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ÖZET 

Nonylphenol (NP) güçlü östrojenik aktiviteye sahip, günlük hayatta pek çok alanda 

sıklıkla kullanılan toksik etkileri olan kimyasal bir maddedir. Ovaryum dokusunda 

folikülogenez sürecini değiĢtirerek infertiliteye neden olduğu bilinmektedir. Ġnfertilite 

tedavisinde kullanımı her geçen gün artan kemik iliği kaynaklı mezenĢimal kök hücre 

(KĠ-MKH)‟ler ve doku onarımında bir diğer önemli faktör olan folik asit (Fa)‟in 

ovaryum hasarında 7 ve 14 günlük tedavi ve takip planının uygulanarak etkilerin 

karĢılaĢtırılması amaçlanmıĢtır. 

ÇalıĢmada, 130 adet Wistar albino türü diĢi Ģıçan kullanıldı ve 13 gruba ayrıldı (n=10). 

7 gün tedavi uygulanan ve takip edilen gruplar NP7, Fa7, Kh7, NP+Fa7, NP+Kh7, 

NP+Kh+Fa7 grupları olarak belirlendi. 14 gün tedavi uygulanan ve takip edilen gruplar 

NP14, Fa14, Kh14, NP+Fa14, NP+Kh14, NP+Fa+Kh14 gruplarıydı. NP uygulanan 

gruplardaki (NP7, NP+Fa7, NP+Kh7, NP+Kh+Fa7, NP14, NP+Fa14, NP+Kh14, 

NP+Kh+Fa14) sıçanlara 7 gün boyunca gavaj yoluyla 100 µl mısır yağında 

çözdürülerek 50 µl dozda NP uygulandı ve ovaryum hasarı oluĢturuldu. 7 günün 

sonunda Kh uygulanacak gruplara ( Kh7, NP+Kh7, NP+Kh+Fa7, Kh14, NP+Kh14, 

NP+Kh+Fa14) tek sefer 2,5x10
6 

KĠ-MKH‟ler kaudal ven yoluyla intravenöz (i.v) 

injeksiyonla verildi. Aynı gün Fa uygulanacak gruplara (Fa7, NP+Fa7, NP+Kh+Fa7, 

Fa14, NP+Fa14, NP+Kh+Fa14) gavaj yolu ile 20 mg/kg/gün olacak Ģekilde Fa 

uygulamasına baĢlandı. 7 gün boyunca Fa uygulandı ve sonrasında 7 günlük tüm 

gruplar sakrifiye edildi. 14 gün Fa uygulanacak gruplara ise Fa uygulamasına devam 

edildi ve 14 güne tamamlandı. Sonrasında tüm 14 günlük gruplar sakrifiye edildi. 

Ovaryum dokuları ve kan örnekleri alındı. Ovaryum dokularından elde edilen kesitler 

Hematoksilen&Eozin ve Masson Trikrom boyama yöntemleri ile boyandı ve ovaryum 

rezervini belirlemek için folikül sayımı yapıldı. Ovaryum dokularında Anti-Müllerian 

Hormon (AMH), TNFα (Tümör Nekrosis Faktör Alfa), IL6 (Ġnterlökin 6) ve TGFβ1 

(Transforming Growth Factor Beta 1) ekspresyonları belirlendi. TUNEL yöntemi ile 

apoptotik hücreler sayıldı. Malondialdehit (MDA), süperoksit dismütaz (SOD) ve 

katalaz (CAT) düzeylerini belirlemek için ELISA yöntemi uygulandı. Ayrıca 

antioksidan parametrelerden Total Antioksidan Kapasite (TAS) ve oksidan 

parametrelerden Total Oksidan Kapasite (TOS) düzeyleri analiz edildi.  

NP‟ün ovaryumda oluĢturduğu hasar sonrası uygulanan KĠ-MKH‟lerin 7. ve 14. günde 

ovaryumda varlıkları gösterildi. Histopatolojik bulgular Fa ve Kh‟nin birlikte 

uygulandığı tedavi gruplarında fibrozisin azaldığı ve ovaryum histopatolojik 

bulgularının düzeldiği gözlendi. Folikül sayım sonuçları, NP+Fa+Kh7 ve NP+Fa+Kh14 
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gruplarının tek uygulama yapılan gruplara oranla primordiyal ve geliĢmekte olan diğer 

foliküllerin sayısının kontrol grubuna daha yakın değerde olduğunu gösterdi. 

Foliküllerdeki AMH immünreaktivite yoğunluğu NP+Fa+Kh14 grubunda kontrole 

benzer değerde ölçüldü. TNFα, IL6 ve TGFβ1 immünreaktivite yoğunluğu sonuçları Fa 

ve KĠ-MKH‟nin ve ikisinin birlikte uygulandığı grupların tadavi edici etki 

gösterebileceği yönündeydi. Apoptotik hücre sayımı sonuçları özellikle KĠ-MKH 

uygulanan tedavi gruplarının apoptotik hücre sayısını azaltmada daha etkili olduğunu 

gösterdi. Tedavi gruplarından MDA, SOD, CAT, TAS ve TOS ölçüm sonuçları Kh ve 

Fa‟in birlikte uygulandığı gruplar kontrol grubuna yakın değerler gösterdiği gözlendi. 

Fa ve KĠ-MKH‟nin tedavi amaçlı birlikte kullanımının ovaryum histopatolojisi üzerine 

olumlu etkileri olduğunu ve Fa‟in KĠ-MKH‟lerin terapötik etkilerini güçlendirdiği 

birlikte kullanımlarının biyokimyasal olarak ovaryum fonksiyonlarını düzenleyebileceği 

ve iyileĢtirebileceği bir klinik yaklaĢım getirebilir.   

 

Anahtar kelimeler: Folik Asit; KĠ-MKH; Nonylphenol; Ovaryum; Sıçan. 
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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, Fa14, Kh14, NP+Fa14, NP+Kh14, 

NP+Fa+Kh14 groups. Rats in the NP-administered groups (NP7, NP+Fa7, NP+Kh7, 

NP+Kh+Fa7, NP14, NP+Fa14, NP+Kh14, NP+Kh+Fa14) were given a dose of 50 µl by 

dissolving it in 100 µl corn oil via gavage for seven days. NP was applied, and ovarian 

damage was caused. At the end of 7 days, 2,5x10
6 

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, Kh14, NP+Kh14, NP+Kh+Fa14). 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, Fa14, NP+Fa14, NP+Kh+Fa14). 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 Müllerian Hormone (AMH), TNFα (Tumor Necrosis 

Factor Alpha), IL6 (Interleukin 6), TGFβ1 (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+Kh14 group at a value similar to the control. TNFα, IL6 and TGFβ1 

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. 
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1. GĠRĠġ VE AMAÇ 

Teknoloji ve sanayileĢmenin geliĢmesi ile birlikte kimyasal maddelerin kullanımı hızla 

artmakta ve bu artıĢ canlılığı olumsuz yönde etkilemektedir. Sanayi devriminden 

bugüne kadarki süreç düĢünüldüğünde suda çözülmeyen birçok kimyasalın iĢlevini 

tamamladıktan sonra kanalizasyon yoluyla su ortamlarına salınması sonucu bu 

maddelerin çökeltilerde ve suda yaĢayan canlıların vücudunda birikmesi 

(biyoakümülasyonu) kaçınılmazdır. Diğer taraftan evsel ürünlerde, gıda ve içecek 

ambalajlarında kullanılan kimyasalların hayvan ve insan vücuduna geçmesi sağlığı 

tehdit eden baĢka bir unsurdur. Nonylphenol (NP) birçok ortamda doğrudan veya 

dolaylı olarak kullanılan ve en sık rastlanan kimyasal maddelerden biridir. Günlük 

hayatta temas halinde olduğumuz plastik eĢyalar, deterjanlar, leke çıkarıcılar, boyalar, 

kaplama ürünleri, zirai ilaçlar ve kozmetik ürünlerde bulunmaktadır. Ayrıca endüstriyel 

temizleme ürünlerinde, polimerizasyon iĢlemlerinde, tekstil ürünlerinde, kâğıt ve köpük 

üretiminde, elektronik aygıtlarda, cilalama ve vernikleme iĢleri gibi birçok farklı alanda 

kullanılan ve toksik etkileri olan hidrofobik bir bileĢiktir. Yaygın kullanımı nedeniyle 

yüzey ve yeraltı sularında, kanalizasyon çamuru eklenen topraklarda, atmosferde ve 

besinlerde NP varlığına yaygın olarak rastlanmaktadır (EU,  2002; Heroro-Martinez ve 

ark., 2001; Uğuz ve ark., 2009). Genellikle tarımsal, endüstriyel ve kentsel akıntılarla 

NP çevreye yayılmakta ve canlılar tarafından temas, beslenme ve solunum yollarıyla 

vücuda geçebilmekte ve birikime neden olmaktadır. NP toksisitesi ve kontaminasyonu 

insan sağlığı için büyük tehlike oluĢturmaktadır (Duan ve ark., 2017). Özellikle üretim 

ve endüstriyel alanında NP‟e maruz kalan çalıĢan insan sayısı oldukça fazladır (EU, 

2002). NP‟ün etkilediği sistemler ve organlar arasında; gözler, karaciğer, beyin, cilt, 

tiroid, böbrek, pankreas, solunum sistemi, mesane, gastrointestinal sistem, kadın ve 

erkek üreme sistemleri bulunmaktadır (Aly ve ark., 2012; Ye ark., 2012). NP ve 17β-

Östradiol kimyasal yapıları açısından oldukça benzerdir, bu nedenle NP östrojen 
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hormonunu taklit ederek meme ve testis kanserinde artıĢa, erkeklerde sperm kalitesinde 

azalmaya, yardımcı üreme yöntemleri gerektiren doğumların artmasına (Carlsen ve ark., 

1992; Safe ve ark., 1995; Toppari ve ark., 1996) ve üreme sağlığının bozulmasına neden 

olmaktadır (Mclachlan ve ark., 2006). Ayrıca germ hücresinin apoptozuna, testis 

boyutunun azalmasına neden olduğu gösterilmiĢtir (Lagos ve ark., 2012). Ovaryum 

dokusunda ise folikülogenez sürecini değiĢtirerek infertiliteye neden olduğu 

bilinmektedir (Hunt ve ark., 2008). NP gibi üreme sağlığını olumsuz etkileyen 

maddelere maruziyetin belirlenmesi, çevre canlılarında biyoakümülasyonunun 

gözlenmesi, deney hayvanlarında çeĢitli dozlarda deneylerin yapılması ve tedavi 

yöntemlerinin araĢtırılması önem taĢımaktadır.  

Folik asit, suda eriyen B grubu vitaminlerden birisidir ve biyolojik öneme sahip bir 

molekül olarak öne çıkmaktadır.  Özellikle normal DNA ve protein sentezinde gerekli 

olduğu bilinmektedir. Doku onarımı ve yenilenmesinde bir diğer önemli faktör olan 

folik asit, hem yapı taĢı moleküllerin sentezindeki rolü hem de differansiyasyon üzerine 

etkileri nedeniyle araĢtırılmakta olan bir moleküldür (Jacob ve ark., 2000). 

