira ve Carneiro, 2006; Sadler, 2017).

2.3.1.6. Atretik Folikiiller

Folikiilllerde atrezi; graniiloza hiicrelerinin ayrilmasi, apoptoz, zona pellusidanin
par¢alanmasi ve oosit otolizini kapsamaktadir (Mescher, 2015). Mayoz boliinmeye
baslamis primer oositlerin cogunlugu primer folikiil olusturamay1p atrezi ile yok olurlar
sonrasinda makrofajlar tarafindan ortadan kaldirilirlar (Junqueria ve ark., 1993; Ross ve
Pawlina, 2014). Ge¢ donem folikiillerinde ise graniiloza hiicrelerinde mitoz durur sonra

apoptoz Dbagslar, olusan apoptotik cisimcikler fagosite edilirler. Zona pellusida
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parcalanarak fagosite edilir. Teka interna hiicreleri hipertrofiye ugrar, folikiil antrumu
bag dokusu ile dolar. Folikiiler atrezi, dogum 6ncesi donemden menapozun birkag yil

sonrasina kadar devam eder (Mescher, 2015; Ross ve Pawlina, 2014).

Ovaryum rezervi

Ovaryumda kalan primordiyal ve gelismekte olan folikiillerin miktar1 ile var olan
folikiillerdeki oosit kalitesidir. Overin potansiyel kapasitesini ifade eder. ilerleyen yasla
birlikte over rezervi azalir. Over rezervinin tayini 6zellikle ileri yasta ¢ocuk isteyen
kadinlarda olduk¢a Onemlidir. Oldukca zor bir siire¢ olan infertilite programina
girmeden Once ovaryumda yeterli rezerve sahip olup olmadiginin degerlendirilmesi,
klinikteki basar1 agisindan 6nem tagimaktadir. Over rezervini belirlemede, yasa baglh
degerlendirme, biyokimyasal (Inhibin B, FSH, Anti Miillerian Hormon (AMH), bazal
Ostradiol miktar1) parametreler ve ultrason gibi yontemler kullanilmaktadir (Faddy ve
ark., 1992). Kullanilan bu yontemler arasinda AMH gelismekte olan folikiillerin
sayisinin belirlenmesi, gonodotropinlerden bagimsiz olmasi nedeniyle giivenilir bir
markerdir. AMH, TGFP ailesinin bir iiyesidir. AMH, erkeklerde testiste sertoli
hiicrelerinde, kadinlarda ise primordiyal folikiilden primer folikiile gegen biliylimekte
olan folikiillerin graniiloza hiicrelerinde sentezlenir.

Genel infertilite populasyonunun %10’unda bozulmus over rezervinden kaynaklandig
ve AMH''!n kullanish ve giivenilir bir belirte¢ oldugu yoniinde c¢alismalar kabul
gormektedir. Over rezervi ile ilgkili ovarian patofizyolojilerinde AMH diizeylerinin
folikiil sayisin1 tahmin etmede siklusun tigiincii giinii bakilan FSH, LH ve inhibin B’den

daha giivenilir bir belirte¢ oldugu bilinmektedir (Demir, 2013).
2.5. Nonylphenol

Insan hayatin1 énemli &lciide kolaylastiran alanlarda kullanilan kimyasal maddeler
canliligt olumsuz yonde etkilemektedir. Endiistride kullanilan kimyasal bilesiklerin
cogu hormon benzeri aktiviteye sahip olup “cevresel endokrin bozucular” olarak
adlandirilir ve bu kimyasallar endokrin sistem fonksiyonlarin1 degistirerek canlilarda
birgok saglik problemine neden olmaktadirlar. Dietilstilboestrol (DES), bisfenol A
(BFA), dikloro-difeniltrikloroetan (DDT), polibrominat difenil eter (PBDE),
poliklorinat bifenil (PCB) ve alkilfenol polietoksilat (AFEO) ailesinden Nonylphenol

(NP) en yaygin bilinen endokrin bozuculardir (Nimrod ve Benson, 1996).
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Alkilfenoletoksilat bilesikleri (AFE) birikim yapmasi ve siirekli maruz kalinmasi
durumunda dokularda rezidii olusturdugu igin toksik etkili maddelerdir (Jobling ve
Sumpter, 1993; Jobling ve ark., 1996). AFE’ler, bulunduklari ortam 1sis1 20°C’nin
lizerine ¢ikmasiyla pargalanmaya baslarlar (Marcomini ve ark., 2000). AFE’lerin temel
biyokimyasal yikimlanmasi, etoksilat gruplarinin hidrolitik uzaklagtirilmasi yolu ile
gerceklesir ve ortaya oktilfenol (OF), biitilfenol (BF) ve NP gibi tiriinler ¢ikar (Nimrod
ve Benson, 1996).

NP; diger AFE’lere nazaran canlilarda akiimiile olan ve ana bilesiklerden ¢ok daha
yikimlayict etkisi olan bir kimyasaldir (Ahel ve ark., 1994a; Ahel ve ark., 1994b;
Bennie,1999; Tyler, 1998). NP; tekstil, zirai ilag, deterjan, leke ¢ikaricilarda, gida
ambalajlama, kozmetik, boya ve kaplama {irlinlerinin iiretiminde kullanilmaktadir.
Yapay reginelerde katalitik seyreltici olarak da kullanimi bilinmektedir. NP; tris(4-
nonil-fenil) phosphite (TNPP) olusturmak igin reaksiyon eleman1 olarak
kullanilmaktadir. Antioksidan olarakta bilinen TNPP, plastik gida paketlemesinde
stabilizor olarak kullanimi yaygindir. TNPP yapisinda NP’ igerir. Bu madde besinlerle
temas edebilen zararsiz bir madde olarak kabul edilsede, yagda ¢oziinme 6zelliginden
dolay1 yagl yiyeceklerin paketlenmesinde kullanilmasi yolu insan viicuduna girisini

saglamaktadir (Seidel, 2004; Vazquez-Duhalt ve ark., 2006).

[k olarak 1940 yilinda sentezlenmeye baslanilan NP &zellikle 1960°dan sonra hizla
tiretimi artan kimyasal bir maddedir (Fiege ve ark., 2000). NP’tin sucul ekosistemde
toksisitesi 1980-1985 yillarinda farkli ¢alismalarla ortaya konulmus olup (Giger ve ark.,
1984; McLeese ve ark., 1981) NP’lerin kanalizasyon ¢amurunda ve sedimentlerde 50-
200 mg/g arasinda degisen konsantrasyonlarda bulundugu rapor edilmistir (Ventura ve
ark., 1989). 1990’1 yillarda NP’iin endokrin bozucu 6zelliginin oldugu ve baliklarda
Ostrojenik etkiler gosterdigi goriilmiistiir (Lee ve Lee, 1996; Soto ve ark., 1991; White
ve ark., 1994). Farklh calismalarda gida maddelerinde de NP oldugu gosterilmistir
(Guenther ve ark., 2002; Lu ve ark., 2007). NP {iretimi konusunda ¢esitli 6nlemler
alinmaya baglanmig ve buna gore NP i¢cme sularinda 28 pg/I’yi gegcmesinin sorun
yaratacag1 belirtilsede bir¢ok iilke 6rnegin Hindistan ve Cin NP iiretimine yaygin bir

sekilde devam etmektedir (Brooke ve Thursby, 2005).
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2.5.1. NP’iin Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

NP, alkil fenollerin biyokimyasal yikimlamasi sonucu ortaya c¢ikan organik bir
bilesiktir. NP, bir hidroksil grubuna ve yan pozisyonunda dogrusal nonil zincirine sahip
fenol halkasindan olusan hidrofobik bir bilesiktir (Buitrén ve ark., 2015). NP’iin ana
olusumu Nonylphenol polietoksilatlardan (NPE) kaynaklanmaktadir. NPE’lar genis bir
kapsamda AFEO olarak adlandirilmaktadirlar (Nimrod ve Benson, 1996). NPE’lar suan
AFEO iiretiminin %80-85’ini olusturmaktadir (ICIS, 2007). NPE molekiilii, hidrofobik
kistm ve 1-100 kez arasi tekrarlanan hidrofilik polietilen oksit zinciri olmak {izere iki
kisimdan olusmaktadir (Pedersen ve ark., 1999). NPE molekiiliiniin NP boliimii suda
¢oziinememe, diger maddelerde ve yaglarda ¢oziinme etkisi olusturur. NPE’lar su
ortaminda kolayca anaerobik (oksijensiz) kosullarda, biyolojik pargcalanmaya
(biyodegrasyon) karsi direngli olan NP’¢ bozunmaktadir (Hao ve ark., 2000).
Yapisindaki benzen halkasindan dolayr biyobirikime miisait bir kimyasal bilesiktir
(Brunner ve ark., 1988). NP; lipofilik, toksik, kalic1, suda az ¢oziinen, diger AFE’lere
nazaran organizmalarda akiimiile olan ve ana bilesiklerden daha yikimlayici olan bir
kimyasal maddedir (Ahel ve ark., 1994; Bennie, 1999; Tyler ve ark., 1998). Sekil 2.8’de

NP’iin kimyasal yapis1 verilmistir.

CoHyo H

Sekil 2.8. Nonylphenol’iin Kimyasal Yapisi (Buitron ve ark., 2015).

2.5.2. NP’iin Cevreye Yayilmasi ve Biyoakiimiilasyonu

NPE’larin ve NP’lin endiistride ve evlerde giinliik yaygin kullanimlarindan dolay1 atik
sulara bol miktarda gegmektedir. Fabrikalarin yakinlarindaki sularda NP diizeyi diger
alanlardaki temiz sularin degerinin 100 kat yiiksek oldugu saptandi (Ahel ve ark., 1994).
NP konsantrasyonu Ingiltere’deki Aire nehrine birakilan kanalizasyon suyunda temiz
suya oranla 330 kat fazla c¢cikmistir. S6z konusu artisin, nehrin yakinindaki tekstil
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fabrikasindan birakilan atik sularin sebep oldugu saptandi (Blackburn ve Waldock,
1995). NP ve NPE’lar1 iceren bilesikleri kullanan isletmeler bunlar1 dogrudan yeryiizi
sularina salmakta ve bu atik sular ile sulanmis bitkilerden, c¢iftlik veya otlaklardan NP
cevreye yayilmaktadir (Bennie, 1999; Mann ve Body, 2000). NP suda yasayan canlilara
ve bitkilere gecebilmekte ve depolanabilmektedir. NP’ler 6zellikle meyve ve sebzelerde
(Guenther ve ark., 2002; Yang ve Ding, 2005), piringte, su ve ¢iftlik iiriinlerinde (Lu ve
ark., 2007) lciilmiistiir. NP Kanada, Isve¢, Amerika, Ingiltere gibi iilkelerin nehir ve
gollerinde rastlanmistir (Ahel, 1994; Blackburn ve Waldock, 1995; O’Halloran ve ark.,
1999). Sakarya ve Degirmendere irmaklarinda baliklar ve sediman iizerine yapilan
calismada, NP’e rastland1 (Uguz ve ark., 2003). Alkilfenoliin en direngli metaboliti olan
NP, yiiksek lipofilik yapisi sebebiyle akiimiilasyon egilimindedir (Arukwe ve ark.,
1999). NP nehirde yasayan baliklara gectikten sonra ¢ogunlukla bobrek ve karacigerde
depolanmaktadir (Coldham ve ark., 1998; Lewis ve Lech, 1996). NP’iin biyobirikim
faktorii arastirildiginda bu kimyasalin tath sularda yasayan organizmalarda ve kuslarda
biyolojik olarak birikme potansiyelinin yiiksek oldugu bildirilmistir (Ahel ve ark.,
1993). Insanlar, NP gibi toksik maddelere biyolojik birikim yoluyla en ¢ok maruz kalan

canlilardir.

NP’iin atik sular yoluyla yayilmasi disinda plastik kaplardan besin ve igme sularinada
gectigi gosterilmistir (Loyo-Rosales ve ark., 2004; Toyo’oka ve Oshige, 2000). Saito ve
ark. (2004), ev dis1 ve iginde hava ve toz 6rneklerinde NP konsantrasyonlarini 6lgmiis
ve ev ortaminda daha yiiksek oranlarda NP bulundugunu gostermislerdir. Fries ve
Piittmann (2004), kar ve yag8an yagmur Orneklerinde NP’iin  bulundugunu

gostermislerdir.

2.5.3. NP’iin Etkileri

NP, yarilanma Omriiniin uzun olmasi ve lipofilik 0©zelligi nedeniyle, canlilarin
viicudunda birikime yol agarak toksik etkiler sergilemektedir (Nimnod ve Benson,
1996; Warhurst, 1995).

Schwaiger ve ark. (2000), NP’e maruz birakilan sazan baliklarinin, hematolojik

parametrelerin etkilendigini bildirmislerdir. NP’lin isitme fonksiyonunu olumsuz
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etkiledigi (Yiicedag ve ark., 2014), testis ve ovaryum kanserine (Skakkebaek ve ark.,
1998) neden oldugu gosterilmistir.

NP, giiclii bir 6strojenik aktiviteye sahiptir (Tapiero ve Tew, 2002). Yapilan ¢alismalar
yetigkin erkek gokkusagi alabalifinda spermatogenezin inhibisyonu (Jobling ve ark.,
1996), erkek yilan baligindaki sertoli hiicrelerindeki sitolojik degisimler dikkat
¢cekmektedir. NP, Ostrojenik etkisi ile folikiilogenez siirecini degistirerek doéllenme
fenotipini etkileyebilen veya elimine edilebilen ¢oklu iireme folikiillerinin olusumuna
yol agarak infertiliteye neden oldugu bilinmektedir (Christiansen ve ark., 1998; Hughes
ve ark., 2000). Ratlarda NP uygulanan farkli bir ¢alisma ovaryum ve korteks hacminin,
ovaryum agirliginin, gelismekte olan folikiillerin Sayilarinin azaldigi; atretik folikiil

sayisinin ise arttig1 bildirildi (Mehranjani ve ark., 2010).

NP olas1 dolayli veya direkt etkilerinin histopatolojik ve molekiiler diizeyde incelenmesi

Oonem arz etmekte ve 6nemli aragtirma konular1 arasinda oldugu 6ngdriilmektedir.
2.6. Kok Hiicre

“Kok hiicre” terimi ilk kez botanik ile ilgili eski yazilarda bitkinin gelismekte olan kok
meristeminin ucunda, boliinme hizi ¢ok yiiksek olan hiicreleri tanimlamak igin
kullanilmistir. Bugiin en bilinen tanimi ile kok hiicreler; kendini yenileyebilen, diger
hiicrelere farklilasabilen ve klon olusturma yetenegine sahip 6zel hiicrelerdir (Can,
2014). Embriyonik ve Embriyonik olmayan kok hiicreler olmak iizere iki ana kok hiicre
kaynagi vardir (Li ve Xie, 2005). Embriyo kok hiicreleri, ilkel cinsiyet hiicreleri, noral
kok hiicrelerinin bir kismi1 ve embriyo dist mezoderm kokenli hiicreler “embriyonik kok
hiicre” olarak adlandirilirken bunlar disinda kalan erken embriyo gelisimini tamamlamis
bir organizmada bulunan kok hiicreler “somatik kok hiicre” veya “yetiskin kok
hiicreler” olarak adlandilir (Ers6z, 2014; Watt ve Driskell, 2010). Eriskin dokulardaki
kok hiicreler farklilasmamis hiicreler olup, genellikle i¢inde bulunduklari dokuya ait

olan hiicre tiplerini olustururlar (Suzergoz ve ark., 2005).

Kok hiicreler kendini yenileme ve farklilasma arasinda se¢im yapma yetenegine sahiptir
ve bu se¢imin yonii i¢ sinyaller ve dis mikrogevre tarafindan diizenlenir (Odorico ve
ark., 2001). Kok hiicrelerin kendini yenileme yetenegi sayisiz hiicre dongiisiinii

gerceklestirebilmesidir (Hosseinkhani ve ark., 2013). Hiicre kiiltiirlerinde bu siire¢
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kolaylikla gozlenir (Wilson ve Trumpp, 2006). Kiiltir ortaminda embriyonik kok
hiicreler sinirsiz ¢ogalabilirken (MacArthur ve ark., 2009), yetiskinlerde homeostatik
kosullar altinda belirli bir organdaki doku kok hiicrelerinin sayisi1 ¢ogalmasina ragmen
sabit kalir, ¢linkii hem kendini yeniler hem de farklilagmis bir soy olustururlar

(Morrison ve Kimble, 2006; Wilson ve Trumpp, 2006).

Kok hiicreler farklilasma yeteneklerine gore ise totipotent, pluripotent, multipotent

plenipotent ve unipotent olmak tizere 5 farkli gruba ayrilabilirler.