MezenĢimal kök hücre (MKH)‟lerin etkilerini farklılaĢma özellikleri aracılığıyla veya 

dokulara ait fonksiyonları geri getiren ve bağıĢıklık hücrelerini düzenleyen moleküllerin 

salınımı aracılığıyla uygulamaktadır. In vivo uygulamalar sonrası MKH‟lerin periferik 

toleransı indüklediği ve hasarlı hücrelere göç ettiği ve hasarlı alanda pro-enflamatuar 

sitokinlerin salınmasını önlediği ve hasar görmüĢ hücrelerin hayatta kalmasını teĢvik 

ettiği gösterilmiĢtir. MKH doku yenilenme ve iyileĢme süreçlerinde hücrelere destek 

olur. Ayrıca differansiyasyon sürecine salgıladığı faktörler ile katkı sağlar. Yapılan 

çalıĢmada folik asitin ko kültür modelinde MKH tarafından salınan faktörlerin etkisini 

potansiyalize ettiği gösterildi (Pakdemirli ve ark., 2019). Kemik iliği kaynaklı 

mezenĢimal kök hücre (KĠ-MKH)‟ler ise çok yönlü farklılaĢma kapasitesine sahip 

olmalarına ek olarak, sitokinlerin ve beslenme faktörlerinin sentezlenmesi ve 

salgılanması yoluyla; doku hücre çoğalmasını, apoptozu ve immünomodülasyonu 

düzenlediği bilinmektedir (Matsuda ve ark., 2018; Pakdemirli ve ark., 2019; Zhou ve 

ark., 2017). Yapılan çalıĢmalar, KĠ-MKH‟lerin diĢi farelerde yumurtalık fonksiyonunu 

eski haline getirebildiğini ortaya koymaktadır (Ghadami ve ark., 2012; Lee ve ark., 

2007; Selesniemi ve ark., 2009).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4275703/#b13-molcell-37-12-865-872
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4275703/#b22-molcell-37-12-865-872
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4275703/#b22-molcell-37-12-865-872
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NP‟ün oluĢturduğu over hasarını tedavi etmek amacıyla KĠ-MKH ve folik asit 

uygulaması ve her ikisinin birlikte uygulandığı bir çalıĢma ise bulunmamaktadır. 

ÇalıĢmamızda NP‟ün ovaryum üzerinde oluĢturduğu toksisiteyi tedavi etmek amacıyla 

KĠ-MKH‟lerin intravenöz yolla verilmesi sonrası 7. ve 14. günde ovaryumda varlıkları 

ve dağılımı değerlendirildi. Ayrıca ovaryum hasarı sonrası tek baĢına KĠ-MKH ve tek 

baĢına folik asit uygulamalarının etkileri, aynı zamanda KĠ-MKH ve folik asitin birlikte 

uygulandığında olası tedavi edici etkilerinin histopatolojik, biyokimyasal ve 

immünohistokimyasal çalıĢmalar yapılarak sonuçların karĢılaĢtırılması 

amaçlanmaktadır. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Ovaryum Embriyolojisi 

Embriyonun cinsiyeti fertilizasyon sırasında belirlenmiĢ olsada, testisler ve ovaryumlara 

ait morfolojik özellikler embriyonik dönemin yedinci haftasına kadar ayırt edilemez. 

Gonadlar bir çift uzunlamasına genital veya gonadal kabartı halinde ortaya çıkarlar. 

Epitel proliferasyonu ve altındaki mezenĢimin yoğunlaĢmasıyla oluĢmuĢlardır. 

GeliĢimin altıncı haftasına kadar genital kabartılar içinde germ hücreleri yoktur. 

Epiblasttan köken alan primordiyal germ hücreleri (PGH), primitif çizgi boyunca göç 

eder ve üçüncü haftada vitellus kesesinin allantoise yakın duvarlarındaki endoderm 

hücrelerinin arasına yerleĢirler (ġekil 2.1.A). Dördüncü haftada sonbarsağın 

mezenterinin dorsali boyunca ilerleyerek (ġekil 2.1.A-B), beĢinci haftanın baĢında 

primitif gonadlara ulaĢır, altıncı haftada da genital sırtları iĢgal ederler. Bu hücreler 

genital kabartılara ulaĢmazsa gonadlar geliĢemez. PGH, ovaryumlar ve testisler de 

bulunan yetiĢkin gametlerin embriyonik öncülleridir ve gonadların over veya testise 

farklanmaları üzerinde indükleyici etkiye sahiptirler (Sadler, 2017). 

PGH primitif gonadlara ulaĢmalarından hemen önce ve ulaĢtıkları sırada, genital 

kabartıdaki epitel hücreleri çoğalarak alttaki mezenĢimin içine gömülürler. Bunlar 

burada primitif seks kordonları olarak adlandırılan düzensiz kordonları oluĢtururlar 

(ġekil 2.1.C). Bu dönemde erkek ve diĢi gonadların birbirinden ayırt edilmesi münkün 

değildir. Embriyoda gonadların geliĢiminin baĢlangıç periyoduna „farklılaĢmamıĢ 

dönem‟, bu evredeki gonada „farklanmamıĢ gonad‟ denir (Moore, 2002; Sadler, 2017; 

ġeftalioğlu, 1998). 
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ġekil 2.1. Primordiyal germ hücrelerinin genital kabartıya göçü (Sadler, 2017). ġekil 

ilgili kaynaktan değiĢtirilerek alınmıĢtır. (A) PGH‟ler allantoise yakın kısımda 

endoderm hücreleri arasında ortaya çıkarlar. (B) Daha sonra, Primordiyal germ 

hücrelerinin genital kabartıya doğru göç etmesi. (C) PGH‟leri primer seks kordonlarına 

ait hücrelerle çevrelenmiĢtir. 

2.1.1. Ovaryumların FarklılaĢması ve Oogenez  

Y kromozomunun yokluğunda gonadlar ovaryuma farklanır. XX cinsiyet kromozomuna 

sahip embriyolarda, PGH oogoniumlara farklanır. OluĢturdukları primitif seks 

kordonları düzensiz hücre kümelerine ayrılır. PGH‟ni içeren bu yapılar daha çok 

ovaryumun medulla bölgesine yerleĢmiĢlerdir. Daha sonra bu hücre kümeleri yok olur 

ve yerini vasküler bir stromaya (ovarian medulla) bırakırlar.  

DiĢi gonadın yüzey epiteli erkeklerde olduğunun aksine çoğalmaya devam eder ve 

yedinci haftada bu epitelden kortikal kordonlar adı verilen 2. nesil kordonlar oluĢur. 

GeliĢimin 3. ayında bu kordonlar izole hücre kümelerine ayrılırlar ve prolifere olmaya 

devam ederler. Oogoniumun etrafını foliküler hücreler denilen bir epitel hücre 
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tabakasıyla sararlar. Oogoniumlar I. mayoz bölünmeye girerek profaz evresinde bekler 

ve primer oositlere farklanırlar. Bir primer oosit ve çevresinde tek katlı yassı epitel 

hücre tabakası ile çevrili yapı primordiyal folikül adını alır. 

Primer oositler I. mayoz bölünmenin profaz safhasında diploten evresinde beklerler ve 

I. mayoz bölünmeyi tamamlamaz, ergenliğe kadar dinlenme halinde kalırlar. Oositin 

olgunlaĢmasını inhibe eden madde (OMI) denilen küçük bir peptid tarafından baskılanır 

(Sadler, 2017; ġeftalioğlu,1998). Puberte dönemiyle birlikte, her ovaryum döngüsünde 

değiĢen sayıda primordiyal folikül büyümeye baĢlar. Primer oositin çevresinde bulunan 

yassı epitel hücreleri önce kübikleĢir, tek sıra kübik epitele sahip bu folikül primer 

folikül (unilaminar primer folikül) olarak isimlendirilir. Daha sonra epitel hücreleri 

çoğalarak çok katlı bir epitel tabakası oluĢtururlar. Folikül artık bu haliyle preantral 

folikül (multilaminar primer folikül) olarak isimlendirilir. Foliküllerin olgunlaĢması 

hipofizden salınan folikül uyarıcı hormon (FSH), epidermal büyüme faktörü (EGF), 

insülin benzeri büyüme faktörü (IGF-1) ile kalsiyum iyonlarının etkisine bağlıdır. 

Folikül büyümeye devam ettikçe granüloza hücreleri arasında içi sıvı dolu boĢluklar 

belirir. Bu boĢlukların birbirleriyle birleĢmesi sonucu antrum oluĢur. Bu durumdaki 

folikül sekonder folikül adını alır (Gürsoy ve Ergin, 2007). BaĢlangıçta küçük hilal 

Ģeklinde olan antrum geniĢler. Oositin etrefındaki granüloza hücreleri antrumun yanında 

bozulmadan kalarak kümülüs ooforusu (cumulus oophorus) adı verilen yapıyı 

Ģekillendirirler. Her ovaryum döngüsünde çok sayıda folikül geliĢmesine rağmen 

bunlardan ancak bir tanesi tam anlamıyla olgunlaĢır ve bu folikül graaf folikülü (tersiyer 

folikül) olarak adlandırılır (Junqueira ve Carneiro 2006, Moore 2002; Ross ve Pawlina 

2014).   

Hipofiz hormonlarının etkisiyle ovaryumda ortalama 28 gün süren ovarial siklus 

gerçekleĢir. Her ovarial siklusta FSH etkisiyle geliĢmeye baĢlayan çok sayıdaki 

foliküllerin bir tanesi tam anlamıyla olgun foliküle dönüĢebilir. Folikül olgunlaĢması 

tamamlanırken primer oosit I. mayoz bölünmesini tamamlar, büyüklükleri birbirinden 

farklı her biri 23 çift yapılı (2nDNA) kromozom içeren 2 hücre meydana gelir. Ġki 

hücreden biri sitoplazmanın büyük bir kısmını içeren sekonder oosit diğeri ise çok az 

sitoplazma içeren I.  kutup cisimciğidir. I.  kutup cismi, perivitellin aralıkta yer alır. I. 

mayoz bölünme ovulasyonun hemen öncesinde tamamlanır ve sonra sekonder oosit 
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DNA eĢleĢmesi olmadan II. mayoz bölünmeye baĢlar. Kromozomlar ovulasyondan 3 

saat önce metafaz plağında dizildiklerinde ovulasyon gerçekleĢir ve oosit ovaryumdan 

dıĢarıya atılır. Sekonder oosit döllenme gerçekleĢmediği takdirde, ovulasyondan 24 saat 

sonra dejenere olur (Moore 2002). 