Totipotent Kok Hiicreler: Dollenme sonucu olusan zigot ve zigotun boliinmesiyle
olusan iki hiicreli erken blastomer yapi totipotent kok hiicreler olarak adlandirilirlar ve

yetiskin bir bireyi tek basina olusturabilme yetenegine sahiptirler (Weissman, 2000).

Plenipotent Kok Hiicreler: Ge¢ morula ve erken blastosit gibi 8 hiicreye kadar olan yap1
plenipotent kok hiicre olarak isimlendirilir ve organizmanin ¢ogunu veya tamamini

olusturma yetenegine sahiptirler (Weissman, 2000).

Pluripotent Kok Hiicreler: Geg blastosist evresinden erken fetiis evresine kadar olan
hiicreler pluripotent karakterdedirler. Epiblastin tamamindan veya c¢ogundan izole

edilebilirler ve biitlin bir organizmayt olusturma yetenegine sahip degildirler

(Weissman, 2000; Yun ve ark., 2010).

Multipotent Kok Hiicreler: Ge¢ embriyonik gelisim evresinde goriilen ve yetiskin
organizmada varligini siirdiiren kok hiicrelerdir ve 6zellesmis dokulara ve hiicrelere

dontigebilirler (Yun ve ark., 2010).

Unipotent Kok Hiicreler: Tek tip hiicreye farklilasabilen, doku yenilenmesinde rol

oynayan kok hiicrelerdir (Condic, 2013; Yun ve ark., 2010).

Embriyonik kok hiicreler pluripotent iken; yetiskin dokulardan elde edilen kok hiicreler
genellikle dokuya 6zgii, rejeneratif potansiyelini koruyan multipotent 6zellige sahiptir.
Embriyonik olmayan kok hiicrelerin farklilasabilme yeteneginin simirli olmasi ve
neoplazi olasiliginin azaltmasi nedeniyle rejeneratif tip olarak adlandirilan hiicresel

tedavilerde kullanim1 daha uygun oldugu diisiiniilmektedir (Ryan ve ark., 2005).

Yetiskin kok hiicreler kordon kani, kemik iligi, amniyotik sivi, periferik kan, adipoz

doku, iskelet kasi, retina ve dental dokular gibi farkli dokulardan izole edilebilirler
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(Weissman, 2000). Yetiskin kok hiicrelerin temel rolii, bulunduklari dokunun onarimi

ve devamliligini saglamaktir (Scadden, 2006).

Mezensimal Kok Hiicre (MKH)’ler ise farkli dokulardan elde edilebilen, yetiskin
multipotent kok hiicrelerdir (Hammia ve Ziani, 2014).

2.6.1. Mezensimal Kok Hiicre

MKH’ler multipotent karaktere sahip fibroblast benzeri hiicreler olup, mezodermden
koken alirlar (Kolf ve ark., 2007; Kuo ve ark., 2006; Lee ve ark., 2013). MKH’lerin
kemik iligi, yag dokusu, plasenta, karaciger, periferal kan, umbilikal kord, amniyotik
sivi, dalak, dis pulpasi, trabekiiler kemik, deri, timus ve periodontal ligament gibi farkli
kaynaklardan elde edilebilir (Caplan, 2007; Chen ve ark., 2017; In't Anker ve ark.,
2004; Pittenger ve ark., 1999; Scherjon ve ark., 2003; Zuk ve ark., 2001). MKH’lerin
farkli hiicre tiplerine farklilagma potansiyelleri sayesinde doku ve organlarin onarimina
katkida bulunur (Alipour ve ark., 2015). Kiiltiir ortaminda ¢ogaltilan MKH’ler faz
kontrast mikroskobu veya 151k mikroskobu ile incelendiginde hiicrelerin ig seklinde
oldugu ve fibroblast benzeri hiicre topluluklar1 olusturduklar1 gozlenmektedir. (Can,
2014). MKH’lerin kendini yenileme kapasitesi, otolog kaynaklardan kolaylikla elde
edilebilmesi ve bir¢ok hiicre tipine indiiklenebilmesi gibi avantajlari nedeniyle hiicre ve
gen terapisi tedavilerinde tercih edilmektedir (Aggarwal ve Pittenger, 2009; Baksh ve
ark., 2004). Yine de MKH biyolojisi ile ilgili pek ¢ok onemli nokta hala belirsizdir
(Nombela-Arrieta ve ark., 2012).

MKH’ nin immunfenotiplenmesi

Gilintimiizde MKH’nin elde edilmesi ve tanimlanmas1 daha ¢ok operasyonel bir temele
dayanir. Cluster of Differentiation (CD) serisi bazi belirteglerin oraninin yiiksekligi,
bazilarmin ise azlhigr ve yoklugu (negatif veya pozitif secilim). Plastik kiiltiir
yiizeylerine yapisarak biliylimeleri/cogalmalart ve in vitro olarak en az ii¢ seriye
farklilagtirilmalar1 standart kabul edilmektedir. MKH’ler mezoderm dokusunun oncii
hiicreleri olduklar1 i¢in bag ve destek dokulari, yag dokusu ve vaskiiler sistemin temel

hiicrelerine doniistirler (Can, 2014).

Yogunluk gradiyenti ve/veya enzim sindirimiyle toplanan hiicre karisimlari iizerinde

immiin aymrim yapilabilirse daha saf hiicre gruplar1 elde edilir. Floresans Aktif Hiicre
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Ayirma (FACS) veya manyetik hiicre ayristiricist kullanilarak hiicrelerin tagidig: ylizey
belirteclerine gore yapilan ayrimlarda kolondan gegen her hiicre iizerinde aranan
belirtecleri tasiyan hiicrelerin orani belirlenir. Bu belirtecleri tagiyan hiicrelerin oranlari
degiskendir. Genellikle %85’in {izeri kuvvetli pozitif sinyal kabul edilir. Bu sinyaller
tirler arsinda, alindigr dokular arasinda ve halen bilmedigimiz bir¢ok faktor altinda
degiskenlik gosterir. Ornegin CD29 ifadesi Ki-MKH’de Kkiiltiir ilerledikce artarken
CD146 ve CD271 ifadesi diiser. Bazen belirtecteki ani degisim hiicrenin davranisindaki
bir degisimin gostergesidir; 6rnegin, CD90 nin kayb1t MKH’de neoplaziye dogru gidisin
bir habercisidir (Miura ve ark., 2006; Mitchell ve ark., 2006)

Birgok calismada Ki-MKH'de ve bazi dokulardan kaynak alan MKH'de CD44, CD73,
CD90, CD105, CD106, CD146, CD166 pozitif, buna karsin CD14, CD34 ve CD45
negatif olarak bildirilmistir. Yag dokusu kaynakli MKH'de ise CD9, CD29, CD54,
CD44, CD73, CD90, CD105, CD106, CD146, CD166 ve MHC smuf 1 (HLA-A, HLA-
B ve HLA-C) ifadeleri pozitif; CD14, CD31, CD34, CD45, CD133, CD144, Stro-l ve
MHC simif IT (HLA-DR ve digerleri) ifadesi negatiftir (Schafflerve Buciier 2007). Yag
dokusu ve kemik iligi kaynakli MKH’yi akim sitometrisinden gegirdikten sonra her iki
grup hiicrede de CD13, CD29, CD44, CD90, CD105 (SH2), CD73 (SH3) VE CD140b
(Stro-1)’nin ortak belirte¢ler oldugunu gosterilmistir. Buna karsin CD49d, CD54, CD34
ve CD10’ da iki hiicre tiirii arasinda fark bulunur. Yag dokusu ve kemik 1ligi kaynakl
MKH arsindaki CD140b ve CD34 farkinin kullanilan hiicre ayristirma yontemlerinden
ve/veya kiiltlir ortamlarindan kaynaklanabilecegi one siirtilebilir. Periferik kan kokenli
MKH’de ise CD44, CD54, CD105 (SH2) ve CD166 pozitif iken, CD14, CD34, CDA45,
CD31 negatiftir (Kassisve ark., 2006).

Tim bu molekiiler ayrimlara ragmen immiinfenotiplendirme tek basma MKH'yi
bunlarin tiirevlerinden ayirmada kullanilamaz. Bunun igin klonojenitenin ve in Vitro
serilere farklilagmanin degerlendirildigi islev analizleri yapilmalidir.
Immiinfenotiplendirme ancak bu analizlerle birlikte uygulandiginda hiicrelerin

tanimlanmasina katkida bulunur (Can, 2014).
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2.6.1.1. Kemik iligi Kaynakli Mezensimal Kok Hiicre

MKH’lerin primer kaynagi kemik iligidir. Kemik iligi Kaynakli Mezensimal Kok Hiicre
(KI-MKH) 1980 yilinda Castro-Malaspina ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanmistir.
Yetigkinin yasami boyunca kan hiicrelerinin yapimima dogrudan ve dolayli olarak
kesintisiz katkida bulunan kemik iligi stromas1 hiicreleri olan adipositler, retikulum
hiicreleri ve osteoblastlar MKH’ nin in vivo tiirevleri olarak kabul edilmektedir (Can,

2014).

Kemik iliginde MKH’nin ortaya ¢ikis1 hematopoetik kok hiicre (HKH) nin varligindan
daha oOnceki embriyo donemine karsilik gelir. Embriyoda heniiz HKH kolonileri
olusmadan bir¢ok hematopoetik dokudan MKH elde edilmesi miimkiindiir (Campagnoli
ve ark., 2001; Mendes ve ark., 2005). MKH’nin hematopoetik organlarda HKH’nin
olgunlagmasi i¢in gerekli nis ortaminin yaratilmasinda yasamsal 6nemi oldugu, damar
gelisiminin giderek artmasi sonucunda iiretilen kan hiicrelerinin dagilimina katkida
bulundugu diisiiniilmektedir (Bianco ve ark., 2010). Diger agidan ise kemik iligi sadece
HKH hiicreler i¢in degil stroma hiicreleri i¢in de bir nis gérevi yapmaktadir. Viicudun
bu &nemli dokusu “ikili nis bolgesi” olarak diisiiniilmelidir. Ozellikle perivaskiiler

bolgede HKH ile MKH nisi bir arada bulunmaktadir (Can, 2014).

Ayrica fare kemik iliginde nestin isaretlemesi yapilarak MKH ile HKH’nin ve MKH ile
adrenerjik sinir liflerinin arasinda ikili hiicresel ilgkilerin varligi gosterilmis, nestin
barindiran MHK’nin HKH nin gelisimi i¢in gerekli faktorlere ait genleri ifade ettikleri,
bu genlerin de osteoblast farklilagmasini uyardigi saptanmistir (Mendez-Ferrer ve ark.,
2010).

Ki-MKH kendini yenileme kapasitesi (Sawangmake ve ark., 2016), cok soylu
farklilasma potansiyeli (Sawangmake ve ark., 2016), c¢esitli hastaliklarin tedavisi igin
kullanilabilmesi (Kim ve Park,2017), etik sorunlarin yasanmamasi, kok hiicrelerin
birincil kaynagi olmasi (Kim ve Park,2017), diistik riskli bagisiklik reddi (Voga ve ark.,
2020) ve mutasyonlara daha az duyarli olmas1 (Sun ve ark., 2014) gibi avantajlar
sebebiyle cok sik tercih edilen ve kliniktede kullanim1 yayginlasan bir MKH’dir.
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2.7. Folik Asit

Folik asit, suda ¢ozinen B grubu vitaminlerden birisidir. Dogada folat olarak
bulunmaktadir. Folat, folik asit ve 5-metiltetrahidrofolat (5-MTHF), 5-
formiltetrahidrofolat (5-FTHF veya folinik asit), 10-formil-THF, 5,10-metilen
tiirevlerini igeren bir bilesik ailesi i¢in genel bir terimdir. Folik asit, bu ailenin ana
bilesigidir. Yesil yaprakl bitkilerde 6zellikle 1spanakta bol miktarda bulunur. Ayrica
taze inek siitli, karaciger, tahillar, muz, portakal suyu ve yumurta gibi gidalarda bulunur.
Mikroorganizmalarda, bitki ve hayvanlarda yaygin bulunmasi nedeniyle alinan
besinlerde bol miktarda bulunmaktadir. Ancak pisirme ve 1sitma sirasinda %50-90’1
kaybolabilmektedir (Baydar ve Sahin, 1994; Forssen ve ark., 2000; Halsted,1989;
Wright ve ark.2005).

Folik asit pteroik asit ve buna bagli pteriolglutamik asit olmak {izere iki ana birimden
meydana gelir (Sekil 2.9) (Scaglione ve Panzavolta, 2014). Folik asidin kendisi bir
koenzim olarak aktif degildir ve metabolik olarak aktif tetrahidrofolat (THF) formuna
dontistiiriilmesi igin hiicre iginde birka¢ metabolik adimdan gegmesi gerekir (Baysu ve

Baysu, 2008; Forssen ve ark., 2000).

Sentetik folik asit(Pteroilglutamik asit)

.
v il N
Pteroik asit HO
A
7 N >=°
) HN—CH
. w*@—( CH,

Sekil 2.9. Folik Asit Kimyasal Yapisi (Scaglione ve Panzavolta, 2014).

Folat esas emilim yeri jejunumdur. Emilim igin poliglutamatlar monoglutamat haline
doniistiiriiliirler. Monoglumatlar emildikten sonra dolasima katilmadan once hiicre igi

hidrolaz tarafindan hidrolize edilirler. Poliglutamat haline ¢evrilip depo edilecekleri
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yerlere giderek metabolize edilirler. Karacigerdeki folatlar kana karigsmak igin tekrar
monoglutamatlara ¢evrilirler. Folatlar organizmadan diski ve idrar ile atilirlar

(Kalaycioglu ve ark., 2008).

Folik asitin baslica fonksiyonlari;

1. Metiyonin sentezi.

2. Timidilat sentezi.

3. Piirin bazlarmin sentezi.

4. Histidin metabolizmasi.

5. Serin - Glisin doniisiimii olarak siralanabilir.

Yetigkinler i¢in giinliik diyetle alinan folat miktar1 400 pg olarak belirlenmistir. Folik
asit yetersizliginde; yiikselmis serum homosistein diizeyi ile goriilen kalp damar
hastaliklari, megaloblastik (makrositik) anemi olugmaktadir (Benoist, 1998). Folat
eksikliginin bir diger 6nemli nedeni de artan ihtiyactir. Hamileligin diyetle alinan folat
ihtiyacini ikiye katladigi bilinmektedir. Bu nedenle ¢ogu tilkede giinde 400 pg diyet
folat1 olarak belirlenirken, Ingiltere ve ABD gibi bazi iilkeler bunun yerine takviye
olarak giinde ek 400 pg folik asit onermektedir (Yates ve ark., 1998). Annede diisiik
folat durumu, erken dogum, diisiik dogum agirlig1 ve yavruda artmis noral tiip defekti
riski ile iliskilendirilmistir. Tiim noral tiip defekti vakalarinin yarisinda tek basina spina
bifida vardir ve diger yarisinda spina bifida ile birlikte veya spina bifida olmadan
anensefali vardir. Bununla birlikte, bu anomalilerin gelisiminde hangi kesin
mekanizmalarin yer aldig1 net degildir, ancak son yillarda yapilan bazi ¢aligmalar folat
takviyesinin ardindan noral tiip defekti riskinin azaldigini gostermektedir (Wald ve ark.,
1991). Folik asitin kok hiicrelerin proliferasyonu ve farklilagmasi iizerinde ¢ok 6nemli

bir rol oynadigini gostermektedir (Wilson, 2010).

Bu arastirma kapsaminda NP ile over hasar1 olusturulan sicanlarda siiperoksit dismutaz
(SOD) ve katalaz (CAT) aktiviteleri ile malondialdehid (MDA), total oksidan seviyesi
(TOS), total antioksidan seviyesi (TAS) analiz edilerek oksidatif hasarin siddeti
belirlenerek, tek basina ve KI-MKH ile birlikte tedavi edici etkinligi arastirilmstur.
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma icin Erciyes Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu Baskanliginin
08/01/2020 tarih ve 20/006 no’lu onay1 alindi. Mevcut Calisma TDK-2020-10246 nolu
proje kodu ile Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklendi.
3.1. Kemik iligi Kaynaklh Mezensimal Kok Hiicreler
3.1.1. Rat Kemik iligi Mezensimal Kok Hiicre Kiiltiirii ve Karakterizasyonu

Tez calismasi i¢in kullanilacak olan kemik iligi kaynakli mezensimal kok hiicreler
Erciyes Universitesi Genom ve Kok Hiicre Merkezi’nden temin edildi. Hiicreler 37 °C
su banyosunda ¢ozdiiriilerek 75cm?’lik hiicre kiiltiir kaplarma (TPP, Isvigre) ekildi.
Hiicreler, bazal besiyeri (Dulbecco’s Modified Eagle Medium- Low Glucose, Biological
Industries, ABD) igerisine %1 antibiyotik (Biological Industries, ABD), %1 stabil L-
glutamin (Biological Industries, ABD) ve %10 serum (Foetal Bovine Serum, Biological
Industries, ABD) eklenerek kiiltiire edildi. Inkiibasyon 37 °C de %5 CO, iceren
inkiibatorde (Sanyo, Japonya) gergeklesti. Hiicreler, %90 yogunluga ulasinca tripsin
metodu ile kiiltiir kabinin tabanindan kaldirilarak pasajlanarak deneyde kullanilacak

hiicre sayisina ulasildi.

Kullanilan hiicrelerin karakterizasyonunda, akim sitometri yontemi kullanildi. Kemik
iligi kaynakli mezensimal kok hiicrelerinin immiinfenotiplemesi i¢cin CD44, CDA45,
CD73 ve CD90 antikorlar1 (BD, Biosciences, San Jose, Kaliforniya) kullanildi. Akim
sitometri Navios Akim Sitometrisi cihaz1 (Beckman Coulter, Brea, Kaliforniya)

kullanilarak gerceklestirildi. Kaluza yazilimi1 (Beckman Coulter) ile veriler analiz edildi.



3.1.2. Hiicrelerin PKH26 ile isaretlenmesi

In vivo kosullarda hiicrelerin hasarli dokuya yerlesimlerini gosterebilmek igin hiicreler
floresan ozellikteki membran boyasi olan PKH26 (Red Fluorescent Cell Linker Kit,
Sigma, Almanya) ile iiretici firma talimatlart dogrultusunda boyandi. Hiicrelerin
boyanma oranlart akim sitometri cihazinda arastirildi. Boyanan hiicrelerin canlilik
tespiti ve hiicre sayimi ise tripan mavisi kullanilarak thoma laminda sayilarak belirlendi.
Hiicreler Nikon Eclipse Ti-S marka (Nikon, Japonya) floresan mikroskobu ile

goriintlilendi.
3.2. Deney Hayvanlar

Calismada Erciyes Universitesi Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma
Merkezinde (DEKAM) yetistirilen 130 adet 200-250 gr agirhiginda yetiskin disi sigan
(Wistar albino tiirii) kullanilmigtir. Hayvanlar uygun kosullarda her kafesde 5 sigan
olacak sekilde, klimatize odalarda (2143 °C) ve 12 saatlik aydinlik/karanlik ortamda,

standart sigan yemi ve musluk suyu ile beslenmislerdir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Kafeslerde Barindirilan Siganlar
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3.2.1. Uygulama Yontemi ve Kullamlan Maddeler

Uygulama sirasinda kullanilan tiim maddeler literatiire uygun olarak segildi. 100 pl
musir yaginda ¢6zdiiriilerek hazirlanan 50 ul dozda Nonylphenol (Aldrich, Saint Louis
USA) gavaj yoluyla (Alisan Suna ve ark., 2021; Goktepe ve ark., 2022) verildi (toplam
150 pl). 100 pl DPBS i¢inde 2,5x10° Ki-MKH kaudal venden intravendz (i.v.) yolla
(Rizy ve ark., 2018) verildi. Folik asit (Sigma, Saint Louis, USA) 20mg/kg/giin dozda
150 upl distile su igerisinde ¢Ozdirilerek gavaj yoluyla uygulandi (Aydos ve
Boyacioglu, 2019; Gules ve ark., 2018). Calismada kullanilan denekler rastgele 13
gruba ayrildi, deney gruplart Tablo 3.1°de gosterildi.

Tablo 3.1. Deney Gruplart

Gruplar (n:10)

Uygulamalar

Kontrol grubu (Kontrol)

Herhangi bir islem uygulanmadi

7 giin tedavi uygulanan ve takip edilen gruplar

Nonylphenol 7

7 glin boyunca her giin gavaj yoluyla 100 pl musir yaginda

(NP7) cozdiiriilerek 50 pl dozda NP ile ovaryum hasari olusturulan ve 7
giin sonra sakrifiye edilen grup (50 pl/rat/giin)

Kok Hiicre7 Tek sefer kuyruk veninden 2,5x10° kok hiicre verilen ve 7 giin

(Kh7) sonra sakrifiye edilen grup

Folik Asit 7 7 giin boyunca distile suda ¢ozdiiriilerek gavaj yolu ile folik asit

(Fa7) (20 mg/kg/glin) uygulanan ve sakrifiye edilen grup

Nonylphenol+KéokHiicre 7
(NP+Kh7)

7 glin boyunca 50 pl NP uygulanan ve son uygulama sonrasi tek

sefer 2,5x10° kok hiicre verilen ve 7 giin sonra sakrifiye edilen

grup

Nonylphenol+FolikAsit 7
(NP+Fa7)

7 giin boyunca 50 ul NP uygulanan ve son uygulama sonrasi
gavaj yolu ile folik asit (20 mg/kg/giin) verilen ve 7 giin folik asit

uygulamasi sonrasi sakrifiye edilen grup

Nonylphenol+KokHiicre+
Folik Asit 7
(NP+Kh+Fa7)

7 glin boyunca her giin gavaj yoluyla 50 ul NP verilen son
uygulama sonras1 tek sefer kok hiicre (2,5x10°) ve 30 dk sonra
folik asit (20 mg/kg/giin ) uygulanan ve folik asit uygulamasina 7

giin devam edilen ve 7 giliniin sonunda sakrifiye edilen grup
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Tablo 3.1.Devam. Deney Gruplari

14 giin tedavi uygulanan ve takip edilen gruplar

Nonylphenol 14 7 giin boyunca her giin gavaj yoluyla 100 pl musir yaginda

(NP14) cozdiiriilerek 50 pl dozda NP ile ovaryum hasari olusturulan ve
14 giin sonra sakrifiye edilen grup (50 pl/rat/giin)

Kok Hiicre 14 Kuyruk veninden kok hiicre (2,5)(106 ) verilen ve 14 giin sonra

(Kh14) sakrifiye edilen grup

Folik Asit 14 14 giin boyunca gavaj yolu ile folik asit (20 mg/kg/giin)

(Fal4) uygulanan ve 14 gliniin sonunda sakrifiye edilen grup

Nonylphenol+Kok Hiicre 14 7 glin boyunca 50 pul NP uygulanan, son uygulama sonrasi kok

(NP+Kh14) hiicre (2,5x10°) verilen ve 14 giin sonra sakrifiye edilen grup

Nonylphenol+Folik Asit 14 7 giin boyunca 50 pl NP uygulanan son uygulama sonrasi gavaj

(NP+Fal4) yolu ile folik asit (20 mg/kg/giin) verilen ve 14 giin folik asit
uygulamasina devam edilen ve 14 giiniin sonunda sakrifiye
edilen grup

Nonylphenol+KékHiicre+ 7 giin boyunca her giin gavaj yoluyla 50 ul NP verilen son

. . 6 . .

Folik Asit14 uygulama sonras1 kok hiicre (2,5x10°) ve 30 dk sonra folik asit
(20 mg/kg/giin) uygulanan, 14 giin folik asit uygulamasina

(NP+Kh+Fal4) devam edilen ve 14 giiniin sonunda sakrifiye edilen grup

7 giin tedavi uygulanan ve takip edilen gruplar; Kontrol grubundan 5 sicana
herhangi bir uygulama yapilmadi. 7 giinliik diger gruplarin tedavi siiresi sonrasi birlikte
sakrifiye edildi. NP7 grubuna ait siganlara gavaj yoluyla 100 pl musir yaginda
cozdiiriilerek 50 pl dozda NP (toplam 150 ul) gavaj yoluyla verildi (Sekil 3.2) ve
ovaryum hasari1 olusturuldu. Son gavaj isleminden 7 giin sonra NP7 grubuna ait si¢anlar
sakrifiye edildi. Kh7 grubuna 100 pl DPBS iginde 2,5x10° Ki-MKH kaudal ven yoluyla
I.v. injeksiyon ile verildi (Sekil 3. 3) ve 7 giiniin sonunda siganlar sakrifiye edildi. Fa7
grubuna distile suda ¢ozdiiriilen folik asit gavaj yolu ile 20 mg/kg/giin olacak sekilde
uygulandi (Sekil 3.4) ve 7 glin uygulamaya devam edildi, son uygulama sonrasi
sakrifikasyon islemi gergeklestirildi. NP+Kh7 grubuna once 7 giin boyunca 50
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ul/rat/giin NP gavaj yolu ile verildi, son NP uygulamasi sonrasi tek sefer 2,5x10° kok
hiicre kaudal ven yoluyla i.v. injeksiyon ile verildi ve 7 giin sonra sakrifiye edildi.
NP+Fa7 grubuna ilk 6nce 7 giin boyunca 50 ul NP gavaj yoluyla verildi son uygulama
sonras1 distile suda ¢ozdiiriilen Fa gavaj yolu ile 20 mg/kg/giin uygulandi ve 7 giin
tedaviye devam edildi. NP+Kh+Fa7 grubuna 6nce 7 giin boyunca 50 pul NP gavaj
yoluyla verildi, son uygulama sonrasi DPBS icinde 2,5x10° Ki-MKH kaudal ven
yoluyla i.v. injeksiyon ile verildi 30 dk sonra gavaj yolu ile 20 mg/kg/giin dozda folik
asit uyguland1 ve folik asit tedavisine 7 giin devam edildi. Son folik asit uygulamasi

sonrast sakrifikasyon islemi gerceklestirildi.

14 giin tedavi uygulanan ve takip edilen gruplar; Kontrol grubundan 5 si¢ana
herhangi bir uygulama yapilmadi. 14 giinliik diger gruplarin tedavi siiresi sonrasi
birlikte sakrifiye edildi. NP14 grubuna ait sicanlara 7 giin boyunca hergiin gavaj yoluyla
100 pl misir yaginda ¢ozdiiriilerek 50 pl dozda NP gavaj yoluyla verildi. Son gavaj
isleminden 14 giin sonra NP14 grubuna ait siganlar sakrifiye edildi. Kh14 grubuna 100
ul DPBS iginde 2,5x10° Ki-MKH kaudal ven yoluyla i.v. verildi ve 14 giiniin sonunda
sakrifiye edildi. Fal4 grubuna folik asit distile suda ¢6zdiiriilerek gavaj yolu ile 20
mg/kg/giin uygulandi ve 14 gilin uygulamaya devam edildi, 14. giiniin sonunda
sakrifikasyon islemi gergeklestirildi. NP+Kh14 grubuna 6nce 7 giin boyunca 50 ul NP
gavaj yolu ile verildi, son uygulama sonrasi tek sefer 2,5x10° kok hiicre kaudal ven
yoluyla i.v. injeksiyon ile verildi ve 14. giinlin sonunda sakrifiye isglemi yapildi.
NP+Fal4 grubuna ilk 6nce 7 giin boyunca 50 ul NP gavaj yoluyla verildi son uygulama
sonrasi distile suda ¢ozdiiriilen Fa gavaj yolu ile 20 mg/kg/glin uygulandi ve 14 giin
tedaviye devam edildi. Son folik asit uygulamasi sonrasi sakrifikasyon iglemi
gergeklestirildi. NP+Kh+Fal4 grubuna 7 giin boyunca 50 pl NP gavaj yoluyla verildi,
son uygulama sonras1 DPBS i¢inde 2,5x10° Ki-MKH kaudal ven yoluyla i.v. injeksiyon
ile verildi. 30 dk sonra gavaj yolu ile 20 mg/kg/giin dozda Fa uygulandi ve Fa
tedavisine 14 giin devam edildi. Son folik asit uygulamas: sonras1 gruba ait denekler
sakrifiye edildi. Deney siireleri sonunda, siganlara intraperitoneal (i.p.) yoldan ketamin
hidrokloriir (40 mg/kg) (Ketalar, Eczacibasi, Tiirkiye) ve %2 ksilazin hidrokloriir
(5mg/kg) (Rompun %2, Bayer, Tiirkiye) uygulandi ve anestezi saglandi.
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Sekil 3.2. Nonylphenol’iin gavaj ile uygulanmasi.

Sekil 3.3. Ki-MKH’lerin kaudal ven yoluyla intravendz injeksiyon uygulamasi.
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Sekil 3.4. Folik Asit’in gavaj ile uygulanmasi.

Steril sartlarda, kardiyak kan Ornekleri biyokimya tiiplerine alindiktan hemen sonra
deneklerin abdominal bdlgeleri agilarak ovaryumlart alindi. Ovaryum dokulari
histopatolojik ve immiinohistokimyasal g¢aligmalar i¢in %10’luk formaldehit tespit
soliisyonuna alindi. Biyokimyasal caligmalar i¢in alinan kan oOrnekleri 10000 rpm

+4°C’de 10 dk santrifiij edildi ve 6rnekler ¢aligma giiniine kadar -80°C’de saklandi.

NP+Kh7 ve NP+Kh14 gruplarindan iiger sicana 7 giin NP uygulama sonrast PKH26 ile
isaretli 2,5x10° Ki-MKH DPBS icerisinde kaudal venden i.v. injeksiyon yolu ile verildi.
7 ve 14. giiniin sonunda ovaryumda varliklar1 takip etmek amaciyla deney siireleri
sonunda, siganlara i.p. yoldan ketamin hidrokloriir (40 mg/kg) (Ketalar, Eczacibasi,
Tiirkiye) ve %2 ksilazin hidrokloriir (Smg/kg) (Rompun %2, Bayer, Tiirkiye) uygulandi
ve anestezi saglandi. Deneklerin abdominal bdolgeleri agilarak ovaryumlar: alindi.

Cryomatrix kullanilarak bloklandi. Frozen cihazinda 5 pm kalinliginda kesitleri alinarak
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4' 6-Diamidino-2-phenylindole (DAPIL Sigma Aldrich, St. Louis, USA) ile kapatildi ve
Olympus BX51 floresan mikroskobu (Olympus, Tokyo, Japonya) ile goriintiilendi.

3.3. Histopatolojik Analizler
Doku Takibi ve Bloklama

Ovaryum dokularina 151k mikroskobik incelemeler yapmak igin %10’luk formaldehit
soliisyonunda fikse (tespit) edildi ve rutin histolojik doku takibi prosediirii uygulandi.
%10’luk formaldehit igerisinde tespit edilen dokular tespit maddesinden arindirilmak
amaciyla akan musluk suyunda alindi. Daha sonra artan derecelerde etil alkol
serilerinden gegcirilerek suyun uzaklastiriimasi saglandi. Sonrasinda ovaryum dokularini
seffaflandirmak amaciyla ksilende bekletildi ve dokular etiiv icerisinde sivi parafine
alindi. Son olarak over dokulari parafine gomiilerek bloklandi. Uygulanan islemler
Tablo 3.2°de verildi. Bloklardan Leica RM 2155 rotary mikrotom (Leica, Nussloch,

Almanya) kullanilarak 5 pm kalinliginda seri kesitler alindi.

Kesitlere histopatolojik incelemeler i¢in Masson trikrom (MT) boyama yontemi ve
Hematoksilen&Eozin (H&E) boyama yontemi uygulandi. Tiim deney gruplarindan elde
edilen ovaryum kesitlerinde immiinohistokimyasal analizler i¢in Anti-Miillerian hormon
(AMH), Tiimér Nekrosis Faktor Alfa (TNFa), interlokin 6 (IL6), Transforming Growth
Factor Beta 1 (TGFB1) immunohistokimyasal boyama yontemi ve dokudaki apoptotik
hiicreleri belirlemek amaciyla da terminal deoxynucleotide-transferase (TdT)-mediated
dUTP nick end labeling (TUNEL) immunofluoresan boyama yontemi uygulandi. DP 70
dijital kamera ile donatilmis Olympus BXS51 151k mikroskobu (Olympus, Tokyo,
Japonya) yardimiyla incelenerek degerlendirildi ve gruplar1 temsil eden goriintiiler elde

edildi.
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Tablo 3.2: Doku takip protokolii

Sira | Soliisyon/Ajan Siire Sira Soliisyon/Ajan Siire
1 | %10 Formaldehit | 72 saat 8 Absolii Alkol 1 saat
2 Musluk suyu 2 saat 9 Absolii Alkol 1 saat
3 %50 Alkol 1 saat 10 Ksilen 20 dk
4 %70 Alkol 1 saat 11 Ksilen 20 dk
5 %80 Alkol 1 saat 12 Ksilen 20 dk
6 %96 Alkol 1 saat 13 Sivi parafin(60°C) | 3 saat
7 Absolii Alkol 1 saat 14 Bloklama

H&E Boyama Yontemi: Herbir denege ait ovaryum dokusundan alinan seri kesitlerden
her 12 kesitte bir tanesi alinarak 2 saat 60°C’lik etiivde bekletildi ve H&E boyama

yontemi uygulandi (Tablo 3.3).