2.2. Ovaryumun Anatomik Yapısı 

Ovaryum, diĢi üreme hücresini üreten üreme organı olup, biri sağda diğeri solda olmak 

üzere çifttir. Embriyonal yaĢamın baĢlangıcında intraabdominal yerleĢimli olmalarına 

karĢın ikinci aydan itibaren pelvis boĢluğuna inmeye baĢlarlar. Sonrasında fossa ovarica 

adı verilen çukurcuklara yerleĢmiĢlerdir. Ovaryumlar yaklaĢık olarak 5 gr ağırlığında, 1 

cm kalınlığında, 4 cm uzunluğunda, 2 cm geniĢliğindedirler. Ovaryumlar pembemsi gri 

renkte, dıĢ yüzeyi puberte döneminden önce düzgün gözlenir. Ovaryumun facies 

lateralis ve facies medialis olmak üzere iki yüzü, margo liber ve margo mesovaricus 

olmak üzere iki kenarı ve extremitas tubaria ve ekstremitas uterina olmak üzere iki ucu 

vardır. 

Ovaryumların ön kısımlarında kan damarlarının ve sinirlerin girdiği hilus bulunur. 

Mezovaryum, kan damarlarını ovaryumlara ileten bir periton kıvrımı olup ovaryumu 

uterusun yan kenarlarından uzanan ligamentum latuma bağlar. Ovaryumlar, ligamentum 

ovarii ile de tuba uterinanın tutunma yerine yakın bir Ģekilde uterusun yan duvarına 

bağlanırlar (ġekil 2.2) (Arıncı ve Elhan, 2006; Solomon, 2000; Unur ve ark., 2012). 
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ġekil 2.2. Ovaryumun Anatomisi (Britannica.com, 2023). 

2.3. Ovaryum Histolojisi 

Ovaryumlar, bir çift Ģeklinde karın boĢluğunun sağ ve sol alt kadranlarında bulunan 

periton içi yerleĢimli endokrin organlardır. Ergenlik öncesi dönemde ovaryumun dıĢ 

yüzeyi düz bir yapıda iken ergenlik dönemine girilmesiyle tekrarlayan ovulasyonlar ve 

geliĢen foliküller nedeniyle daha düzensiz bir görünüm alır. Menopoz sonrasında ise, 

ovaryumlar üreme çağındaki boyutuna oranla daha küçüktür (Ross ve Pawlina, 2014). 

Ovaryum dıĢ yüzeyi tek katlı yassı epitel veya bazı yerlerde kübik epitelle çevrilidir. 

Ovaryumu dıĢtan saran bu epitelyum tabakası, embriyoda birkaç kez çoğalarak primer 

ve sekonder seks kordonlarını yapan peritonal mezotelyumdan geliĢtiğinden dolayı 

germinal epitel adını alır. Bu sellüler tabaka viseral peritonun mezotelyumu ile devam 

eder. Epitel hücrelerinin peritona bakan yüzünde az sayıda kinosilyum ve mikrovilluslar 

bulunur. Epitel hücre sitoplazmaları mitokondri ve pinositoz veziküllerinden zengindir 

(Ross ve Pawlina, 2014; Tekelioğlu 2002). Germinal epitelin altında tunika albuginea 

bulunur ve sıkı bağ dokusu yapısındadır (Ross ve Pawlina, 2014). Tunika albuginea‟nın 

altında, korteks (kortikal bölge) bölümü bulunur. Korteks; oosit içeren farklı geliĢim 

aĢamalarındaki ovaryum foliküllerini, korpus albikans ve korpus luteum yapılarını 
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içerir. Bu yapılar bağ dokusu (stroma) içine gömülüdür. Ovaryumun orta kısmında 

gevĢek bağ dokusu yapısında medulla (medüller bölge) bölümü bulunur. Medüller 

bölge; bağ dokusu, sinirler, interstisyal hücreler, kan ve lenf damarlarını içerir 

(Kierzenbaum, 2006). Medulla korteks tarafından çevrelenir. Histolojik olarak 

birbirinden farklı olan korteks ve medulla kesitlerde kesin bir sınır ile birbirinden 

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

2.3.1. Foliküler GeliĢim (Folikülogenez) 

Primordiyal folikül aĢamasından olgun folikül aĢamasına kadar geçen süreç 

folikülogenez olarak adlandırılır ve ovaryumun korteks bölümünde gerçekleĢir. TGFβ, 

aktivin ve onun antagonistleri, yani follistatin veya inhibin'in kontrolü altındaki 

foliküler büyüme ve geliĢme ile iliĢkilidir. Seviyelerindeki herhangi bir değiĢiklik, 

erken yumurtalık yetmezliğine yol açan TGFβ yolağını düzensiz hale getirir. 

Ovaryumda geliĢim evrelerine göre farklı folikül tipleri bulunur (ġekil 2.3). Bunlar; 

2.3.1.1. Primordiyal Foliküller 

Primordiyal foliküller, folikülogenezin ilk evresi olup, fetal yaĢam sırasında oluĢurlar. 

Folikül içerisindeki primer oositi tek tabaka yassı folikül hücreleri sarmaktadır (ġekil 

2.4). Folikül hücreleri bazal lamina ile çevrelenmiĢtir ve folikülleri çevre stromadan 

ayırır. Ovaryumda tunika albugineanın hemen altında yerleĢim gösterirler. Bu folikül 

içerisindeki primer oosit mayoz I‟in profaz evresinde ve yaklaĢık 25 µm çapındadır. Tek 

bazende daha fazla nükleolus içeren, eksantrik yerleĢimli nükleusa sahiptir ve 

sitoplazmadaki organeller nükleusa yakın olma eğilimindedir. Organellerin yoğunlaĢtığı 

sitoplazma bölümleri Balbiani cisimciği olarak adlandırılır (Junqueira ve Carneiro, 

2003; Ross ve Pawlina, 2014). 

2.3.1.1.1. Primordiyal Foliküllerin Seçilimi  

GeliĢim esnasında primordiyal folikül aĢamasında duraklamıĢ olan folikülün büyüyen 

foliküllerin olduğu havuza girmesi, primordiyalden primer foliküle geçiĢ veya 

primordiyal foliküllerin seçilimi olarak adlandırılmaktadır. Folikül hücrelerinin mitoz 

aktivitesi kazanması ve Ģekillerini yassıdan kübik epitele dönüĢtürmeleri, folikül 

seçiliminin histolojik bir göstergesi olarak değerlendirilmektedir. Bunu gen aktivasyonu 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/follistatin
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/inhibin
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ve oositin geliĢimi takip eder. Oosit çapı büyür, golgi aygıtı hücre yüzeyinin altına göç 

eder, endoplazmik retikulum geniĢler. Oositteki bu geliĢime bağlı olarak yassı folikül 

hücreleri kübik hücrelere dönüĢür. 

 

ġekil 2.3. Ovaryum Folikülleri (Junqueira ve Carneiro, 2006). Burada her bir folikül, 

oosit etrafındaki folikül/granüloza hücrelerinin Ģekli ve katman sayısına göre 

sınıflandırılmaktadır. Foliküllerin görece oranları bu çizimde korunmamıĢtır. 

Granüloza hücresi kaynaklı kit-ligand, yüksek pitüiter FSH düzeyi, teka hücresi 

kaynaklı Bone Morphogenic Protein (BMP) gibi aktivatörler ve Mullerian Inhibition 
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Substance gibi inhibitörler, seçilimi negatif veya pozitif yönde kontrol eden faktörlerdir 

(Junqueira ve Carneiro, 2003).  

2.3.1.2. Primer Folliküller 

Primer oosit büyümeye devam ederken çevresinde bulunan yassı epitel hücreler kübik 

hücrelere dönüĢür ve bu yapı primer folikül  (unilaminer (tek katmanlı) primer folikül) 

adını alır (Junqueira ve Carneiro, 2006). Folikül hücreleri, yassıdan kübik Ģekle 

dönüĢürler ve granüloza hücreleri adını alırlar. Primer folikülde, oositin çevresinde tek 

katlı kübik epitel ve bazal lamina bulunur (ġekil 2.4). Oosit büyüdükçe özel proteinler 

salgılanır ve bu proteinler bir araya gelerek ekstraselüler bir örtü olan zona pellusidayı 

oluĢtururlar. Zona pellusida, oosit ile folikül hücreleri arasında ortaya çıkar. Zona 

pellusida, sülfatlı üç asidik zona pellusida (ZP) glikoproteinleri sınıfından meydana 

gelmekte olup bunlar ZP-1, ZP-2, ZP-3 olarak isimlendirilmektedir. Bu tabaka ilk 

olarak, oosit tek tabakalı kübik ya da prizmatik folikül hücreleri tarafından 

çevrelendiğinde ve çapı 50-80µm 'ye ulaĢtığında görülür (Ross ve Pawlina, 2014). 

 

ġekil 2.4. Primordiyal ve Primer Foliküller (Junqueira ve Carneiro, 2006). 

2.3.1.3. Preantral Foliküller 

Primer foliküldeki granüloza hücrelerinin çoğalmasıyla iki ve daha fazla granüloza 

tabakası oluĢmaktadır (ġekil 2.5). Bu folikül preantral folikül veya çok katmanlı primer 
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folikül adını alır (Junqueira ve Carneiro, 2006). Granüloza hücreleri gap junctionlarla 

bağlantı kurar. Sıkı bağlantıların oluĢmaması kan-ovaryum bariyerinin olmadığının, 

oosit ve folikül yapılarının normal geliĢimi için kandan besin ve makromolekül 

alıĢveriĢinin yapıldığını gösterir. Folikülün hemen çevresindeki stromal hücreler, bazal 

laminanın dıĢında teka folikülü adı verilen tabakaları oluĢtururlar. Teka folikülü iki 

tabakadan oluĢmaktadır. Teka interna olarak adlandırılan iç tabaka ve teka eksterna 

olarak adlandırılan dıĢ tabakadır. Teka interna tabakası damarca zengindir ve granüloza 

hücreleri ile primer oositin beslenmesi bu damarlardan difüzyon aracılığıyla gerçekleĢir. 

Teka interna hücreleri çok sayıda luteinizan hormon (LH) reseptörlerine sahiptir. LH 

stimülasyonuna yanıt olarak, östrojen prekürsörleri olan androjenleri sentezlerler ve 

salgılarlar. Teka eksterna tabakası, düz kas hücreleri ve kollajen lif demetlerini içeren 

bağ dokusu hücrelerinden oluĢur (Ross ve Pawlina, 2014). 

 

ġekil 2.5. Preantral Folikül (Junqueira ve Carneiro, 2006). 

2.3.1.4. Sekonder Foliküller 

Sekonder folikül, sıvı içeren antrum ile karakterizedir, geliĢimi sırasında major 

değiĢiklikler gösterir. Granüloza hücre tabakası 6- 12 kata ulaĢtığında, bu hücreler 

arasında sıvı dolu boĢluklar oluĢmaya baĢlar. Granüloza hücreleri arasında likör foliküli 

denen ve hyaluronan bakımından zengin sıvı biritikçe ufak boĢluklar birleĢir ve en 
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sonunda antrum adı verilen tek bir boĢluk oluĢur. Bu görüntüdeki folikül sekonder 

folikül ya da antral folikül adını alır (ġekil 2.6).   