Folikiillerin Morfolojik Siniflandirmast ve Sayimi

H&E boyama sonucunda folikiil rezervinin belirlenmesi icin 151k mikroskobu altinda
folikiil sayimlar1 yapildi. Ovaryum korteksinde ¢ekirdegi belirgin olarak ayirt edilebilen
primordiyal, primer, preantral, sekonder ve tersiyer folikiiller H&E boyama yontemi
uygulanmis kesitlerde ayri1 ayr1 sayildi. Folikiiller degerlendirilirken graniiloza hiicre
sekli ve hiicre katman sayis1 goz oniline alindi. Bozulmus graniiloza hiicreleri ve oosit
igeriyorsa atretik folikiil olarak degerlendirildi ve folikiiller siniflandirmaya uygun

olarak sayimmi gerceklestirildi.
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Tablo 3.3. Hematoksilen&Eozin Boyama Y 6ntemi

Sira | Soliisyon/Ajan Siire Sira Soliisyon/Ajan Siire
1 Ksilen-1 20 dk 12 Akarsu 5dk
2 Ksilen-II 20 dk 13 %50 Alkol 1dk
3 Absolii Alkol 5dk 14 %70 Alkol 1dk
4 %96 Alkol 5dk 15 %80 Alkol 1dk
5 %80 Alkol 5 dk 16 %96 Alkol 1dk
6 %70 Alkol 5dk 17 Absoli Alkol 1dk
7 %50 Alkol 5dk 18 Absolii Alkol 1 dk
8 Akarsu 10 dk 19 Ksilen-I 15 dk
9 Hematoksilen 3-8 dk 20 Ksilen-I1 15 dk
10 Akarsu 5dk 21 Ksilen-I1 15 dk
11 Eozin 3-5dk 22 Kapatma

MT Boyama Yéntemi: Parafin bloklardan alman kesitler 60°C’lik etiivde 2 saat
bekletilerek parafinin erimesi saglandi. Sonrasinda lamlar 3 ayr1 kapta bulunan
ksilenlerin her birinde 10 dk bekletildi. Azalan etil alkol serilerinin her birinde 5 dk
bekletildi. Akan suya alinarak deparafinizasyon islemi tamamlandi ve Masson trikrom

boyama metodu uyguland: (Tablo 3.4).
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Tablo 3.4. Masson Trikrom Boyama Y ontemi

Sira Islem Siire | Sira Islem Siire
1 Hematoksilen 3-8dk | 11 Distile Su 5dk
2 Akan Musluk Suyu 5dk 12 %50 Alkol 1dk
3 Asit alkol 30 sn 13 %70 Alkol 1dk
4 Akan Musluk Suyu 5dk 14 %96 Alkol 1dk
5 Asit fuksin 1-2dk | 15 | Absolu Alkol I 1dk
6 Distile Su 5 dk 16 | Absolu Alkol I 1dk
7 Fosfomolibdik asit 5dk 17 Ksilen | 20 dk
8 Anilin blue soliisyonu 2-5dk | 18 Ksilen 11 20 dk
9 Distile Su 5dk 19 Ksilen 111 20 dk

10 %1°lik asetik asit 2 dk 20 Kapatma

3.4. Immunohistokimyasal Analizler

Deney gruplarina ait over kesitlerinde, ovaryum follikiilogenezisi ve atrezisinde énemli
rol oynayan TGFB1’in ekspresyonunu gostermek igin TGFB1 (Transforming growth
factor antibody- Santa Cruz Biotechnology, Oregon, ABD, -sc-146), ovaryum rezervini
degerlendirmek amaciyla AMH (AMH Antibody- Santa Cruz Biotechnology, Oregon,
ABD -sc 1667529), inflamatuvar cevabin aktivasyonunda rol oynayan TNFa (Tiimor
Nekrosis Faktor Alfa Antibody Abcam, Massachusetts, USA, cat no: bs-6434R) ve
inflamatuar olaylarda sitokin kaskadini harekete gecirmede rol oynayan IL6
ekspresyonunu  degerlendirmek amaciyla IL6 (interldkin 6 Antibody, Bioss,
Massachusetts, USA, bs-0782R) primer antikorlar1 kullanildi. Imalat¢i firmalarin
talimatlarina uyularak kesitlerin diliisyon oranlar1 belirlendi. Avidin-Biotin yontemi i¢in
streptavidin-biotin Kiti (Thermo Ultravision Detection System, Fremont, USA, TP-125-
HL) kullanild1 ve protokol uygulandi.
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Parafin bloklardan elde edilen kesitler 60°C’lik etiivde bekletildikten sonra
deparafinizasyonu tamamlamak igin 3 kez 5’er dk ksilende birakildi. Sonra azalan alkol
serilerinden 3’er dk gegirilerek, 2 kez 2’ser dk distile suda bekletildi. Endojen
peroksidaz aktivitesi bloke etmek i¢in 12 dk siireyle %3’liikk hidrojen peroksit (H20,)
uyguland1 ve PBS (Phosphate Buffer Saline) (pH: 7.4) ile yikandi. Doku igerisindeki
reseptOr bolgelerinin agiga c¢ikarilmasini saglamak amaciyla mikrodalga firinda sitrat
tamponuna etkin birakildi. Oda sicakliginda sogutulduktan sonra thermo ultravision
detection system boyama Kiti kullanilarak sirasiyla talimatlar takip edildi. Lamlar PBS
ile yikandiktan sonra 6zgiin olmayan baglanmalarin engellemek amaciyla 5 dk Ultra V
Block ile muamele edildi. Bloklama asamasinin ardindan kesitler yitkanmadan TGFf1
(1:200), AMH (1:150), IL6 (1:200) ve TNFa (1:150) primer antikoru ve negatif kontrol
i¢in primer antikor yerine PBS damlatildi. Lamlar 1 gece +4°C de bekletildi ardindan 1
saat oda sicakliginda bekletilerek PBS ile yikandi ve sonra 10 dk biyotinli sekonder
antikorda bekletildi. Tekrar PBS ile yikandiktan sonra dokular 10 dk streptavidin
peroksidaz enzim kompleksinde bekletildi. Yikama sonrasi immunreaktiviteleri goriiniir
hale getirmek i¢in 3,3' diaminobenzidin (DAB) (DAB Plus substrate system, Thermo
Scientific, Fremont, USA) ile 1-5 dk kadar muamele edildi. Sonrasinda distile su ile
yikandi. Gill hematoksilen ile zit boyama yapildi1 ve preparatlar 151k mikroskobunda
incelendi. Her bir denege ait immiinohistokimya boyama metodu uygulanan kesitlerden
40X biiytiitmede rastgele 10 farkli bolgeden alinan goriintiiler dl¢iime dahil edildi ve
tiim gruplar i¢in IL6, TNFa ve TGFB1immunoreaktivite yogunluklari Image J software
programi kullanilarak degerlendirildi ve sonuglar kaydedildi. AMH primer antikoru ile
gerceklestirilen immiinohistokimya boyama metodu uygulanan kesitlerde ise primer
folikiil, preantral folikiil ve sekonder folikiillerde AMH immunoreaktivite yogunluklari

Olctildii ve sonuclar istatistiksel olarak degerlendirildi.
3.5. TUNEL immunofluoresan boyama yontemi

Her bir deney grubuna ait sicanlarin over kesitlerinde apoptotik hiicreleri
belirleyebilmek amaciyla TUNEL yontemi uygulandi. Over dokusu bulunan lamlar
deparafinizasyon islemi sonrasi azalan alkol serilerinden gegirildikten sonra ApopTag®
Fluorescein In Situ Apoptosis Detection Kit (EMD Millipore, Darmstad, Almanya)
prosediirii uygulandi. TUNEL reaksiyon karigimi ile 37°C’de nem kamarasi i¢inde 1
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saat inkiibe edildi. Negatif kontrol i¢in belirlenen doku iizerine PBS damlatildi, diger
biitiin islemler aym1 sekilde uygulandi. Sonrasinda dokular 4', 6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI, Sigma Aldrich, St. Louis, USA) ile muamele edildi. Fluoresan
mikroskop (Olympus BX51, Tokyo, Japan) kullanilarak TUNEL pozitif apoptotik hiicre
sayisint degerlendirebilmek i¢in her dokudan 40X objektifte 10 farkli alandan fotograf
alindi. Boyama prosediirii sonrasi elde edilen dokularda TUNEL pozitif boyanan
apoptotik hiicreler Image J software programi kullanilarak sayildi. Veriler istatistiksel

olarak degerlendirildi.
3.6. Biyokimyasal analizler

Deneklere ait kandan elde edilen serumlardan MDA, SOD, CAT, TAS ve TOS

diizeyleri belirlendi.
3.6.1. Malondialdehit Diizey Tayini

Enzyme-Linked immunosorbent Assay (ELISA) metodu kullanilarak MDA degerine
bakildi. Bioassay Technology Laboratory marka ticari kiti kullanilarak ¢alisildi (MDA
ELISA Kit katalog no: E0156Ra). Kit icerisinden ¢ikan 96’lik plate i¢indeki her bir
kuyucuga 50 pl standart ve 40 pl 6rnekler yiiklendi. Standartlar hari¢ biitiin 6rneklerin
tizerine 10 pl anti-MDA Ab eklendi. Daha sonra 50 pl streptavidin- HRP eklenerek
37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra plate almarak otomatik yikama
cihazinda yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi ve aspire edildi. Biitiin 6rneklerin {izerine
50 pl Substrate Solution A ve sonrasinda 50 ul Substrate Solution B eklendi. Tekrar
37°C’de 10 dk inkiibe edildi. Son olarak 50 pl stop soliisyonu eklenerek reaksiyon
sonlandirildi ve Thermo scientific (ABD) marka Microplate okuyucu ile 450 nm’de

okutuldu.
3.6.2. Katalaz Aktivite Tayini

ELISA metodu kullanilarak CAT degerine bakildi. Bioassay Technology Laboratory
marka ticari kiti kullanilarak ¢alisildi (CAT ELISA Kit katalog no: E0869Ra). Her bir
kuyucuga 50 pl standart ve ornek kuyucuklarma 40 pl serum numuneleri yiiklendi,
orneklerin tizerine 10 ul CAT-antibody yiiklendi. Ardindan standartlarda dahil her bir
kuyucuga 50 pl streptavidin- HRP eklenerek 37 °C’de 60 dk inkiibe edildi. Daha sonra

plate alinarak otomatik yikama cihazinda aspire edildi ve yikama soliisyonu ile 5 kez
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yikandi. Kuyucuklara 50 pl Kromojen A ve sonrasinda 50 ul Kromojen B eklendi,
ardindan 37 °C 10 dk inkiibe edildi. Son olarak 50 pl sonlandirma soliisyonu eklendi ve
Microplate okuyucu ile 450 nm’de okutuldu.

3.6.3. Siiperoksitdismiitaz Aktivite Tayini

ELISA metodu kullanilarak SOD degerine bakildi. Bioassay Technology Laboratory
marka kiti kullanilarak ¢alisildi (SOD ELISA Kit katalog no: E2269Ra). Standart
kuyucuklarma 50 ul standart yiiklendi. Ornek kuyucuklarina 40 ul numuneler yiiklendi.
Ardindan 6rnek kuyucuklarma 10 pl anti-SOD eklendi ve her bir kuyucuga 50 pl
streptavidin-HRP eklenerek 37 °C’de 60 dk inkiibe edildi. Daha sonra plate alinarak
otomatik yikama cihazinda aspire edildi ve yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi.
Ardindan 50 pl Substrate soliisyon A ve sonrasinda 50 pl Substrate soliisyon B
eklenerek 37 °C’de 10 dk inkiibe edildi. Daha sonra 50 pl sonlandirma soliisyonu
eklendi ve Microplate okuyucu ile 450 nm’de okutuldu.

3.6.4. Total Antioksidan Kapasite Olciimii

Serum TAS Oolgiimleri, Rel Assay Diagnostics (Gaziantep, Tirkiye) marka kit ile
calisma gerceklestirildi. Olgiimiin prensibi, serum drneklerinde bulunan antioksidanlar
tarafindan, koyu mavi-yesil renkli 2,2’-azinobis 3-etil benzotiazolin-6-siilfonat
radikalinin renksiz ABTS formuna rediiklenmesi esasina dayanir (Ames ve ark.,1993).
Antioksidanlarin miktarlarina ve kapasitelerine bagli olan ABTS rediiksiyonunun
derecesi, spektrofotometrede 660 nm dalga boyunda renk farkindan kaynaklanan
absorbans degisikligi ile tayin edilir. Yontem, “Trolox ekivalan1” olarak adlandirilan ve
vitamin E analogu olan stabil bir antioksidan standart ¢dzelti ile kalibre edilir. Olgiim

sonuglart mmol Trolox ekivalent/L olarak ifade edilir (Erel, 2004).
3.6.5. Total Oksidan Kapasite Olciimii

Serum TOS diizeyleri Rel Assay Total Oksidan Status Test Kiti (Gaziantep, Tirkiye)
kullanilarak ~6lgiildii. Prensip Ornekte bulunan oksidanlar, Fe2+-o-dianisidine
kompleksini Fe3+ iyonuna okside eder. Oksidasyon reaksiyonu reaksiyon ortaminda bol
miktarda bulunan gliserol molekiilleri ile arttirilir. Fe3+ iyonu asidik ortamda ksilenol

oranj ile renkli bir kompleks yapar. Renk siddeti, 6rnekte bulunan oksidan molekiillerin
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miktari ile orantilidir ve spektrofotometrik olarak &lgiilebilir. Olgiim hidrojen peroksit

ile kalibre edilir ve sonuglar umol H,O; ekivalent/L olarak ifade edilir (Erel, 2005).
3.7. istatistiksel Analiz

Verilerin analizi i¢in Prism™ yazilim siirimii 8.01 (GraphPadlnc., San Diego, CA)
kullanildi. Veriler, analiz tiiriine gére ortalama £ SEM (ortalamanin standart hatasi) ve
Median (quarter 1-quarter 3) olarak yazildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu
Shapiro Wilk ve Kolmogrov Smirnov testleri ile degerlendirildi. Normal dagilim
gosteren verilerin karsilastirilmasi, Bonferroni analizi ile tek yonli ANOVA
kullanilarak gergeklestirildi. Normal dagilim gostermeyen ikiden fazla grup arasinda
karsilastirmalari i¢in Kruskalwallis testleri kullanildi. Coklu karsilastirmalar i¢in Dunn

testi uyguland. Istatistiksel analiz, p <0.05 ise anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. KIi-MKH Karakterizasyonu ve Genel Goriiniimii

Ki-MKH’lerin akim sitometri analizi sonrasinda CD90 %99,98, CD73 %98,48, CD29
%098,70 pozitif eksprese oldugu CD45’in %0.28 ekspresyonla negatif olarak belirlendi
(Sekil 4.1). Kok hiicrelerin kiiltiirde 6zelliklerini korudugu dogrulandi.

Sekil 4.1. Kemik iligi kaynakli mezensimal kok hiicrelerin akim sitometri analizi.

PKH26 ile boyali hiicrelerin floresan mikroskobunda goriintiileri alinarak genel

morfolojileri gosterildi (Sekil 4.2).



PKH26 DAPI PKH26+DAPI

Sekil 4.2. PKH26 ile boyal1 hiicrelerin gorlintiisii. Kirmiz1 floresan yansimalar pozitif
hiicreleri ifade etmektedir. DAPI boyamasi ile ¢ekirdek belirgin hale getirilmistir.

4.2. PKH26 ile Isaretli Ki-MKH’lerin Ovaryumda Yerlesimi

PKH26 ile isaretli KI-MKH’lerin NP hasar1 sonrasi ovaryuma go¢ ettigini
gosterebilmek amacryla NP+Kh7 ve NP+Khl4 gruplarina ait ovaryumlardan floresan
mikroskobunda goriintiiler elde edildi. KI-MKH’lerin injeksiyon sonras1 7. ve 14. giinde

ovaryumda varliklar1 ve yerlesimleri gosterildi (Sekil 4.3)).
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DAPI PKH26

PKH26 +DAPI

NP+Kh7 Grubu

NP+Kh14 Grubu

100 pm

Sekil 4.3. PKH 26 ile isaretli KI-MKH’lerin ovaryumda goriintiileri, W
PKH 26 ile isaretli KI-MKH hiicreleri gdstermektedir (X40).

isareti



4.3. Morfolojik Bulgular

Biitiin gruplara ait ovaryum dokularinda H&E ile boyanan kesitlerde, folikiil sayimi ve
genel histolojik degerlendirme yapildi. Bag dokusu alanlarinin degerlendirilmesi ise MT

boyama yontemi ile belirlendi.
4.3.1. H&E Boyama Yontemine Ait Bulgular

Kontrol grubuna ait preparatlarda over dokularinin yiizeyi tek katli yassi epitel ile
sartliydi. Germinal epitelin altinda, siki bag dokusu tabakasi olan tunika albuginea
gozlendi. Tunika albuginea’nin altinda zengin bir sekilde seliiler bag dokusu igerisine
gomiilii ovaryum folikiillerini ve korpus luteumu igeren korteks tabakasi vardi.
Ovaryumun merkezinde ise gevsek bag dokusu yapisinda; kan damarlari, sinirler ve
lenf damarlar1 i¢eren medulla yer almaktaydi. Ovaryumun korteks tabakasindan farkl
say1 ve tiplerden folikiiller gbzlendi. Primordiyal folikiiller, merkezi yerlesim gdsteren
bir oosit ve tek sira yassi graniiloza hiicreleri ile ¢evrili olmasi ile ayirt edildi. Primer
folikiiller daha biiyiik capa sahip ve oositin etrafi tek sira kiibik epitel hiicreleri ile
sariliydi. Farkli biiyiikliiklerdeki preantral folikiiller merkezde bulunan primer oosit ve
bunu cevreleyen c¢ok katli graniiloza hiicre tabakasi mevcuttu ve graniiloza hiicreleri
arasinda herhangi bir antrum mevcut degildi. Oosit ile graniiloza hiicreleri arasinda,
zona pellusida belirgindi. Sekonder folikiillerde ise ¢ap1 genislemis ve ¢ok kath
graniiloza hiicreleri arasinda diizensiz antrumlar mevcuttu. Sekonder folikiillerde
folikiiliin graniiloza hiicrelerine komsu teka interna yapisi ve bunun disinda daha yogun
bag dokusu ve damarlardan zengin teka eksterna ayirt edildi. Tersiyer folikiil ise
kiimiiliis ooforusun antruma dogru yaptig1 cikinti icerisinde bulunan oosit ve zona
pellusida ¢evresindeki kiibik hiicre tabakasinin korona radyatay1 olusturduklar1 goriildii.
Ayrica ovulasyondan sonra gelisen korpus luteumda graniiloza lutein hiicreleri, teka
lutein hiicrelerinden daha iri, poligonal sekilli, vezikiiler niikleuslu ve daha soluk boyali
sitoplazmal1 hiicreler olarak izlendi. Teka tabakasi ise, korpus luteumun hemen dis
kisminda belirgin olarak gozlemlendi. Ovaryumun i¢ kisminda bulunan medulla
bolgesinde folikiil yapilari bulunmadigi i¢in bag dokusu lifleri ve kas demetleri daha net
ayirt edildi ve kortekse gore az sayida hiicre bulunmasina karsin damarlanmanin fazla
oldugu goriildii. Hiicreleri bazofilik boyanmis olup, cekirdekleri merkezi yerlesimli
olarak izlendi. NP grubuna ait kesitlerde normal histolojik yapinin bozuldugu, vaskiiler

konjesyon ve folikiiller dejenerasyon gibi patolojik bulgulara rastlandi. Kan
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damarlarinda genisleme ve bazi alanlarda hemoraji bulgularina rastlandi. Kortekste zona
pellusidasi tam olarak belirgin olmayan dejenere oosit ve genel olarak diizensiz sekilleri
ile ayirt edilen olduk¢a fazla sayida atretik folikiil izlendi. Fa7, Fal4, Kh7 ve Kh14
gruplarina ait gorilintiilerde ovaryum normal histolojik yapisina uygundu. Ovaryumda
atrezi, fizyolojik bir siire¢ oldugundan bu grubuplara ait kesitlerde de az sayida atretik
folikiiller gozlendi. NP+Fa7 ve NP+Fal4 gruplarina ait 151k mikroskobik incelemelerde
Ozellikle medulla bolgesinde genisleme yapmis damarlar dikkat ¢ekiciydi ve NP7 ve
NP14 gruplan ile kiyaslandiginda patolojik bulgularda iyilesme gozlenmedi. Ancak
ovaryum korteksinde atretik folikiillere daha az rastlandi. NP+Kh7 ve NP+Khl14
gruplarinda atretik folikiiller, sekonder ve primer folikiiller gozlendi. NP+Kh+Fa7
grubuna ait kesitlerde atretik ve sekonder folikiiller, medulla bélgesi ise NP gruplarina
oranla daha diizenli olmasina ragmen, NP+Kh+Fal4 grubu hem medullar bolge hemde
korteks bolgesi kontrol grubuna benzerdi (Sekil 4.4, Sekil 4.5).

Folikiil Sayim

Tiim deney gruplarina ait deneklerden alinan seri kesitlerden 12 kesitte biri alinarak
H&E ile boyanan preparatlar iizerinden sayim gerceklestirildi. Buna gore, ovaryum
yiizeyindeki folikiiller, saglikli ve atretik olmak {izere iki gruba ayrildi. Farkli gelisim
asamalarindaki saglikli folikiil yapilarindan sadece ¢ekirdek ve c¢ekirdekgikleri belirgin
oosit igeren folikiiller degerlendirmeye alindi. Ovaryum korteksinde bulunan
primordiyal, primer, preantral, sekonder, tersiyer ve atretik folikiiller morfolojik
siniflandirmalarina gore tek tek sayilarak kaydedildi. Sonug¢ olarak her bir denegin
ovaryumunda bulunan folikiil sayilari belirlendi ve bdylece deney gruplarina ait

ovaryum rezervindeki degisimler karsilastirildi.

7 giin tedavi ve takip edilen grublardan Kontrol grubunda primordiyal folikiil sayis1 tim
deney gruplari ile karsilagtirildiginda en yiiksek iken en diisiik primordiyal folikiil sayis1
NP7 grubuna aitti ve Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derece diisiik
bulundu (p<0.05). NP+Kh+Fa7 primer, preantral, sekonder ve tersiyer folikiil sayilari
kontrol grubuna en yakin olan tedavi grubuydu. NP uygulamas: tiim gruplarda
primordiyal, primer, preantral, sekonder ve tersiyer folikiil sayilarinda azalmaya neden
oldu. Atretik folikiil sayis1 ise NP7 grubunda diger gruplardan anlamli derece yiiksek
bulundu (p<0.05) (Tablo 4. 1).
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14 giin tedavi ve takip edilen gruplardan NP14 grubu primordiyal folikiil sayis1 Kontrol
grubundan anlamli derece diisiik bulundu (p<0.05). NP+Kh+Fal4 grubu primordiyal,
primer, preantral, sekonder ve tersiyer folikiil sayilar1 kontrol grubuna en yakin olan
tedavi grubuydu. Atretik folikiil sayis1 ise NP14 grubunda en yiiksekti, kontrol
grubunda en diisiik sayildi. NP14 grubu atretik folikiil sayis1 diger tiim gruplardan
istatistiksel olarak anlamli derece yiiksekti (p<0.05). Atretik folikiil sayisinin kontrol
grubuna en yakin degerde olan NP+Kh+Fal4 tedavi grubuydu (Tablo 4. 2).

Primordiyal, primer, preantral, sekonder ve tersiyer folikiil sayilar1 agisindan 7 ve 14
giinliik gruplarin folikiil sayim sonuglarinin karsilastirildig1 grafiklerde gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05) (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7.).

Atretik folikiil sayilarmmin 7 ve 14 giinliik gruplarda karsilastirilmasi Sekil 4.7.°de
gosterildi. NP+Kh7 grubu atretik folikiil sayis1 NP+Kh14 grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu. NP+Kh+Fa7 grubu atretik folikiil
sayist NP+Kh+Fal4 grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksek bulundu (p<0.05).

Calismamizda tiim denekler toplam folikiil sayis1 acisindan degerlendirildiginde,
sonuglar Fa ve Kh’nin birlikte uygulandig1 gruplarda folikiil rezervi agisindan sadece Fa
ve sadece Kh uygulanan gruplardan daha iyi tedavi edici etkiye sahip oldugunu

gosterdi.
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NP+Fa7

NP+Kh7

NP+Kh+Fa7

Sekil 4.4. 7 giinliik deney gruplarina ait H&E boyama yontemi uygulanan ovaryum
kesitleri (X10 ve X20). Gorintiillerde Siyah ¢izgi korteks, Kirmizi ¢izgi medulla,
Kirmiz1 ok bagi folikiiler dejenerasyon, Cift tarafli sar1 ok Tunika albuginea, Mavi ok
Germinal epitelyum, Yesil kalin ok Korona radyata, PF primer folikiil, PA preantral
folikiil, SF sekonder folikiil, TF tersiyer folikiil, AF atretik folikiil, KL Korpus luteum,
beyaz yildizlar vaskiiler konjesyon, A antrum, O oosit gostermektedir.
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Tablo 4.1. 7 giinliik deney gruplarina ait toplam folikiil sayilarinin istatistiksel analizi

Kontrol NP7 Fa7 Kh7 NP+Fa7 NP+Kh7 NP+Kh+Fa7 p
Primordiyal | (8360+13,46)a | (45,60£5,94)b | (78,00+16,90)ab | (77,40+13,45)ab | (68,60+28,43)ab | (72,40+10,26)ab | (78,40+20,70)ab | 0,7895
Primer (31,60+7,34)a | (21,00+5,79)a (30,00+4,36)a (29,60+3,85)a (22,60+8,14)a (24,20+4,66)a (26,00+4,47)a 0,0448
Preantral (26,00+£7,28)a | (15,20+7,46)a (20,40+9,02)a (25,2049,04)a (17,00+4,18)a (19,40+5,18)a (20,60+6,47)a 0,2047
Sekonder (20,20+£5,50)a |  (8,80+2,39)a (19,40+8,99)a (19,00+8,34)a (15,20+6,42)a (17,00+4,53)a (18,20+4,09)a 0,0960
Tersiyer (5,60+1,14)a (3,80+2,78)a (5,40+2,70)a (4,40+2,79)a (4,20+2,59)a (6,20+3,03)a (6,40+3,85)a 0,6808
Atretik (48,80+18,73)a | (103,2+11,14)b | (68,40+7,77)ac | (67,00£16,76)ac | (83,60+5,03)bc | (81,60+7,27)bc (72,80+6,87)ac | <0,0001

Veriler ortalama+ standart sapma olarak ifade edildi. Ayni satirda yer alan ayni harfler deney gruplari arasindaki benzerligi, farkli harfler ise gruplar arasindaki

farkliligr ifade etmektedir.
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NP+Kh14 NP+Fal4

NP+Kh+Fal4

Sekil 4.5. 14 giinliik deney gruplarina ait H&E boyama yontemi uygulanan ovaryum
kesitleri (X10 ve X20). Goriintiilerde Siyah ¢izgi korteks, Kirmizi ¢izgi medulla, Siyah
ok primordiyal folikiil, PF primer folikiil, PA preantral folikiil, SF sekonder folikiil, AF
atretik folikiil, KL Korpus luteum, Beyaz yildizlar vaskiiler konjesyon, Beyaz kalin ok
hemorajik alanlar gostermektedir.
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Tablo 4.2. 14 giinliik deney gruplarina ait toplam folikiil sayilarinin istatistiksel analizi

Kontrol NP14 Fal4 Kh14 NP+Fal4 NP+Kh14 NP+Kh+Fal4 p
Primordiyal | (91,60+6,27)a (49,00+5,34)b | (77,40423,71)ab | (74,20+28,53)ab | (66,40+11,06)ab | (69,40+11,78)ab | (79,60+26,60)ab 0,0447
Primer (31,00+8,46)a (18,20£2,95)a | (28,60+4,62)a (28,00+4,30)a | (20,60+8,44)a | (22,80+8,79)a (29,20+7,79)a 0,0421
Preantral (25,60+8,05)a (13,60+1,52)a (20,80+7,79)a (23,20+7,76)a (17,8042,59)a (19,00+4,47)a (20,00+4,18)a 0,0689
Sekonder (19,60+6,27)a (9,60+3,13)a (19,60+3,78)a | (16,40+6,54)a | (11,60+4,62)a | (17,60+5,13)a (19,80+4,92)a 0,0126
Tersiyer (5,20+1,64)a (3,60+2,51)a (5,20+3,63)a (4,60+3,36)a (4,00+£2,35)a (5,40+3,98)a (5,60+0,55)a 0,8953
Atretik (48,00£19,35)a | (110,40+11,4)b | (61,00+16,9)a | (48,00+19,63)a | (74,20+820)a | (59,80+9,01)a (58,00+9,62)a <0,0001

Veriler ortalama+ standart sapma olarak ifade edildi. Ayni satirda yer alan ayni harfler gruplar arasi benzerligi, farkli harfler ise gruplar arasi farklilig1 ifade etmektedir.
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Sekil 4.6. 7 ve 14 giinliik deney gruplarinda Primordiyal, Primer ve Preantral folikiil

sayilarinin ikili karsilastirilmasi.
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Sekil 4.7. 7 ve 14 giinliik deney gruplarinda Sekonder, Tersiyer ve Atretik folikiil

sayilarinin ikili karsilastiriimasi. Istatistiksel olarak * P <0,05; **P < 0,01 ifade eder.
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4.3.2. MT Boyama Yontemine Ait Bulgular

Bag dokusunun genel dagilimini ve kollajen lif oranimi belirlemek amaciyla MT
boyama metodu uygulandi. MT boyama yontemi uygulanan kesitlerde kollajen lifler
belirgin olup mavi renkli goriintiilendi. Kontrol grubuna ait ovaryum stromasi ve
germinal epitel altinda yer alan tunika albuginea yapilarindaki bag dokusu bilesenleri
normal bir mimari sergiledi. NP7 ve NP14 deney gruplarina ait ovaryum orneklerinde
diger tim deney gruplan ile karsilastirildiginda stromada artan kollajen lif dagilim
alanlar1 ve bu alanlarin diizensiz goriintiisii dikkati ¢ekti. Fa7, Kh7, Fal4, Khl4
gruplarindaki kollajen lif oram1 kontrol grubu ile benzerdi. NP+Fa7 ve NP+Fal4
kollajen lif oranlart NP7 ve NP14 gruplarina benzerdi. NP+Kh7 ve NP+Kh14
gruplarinda ve NP+Kh+Fa7 ve NP+Kh+Fal4 grublarinda kollojen lif orani kontrol
grubuna benzerdi (Sekil 4.8 ve Sekil 4.9).
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Kontrol NP7 Fa7

Kh7 NP+Fa7 NP+Kh7

Sekil 4.8. 7 giinliik deney gruplarina ait MT boyama yontemi ile boyali ovaryum
kesitleri (X20). Goriintillerde mavi boyali alanlar bag dokusuna ait alanlari
gostermektedir. PF primer folikiil, PA preantral folikiil, SF sekonder folikiil, AF atretik
folikiil, Kirmizi ok folikiiler dejenerasyonu ifade eder.

56



Kontrol NP14 Fal4

Kh14

Sekil 4.9. 14 giinliik deney gruplarina ait MT boyama yontemi ile boyali ovaryum
kesitleri (X20). Goriintillerde mavi boyali alanlar bag dokusuna ait alanlari
gostermektedir. PF primer folikiil, PA preantral folikiil, SF sekonder folikiil, AF atretik
folikiil ifade eder.
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4.4. immunohistokimyasal Boyama Yontemine Ait Bulgular
44.1. AMH

Immunohistokimyasal yontem kullanilarak uygulanan DAB kromojeni sonras1 ovaryum
dokusunda kahverengi reaksiyon veren alanlar AMH varligin1 gésteren bulgulardi. Tiim
deney gruplarinda AMH ekspresyonu graniiloza hiicrelerinin sitoplazmalarinda izlendi,
cekirdekler ise negatifti. Kontrol grubuna ait kesitlerde en fazla AMH reaksiyonu
primer folikiil, preantral folikiil ve erken sekonder folikiillerde izlendi. Cap1 genis olan
gec sekonder folikiillerde ekspresyon daha azdi. Atretik folikiillerde ise AMH
immunreaktivitesi gozlenmedi. Primordiyal folikiillerde de AMH ekspresyonuna
rastlanmadi. Negatif kontrol kesitlerinde ovaryuma ait folikiil yapilar1 ve diger alanlarda

herhangi bir AMH immunreaktivitesine rastlanmadi (Sekil 4.10, Sekil 4.11).

7 giinlik gruplardan NP7 grubu AMH ekspresyon yogunlugu primer, preantral ve
sekonder folikiillerde en diisiik 6l¢iildi ve diger gruplara gore anlamli derecede diisiiktii
(p<0,05). NP+Kh7 ve NP+Kh+Fa7 gruplari primer ve sekonder folikiillerde 6lgiilen
AMH ekspresyonu birbirine benzerdi ve NP7 grubuna oranla daha yiiksekti (Tablo
4.3.).