 

ġekil 2.6. Sekonder Folikül (Ross ve Pawlina, 2014). ġekil ilgili kaynaktan 

düzenlenmiĢtir. 

2.3.1.5. Tersiyer Foliküller  

Folikülogenez süreci ilerledikçe antrum dahada geniĢler ve daha büyük bir boĢluk halini 

alır. Oosit bir kutba doğru itilir ve korona radyata denilen tek sıralı granüloza hücreleri 

ile çevrelenir. Oositin korona radyata ile sarılı olarak yaptığı çıkıntıya kümülüs ooforus 

denir (ġekil 2.7). Tek büyük antrum ve eksentrik yerleĢimli kümülüs oosit kompleksi 

(COC) içeren folikül tersiyer (olgun, graaf) folikül olarak adlandırılır. Olgun folikül 

korteks boyunca uzanır ve çapı son derece büyük olduğu için ovaryum yüzeyinde dıĢarı 

doğru ĢiĢkinlik yapar bu ultrasonografik incelemelerde izlenebilir (Junqueira ve 

Carneiro, 2006; Ross ve Pawlina, 2014; Tekelioglu, 2002). 
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ġekil 2.7. Tersiyer Folikül (Junqueira ve Carneiro, 2006). 

Folikül geliĢimi sonucu baskın olan folikül son aĢamaya ulaĢır ve ovulasyonu 

gerçekleĢtirir. Ovulasyon olgunlaĢan oositin beraberindeki yapılarla birlikte 

ovaryumdan karın boĢluğuna atılma iĢlemidir. Ovulasyondan sonra folikülün duvarında 

kalan granüloza hücreleri ve teka internadan gelen hücreler çevre damarlardan beslenir. 

Teka interna ve granüloza hücreleri LH etkisiyle gerçekleĢen ve luteinizasyon olarak 

adlandırılan bir süreçle; morfolojik ve iĢlevsel bir değiĢikliğe uğrar, teka lutein ve 

granüloza lutein hücrelerine farklılaĢır ve luteal hücrelere dönüĢürler. Bu hücrelerin 

oluĢturduğu yapıya korpus luteum denir. Korpus luteum ovulasyon sonrası 9. günde 

maksimum boyutuna ulaĢır döllenme gerçekleĢmezse fibrotik skar dokusuna dönüĢür. 

Bu yapı korpus albikans olarak adlandırılır (Junqueira ve Carneiro, 2006; Sadler, 2017). 

2.3.1.6. Atretik Foliküller 

Folikülllerde atrezi; granüloza hücrelerinin ayrılması, apoptoz, zona pellusidanın 

parçalanması ve oosit otolizini kapsamaktadır (Mescher, 2015). Mayoz bölünmeye 

baĢlamıĢ primer oositlerin çoğunluğu primer folikül oluĢturamayıp atrezi ile yok olurlar 

sonrasında makrofajlar tarafından ortadan kaldırılırlar (Junqueria ve ark., 1993; Ross ve 

Pawlina, 2014). Geç dönem foliküllerinde ise granüloza hücrelerinde mitoz durur sonra 

apoptoz baĢlar, oluĢan apoptotik cisimcikler fagosite edilirler. Zona pellusida 
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parçalanarak fagosite edilir. Teka interna hücreleri hipertrofiye uğrar, folikül antrumu 

bağ dokusu ile dolar. Foliküler atrezi, doğum öncesi dönemden menapozun birkaç yıl 

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

Ovaryum rezervi  

Ovaryumda kalan primordiyal ve geliĢmekte olan foliküllerin miktarı ile var olan 

foliküllerdeki oosit kalitesidir. Overin potansiyel kapasitesini ifade eder. Ġlerleyen yaĢla 

birlikte over rezervi azalır. Over rezervinin tayini özellikle ileri yaĢta çocuk isteyen 

kadınlarda oldukça önemlidir. Oldukça zor bir süreç olan infertilite programına 

girmeden önce ovaryumda yeterli rezerve sahip olup olmadığının değerlendirilmesi, 

klinikteki baĢarı açısından önem taĢımaktadır. Over rezervini belirlemede, yaĢa bağlı 

değerlendirme, biyokimyasal (Ġnhibin B, FSH, Anti Müllerian Hormon (AMH), bazal 

östradiol miktarı) parametreler ve ultrason gibi yöntemler kullanılmaktadır (Faddy ve 

ark., 1992). Kullanılan bu yöntemler arasında AMH geliĢmekte olan foliküllerin 

sayısının belirlenmesi, gonodotropinlerden bağımsız olması nedeniyle güvenilir bir 

markerdır. AMH, TGFβ ailesinin bir üyesidir. AMH, erkeklerde testiste sertoli 

hücrelerinde, kadınlarda ise primordiyal folikülden primer foliküle geçen büyümekte 

olan foliküllerin granüloza hücrelerinde sentezlenir. 

Genel infertilite populasyonunun %10‟unda bozulmuĢ over rezervinden kaynaklandığı 

ve AMH'ın kullanıĢlı ve güvenilir bir belirteç olduğu yönünde çalıĢmalar kabul 

görmektedir. Over rezervi ile ilĢkili ovarian patofizyolojilerinde AMH düzeylerinin 

folikül sayısını tahmin etmede siklusun üçüncü günü bakılan FSH, LH ve inhibin B‟den 

daha güvenilir bir belirteç olduğu bilinmektedir (Demir, 2013). 

2.5. Nonylphenol 

Ġnsan hayatını önemli ölçüde kolaylaĢtıran alanlarda kullanılan kimyasal maddeler 

canlılığı olumsuz yönde etkilemektedir. Endüstride kullanılan kimyasal bileĢiklerin 

çoğu hormon benzeri aktiviteye sahip olup “çevresel endokrin bozucular” olarak 

adlandırılır ve bu kimyasallar endokrin sistem fonksiyonlarını değiĢtirerek canlılarda 

birçok sağlık problemine neden olmaktadırlar. Dietilstilboestrol (DES), bisfenol A 

(BFA), dikloro-difeniltrikloroetan (DDT), polibrominat difenil eter (PBDE), 

poliklorinat bifenil (PCB) ve alkilfenol polietoksilat (AFEO) ailesinden Nonylphenol 

(NP) en yaygın bilinen endokrin bozuculardır (Nimrod ve Benson, 1996). 
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Alkilfenoletoksilat bileĢikleri (AFE) birikim yapması ve sürekli maruz kalınması 

durumunda dokularda rezidü oluĢturduğu için toksik etkili maddelerdir (Jobling ve 

Sumpter, 1993; Jobling ve ark., 1996). AFE‟ler, bulundukları ortam ısısı 20°C‟nin 

üzerine çıkmasıyla parçalanmaya baĢlarlar (Marcomini ve ark., 2000). AFE‟lerin temel 

biyokimyasal yıkımlanması, etoksilat gruplarının hidrolitik uzaklaĢtırılması yolu ile 

gerçekleĢir ve ortaya oktilfenol (OF), bütilfenol (BF) ve NP gibi ürünler çıkar (Nimrod 

ve Benson, 1996). 

NP; diğer AFE‟lere nazaran canlılarda akümüle olan ve ana bileĢiklerden çok daha 

yıkımlayıcı etkisi olan bir kimyasaldır (Ahel ve ark., 1994a; Ahel ve ark., 1994b; 

Bennie,1999; Tyler, 1998). NP; tekstil, zirai ilaç, deterjan, leke çıkarıcılarda, gıda 

ambalajlama, kozmetik, boya ve kaplama ürünlerinin üretiminde kullanılmaktadır. 

Yapay reçinelerde katalitik seyreltici olarak da kullanımı bilinmektedir. NP; tris(4-

nonil-fenil) phosphite (TNPP) oluĢturmak için reaksiyon elemanı olarak 

kullanılmaktadır. Antioksidan olarakta bilinen TNPP, plastik gıda paketlemesinde 

stabilizör olarak kullanımı yaygındır. TNPP yapısında NP‟ü içerir. Bu madde besinlerle 

temas edebilen zararsız bir madde olarak kabul edilsede, yağda çözünme özelliğinden 

dolayı yağlı yiyeceklerin paketlenmesinde kullanılması yolu insan vücuduna giriĢini 

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

Ġlk olarak 1940 yılında sentezlenmeye baĢlanılan NP özellikle 1960‟dan sonra hızla 

üretimi artan kimyasal bir maddedir (Fiege ve ark., 2000). NP‟ün sucul ekosistemde 

toksisitesi 1980-1985 yıllarında farklı çalıĢmalarla ortaya konulmuĢ olup (Giger ve ark., 

1984; McLeese ve ark., 1981) NP‟lerin kanalizasyon çamurunda ve sedimentlerde 50-

200 mg/g arasında değiĢen konsantrasyonlarda bulunduğu rapor edilmiĢtir (Ventura ve 

ark., 1989). 1990‟lı yıllarda NP‟ün endokrin bozucu özelliğinin olduğu ve balıklarda 

östrojenik etkiler gösterdiği görülmüĢtür (Lee ve Lee, 1996; Soto ve ark., 1991; White 

ve ark., 1994). Farklı çalıĢmalarda gıda maddelerinde de NP olduğu gösterilmiĢtir 

(Guenther ve ark., 2002; Lu ve ark., 2007). NP üretimi konusunda çeĢitli önlemler 

alınmaya baĢlanmıĢ ve buna göre NP içme sularında 28 g/l‟yi geçmesinin sorun 

yaratacağı belirtilsede birçok ülke örneğin Hindistan ve Çin NP üretimine yaygın bir 

Ģekilde devam etmektedir (Brooke ve Thursby, 2005). 
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2.5.1. NP’ün Kimyasal Yapısı ve Özellikleri 

NP, alkil fenollerin biyokimyasal yıkımlaması sonucu ortaya çıkan organik bir 

bileĢiktir. NP, bir hidroksil grubuna ve yan pozisyonunda doğrusal nonil zincirine sahip 

fenol halkasından oluĢan hidrofobik bir bileĢiktir (Buitrón ve ark., 2015). NP‟ün ana 

oluĢumu Nonylphenol polietoksilatlardan (NPE) kaynaklanmaktadır. NPE‟lar geniĢ bir 

kapsamda AFEO olarak adlandırılmaktadırlar (Nimrod ve Benson, 1996). NPE‟lar Ģuan 

AFEO üretiminin %80-85‟ini oluĢturmaktadır (ICIS, 2007). NPE molekülü, hidrofobik 

kısım ve 1-100 kez arası tekrarlanan hidrofilik polietilen oksit zinciri olmak üzere iki 

kısımdan oluĢmaktadır (Pedersen ve ark., 1999). NPE molekülünün NP bölümü suda 

çözünememe, diğer maddelerde ve yağlarda çözünme etkisi oluĢturur. NPE‟lar su 

ortamında kolayca anaerobik (oksijensiz) koĢullarda, biyolojik parçalanmaya 

(biyodegrasyon) karĢı dirençli olan NP‟e bozunmaktadır (Hao ve ark., 2000). 