14 glinliik gruplardan NP14 gruplart AMH ekspresyon yogunlugu primer, preantral ve
sekonder folikiillerde en diisiik ol¢iildii ve bu deger diger gruplara gére anlamli
derecede diisiiktii (p<0,05) (Tablo 4.3.). NP+Kh14 ve NP+Kh+Fal4 gruplar1 primer
folikiillerinde ol¢lilen AMH ekspresyonu kontrol grubu ile benzerdi ve NP14 grubuna
oranla yliksekti ve NP14 grubundan bu degerler istatistiksel olarak anlamli farklilik
gosterdi (p<0,05). NP+Kh14 ve NP+Kh+Fal4 gruplarinda sekonder folikiillerde 6l¢iilen
AMH ekspresyon yogunlugunda ise kontrol grubu ile benzerdi ve NP14 grubundan
istatistiksel olarak anlamli derece yiiksek bulundu (p<0,05) (Tablo 4.3.). 7 ve 14 giinliik
tedavi gruplar ikili karsilastirildiginda ise AMH ekspresyonlarinda farklilik izlenmedi
(Sekil 4.12).
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Negatif Kontrol Kontrol NP7

Fa7 Kh7 NP+Fa7

Sekil 4.10. 7 giinliikk deney gruplarinda AMH ekpresyonu: Negatif kontrol grubunda
sekonder folikiil (SF), Kontrol grubunda sekonder folikiil (SF)- primordiyal folikiil (ok),
NP7 grubunda sekonder folikiil (SF), Fa7 grubunda sekonder folikiil (SF), Kh7
grubunda sekonder folikiil (SF), NP+Fa7 grubunda sekonder folikiil (SF), NP+Kh7
grubunda sekonder folikiil (SF), NP+Kh+Fa7 grubunda sekonder folikiillerde (SF)
AMH ekspresyonu.
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Kontrol NP14 Fal4

Kh14 NP+Fal4 NP+Kh14

Sekil 4.11. 14 giinliik deney gruplarinda AMH ekpresyonu: Kontrol grubunda primer
folikiil (PF)- preantral folikiil (PA), NP14 grubunda sekonder folikiil (SF)- atretik
folikiil (AF), Fal4 grubunda primer folikiil (PF)- sekonder folikiil (SF), Kh14 grubunda
sekonder folikiil (SF), NP+Fal4 grubunda preantral folikiil (PA), NP+Kh14 grubunda
primer folikiil (PF)- sekonder folikiil (SF), NP+Kh+Fal4 grubunda preantral folikiil
(PA), sekonder folikiillerde (SF) AMH ekspresyonu.
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Tablo 4. 3. 7 ve 14 giinliik deney gruplarina ait primordiyal, primer, preantral, sekonder folikiillerde AMH immunreaktivite yogunlugunun

istatistiksel analizi

AMH Kontrol NP7 Fa7 Kh7 NP+Fa7 NP+Kh7 NP+Kh+Fa7 p
Ekspresyonu
Primer (110,1+8,18)a | (60,08+0,97)b | (105,0£25,29)a | (102,5+3,66)ac | (79,33+5,51)bc | (85,32+0,43)ab | (86,1211,86)ab | 0,0002
Preantral | (103.2£1,86)a | (85 14+1,46)b (110,7+7,37)a | (111,8+3,34)a | (102,0+9,87)a (101,7+3,48)a (100,8+8,42)a | <0,0001
Sekonder | (91,27+7,33)a | (71,64+6,82)b (99,48+6,32)a | (99,83+12,06)a | (86,56+13,42)ab | (87,00+4,20)ab | (87,33+14,86)ab | <0,0001
AMH Kontrol NP14 Fal4 Kh14 NP+Fal4 NP+Kh14 NP+Kh+Fal4 p
Ekspresyonu
Primer (109,5+8,19)a | (60,70£0,51)b | (105,9+13,38)a | (96,47+11,11)a | (90,51£9,15)ab | (97,61+13,97)a | (100,3+16,49)a | 0,0012
Preantral (103,5+1,53)ac (83,85+4,59)b (111,1£7,93)c (109,6+11,49)c | (92,08+8,95)ab | (100,1£8,43)abc | (109,0+£3,98)c 0,0001
Sekonder (91,41+7,67)ac (72,23+4,89)b (97,70+6,43)ac (101,6+7,64)a (86,08+1,95)bc | (91,95+15,03)ac | (93,76+5,84)ac | <0,0001

Veriler ortalama+ standart sapma olarak ifade edildi. Ayni satirda yer alan ayni1 harfler deney gruplari arasindaki benzerligi, farkli harfler ise gruplar

arasindaki farklilig1 ifade etmektedir.
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Sekil 4.12. 7 ve 14 giinliik deney gruplarinda folikiillerde AMH ekspresyonunun ikili

karsilastirilmasi.



4.4.2. TNFo, IL6, TGFp1

Immiin pozitif alanlar immiinohistokimyasal boyama prosediirinde DAB kromojeni

kullanildigindan dolay1 kahverengi olarak izlendi.

TNFa Ekspresyonu, NP7 ve NP14 gruplarina ait kesitlerde oldukea fazla ve diger tim
deney gruplarina gére olduk¢a yogundu. Ozellikle stromal hiicrelerde ve graniiloza
hiicrelerinde, folikiiler sivilarda ve germinal epitel tabakasinda daha yogun ekspresyona
rastlandi. Kontrol grubu TNFa immiinreaktivitesi diger gruplara oranla oldukca azdi
(Sekil 4.13, Sekil 4.14). Fa7, Kh7, NP+Kh7 ve NP+Kh+Fa7 gruplar1 ekspresyon
oranlar1 birbirine ve kontrol grubuna benzerdi. NP+Fa7 grubu ekspresyon oranindaki
yogunluk NP7 grubu ile benzerlik gosterdi. NP7 grubu ekspresyon oran1 NP+Fa7 grubu
disinda diger tiim gruplardan anlamli derecede farkliydi ve istatistiksel olarak bu deger
anlamli oranda yiiksekti (p<0.05) (Tablo 4.4). 14 giinliik gruplardan kontrol grubu
TNFo imminreaktivitesi NP14 grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli derecede
distiktii (p<0.05). Fal4, Khl14, NP+Fal4, NP+Khl4 ve NP+Kh+Fal4 gruplar
ekspresyon degeri birbirine benzerdi ve kontrol grubuna en yakin deger NP+Kh+Fal4
grubuna aitti (Tablo 4.4). 7 ve 14 giinliik gruplarin karsilastirilmas1 Sekil 4.19°da
verilmigtir. Tedavi gruplariin ikili karsilagtirllmasinda istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik gozlenmedi.

IL6 Ekspresyonu, genel olarak hiicreler arasi ortamda ve korpus luteumu olusturan
hiicrelerde yogun ekspresyon gozlendi (Sekil 4.15, Sekil 4.16). 7 giinliikk gruplardan
NP7 grubu IL6 ekspresyonu tiim deney gruplarindan yiiksekti ve bu ylikseklik
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).

14 giinlik gruplardan kontrol, Fal4, Khl4 gruplari ekspresyon degeri birbirine
benzerdi. NP14 grubu ekspresyon degeri bu gruplardan oldukg¢a yiiksekti ve bu deger
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). NP+Fal4 grubu ekspresyon degeri NP14
grubuna yakindi (Tablo 4.4). Kok Hiicre uygulanan tedavi gruplari (NP+Kh14 ve
NP+Kh+Fal4) IL6 ekspresyon degeri, NP+Fal4 grubundan daha diisiik oldugu izlendi.

NP+Kh+Fa7, NP+Khl14 ve NP+Kh+Fal4 gruplart IL6 ekspresyon degeri kontrol
grubuna yakindi (Tablo 4.4). Tedavi gruplarinin ikili karsilagtirilmasinda ise istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunmadi (Sekil 4.19).
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TGFB1 Ekspresyonu, NP7 ve NP14 gruplarinda graniiloza hiicrelerinde oldukca
yogundu. NP7, NP14, NP+Kh7, NP+Kh+Fa7, NP+Khl4 gruplarina ait kesitlerde
stromal alanlarda da ekspresyon gozlendi ( Sekil 4.17, Sekil 4.18 ). Kontrol, Fa7, Kh7,
Fal4d Khl4 gruplart TGFB1 ekspresyonu NP7 ve NP14 gruplarina kiyasla oldukga
diisiiktii. Tim tedavi gruplar1 arasinda NP+Kh+Fa7 ve NP+Kh+Fal4 gruplar
immiinreaktivite yogunluklar1 kontrol grubuna daha yakin degerdeydi (Tablo 4.4).
NP+Fa7 ve NP+Fal4 gruplar1 ekspresyon degerleri NP+Fal4 grubunda daha yiiksekti
ve bu yiikseklik istatistiksel olarak anlamliydi. NP+Kh7 ve NP+Kh14 gruplarin TGFp1
ekspresyonu NP+Khl14 grubunda daha disiiktii ve bu diisiis istatistiksel olarak
anlamliydi. NP+Kh+Fa7 ve NP+Kh+Fal4 gruplari arasinda ise 14 giinlik grupta
TGEFp1 ekspresyonu daha yiiksek bulundu ve bu farklilik istatistiksel olarak anlamliyd:
(Sekil 4.19).
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Kontrol NP7 Fa7

Kh7 NP+Fa7 NP+Kh7

Sekil 4.13. 7 giinliikk deney gruplarina ait TNFa ekspresyonu: TNFo immunreaktivitesi
olan alanlar kahverengi reaksiyon gostermektedir (X40).
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Kontrol NP14 Fal4

Kh14 NP+Fal4 NP+Kh14

Sekil 4.14. 14 giinliik deney gruplarina ait TNFa ekspresyonu: TNFa immunreaktivitesi
olan alanlar kahverengi reaksiyon gostermektedir (X40).
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Kontrol NP7 Fa7

Kh7 NP+Fa7 NP+Kh7

Sekil 4.15. 7 giinliik deney gruplarinda IL6 ekspresyonu: IL6 immunreaktivitesi olan
alanlar kahverengi reaksiyon gostermektedir (X40).
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Kontrol NP14 Fal4

Kh14 NP+Fal4 NP+Kh14

NP+Kh+Fal4

Sekil 4.16. 14 giinliikk deney gruplarinda IL6 ekspresyonu: IL6 immunreaktivitesi olan
alanlar kahverengi reaksiyon gostermektedir (X40).
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Kontrol NP7 Fa7

Sekil 4.17. 7 giinlik deney gruplarma ait TGFB1 ekspresyonu: TGFp1
immunreaktivitesi olan alanlar kahverengi reaksiyon gostermektedir (X40).
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Kontrol NP14 Fal4

Kh14 NP+Fal4 NP+Kh14

Sekil 4.18. 14 giinlik deney gruplarina ait TGFB1  ekspresyonu:
TGFBlimmunreaktivitesi olan alanlar kahverengi reaksiyon gostermektedir (X40).

70



Tablo 4.4. Deney gruplarina ait TNFa, IL6, TGFBlimmunreaktivite yogunlugu istatistiksel analizi

p
Kontrol NP7 Fa7 Kh7 NP+Fa7 NP+Kh7 NP+Kh+Fa7
TNFa 7532 80.73 77,25 77,34 79,21 76,44 75,49 <0,0001
(71 34-79 19)a | (76 73-84 gs)p | (74.30-80.69)ac | (73,76-79,92)ac | (7553-8146)bc | (72,36-80,31)ac | (73,37-79,33)ac
IL6 7605 8129 76,49 75,16 78,58 78,52 75,24 <0,0001
(71 07-78.2 ma | (79 06-87 39)b (73,68-78,12)ad (61,04-77,48)a (74,76-83,77)c (74,02-84,46)cd (72,44-77,83)a
TGFp1 58 42 75 48 58,39 56,69 69,33 67,38 54,08 <0,0001
(55 13-60 96)ad | (72 79-84 04)p | (56,29-62,25)a (54,82-60,23)ad (66,18-71,35)c (65,65-69,72)c (49,81-57,35)d
P
Kontrol NP14 Fal4 Khi4 NP+Fal4 NP+Kh14 NP+Kh+Fal4
TNFa 75,03 82,38 77,44 79,12 78,66 78,32 75,72 <0,0001
(71,32-79,15)a | (80,79-88,31)b | (74,76-80,32)ac | (77,23-80,28)ac | (75,48-81,99)c (73,59-82,49)ac | (72,08-79,34)ac
IL6 76,01 81,44 72,37 71,94 78,32 76,74 76,52 <0,0001
(70,73-78,18)ac | (75,38-84,85)b | (69,65-83,25)ac | (63,73-77,18)a | (75,92-83,29)bd | (71,06-83,77)bc | (73,42-79,48)cd
TGFp1 53,24 68,89 58,56 58,28 71,98 61,35 58,42 <0,0001

(51,98-55,19)a

(66,77-72,18)b

(55,04-62,33)cd

(53,68-60,33)c

(67,75-73,90)b

(58,58-66,01)d

(55,13-60,96)c

Veriler ortalama+ standart sapma olarak ifade edildi. Ayni satirda yer alan ayni harfler deney gruplari arasindaki benzerligi, farkli harfler ise gruplar arasindaki

farkliligr ifade etmektedir.
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ekspresyonlarinin ikili karsilagtirilmasi. Istatistiksel olarak * P <0,05; **P < 0,01;

Sekil 4.19. 7 ve 14 ginlik tim deney gruplarinin TNFa,
***P < 0,001 ifade eder.
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4.5. TUNEL Bulgular

TUNEL immunofluoresan boyama yontemini DNA dizi kiriklari, degisime ugramis
nukleotidlerin  serbest 3’-OH uglarmmin  enzimatik (TdT enzimi: terminal
deoxynucleotidyl transferase) olarak isaretlenmesiyle tespit edilir. In Situ apoptoz tespit
kiti apoptotik hiicrelerde kromatin yogunlagsmasi1 ve DNA par¢alanmasini 6zgilin olarak
tespit ettiginden nekrozdan apoptozu ayirmaktadir. Calismada kullandigimiz NP toksik
bir bilesik olup apoptotik hiicre sayisini artirdi. Ovaryumun hem korteks hem de
medulla tabakalarinda apoptoz goézlendi. Apoptotik hiicreler sadece folikiillerde degil,
atretik folikiillerde, ovaryum stromasi ve germinal epitelde de gozlendi (Sekil 4.20,
Sekil 4.21). Ki-MKH verilen gruplarda apoptotik hiicre sayis1 azaldi (NP+Kh7,
NP+Kh+Fa7, NP+Kh14 ve NP+Kh+Fal4). NP ile ovaryum hasari olusturulan ve folik
asitle tedavi edilen NP+Fa7 ve NP+Fal4 gruplart ise apoptotik hiicre sayist NP
gruplarina kiyasla azaldi (Tablo 4.5). Tedavi gruplar arasinda 7 ve 14 giinliik gruplarin
karsilagtirilmasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi (Sekil 4.22).
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NP+Fa7

NP+Kh7

NP+Kh+Fa7

Sekil 4.20. 7 giinliik deney gruplarina ait apoptotik hiicreler *\ isareti ile gosterildi.
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NP+Kh14

NP+Kh+Fal4

Sekil 4.21. 14 giinliik deney gruplarina ait apoptotik hiicreler AW isareti ile gosterildi.
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Tablo 4. 5. 7 ve 14 giinliik deney gruplarina ait TUNEL istatistiksel analizi

Kontrol NP7 Fa7 Kh7 NP+Fa7 NP+Kh7 NP+Kh+Fa7 P
TUNEL 2,00 5,00 1,00 1,00 3,00 2,00 1,00 <0,0001
(1,00-3,00)ac (3,00-6,00)b (0,00-1,50)a (0,00-2,00)a (2,00-4,00)b (1,00-3,00)cd (1,00-3,00)acd
Kontrol NP14 Fal4 Kh14 NP+Fal4 NP+Kh14 NP+Kh+Fal4 p
TUNEL 1,50 3,00 1,00 1,00 2,00 2,00 2,00 <0,0001
(0,75-3,00)ac (2,00-5,25)b (0,75-2,00)ac (0,00-2,00)c (0,75-4,25)ab (1,00-3,00)a (1,00-3,00)ac

Veriler medyan (1.¢eyrek-3.¢eyrek) olarak ifade edilmistir. Ayni satirda yer alan ayni harfler gruplar arasi benzerligi, farkli harfler gruplar arasi farklilig: ifade

etmektedir.
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Sekil 4.22: 7 ve 14 giinlik gruplarm TUNEL immunofluoresan boyama yontem
sonuclarnin ikili karsilastirilmas:. Istatistiksel olarak **P < 0,01 ifade eder.

4.6. Biyokimyasal Bulgular
4.6.1. MDA, SOD VE CAT bulgular

ELISA metodu kullanilarak, deney hayvanlarindan alinan ovaryum dokularinda MDA,
SOD ve CAT degerleri belirlendi. Tiim deney gruplarina ait plazma MDA diizeyleri
degerlendirildiginde, 7 gilinliik gruplarda en yiiksek MDA degeri NP7 grubuna aitti.
NP7 grubu MDA diizeyi diger tiim gruplardan anlamli derece yiiksekti (p<0.05) (Tablo
4.6). NP+Kh+Fa7 grubu MDA diizeyi diger tedavi gruplar ile kiyaslandiginda kontrol
grubuna daha yakindi. 14 giinliik gruplarda en yliksek deger NP14 grubunda 6l¢iildii ve
bu deger diger tim gruplardan anlamli derecede farkliydi (p<0.05) (Tablo 4.6). Tedavi
gruplarindan NP+Kh+Fal4 grubu MDA diizeyi kontrol grubuna daha yakinda.

Tiim deney gruplarma ait plazma SOD diizeyleri degerlendirildiginde, 7 giinliik
gruplarda en diisitk SOD degeri NP7 grubuna aitti. NP7 grubu SOD diizeyi kontrol ve
NP+Kh+Fa7 grubundan anlamli dercede farkliydi (p<0.05) (Tablo 4.6.). Diger gruplarin
SOD diizeyi kendi arasinda benzerdi. 14 giinliik gruplarda en diisilk SOD diizeyi NP14
grubuna aitti. Bu deger kontrol grubu ile NP+Kh+Fal4 gruplarindan anlamli derecede
diisiiktii (p<0.05) (Tablo 4.6).

Tim deney gruplarina ait CAT diizeyleri degerlendirildiginde, 7 giinliik gruplardan NP7
grubu CAT diizeyi diger tiim gruplardan daha diisiiktii ve bu deger istatistiksel olarak
anlamliydi (p<0.05) (Tablo 4.6). 14 giinliik gruplardan NP14 grubunun CAT diizeyi
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diger tim gruplardan diisiiktii ve bu deger istatistiksel olarak anlamli diizeydeydi
(p<0.05). Kontrol grubuna en yakin deger ise NP+Kh+Fal4 grubuna aitti (Tablo 4.6.).

Ikili karsilastirma gruplar1 SOD degerinde Kh verilen tiim gruplarda 14. giinde SOD
degeri daha yiiksekti ve bu yiikseklik istatistiksel olarak 7 ve 14 giinliik gruplar arasinda
anlamli farklilik gosterdi (p<0.05) (Sekil 4.23).

4.6.2. TAS ve TOS bulgular

TAS diizeyleri; 7 giinliik gruplardan kontrol, Kh7, NP+Kh7 ve NP+Kh+Fa7 gruplarinda
birbirine yakindi ve istatistiksel olarak diger gruplardan farkliyd: (p<0.05) (Tablo 4.7).
NP7 grubu TAS diizeyi ise tiim gruplardan daha diistiktii.

14 giinliikk gruplardan NP14 grubu TAS diizeyi tim gruplardan diisiiktii. NP+Fal4
grubu TAS diizeyi NP14 grubu ile benzerdi. NP+Kh+Fal4 grubu ise kontrol grubuna en
yakin degerdi (Tablo 4.7.).  TAS diizeylerinde 7 ve 14 giinliik gruplarin ikili

karsilastirilmasi sonucu anlamli bir farklilik bulunmadi (Sekil 4.24).

TOS diizeyleri; 7 giinliik gruplardan NP7 grubunda en yiiksek diizeydeydi ve bu sonug
diger tiim gruplardan anlamli derecede farkliydi (p<0.05) (Tablo 4.7).

14 giinlikk gruplarda da en yiiksek TOS diizeyi NP14 grubuna aitti. Diger gruplardan
anlamli derecede farkliydi (p<0.05) (Tablo 4.7.). TOS diizeylerinde 7 ve 14 giinliikk

gruplarin ikili kargilastirilmasi sonucu anlamli bir farklilik bulunmadi (Sekil 4.24).

80



Tablo 4. 6.

7 ve 14 giinliik deney gruplarina ait MDA, SOD ve CAT degerlerinin istatistiksel analizi.

Kontrol

NP7

Fa7 Kh7 NP+Fa7 NP+Kh7 NP+Kh+Fa7 p
MDA (0,59+0,14)a | (1,38+0,26)b (0,63+0,22)a (0,58+0,01)a (0,75+0,17)a (0,81+0,27)a (0,69+0,19)a | 0,0067
SOD (74,47+9.20)a | (44,47+5,73)b | (62,75+9,58)ab | (63,37+3,44)ab | (59,78+13,55)ab | (62,33+4,15)ab (69,94+8,11)a | 0,0023
CAT (17,36+1,63)a | (4,28+0,90)b (17,52+3,79)a (15,46+4,42)a (13,93%1,55)a (15,64+2,59)a (19,19+4,73)a | <0,001
Kontrol NP14 Fal4 Kh14 NP+Fal4 NP+Kh14 NP+Kh+Fal4 p
MDA (0,66+0,11)a (1,50+0,36)b (0,80+0,22)a (0,80+0,14)a (1,14+0,30)ab (1,09+0,30)ab (0,82+0,16)a 0,0012
SOD (86,97+8,99)a | (56,97+7,03)b | (76,48+9,26)ab | (74,49+6,75)ab | (78,53+14,29)ab | (78,28+12,17)ab | (87,64+12,24)a | 0,0100
CAT (14,61+2.32)a | (6,54+1,77)b (11,93+2,67)a | (12,62+1,02)a | (12,18+1,62)a (13,28+1,64)a (14,19+0,78)a | <0,0001

Veriler ortalama+ standart sapma olarak ifade edildi. Ayni satirda yer alan ayni harfler deney gruplari arasindaki benzerligi, farkli harfler ise gruplar arasindaki

farkliligt ifade etmektedir.
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Sekil 4.23. 7 ve 14 giinlik gruplarda MDA, SOD ve CAT degerlerinin ikili

karsilastiriimasu. Istatistiksel olarak * P <0,05 ifade eder.
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Tablo 4.7. 7 ve 14 giinliik deney gruplarina ait TAS ve TOS degerlerinin istatistiksel analizi.

Kontrol NP7 Fa7 Kh7 NP+Fa7 NP+Kh7 NP+Kh+Fa7 p
TAS (1,15+0,13)a (0,87+0,15)b (1,04+0,03)ab (1,10+0,09)a (1,05+0,16)ab (1,12+0,06)a (1,20+0,06)a 0,0016
TOS (11,98+1,38)a (19,3943,07)b | (12,93+2,18)a | (13,15£1,56)a | (14,39+£2,61)a | (12,43+£1,69)a | (11,24+2,48)a <0,0001

Kontrol NP14 Fal4 Kh14 NP+Fal4 NP+Kh14 NP+Kh+Fal4 p
TAS (1,13+0,13)ac (0,94+0,03)b (1,10£0,06)abc | (1,03+0,09)abc | (1,02+0,10)ab | (1,07+0,07)abc (1,210,08)c 0,0010
TOS (12,58+1,02)a (17,67+3,53)b (12,8342,67)a (12,4442,10)a (12,84+1,21)a (11,96+2,10)a (11,26+2,04)a 0,0030

Veriler ortalama+ standart sapma olarak ifade edildi. Ayn1 satirda yer alan ayni harfler deney gruplar: arasindaki benzerligi, farkli harfler ise gruplar arasindaki

farklilig: ifade etmektedir.
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Sekil 4.24: 7 ve 14 giinlik gruplarda TAS ve TOS kapasitesi sonuglarinin ikili

karsilastirilmasi.
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5. TARTISMA VE SONUC

NP, dogrudan veya dolayli olarak bir¢ok ortamda kullanilan ve infertiliteye neden
oldugu bilinen kimyasal bir ajandir. NP gibi toksik maddelerin ¢evrede varliklarinin
gosterilmesi, canlilara verdikleri zararin belirlenebilmesi icin bu maddelerle ilgili
deneylerin yapilmasi ve tedavi yontemlerinin arastirilmasi énem tasimaktadir. Mevcut
calismada, NP’iin ovaryumda olusturabilecegi hasara kars1 Ki-MKH, Fa ve her ikisinin
birlikte uygulanmasinin olas1 tedavi edici etkilerini histopatolojik, biyokimyasal ve
immunohistokimyasal analizler ile arastirdik. Ayrica, zamana gore etkideki degisimi

gorebilmek i¢in 7 ve 14 giinliik gruplar olusturuldu.

NP, lipofilik 6zelligi ve yarilanma omriiniin uzun olmasi nedeniyle, canlilarda 6nemli
diizeyde birikime yol agarak toksik etki yaratmaktadir (Nimnod ve Benson, 1996;
Warhurst, 1995). Suda yasayan omurgasiz hayvanlar, bitkiler ve baliklar bu
kategorideki kimyasallara olduk¢a duyarhidirlar ve degisen oranlarda toksisite
sergilemektedirler. NP’ye maruz kalan sazan baliklarinin hematolojik parametrelerinin
etkilendigi ve anemiye neden oldugu gosterilmistir (Schwaiger ve ark., 2000). NP’nin
isitme fonksiyonu iizerinde olumsuz etkiler gosterdigi (Yiicedag ve ark., 2014), testis ve
ovaryum kanserine (Skakkebaek ve ark., 1998) neden oldugu bildirilmistir. Yapilan
arastirmalar, NP’tin farkli hiicrelerin diizenleyici sistemlerine miidahale edebildigini
ortaya koymaktadir. NP mitokondrinin zar gegirgenligini degistirerek hiicrelerdeki
solunum toksisitesini tetiklemektedir. Farelerde sinir kok hiicrelerinin biiylimesini ve
farklilagmasini inhibe ettigi tespit edilmistir (Soares ve ark., 2008). NP’iin kemik
gelisimi  iizerine toksik etkilerinin incelendigi bir c¢aligmada, NP’iin kemik
metabolizmasini olumsuz yonde etkileri oldugu kemik yapim-yikim asamalarimi
geciktirdigi bildirilmistir (Alisan Suna ve ark., 2021). Jubendradass ve ark. (2012),

sicanlarda yaptiklart ¢calismada NP’{in hem mitokondriye bagl olarak, hem de Fas ve



Fas-1 yoluyla karacigerde toksik etkiler gostererek apoptoza neden oldugunu

bildirmislerdir.

NP’nin tireme sagligini1 olumsuz etkiledigini ortaya koyan ¢aligmalarda mevcuttur. NP,
erkek ratlarda spermatogenez ve epididimal sperm tizerinde toksik etki gostermektedir
(Aly ve ark., 2012). Goktepe ve ark.’nin (2022), NP’iin farkli dozlarinin testis dokusu,
kan-testis bariyer biitliinliigii ve DNA hasar1 {izerine etkisini arastirdiklari ¢alismalarinda
NP, 25 ul, 50 pl ve 75 pl olmak iizere 3 farkli dozda siganlara gavaj yoluyla
uygulanmistir. Ug ayr1 dozda da siganlarm testislerinde seminifer tiibiillerde 6nemli
Olciide hiicre kaybina neden oldugu bildirilmistir. Yapilan farkli bir ¢aligmada, NP’iin
erkek lireme sisteminde; germ hiicresinin apoptozuna, testis boyutunun kiiclilmesine ve
spermatozoa iiretiminin azalmasinaneden oldugu gosterilmistir (Urriola-Mufioz ve ark.,
2014). Bununla birlikte NP’nin, gii¢lii bir 0Ostrojenik aktiviteye sahip oldugu
bildirilmistir (Christiansen ve ark., 1998; Tapiero ve Tew, 2002). Dogal ve insan yapimi
cevresel Ostrojenlerin  folikiilogenez siirecini  degistirerek dollenme  fenotipini
etkileyebildigi veya elimine ederek infertiliteye neden oldugu bilinmektedir (Hughes ve
ark., 2000). Onder ve ark. (2023), calismalarinda 50 ul NP’un gavaj yoluyla verilmesi
sonucunda ovaryumda folikiillerin dejenere oldugunu, fibrozisin arttigini ve kan
damarlarinin genisledigi veya tikandigi seklinde histopatolojik bulgularim oldugunu
bildirmislerdir. Calismamizda, 50 ul dozda NP, musir yaginda ¢o6zdiiriilerek gavaj
yoluyla uygulandi. NP uygulanan gruplarda 6zellikle primordiyal folikiiller olmak tizere
gelismekte olan folikiilerin sayilarinda azalma, atretik folikiil sayilarinda artma ile
ovaryum rezervinin olumsuz etkilendigi gozlendi. Bununla birlikte ovaryumda kan
damarlarinda genisleme, hemorajik alanlarin varligi, bag dokusunda artan kollajen lif
miktar1 ve dejenere folikiillerin artisi gézlenen histopatolojiik bulgular arasindaydi.
Sonuglarimiz NP’{in ovaryum iizerindeki hasarin1 kanitlar nitelikte olup diger

caligmalarla uyumluydu.

Primordiyal folikiillerin azalmasi1 ve folikiillogenez siirecinin olumsuz etkilenmesine
bagli olarak gelisen infertilite sonrasi, ovaryum hasarim1 tedavi etmek i¢in olgun
oositlerin, embriyolarin ve over dokusunun dondurulularak saklanmasi, kok hiicre
tedavisi, hormon tedavisi ve antioksidanlarin uygulamasi dahil olmak {izere pek c¢ok

farkli tedavi yontemleri uygulanmaktadir. Kok hiicre tedavisi diger birgok hastalikta
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oldugu gibi infertilite i¢in de umut verici bir tedavi yontemi olup diger tedavi
yontemlerine gore pek cok avantaji bulunmaktadir. Ozellikle KI-MKH’ler MKH’lerin
ana kaynagi olup kendini yenileme kapasitesi, diislik riskli bagisiklik reddi, kolay elde
edilebilmesi, cok soylu farklilasma potansiyeli, ¢esitli hastaliklarin tedavisi igin
kullanilabilmesi, mutasyonlara daha az duyarli olmas1 ve etik sorunlarin yaganmamasi
gibi avantajlar1 nedeniyle en fazla tercih edilen ve kliniktede kullanimi yayginlasan bir
MKH’dir (Kim ve Park, 2017, Sawangmake ve ark., 2016, Sun ve ark., 2014, Voga ve
ark., 2020). Liu ve ark. (2014), Ki-MKH'lerin hiicre yiizey belirteglerinden CD90 ve
CD29'u ifade ettigi, ancak CD45 ve CD34'ii ifade etmedigini belirtmislerdir. Ki-
MKH’lerin  ovaryum hasarna etkisinin degerlendirildigi bir c¢alismada ylizey
belirteclerinden CD90, CD44 ve CD29’u ifade ettigi, CD34 ve CDA45’1 ifade etmedigi
gosterildi (Zarbakhsh ve ark., 2019). Bunlardan yola ¢ikarak g¢alismamizda kemik
iliginden elde edilen, CD90, CD73 ve CD29 yiizey belirteglerini ifade eden, ancak
CD45’1 ifade etmeyen hiicreler kullanildu.

Ki-MKH'lerinin  hasarli doku bdlgelerine migrasyon yetenekleri ve salgilama
fonksiyonu, Ki-MKH'lerin onarici etkilerini gostermelerine olanak
tanimaktadir. MKH'lerin, grantiloza hiicrelerinde AMH ekspresyon miktarini artirmasi
ile graniiloza hiicre apoptozununun ve folikiiler atrezinin inhibisyonu yoluyla ovaryum
fonksiyonunun iyilesmesini destekleyebilecegi gosterilmistir (He ve ark., 2018). Ki-
MKH'leri ovaryuma ve diger organlara direk uygulanabildigi gibi damar yolu ile de
verilebilmektedir. Calismada tercih ettigimiz i.v. enjeksiyon basit, hizli ve daha az
invaziv bir stratejidir. Daha da 6nemlisi i.v. enjeksiyon, ¢esitli organlari etkileyen toksik
maddeler icin spesifik olarak daha faydalidir. Bununla birlikte, i.v. enjeksiyon sonrasi
hiicrelerin organlara ulastigmi gosterebilmek onemlidir. Ki-MKH'lerin ovaryumlara
yonlendirilmesi ve varliklarinin degerlendirildigi ¢aligmalar bulunmaktadir. Liu ve ark.
(2014), yaptiklart ¢alismada kemoteropotik ajan olan Cisplatin ile olusturulan ovaryum
hasar1 sonrasi i.v. yolla etiketli 4x10° Ki-MKH uygulanmasi sonras1 kok hiicrelerin 15.
ve 30. giinde ovaryumdaki varliklart gosterildi. 15. glinde ovaryumun hilusu ve
medullasindaki Ki-MKH'lerin sayisi, ovaryum korteksindekinden daha fazlaydi. 30.
ginde ise kok hiicrelerin sayisinin olduk¢a azaldigi ancak ovaryumda canli

kalabildikleri bildirildi. Ayrica KI-MKH’lerin ovaryumda kemoterapotik ajanla olusan
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hasar1 diizeltebilecegi, folikiillerin sayisini artirabilecegi ve apoptozu engelleyerek
restoratif etkiler gosterebilecegi belirtildi. Baska bir calisma, Ki-MKH’lerinin uygulama
sonrasinda hasarli ovaryumda lokalize oldugu ve hayatta kaldigi sonug¢ olarakta
ovaryumun histolojik yapisini iyilestirdigi ve endokrin fonksiyonlarini diizenledigi
belirtilmistir (Gabr ve ark., 2016). Liu ve ark. (2019), yaptig1 ¢alismada primer over
yetmezlik modeli olusturulan farelerde over fonksiyonunu diizenleyebilmek amaciyla
amniyotik mezensimal kok hiicre (hAMKH)’lerin  etkinligini  arastirmislardir.
hAMKH’ler PKH26 ile etiketlendiginden 7 ve 14. giinde ovaryumda varliklar
gosterilmistir. Uygulama sonrast 7. giinde folikiillerde hAMKH’lere rastlanmadigi,
ozellikle ovaryumun folikiillerin disindaki alanlarda hiicrelerin  bulunduklari
gosterilmistir. 14. giinde ise sayilarinin olduk¢a azaldigi belirtilmistir. Rizk ve ark.
(2018), diyabet olan siganlara i.v. uygulama ile 2.5x10° KI-MKH vererek tedavi edici
etkilerini inceledikleri ¢aligmalarinin sonucunda Ki-MKH’lerinin kan glukoz seviyesini

diistirdiigii ve oksidatif stres parametrelerini azalttigini belirtmislerdir.