Yapısındaki benzen halkasından dolayı biyobirikime müsait bir kimyasal bileĢiktir 

(Brunner ve ark., 1988). NP; lipofilik, toksik, kalıcı, suda az çözünen, diğer AFE‟lere 

nazaran organizmalarda akümüle olan ve ana bileĢiklerden daha yıkımlayıcı olan bir 

kimyasal maddedir (Ahel ve ark., 1994; Bennie, 1999; Tyler ve ark., 1998). ġekil 2.8‟de 

NP‟ün kimyasal yapısı verilmiĢtir.   

  

 

ġekil 2.8. Nonylphenol‟ün Kimyasal Yapısı (Buitrón ve ark., 2015). 

2.5.2. NP’ün Çevreye Yayılması ve Biyoakümülasyonu 

NPE‟ların ve NP‟ün endüstride ve evlerde günlük yaygın kullanımlarından dolayı atık 

sulara bol miktarda geçmektedir. Fabrikaların yakınlarındaki sularda NP düzeyi diğer 

alanlardaki temiz suların değerinin 100 kat yüksek olduğu saptandı (Ahel ve ark., 1994). 

NP konsantrasyonu Ġngiltere‟deki Aire nehrine bırakılan kanalizasyon suyunda temiz 

suya oranla 330 kat fazla çıkmıĢtır. Söz konusu artıĢın, nehrin yakınındaki tekstil 
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fabrikasından bırakılan atık suların sebep olduğu saptandı (Blackburn ve Waldock, 

1995). NP ve NPE‟ları içeren bileĢikleri kullanan iĢletmeler bunları doğrudan yeryüzü 

sularına salmakta ve bu atık sular ile sulanmıĢ bitkilerden, çiftlik veya otlaklardan NP 

çevreye yayılmaktadır (Bennie, 1999; Mann ve Body, 2000). NP suda yaĢayan canlılara 

ve bitkilere geçebilmekte ve depolanabilmektedir. NP‟ler özellikle meyve ve sebzelerde 

(Guenther ve ark., 2002; Yang ve Ding, 2005), pirinçte, su ve çiftlik ürünlerinde (Lu ve 

ark., 2007) ölçülmüĢtür. NP Kanada, Ġsveç, Amerika, Ġngiltere gibi ülkelerin nehir ve 

göllerinde rastlanmıĢtır (Ahel, 1994; Blackburn ve Waldock, 1995; O‟Halloran ve ark., 

1999). Sakarya ve Değirmendere ırmaklarında balıklar ve sediman üzerine yapılan 

çalıĢmada, NP‟e rastlandı (Uğuz ve ark., 2003). Alkilfenolün en dirençli metaboliti olan 

NP, yüksek lipofilik yapısı sebebiyle akümülasyon eğilimindedir (Arukwe ve ark., 

1999). NP nehirde yaĢayan balıklara geçtikten sonra çoğunlukla böbrek ve karaciğerde 

depolanmaktadır (Coldham ve ark., 1998; Lewis ve Lech, 1996). NP‟ün biyobirikim 

faktörü araĢtırıldığında bu kimyasalın tatlı sularda yaĢayan organizmalarda ve kuĢlarda 

biyolojik olarak birikme potansiyelinin yüksek olduğu bildirilmiĢtir (Ahel ve ark., 

1993). Ġnsanlar, NP gibi toksik maddelere biyolojik birikim yoluyla en çok maruz kalan 

canlılardır. 

NP‟ün atık sular yoluyla yayılması dıĢında plastik kaplardan besin ve içme sularınada  

geçtiği gösterilmiĢtir (Loyo-Rosales ve ark., 2004; Toyo‟oka ve Oshige, 2000). Saito ve 

ark. (2004), ev dıĢı ve içinde hava ve toz örneklerinde NP konsantrasyonlarını ölçmüĢ 

ve ev ortamında daha yüksek oranlarda NP bulunduğunu göstermiĢlerdir. Fries ve 

Püttmann (2004), kar ve yağan yağmur örneklerinde NP‟ün bulunduğunu 

göstermiĢlerdir.  

2.5.3. NP’ün Etkileri 

NP, yarılanma ömrünün uzun olması ve lipofilik özelliği nedeniyle, canlıların 

vücudunda birikime yol açarak toksik etkiler sergilemektedir (Nimnod ve Benson, 

1996; Warhurst, 1995). 

Schwaiger ve ark. (2000), NP‟e maruz bırakılan sazan balıklarının, hematolojik 

parametrelerin etkilendiğini bildirmiĢlerdir. NP‟ün iĢitme fonksiyonunu olumsuz 
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etkilediği (Yücedağ ve ark., 2014), testis ve ovaryum kanserine (Skakkebaek ve ark., 

1998) neden olduğu gösterilmiĢtir. 

NP, güçlü bir östrojenik aktiviteye sahiptir (Tapiero ve Tew, 2002).  Yapılan çalıĢmalar 

yetiĢkin erkek gökkuĢağı alabalığında spermatogenezin inhibisyonu (Jobling ve ark., 

1996), erkek yılan balığındaki sertoli hücrelerindeki sitolojik değiĢimler dikkat 

çekmektedir. NP, östrojenik etkisi ile folikülogenez sürecini değiĢtirerek döllenme 

fenotipini etkileyebilen veya elimine edilebilen çoklu üreme foliküllerinin oluĢumuna 

yol açarak infertiliteye neden olduğu bilinmektedir (Christiansen ve ark., 1998; Hughes 

ve ark., 2000). Ratlarda NP uygulanan farklı bir çalıĢma ovaryum ve korteks hacminin, 

ovaryum ağırlığının, geliĢmekte olan foliküllerin sayılarının azaldığı; atretik folikül 

sayısının ise arttığı bildirildi (Mehranjani ve ark., 2010).  

NP olası dolaylı veya direkt etkilerinin histopatolojik ve moleküler düzeyde incelenmesi 

önem arz etmekte ve önemli araĢtırma konuları arasında olduğu öngörülmektedir.  

2.6. Kök Hücre 

“Kök hücre” terimi ilk kez botanik ile ilgili eski yazılarda bitkinin geliĢmekte olan kök 

meristeminin ucunda, bölünme hızı çok yüksek olan hücreleri tanımlamak için 

kullanılmıĢtır. Bugün en bilinen tanımı ile kök hücreler; kendini yenileyebilen, diğer 

hücrelere farklılaĢabilen ve klon oluĢturma yeteneğine sahip özel hücrelerdir (Can, 

2014). Embriyonik ve Embriyonik olmayan kök hücreler olmak üzere iki ana kök hücre 

kaynağı vardır (Li ve Xie, 2005). Embriyo kök hücreleri, ilkel cinsiyet hücreleri,  nöral 

kök hücrelerinin bir kısmı ve embriyo dıĢı mezoderm kökenli hücreler “embriyonik kök 

hücre” olarak adlandırılırken bunlar dıĢında kalan erken embriyo geliĢimini tamamlamıĢ 

bir organizmada bulunan kök hücreler “somatik kök hücre” veya “yetiĢkin kök 

hücreler”  olarak adlandılır (Ersöz,  2014; Watt ve Driskell, 2010). EriĢkin dokulardaki 

kök hücreler farklılaĢmamıĢ hücreler olup, genellikle içinde bulundukları dokuya ait 

olan hücre tiplerini oluĢtururlar (Suzergoz ve ark., 2005). 

Kök hücreler kendini yenileme ve farklılaĢma arasında seçim yapma yeteneğine sahiptir 

ve  bu seçimin yönü iç sinyaller ve dıĢ mikroçevre tarafından düzenlenir (Odorico ve 

ark., 2001). Kök hücrelerin kendini yenileme yeteneği sayısız hücre döngüsünü 

gerçekleĢtirebilmesidir (Hosseinkhani ve ark., 2013). Hücre kültürlerinde bu süreç 
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kolaylıkla gözlenir (Wilson ve Trumpp, 2006). Kültür ortamında embriyonik kök 

hücreler sınırsız çoğalabilirken (MacArthur ve ark., 2009), yetiĢkinlerde homeostatik 

koĢullar altında belirli bir organdaki doku kök hücrelerinin sayısı çoğalmasına rağmen 

sabit kalır, çünkü hem kendini yeniler hem de farklılaĢmıĢ bir soy oluĢtururlar 

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

Kök hücreler farklılaĢma yeteneklerine göre ise totipotent, pluripotent, multipotent 

plenipotent ve unipotent olmak üzere 5 farklı gruba ayrılabilirler.  

Totipotent Kök Hücreler: Döllenme sonucu oluĢan zigot ve zigotun bölünmesiyle 

oluĢan iki hücreli erken blastomer yapı totipotent kök hücreler olarak adlandırılırlar ve 

yetiĢkin bir bireyi tek baĢına oluĢturabilme yeteneğine sahiptirler (Weissman, 2000).   

Plenipotent Kök Hücreler: Geç morula ve erken blastosit gibi 8 hücreye kadar olan yapı 

plenipotent kök hücre olarak isimlendirilir ve organizmanın çoğunu veya tamamını 

oluĢturma yeteneğine sahiptirler (Weissman, 2000).   

Pluripotent Kök Hücreler: Geç blastosist evresinden erken fetüs evresine kadar olan 

hücreler pluripotent karakterdedirler. Epiblastın tamamından veya çoğundan izole 

edilebilirler ve bütün bir organizmayı oluĢturma yeteneğine sahip değildirler 

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

Multipotent Kök Hücreler: Geç embriyonik geliĢim evresinde görülen ve yetiĢkin 

organizmada varlığını sürdüren kök hücrelerdir ve özelleĢmiĢ dokulara ve hücrelere 

dönüĢebilirler (Yun ve ark., 2010).  

Unipotent Kök Hücreler: Tek tip hücreye farklılaĢabilen, doku yenilenmesinde rol 

oynayan kök hücrelerdir (Condic, 2013; Yun ve ark., 2010).  

Embriyonik kök hücreler pluripotent iken; yetiĢkin dokulardan elde edilen kök hücreler 

genellikle dokuya özgü, rejeneratif potansiyelini koruyan multipotent özelliğe sahiptir. 

Embriyonik olmayan kök hücrelerin farklılaĢabilme yeteneğinin sınırlı olması ve 

neoplazi olasılığının azaltması nedeniyle rejeneratif tıp olarak adlandırılan hücresel 

tedavilerde kullanımı daha uygun olduğu düĢünülmektedir (Ryan ve ark., 2005). 

YetiĢkin kök hücreler kordon kanı, kemik iliği, amniyotik sıvı, periferik kan, adipoz 

doku, iskelet kası, retina ve dental dokular gibi farklı dokulardan izole edilebilirler 
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(Weissman, 2000). YetiĢkin kök hücrelerin temel rolü, bulundukları dokunun onarımı 

ve devamlılığını sağlamaktır (Scadden, 2006). 