Ki-MKH’lerin hedeflenmesi verimsiz oldugundan ve birgok Ki-MKH sistemik
uygulama sonrasi akcigerde sikisip kaldigindan, enjekte edilen hiicrelerin ovaryuma
ulasip ulasmadiklarini izlenmesi Onemliydi. Bu nedenle ¢alismamizda hiicreleri
etiketlemede PKH26 kullanild: ve her bir si¢an i¢in 2,5x10° KI-MKH i.v. olarak kuyruk
veninden uygulandi. K6k hiicrelerin farkli siirelerde ovaryumdaki etkilerini incelemek
i¢in 7. ve 14. giinler baz alinarak farkli gruplar olusturuldu. Ki-MKH'lerin uygulama
sonrast ovaryumda 7.giinde ve 14. giinde varliklar1 gosterildi. 7. giinde o6zellikle
folikiillere yakin alanlarda ve graniiloza hiicrelerinin bulundugu alanlarda daha fazla Ki-
MKH go6zlemlendi. Yapilan diger ¢aligmalarda 6zellikle medulla, hilus ve folikiillerin
disindaki alanlarda kok hiicreler gosterilirken bizim calismamizda folikiillerde de Ki-
MKH’lere rastlandi. 14. giinde ise sayilar1 azalmasina ragmen hala ovaryumda Ki-MKH

mevcuttu ve graniiloza hiicrelerinin bulundugu alanlarda gozlendi.

Folik asit doku onariminda énemli bir faktdr olan B grubu bir vitamindir. Ozellikle
differansiyasyon ve folikiilogenez iizerine olumlu etkileri nedeniyle ovaryum ile ilgili
yapilan ¢alismalarda tercih edilmektedir. Ovaryuma zarar veren pek ¢ok kimyasala karsi
koruyucu ve tedavi edici amagli kullanim1 arastirilan bir ajandir. Fa’in damar endotel

hiicrelerinin proliferasyonuna ve yara iyilismesine olan etkisinin arastirildigr bir
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calismada Fa’in etkisini artirmak i¢in MKH’lerile birlikte uygulandiginda, MKH’lerin
in vitro olarak folik asitin etkisini artirdigi gozlenmistir (Pakdemirli ve ark.,2019).
Calismamizda Fa 20 mg/kg gavaj yolu ile uygulandi. NP’iin ovaryum dokusunda
olusturdugu hasara Ki-MKH ve Fa’in ve her iki ajanim birlikte uygulandiginda 7 ve 14
giinliik olusturulan gruplarda histopatolojik degerlendirmeler sonrast Fa7, Fal4, Kh7 ve
Kh14 gruplar histolojik yapinin korundugu tedavi gruplarinda ise hemoraji ve kollojen
lif miktarinda ve atretik folikiil sayisinda azalma oldugu belirlendi. Calismamizda tim
denekler toplam folikiil sayis1 agisindan degerlendirildiginde, sonuglar Fa ve Kh’nin
birlikte uygulandigi NP+Kh+Fa7 ve Np+Kh+Fal4 gruplarinda folikiil rezervi agisindan
sadece Fa ve sadece Kh uygulanan gruplardan daha iyi tedavi edici etkiye sahip
oldugunu gosterdi. Bu iki grubun folikiil sayisi kontrol grubuna daha yakinken,
primordiyal ve atretik folikiil sayilari NP7 ve NP14 grublarindan anlamli farklilik

gosterdi.

Caligmamizda, kontrol grubuna ait ovaryum dokularinda AMH saliniminin primer,
preantral ve sekonder folikiillerinin graniiloza hiicrelerinden salgilandigi ayrica
primordiyal folikiil ve atretik folikiillerde AMH ekspresyonu gézlenmemistir. Bu da
AMH saliniminin sadece gelisen folikiil hiicrelerinden salgilandigin1 desteklemektedir.
NP7 grubunda ise AMH ekspresyonunda azalma gozlenirken NP+Kh7, NP+Fa7 ve
NP+Kh+Fa7 gruplart AMH ekspresyonu kontrole yakin sekilde artirdigi gozlendi.
NP14 grubunda AMH ekspresyonunda azalma gozlenirken NP+Kh14, NP+Fal4 ve
NP+Kh+Fal4 gruplart AMH ekspresyonu kontrole yakin sekilde artirdigi ve kontrole
en yakin AMH ekspresyonunun NP+Kh+Fal4 grubuna ait oldugu goézlenmistir ve

sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulundu.

MKH'lerin gogiinii tesvik eden TNFa, hepatosit bliyiime faktorii ve temel fibroblast
biiyiime faktorleri gibi faktorler vardir (Sohni ve Verfaillie, 2013). 1L6 ve TNFa en
onemli iki inflamatuar aracidir ve IL6, akut faz reaksiyonunda yer alan bir sitokindir
(Scorei ve ark., 2010). Calismamizda NP grubunda proinflamatuar sitokinler olan L6
ve TNFo'da bir artisa neden oldugu belirlendi ve bu diger ¢alismalar ile uyumluydu
(Onder ve ark., 2023). NP uygulamas: sonras1 dokularda TNFa ekspresyonunundaki
artisin kok hiicrelerin ovaryuma gdgiinii tesvik ettigini sonucuna ulasilabilir. Ki-

MKH’ler sitokinler tarafindan hasarli dokuya gb¢ eder ve ovaryumun tedavi
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edilebilmesi i¢in antiapoptoz ve antifibroz etki i¢in gerekli sitokinleri salgilarlar. Ayrica
inflamatuvar yanit1 inhibe ederek oksidatif stresi azaltarak ovaryum fonksiyonlarini

korurlar. Bagisiklik sistemini IL6 gibi belirli sitokinler araciligiyla diizenlerler (Liu ve

ark., 2014).

Ovaryum follikiilogenez siirecinde 6nemli rol oynayan TGFB1, Metotreksat ile
indiiklenen ovaryum hasar1 sonrasi plazma TGFB1 diizeyi degerlendirildigi ¢alismada,
hasar grubunda kontrole kiyasla artis meydana geldigi belirtildi (Lee ve ark. 2017).
Calismamizda NP hasar1 sonrast ovaryumda kontrol dokularina kiyasla ovaryumda
TGFB1 ekspresyonu artti. Tedavi gruplarinda ise bu deger kontrol grubuna yakin
olgiildii. NP+Fa+Kh7 ve NP+Fat+Khl4 gruplart TGFB1 ekspresyon degeri kontrol
grubuna en yakin degerdeydi.

Litaratiirde NP tin farkli dokularda apoptotik hiicre sayisini artirdigr bildirildi (Guo ve
ark., 2013; Jubendradass ve ark., 2012, Urriola-Mufioz ve ark., 2014). Ozellikle Ki-
MKH’lerin ise hiicre apoptozunu azalttig1 ve antiapoptotik etkiler gosterdigi bildirildi
(He ve ark., 2018; Guove ark., 2013). Calismada apoptotik hiicre sayisi en az olan
tedavi gruplart Kh uygulanan gruplara aitti.

SOD ve CAT gibi endojen antioksidan enzimler organizmada oksidan-antioksidan
dengesini korumasinda etkilidirler (Gutteridge, 1995; Jialal ve Fuller 1993). Okai ve
ark.’na gore (2004), NP maruziyeti, insanlarda nétrofillerde serbest oksijen tiirlerini
artirmakta, serbest radikalleri baskilayan enzimlerden CAT, SOD, a-tokoferol ve [-
karoten gibi antioksidan ajanlar, NP’lin yol actig1 serbest radikalleri ve etkilerini
baskilayic1 oOzelliklere sahiptirler. Bisfenol A’in toksik etkisine Fa’in koruyucu
etkilerinin arastirilldig1 bir ¢aligmada Fa 20 mg/kg gavaj yolu ile uygulandiginda
Bisfenol A kimyasalinin dokulara verdigi oksidatif hasar1 azalttigi, SOD ve CAT
aktivitelerini yiikselttigi belirtilmistir (Aydos ve Boyacioglu, 2019). Yapilan farkh
caligmalarda folik asitin serbest radikallere ve reaktif oksijen tiirlerine karsi etkili
oldugu gosterilmistir (Shalaby ve ark, 2010; Singh ve ark, 2011; Mohammadi ve ark,
2012). Ki-MKH-lerin farkli hastaliklarda oksidatif stres {izerine olumlu etkileri iizerine
caligmalar olmasina ragmen ovaryum hasari lizerine etkilerine dair ¢alismalar kisithdir.

Mevcut calismada NP’lin ovaryum iizerinde olusturdugu oksidatif stresi ayr1 ayr1 folik
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asit ve KI-MKH’lerin azaltabilecegi gosterildi. MKH’lerin iskemi reperfiizyon hasari
sonrasi etkilerinin degerlendirildigi bir ¢alismada MKH’lerin hasar sonrasi dokuda
antioksidan kapasitesini artirdigi, SOD ve CAT etkilerinin yan1 sira MDA seviyesini
diistirerek ve azaltilmis oksidatif stres yoluyla reperfiizyonlu dokuya kok hiicrelerin
goclinii tesvik ettigi ve antioksidan kapasitesini artirarak hasarli doku iizerinde tedavi
edici etki gosterebildigi belirtilmistir (Inan ve ark., 2017). Ayrica antioksidan
parametrelerden TAS ve oksidan parametrelerden TOS kapasiteleri analiz edilerek
antioksidan ve oksidan dengesi belirlenebilir (Akoglu ve ark., 2013). Biyokimyasal
bulgularimiz NP’tin lipid peroksidasyonu indiiklemesi sonucu NP7 ve NP14 gruplarinda
MDA degeri artirdigi, SOD ve CAT aktivitesini ve TAS kapasitesini azalttigr ve TOS
kapasitesini ylikselttigi belirlendi. NP+Kh+Fa7 grubunda biyokimyasal degerler NP7
grubundan farkliydi. Bu farklilik istatistiksel olarak anlamliydi. Ayni sekilde
NP+Kh+Fal4 grubunda da biyokimyasal degerler NP14 grubunda farkliydi ve bu
farklilik istatistiksel olarak anlamliydi. Tedavi gruplarindan MDA, SOD, CAT, TAS ve
TOS sonugclar1 kontrol grubuna en yakin gruplarda Kh ve Fa’in birlikte uygulandigi
gruplardi.

Calismamizda NP’{in ovaryum dokusunda olusturdugu hasara Ki-MKH ve Fa’in ve her
iki ajanin birlikte uygulandiginda olasi tedavi edici etkilerini histolojik, histokimyasal,
immiinhistokimyasal ve biyokimyasal yontemler kullanilarak degerlendirilmistir. Sonug
olarak calismamizda, NP’lin over iizerinde olusturdugu toksik etki sonras1 Ki-

MKH’lerin ovaryumda 7. ve 14. giinde varliklar1 gosterildi.

NP uygulanan gruplarda ovaryum dokulari, kontrol grubuyla kiyaslandiginda
dejeneratif degisiklikler izlendi. H&E ile boyanan over Kesitlerinde, tiim diger deney
gruplarina gére NP uygulanan gruba ait over dokularinda normal histolojik yapinin
bozuldugu folikiiler dejenerasyon, tikali damarlar ve hemoraji gibi patolojik bulgularin
varlig1 izlendi. Bu sonuglar NP’{in ovaryum toksisitesini gdsteren bulgulardan olmasi
acisindan degerliydi. NP+Fa7, NP+Kh7, NP+FatKh7, NP+Fal4, NP+Khl4 ve
NP+Fa+Khl4 gruplarina ait ovaryum Ornekleri NP7 ve NP14 gruplan ile
karsilastirildiginda patolojik bulgularin azaldigi gozlendi. Fa ve Kh’nin birlikte verildigi
gruplarda (NP+Fa+Kh7, NP+Fa+Kh14) patolojik bulgular azaldi, ancak NP+Fa+Kh14

grubunda ovaryum mimarisi kontrol grubuna daha yakindi.
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NP uygulamasi sonrasi 7. ve 14. giinde sakrifiye edilen iki grup arasinda histopatolojik
bulgular ve folikiil sayim sonuclar1 agisindan herhangi bir fark izlenmedi. Her iki hasar
grubunda artmis atretik folikiil sayis1 ve azalan primordiyal folikiiller dikkat ¢ekiciydi.
Bu sonuglar NP’iin ovaryum rezervini azalttigin1 gosteren bulgular1 desteklemektedir.
NP+Fa+Kh7 ve NP+Fa+Khl4 gruplart tek uygulama yapilan gruplara oranla
primordiyal ve gelismekte olan diger folikiillerin sayis1 kontrol grubuna daha yakin
degere yiikseldi.

MT ile boyanan ovaryum kesitlerinde NP7 ve NP14 gruplarinda bag dokusunda artan
kollojen lif miktar1 gozlendi. Ozellikle Kh ve Fa’in birlikte uygulandigi gruplarda
fibrozisin azaldigi izlendi.

Immunohistokimyasal boyamalar sonrasi elde edilen TNFa, IL6 ve TGFB1 ekspresyon
sonuclart NP uygulamasmin ekspresyon oranmi artirdigimi = gosterdi. Tedavi
gruplarindan NP+Fa+Kh7 ve NP+Fa+Kh14 gruplari ekspresyon orani kontrol grubu ile
yakin degerdeydi. Kh ve Fa birlikte uygulamasinin NP uygulamasi sonrasi artan TNFa,
IL6 ve TGFPB1 ekspresyonlarini diisiirebilecegi gosterildi.

NP uygulamasi sonrasi artan apoptotik hiicre sayis1 tiim tedavi gruplarinda azaldi. Fa’in
apoptotik hiicre sayisini azalttigi ancak Kh uygulamasinin artan apoptotik hiicre sayisi
tizerine daha etkili oldugu gosterildi. 7 ve 14 giinliik tedavi gruplarinda herhangi bir
farklilik gozlenmedi. Ki-MKH’lerin ovaryuma go¢ etmelerinin ardindan komsu
hiicreleri etkileyerek parakrin etki yarattigi ve bu parakrin etkinin antiapoptoz ve
antifibroz da olduk¢a 6nem arz etmekte olup hasarli dokunun iyilesmesini desteklemek

i¢in mikro ¢evreyi iyilestirdigi yoniinde degerlendirme yapilabilir.

Biyokimyasal bulgular NP’tin lipit peroksidasyonunu indiikleyerek MDA
konsantrasyonunu artirdig1 ve toplam antioksidan kapasiteyi ve antioksidan enzimleri
azaltarak oksidatif stresi indiikledigi, Kh ve Fa birlikte uygulandig1 gruplarda ise MDA
konsantrasyonunda azalma, SOD ve CAT antioksidan enzimlerin konsantrasyonunu
artirarak oksidatif stresi azalttig1 belirlendi. Calismamizda, KI-MKH’lerin ovaryum
hasarin1 tedavi edebilmek icin oksidatif stres parametrelerini diizenledigi gosterildi.
Calismadan elde edilen bulgular ile Fa ve KI-MKH’nin tedavi amacli birlikte
kullaniminin ovaryum patolojisi {izerine olumlu etkileri oldugunu ve Fa’in Ki-

MKH’lerin terapétik etkilerini gii¢lendirdigi ve birlikte kullanimlarinin biyokimyasal
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olarak ovaryum fonksiyonlarini diizenleyebilecegi ve iyilestirebilecegi sonucuna varildi.
Bu sonuglarin klinige yansitilmasi ig¢in multidisipliner bir yaklagim gerekmektedir.
Multidisipliner planlanan daha sonraki ¢alismalarda, Fa uygulamasima devam edilerek
Ki-MKH’lerin ilerleyen giinlerde ovaryumdaki etkileri ve varliklari incelenebilir ve
Klinikte infertilite tanisi alan hastalarda, bu iki ajanin Dbirlikte uygulanmasi

degerlendirilebilir.
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