MezenĢimal Kök Hücre (MKH)‟ler ise farklı dokulardan elde edilebilen, yetiĢkin 

multipotent kök hücrelerdir (Hammıa ve Zıanı, 2014). 

2.6.1. MezenĢimal Kök Hücre 

MKH‟ler multipotent karaktere sahip fibroblast benzeri hücreler olup, mezodermden 

köken alırlar (Kolf  ve ark., 2007; Kuo ve ark., 2006; Lee ve ark., 2013). MKH‟lerin 

kemik iliği,  yağ dokusu, plasenta, karaciğer, periferal kan, umbilikal kord, amniyotik 

sıvı, dalak, diĢ pulpası, trabeküler kemik, deri, timus ve periodontal ligament gibi farklı 

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 

farklı hücre tiplerine farklılaĢma potansiyelleri sayesinde doku ve organların onarımına 

katkıda bulunur (Alipour ve ark., 2015). Kültür ortamında çoğaltılan MKH‟ler faz 

kontrast mikroskobu veya ıĢık mikroskobu ile incelendiğinde hücrelerin iğ Ģeklinde 

olduğu ve fibroblast benzeri hücre toplulukları oluĢturdukları gözlenmektedir. (Can, 

2014). MKH‟lerin kendini yenileme kapasitesi, otolog kaynaklardan kolaylıkla elde 

edilebilmesi ve birçok hücre tipine indüklenebilmesi gibi avantajları nedeniyle hücre ve 

gen terapisi tedavilerinde tercih edilmektedir (Aggarwal ve Pittenger, 2009; Baksh ve 

ark., 2004). Yine de MKH biyolojisi ile ilgili pek çok önemli nokta hala belirsizdir 

(Nombela-Arrieta ve ark., 2012). 

MKH’ nin Ġmmunfenotiplenmesi 

Günümüzde MKH‟nin elde edilmesi ve tanımlanması daha çok operasyonel bir temele 

dayanır. Cluster of Differentiation (CD) serisi bazı belirteçlerin oranının yüksekliği, 

bazılarının ise azlığı ve yokluğu (negatif veya pozitif seçilim). Plastik kültür 

yüzeylerine yapıĢarak büyümeleri/çoğalmaları ve in vitro olarak en az üç seriye 

farklılaĢtırılmaları standart kabul edilmektedir. MKH‟ler mezoderm dokusunun öncü 

hücreleri oldukları için bağ ve destek dokuları, yağ dokusu ve vasküler sistemin temel 

hücrelerine dönüĢürler (Can, 2014). 

Yoğunluk gradiyenti ve/veya enzim sindirimiyle toplanan hücre karıĢımları üzerinde 

immün ayırım yapılabilirse daha saf hücre grupları elde edilir. Floresans Aktif Hücre 
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Ayırma  (FACS) veya manyetik hücre ayrıĢtırıcısı kullanılarak hücrelerin taĢıdığı yüzey 

belirteçlerine göre yapılan ayrımlarda kolondan geçen her hücre üzerinde aranan 

belirteçleri taĢıyan hücrelerin oranı belirlenir. Bu belirteçleri taĢıyan hücrelerin oranları 

değiĢkendir. Genellikle %85‟in üzeri kuvvetli pozitif sinyal kabul edilir. Bu sinyaller 

türler arsında, alındığı dokular arasında ve halen bilmediğimiz birçok faktör altında 

değiĢkenlik gösterir. Örneğin CD29 ifadesi KĠ-MKH‟de kültür ilerledikçe artarken 

CD146 ve CD271 ifadesi düĢer. Bazen belirteçteki ani değiĢim hücrenin davranıĢındaki 

bir değiĢimin göstergesidir; örneğin, CD90‟nın kaybı MKH‟de neoplaziye doğru gidiĢin 

bir habercisidir (Miura ve ark., 2006; Mitchell ve ark., 2006) 

Birçok çalıĢmada KĠ-MKH'de ve bazı dokulardan kaynak alan MKH'de CD44, CD73, 

CD90, CD105, CD106, CD146, CD166 pozitif, buna karĢın CD14, CD34 ve CD45 

negatif olarak bildirilmiĢtir. Yağ dokusu kaynaklı MKH'de ise CD9, CD29, CD54, 

CD44, CD73, CD90, CD105, CD106, CD146, CD166 ve MHC sınıf 1 (HLA-A, HLA-

B ve HLA-C) ifadeleri pozitif; CD14, CD31, CD34, CD45, CD133, CD144, Stro-l ve 

MHC sınıf II (HLA-DR ve diğerleri) ifadesi negatiftir (Schafflerve Bııcıııer 2007). Yağ 

dokusu ve kemik iliği kaynaklı MKH‟yi akım sitometrisinden geçirdikten sonra her iki 

grup hücrede de CD13, CD29, CD44, CD90, CD105 (SH2), CD73 (SH3) VE CD140b 

(Stro-1)‟nin ortak belirteçler olduğunu gösterilmiĢtir. Buna karĢın CD49d, CD54, CD34 

ve CD10‟ da iki hücre türü arasında fark bulunur. Yağ dokusu ve kemik iliği kaynaklı 

MKH arsındaki CD140b ve CD34 farkının kullanılan hücre ayrıĢtırma yöntemlerinden 

ve/veya kültür ortamlarından kaynaklanabileceği öne sürülebilir. Periferik kan kökenli 

MKH‟de ise CD44, CD54, CD105 (SH2) ve CD166 pozitif iken, CD14, CD34, CD45, 

CD31 negatiftir (Kassisve ark., 2006).  

Tüm bu moleküler ayrımlara rağmen immünfenotiplendirme tek baĢına MKH'yi 

bunların türevlerinden ayırmada kullanılamaz. Bunun için klonojenitenin ve in vitro 

serilere farklılaĢmanın değerlendirildiği iĢlev analizleri yapılmalıdır. 

Ġmmünfenotiplendirme ancak bu analizlerle birlikte uygulandığında hücrelerin 

tanımlanmasına katkıda bulunur (Can, 2014). 
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2.6.1.1. Kemik Ġliği Kaynaklı MezenĢimal Kök Hücre 

MKH‟lerin primer kaynağı kemik iliğidir. Kemik Ġliği Kaynaklı MezenĢimal Kök Hücre 

(KĠ-MKH) 1980 yılında Castro-Malaspina ve arkadaĢları tarafından tanımlanmıĢtır. 

YetiĢkinin yaĢamı boyunca kan hücrelerinin yapımına doğrudan ve dolaylı olarak 

kesintisiz katkıda bulunan kemik iliği stroması hücreleri olan adipositler, retikulum 

hücreleri ve osteoblastlar MKH‟nin in vivo türevleri olarak kabul edilmektedir (Can, 

2014). 

Kemik iliğinde MKH‟nin ortaya çıkıĢı hematopoetik kök hücre (HKH) nin varlığından 

daha önceki embriyo dönemine karĢılık gelir. Embriyoda henüz HKH kolonileri 

oluĢmadan birçok hematopoetik dokudan MKH elde edilmesi mümkündür (Campagnoli 

ve ark., 2001; Mendes ve ark., 2005). MKH‟nin hematopoetik organlarda HKH‟nin 

olgunlaĢması için gerekli niĢ ortamının yaratılmasında yaĢamsal önemi olduğu, damar 

geliĢiminin giderek artması sonucunda üretilen kan hücrelerinin dağılımına katkıda 

bulunduğu düĢünülmektedir (Bianco ve ark., 2010). Diğer açıdan ise kemik iliği sadece 

HKH hücreler için değil stroma hücreleri için de bir niĢ görevi yapmaktadır. Vücudun 

bu önemli dokusu “ikili niĢ bölgesi” olarak düĢünülmelidir. Özellikle perivasküler 

bölgede HKH ile MKH niĢi bir arada bulunmaktadır (Can, 2014). 

Ayrıca fare kemik iliğinde nestin iĢaretlemesi yapılarak MKH ile HKH‟nin ve MKH ile 

adrenerjik sinir liflerinin arasında ikili hücresel ilĢkilerin varlığı gösterilmiĢ, nestin 

barındıran MHK‟nin HKH‟nin geliĢimi için gerekli faktörlere ait genleri ifade ettikleri, 

bu genlerin de osteoblast farklılaĢmasını uyardığı saptanmıĢtır (Mendez-Ferrer ve ark., 

2010).   

KĠ-MKH kendini yenileme kapasitesi (Sawangmake ve ark., 2016), çok soylu 

farklılaĢma potansiyeli (Sawangmake ve ark., 2016), çeĢitli hastalıkların tedavisi için 

kullanılabilmesi (Kim ve Park,2017), etik sorunların yaĢanmaması, kök hücrelerin 

birincil kaynağı olması (Kim ve Park,2017), düĢük riskli bağıĢıklık reddi (Voga ve ark., 

2020) ve mutasyonlara daha az duyarlı olması (Sun ve ark., 2014)  gibi avantajları 

sebebiyle çok sık tercih edilen ve kliniktede kullanımı yaygınlaĢan bir MKH‟dir.  
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2.7. Folik Asit 

Folik asit, suda çözünen B grubu vitaminlerden birisidir. Doğada folat olarak 

bulunmaktadır.  Folat, folik asit ve 5-metiltetrahidrofolat (5-MTHF), 5-

formiltetrahidrofolat (5-FTHF veya folinik asit), 10-formil-THF, 5,10-metilen 

türevlerini içeren bir bileĢik ailesi için genel bir terimdir. Folik asit, bu ailenin ana 

bileĢiğidir. YeĢil yapraklı bitkilerde özellikle ıspanakta bol miktarda bulunur. Ayrıca 

taze inek sütü, karaciğer, tahıllar, muz, portakal suyu ve yumurta gibi gıdalarda bulunur. 

Mikroorganizmalarda, bitki ve hayvanlarda yaygın bulunması nedeniyle alınan 

besinlerde bol miktarda bulunmaktadır. Ancak piĢirme ve ısıtma sırasında %50-90‟ı 

kaybolabilmektedir (Baydar ve ġahin, 1994; Forssen ve ark., 2000; Halsted,1989;  

Wright ve ark.2005).   

Folik asit pteroik asit ve buna bağlı pteriolglutamik asit olmak üzere iki ana birimden 

meydana gelir (ġekil 2.9) (Scaglione ve Panzavolta, 2014). Folik asidin kendisi bir 

koenzim olarak aktif değildir ve metabolik olarak aktif tetrahidrofolat (THF) formuna 

dönüĢtürülmesi için hücre içinde birkaç metabolik adımdan geçmesi gerekir (BayĢu ve 

BayĢu, 2008; Forssen ve ark., 2000). 

 

ġekil 2.9. Folik Asit Kimyasal Yapısı (Scaglione ve Panzavolta, 2014). 

Folat esas emilim yeri jejunumdur. Emilim için poliglutamatlar monoglutamat haline 

dönüĢtürülürler. Monoglumatlar emildikten sonra dolaĢıma katılmadan önce hücre içi 

hidrolaz tarafından hidrolize edilirler. Poliglutamat haline çevrilip depo edilecekleri 

https://www.tandfonline.com/doi/full/10.3109/00498254.2013.845705?casa_token=Acv7wEss3QIAAAAA%3AnrBpXqKmIgDJA1JB5m2eEg_mbYIAns6z2c0qJyYNBppi_INGjX-b6S4rvK1Bfr-ZuYPGExD7CGo
https://scholar.google.com/citations?user=NajvYaMAAAAJ&hl=tr&oi=sra
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.3109/00498254.2013.845705?casa_token=Acv7wEss3QIAAAAA%3AnrBpXqKmIgDJA1JB5m2eEg_mbYIAns6z2c0qJyYNBppi_INGjX-b6S4rvK1Bfr-ZuYPGExD7CGo
https://scholar.google.com/citations?user=NajvYaMAAAAJ&hl=tr&oi=sra
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yerlere giderek metabolize edilirler. Karaciğerdeki folatlar kana karıĢmak için tekrar 

monoglutamatlara çevrilirler. Folatlar organizmadan dıĢkı ve idrar ile atılırlar 

(Kalaycıoğlu ve ark., 2008). 

Folik asitin baĢlıca fonksiyonları; 

1. Metiyonin sentezi. 

2. Timidilat sentezi.  

3. Pürin bazlarının sentezi.  

4. Histidin metabolizması. 

5. Serin - Glisin dönüĢümü olarak sıralanabilir. 

YetiĢkinler için günlük diyetle alınan folat miktarı 400 µg olarak belirlenmiĢtir. Folik 

asit yetersizliginde; yükselmiĢ serum homosistein düzeyi ile görülen kalp damar 

hastalıkları, megaloblastik (makrositik) anemi oluĢmaktadır (Benoist, 1998). Folat 

eksikliğinin bir diğer önemli nedeni de artan ihtiyaçtır. Hamileliğin diyetle alınan folat 

ihtiyacını ikiye katladığı bilinmektedir. Bu nedenle çoğu ülkede günde 400 μg diyet 

folatı olarak belirlenirken, Ġngiltere ve ABD gibi bazı ülkeler bunun yerine takviye 

olarak günde ek 400 μg folik asit önermektedir (Yates ve ark., 1998). Annede düĢük 

folat durumu, erken doğum, düĢük doğum ağırlığı ve yavruda artmıĢ nöral tüp defekti 

riski ile iliĢkilendirilmiĢtir. Tüm nöral tüp defekti vakalarının yarısında tek baĢına spina 

bifida vardır ve diğer yarısında spina bifida ile birlikte veya spina bifida olmadan 

anensefali vardır.  Bununla birlikte, bu anomalilerin geliĢiminde hangi kesin 

mekanizmaların yer aldığı net değildir, ancak son yıllarda yapılan bazı çalıĢmalar folat 

takviyesinin ardından nöral tüp defekti riskinin azaldığını göstermektedir (Wald ve ark., 

1991). Folik asitin kök hücrelerin proliferasyonu ve farklılaĢması üzerinde çok önemli 

bir rol oynadığını göstermektedir (Wilson, 2010).  

Bu araĢtırma kapsamında NP ile over hasarı oluĢturulan sıçanlarda süperoksit dismutaz 

(SOD) ve katalaz (CAT) aktiviteleri ile malondialdehid (MDA), total oksidan seviyesi 

(TOS), total antioksidan seviyesi (TAS) analiz edilerek oksidatif hasarın Ģiddeti 

belirlenerek, tek baĢına ve KĠ-MKH ile birlikte tedavi edici etkinliği araĢtırılmıĢtır. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

ÇalıĢma için Erciyes Üniversitesi Deney Hayvanları Etik Kurulu BaĢkanlığının 

08/01/2020 tarih ve 20/006 no‟lu onayı alındı. Mevcut ÇalıĢma TDK-2020-10246 nolu 

proje kodu ile Erciyes Üniversitesi Bilimsel AraĢtırma Projeleri Birimi tarafından 

desteklendi.  

3.1.  Kemik Ġliği Kaynaklı MezenĢimal Kök Hücreler 

3.1.1. Rat Kemik Ġliği MezenĢimal Kök Hücre Kültürü ve Karakterizasyonu 

Tez çalıĢması için kullanılacak olan kemik iliği kaynaklı mezenĢimal kök hücreler 

Erciyes Üniversitesi Genom ve Kök Hücre Merkezi‟nden temin edildi. Hücreler 37 
o
C 

su banyosunda çözdürülerek 75cm²‟lik hücre kültür kaplarına (TPP, Ġsviçre) ekildi. 

Hücreler, bazal besiyeri (Dulbecco‟s Modified Eagle Medium- Low Glucose, Biological 

Industries, ABD) içerisine %1 antibiyotik (Biological Industries, ABD), %1 stabil L-

glutamin (Biological Industries, ABD) ve %10 serum (Foetal Bovine Serum, Biological 

Industries, ABD) eklenerek kültüre edildi. Ġnkübasyon 37 
o
C de %5 CO₂ içeren 

inkübatörde (Sanyo, Japonya) gerçekleĢti. Hücreler, %90 yoğunluğa ulaĢınca tripsin 

metodu ile kültür kabının tabanından kaldırılarak pasajlanarak deneyde kullanılacak 

hücre sayısına ulaĢıldı.  

Kullanılan hücrelerin karakterizasyonunda, akım sitometri yöntemi kullanıldı. Kemik 

iliği kaynaklı mezenĢimal kök hücrelerinin immünfenotiplemesi için CD44, CD45, 

CD73 ve CD90 antikorları (BD, Biosciences, San Jose, Kaliforniya) kullanıldı. Akım 

sitometri Navios Akım Sitometrisi cihazı (Beckman Coulter, Brea, Kaliforniya) 

kullanılarak gerçekleĢtirildi. Kaluza yazılımı (Beckman Coulter) ile veriler analiz edildi. 
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3.1.2. Hücrelerin PKH26 ile iĢaretlenmesi  

Ġn vivo koĢullarda hücrelerin hasarlı dokuya yerleĢimlerini gösterebilmek için hücreler 

floresan özellikteki membran boyası olan PKH26 (Red Fluorescent Cell Linker Kit, 

Sigma, Almanya) ile üretici firma talimatları doğrultusunda boyandı. Hücrelerin 

boyanma oranları akım sitometri cihazında araĢtırıldı. Boyanan hücrelerin canlılık 

tespiti ve hücre sayımı ise tripan mavisi kullanılarak thoma lamında sayılarak belirlendi. 

Hücreler Nikon Eclipse TĠ-S marka (Nikon, Japonya) floresan mikroskobu ile 

görüntülendi. 

3.2. Deney Hayvanları  

ÇalıĢmada Erciyes Üniversitesi Hakan Çetinsaya Deneysel ve Klinik AraĢtırma 

Merkezinde (DEKAM) yetiĢtirilen 130 adet 200-250 gr ağırlığında yetiĢkin diĢi sıçan 

(Wistar albino türü) kullanılmıĢtır. Hayvanlar uygun koĢullarda her kafesde 5 sıçan 

olacak Ģekilde, klimatize odalarda (21±3 
0
C) ve 12 saatlik aydınlık/karanlık ortamda, 

standart sıçan yemi ve musluk suyu ile beslenmiĢlerdir (ġekil 3.1).  

 

ġekil 3.1.  Kafeslerde Barındırılan Sıçanlar  
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3.2.1. Uygulama Yöntemi ve Kullanılan Maddeler  

Uygulama sırasında kullanılan tüm maddeler literatüre uygun olarak seçildi. 100 µl 

mısır yağında çözdürülerek hazırlanan 50 µl dozda Nonylphenol (Aldrich, Saint Louis 

USA)  gavaj yoluyla (AliĢan Suna ve ark., 2021; Göktepe ve ark., 2022) verildi (toplam 

150 µl). 100 µl DPBS içinde 2,5x10
6 

KĠ-MKH kaudal venden intravenöz (i.v.) yolla 

(Rizy ve ark., 2018) verildi. Folik asit (Sigma, Saint Louis, USA) 20mg/kg/gün dozda 

150 µl distile su içerisinde çözdürülerek gavaj yoluyla uygulandı (Aydos ve 

Boyacıoğlu, 2019; Gules ve ark., 2018). ÇalıĢmada kullanılan denekler rastgele 13 

gruba ayrıldı, deney grupları Tablo 3.1‟de gösterildi.  

Tablo 3.1. Deney Grupları 

Gruplar  (n:10) Uygulamalar 

Kontrol grubu (Kontrol) Herhangi bir iĢlem uygulanmadı 

7 gün tedavi uygulanan ve takip edilen gruplar 

Nonylphenol 7  

(NP7) 

7 gün boyunca her gün gavaj yoluyla 100 μl mısır yağında 

çözdürülerek 50 μl dozda NP ile ovaryum hasarı oluĢturulan ve 7 

gün sonra sakrifiye edilen grup (50 μl/rat/gün) 

Kök Hücre7  

(Kh7) 

Tek sefer kuyruk veninden 2,5x10
6
 kök hücre verilen ve 7 gün 

sonra sakrifiye edilen grup 

Folik Asit 7 

(Fa7) 

7 gün boyunca distile suda çözdürülerek gavaj yolu ile folik asit 

(20 mg/kg/gün) uygulanan ve sakrifiye edilen grup 

Nonylphenol+KökHücre 7 

(NP+Kh7) 

7 gün boyunca 50 μl NP uygulanan ve son uygulama sonrası tek 

sefer 2,5x10
6
 kök hücre verilen ve 7 gün sonra sakrifiye edilen 

grup 

Nonylphenol+FolikAsit 7 

(NP+Fa7) 

7 gün boyunca 50 μl NP uygulanan ve son uygulama sonrası 

gavaj yolu ile folik asit (20 mg/kg/gün) verilen ve 7 gün folik asit 

uygulaması sonrası sakrifiye edilen grup 

Nonylphenol+KökHücre+ 

Folik Asit 7 

(NP+Kh+Fa7) 

7 gün boyunca her gün gavaj yoluyla 50 μl NP verilen son 

uygulama sonrası tek sefer kök hücre (2,5x10
6
) ve 30 dk sonra 

folik asit (20 mg/kg/gün ) uygulanan ve folik asit uygulamasına 7 

gün devam edilen ve 7 günün sonunda sakrifiye edilen grup 
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Tablo 3.1.Devam. Deney Grupları 

 

14 gün tedavi uygulanan ve takip edilen gruplar 

Nonylphenol 14  

(NP14) 

7 gün boyunca her gün gavaj yoluyla 100 μl mısır yağında 

çözdürülerek 50 μl dozda NP ile ovaryum hasarı oluĢturulan ve 

14 gün sonra sakrifiye edilen grup (50 μl/rat/gün)  

Kök Hücre 14 

(Kh14) 

Kuyruk veninden kök hücre (2,5x10
6
 ) verilen ve 14 gün sonra 

sakrifiye edilen grup 

Folik Asit 14 

(Fa14) 

14 gün boyunca gavaj yolu ile folik asit (20 mg/kg/gün) 

uygulanan ve 14 günün sonunda sakrifiye edilen grup 

Nonylphenol+Kök Hücre 14 

 (NP+Kh14) 

7 gün boyunca 50 μl NP uygulanan, son uygulama sonrası kök 

hücre (2,5x10
6
) verilen ve 14 gün sonra sakrifiye edilen grup  

Nonylphenol+Folik Asit 14 

(NP+Fa14) 

7 gün boyunca 50 μl NP uygulanan son uygulama sonrası gavaj 

yolu ile folik asit (20 mg/kg/gün) verilen ve 14 gün folik asit 

uygulamasına devam edilen ve 14 günün sonunda sakrifiye 

edilen grup 

Nonylphenol+KökHücre+ 

Folik Asit14 

(NP+Kh+Fa14) 

7 gün boyunca her gün gavaj yoluyla 50 μl NP verilen son 

uygulama sonrası kök hücre (2,5x10
6
) ve 30 dk sonra folik asit 

(20 mg/kg/gün) uygulanan, 14 gün folik asit uygulamasına 

devam edilen ve 14 günün sonunda sakrifiye edilen grup 

7 gün tedavi uygulanan ve takip edilen gruplar; Kontrol grubundan 5 sıçana 

herhangi bir uygulama yapılmadı. 7 günlük diğer grupların tedavi süresi sonrası birlikte 

sakrifiye edildi. NP7 grubuna ait sıçanlara gavaj yoluyla 100 µl mısır yağında 

çözdürülerek 50 µl dozda NP (toplam 150 µl) gavaj yoluyla verildi (ġekil 3.2) ve 

ovaryum hasarı oluĢturuldu. Son gavaj iĢleminden 7 gün sonra NP7 grubuna ait sıçanlar 

sakrifiye edildi.  Kh7 grubuna 100 µl DPBS içinde 2,5x10
6 

KĠ-MKH kaudal ven yoluyla 

i.v. injeksiyon ile verildi (ġekil 3. 3)  ve 7 günün sonunda sıçanlar sakrifiye edildi. Fa7 

grubuna distile suda çözdürülen folik asit gavaj yolu ile 20 mg/kg/gün olacak Ģekilde 

uygulandı (ġekil 3.4) ve 7 gün uygulamaya devam edildi, son uygulama sonrası 

sakrifikasyon iĢlemi gerçekleĢtirildi. NP+Kh7 grubuna önce 7 gün boyunca 50 
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μl/rat/gün NP gavaj yolu ile verildi, son NP uygulaması sonrası tek sefer 2,5x10
6
 kök 

hücre kaudal ven yoluyla i.v. injeksiyon ile verildi ve 7 gün sonra sakrifiye edildi. 

NP+Fa7 grubuna ilk önce 7 gün boyunca 50 μl NP gavaj yoluyla verildi son uygulama 

sonrası distile suda çözdürülen Fa gavaj yolu ile 20 mg/kg/gün uygulandı ve 7 gün 

tedaviye devam edildi. NP+Kh+Fa7 grubuna önce 7 gün boyunca 50 μl NP gavaj 

yoluyla verildi, son uygulama sonrası  DPBS içinde 2,5x10
6 

KĠ-MKH kaudal ven 

yoluyla i.v. injeksiyon ile verildi 30 dk sonra gavaj yolu ile 20 mg/kg/gün dozda folik 

asit uygulandı ve folik asit tedavisine 7 gün devam edildi. Son folik asit uygulaması 

sonrası sakrifikasyon iĢlemi gerçekleĢtirildi. 

14 gün tedavi uygulanan ve takip edilen gruplar; Kontrol grubundan 5 sıçana 

herhangi bir uygulama yapılmadı. 14 günlük diğer grupların tedavi süresi sonrası 

birlikte sakrifiye edildi. NP14 grubuna ait sıçanlara 7 gün boyunca hergün gavaj yoluyla 

100 µl mısır yağında çözdürülerek 50 µl dozda NP gavaj yoluyla verildi. Son gavaj 

iĢleminden 14 gün sonra NP14 grubuna ait sıçanlar sakrifiye edildi. Kh14 grubuna 100 

µl DPBS içinde 2,5x10
6
 KĠ-MKH kaudal ven yoluyla i.v. verildi ve 14 günün sonunda 

sakrifiye edildi. Fa14 grubuna folik asit distile suda çözdürülerek gavaj yolu ile 20 

mg/kg/gün uygulandı ve 14 gün uygulamaya devam edildi, 14. günün sonunda 

sakrifikasyon iĢlemi gerçekleĢtirildi. NP+Kh14 grubuna önce 7 gün boyunca 50 μl NP 

gavaj yolu ile verildi, son uygulama sonrası tek sefer 2,5x10
6
 kök hücre kaudal ven 

yoluyla i.v. injeksiyon ile verildi ve 14. günün sonunda sakrifiye iĢlemi yapıldı. 

NP+Fa14 grubuna ilk önce 7 gün boyunca 50 μl NP gavaj yoluyla verildi son uygulama 

sonrası distile suda çözdürülen Fa gavaj yolu ile 20 mg/kg/gün uygulandı ve 14 gün 

tedaviye devam edildi. Son folik asit uygulaması sonrası sakrifikasyon iĢlemi 

gerçekleĢtirildi. NP+Kh+Fa14 grubuna 7 gün boyunca 50 μl NP gavaj yoluyla verildi, 

son uygulama sonrası DPBS içinde 2,5x10
6 

KĠ-MKH kaudal ven yoluyla i.v. injeksiyon 

ile verildi. 30 dk sonra gavaj yolu ile 20 mg/kg/gün dozda Fa uygulandı ve Fa 

tedavisine 14 gün devam edildi. Son folik asit uygulaması sonrası gruba ait denekler 

sakrifiye edildi. Deney süreleri sonunda, sıçanlara intraperitoneal (i.p.) yoldan ketamin 

hidroklorür (40 mg/kg) (Ketalar, EczacıbaĢı, Türkiye) ve %2 ksilazin hidroklorür 

(5mg/kg) (Rompun %2, Bayer, Türkiye) uygulandı ve anestezi sağlandı.  
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ġekil 3.2. Nonylphenol‟ün gavaj ile uygulanması. 

 

ġekil 3.3. KĠ-MKH‟lerin kaudal ven yoluyla intravenöz injeksiyon uygulaması. 
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ġekil 3.4.  Folik Asit‟in gavaj ile uygulanması. 

Steril Ģartlarda, kardiyak kan örnekleri biyokimya tüplerine alındıktan hemen sonra 

deneklerin abdominal bölgeleri açılarak ovaryumları alındı. Ovaryum dokuları 

histopatolojik ve immünohistokimyasal çalıĢmalar için %10‟luk formaldehit tespit 

solüsyonuna alındı. Biyokimyasal çalıĢmalar için alınan kan örnekleri 10000 rpm 

+4°C‟de 10 dk santrifüj edildi ve örnekler çalıĢma gününe kadar -80ºC‟de saklandı.  

NP+Kh7 ve NP+Kh14 gruplarından üçer sıçana 7 gün NP uygulama sonrası PKH26 ile 

iĢaretli 2,5x10
6
 KĠ-MKH DPBS içerisinde kaudal venden i.v. injeksiyon yolu ile verildi. 

7 ve 14. günün sonunda ovaryumda varlıkları takip etmek amacıyla deney süreleri 

sonunda, sıçanlara i.p. yoldan ketamin hidroklorür (40 mg/kg) (Ketalar, EczacıbaĢı, 

Türkiye) ve %2 ksilazin hidroklorür (5mg/kg) (Rompun %2, Bayer, Türkiye) uygulandı 

ve anestezi sağlandı. Deneklerin abdominal bölgeleri açılarak ovaryumları alındı. 

Cryomatrix kullanılarak bloklandı. Frozen cihazında 5 µm kalınlığında kesitleri alınarak 
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4
I
,6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI, Sigma Aldrıch, St. Louis, USA) ile kapatıldı ve 

Olympus BX51 floresan mikroskobu (Olympus, Tokyo, Japonya) ile görüntülendi. 

3.3. Histopatolojik Analizler 

Doku Takibi ve Bloklama 

Ovaryum dokularına ıĢık mikroskobik incelemeler yapmak için %10‟luk formaldehit 

solüsyonunda fikse (tespit) edildi ve rutin histolojik doku takibi prosedürü uygulandı. 

%10‟luk formaldehit içerisinde tespit edilen dokular tespit maddesinden arındırılmak 

amacıyla akan musluk suyunda alındı. Daha sonra artan derecelerde etil alkol 

serilerinden geçirilerek suyun uzaklaĢtırılması sağlandı. Sonrasında ovaryum dokularını 

Ģeffaflandırmak amacıyla ksilende bekletildi ve dokular etüv içerisinde sıvı parafine 

alındı. Son olarak over dokuları parafine gömülerek bloklandı. Uygulanan iĢlemler 

Tablo 3.2‟de verildi. Bloklardan Leica RM 2155 rotary mikrotom (Leica, Nussloch, 

Almanya) kullanılarak 5 μm kalınlığında seri kesitler alındı.  

Kesitlere histopatolojik incelemeler için Masson trikrom (MT) boyama yöntemi ve 

Hematoksilen&Eozin (H&E) boyama yöntemi uygulandı. Tüm deney gruplarından elde 

edilen ovaryum kesitlerinde immünohistokimyasal analizler için Anti-Müllerian hormon 

(AMH), Tümör Nekrosis Faktör Alfa (TNFα), Ġnterlökin 6 (IL6),  Transforming Growth 

Factor Beta 1 (TGFβ1) immunohistokimyasal boyama yöntemi ve dokudaki apoptotik 

hücreleri belirlemek amacıyla da terminal deoxynucleotide-transferase (TdT)-mediated 

dUTP nick end labeling (TUNEL) immunofluoresan boyama yöntemi uygulandı. DP 70 

dijital kamera ile donatılmıĢ Olympus BX51 ıĢık mikroskobu (Olympus, Tokyo, 

Japonya) yardımıyla incelenerek değerlendirildi ve grupları temsil eden görüntüler elde 

edildi. 
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Tablo 3.2: Doku takip protokolü 

Sıra Solüsyon/Ajan Süre Sıra Solüsyon/Ajan Süre 

1 %10 Formaldehit 72 saat 8 Absolü Alkol 1 saat 

2 Musluk suyu 2 saat 9 Absolü 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 Sıvı  parafin(60°C) 3 saat 

7 Absolü Alkol 1 saat 14 Bloklama  

 

H&E Boyama Yöntemi: Herbir deneğe ait ovaryum dokusundan alınan seri kesitlerden 

her 12 kesitte bir tanesi alınarak 2 saat 60⁰C‟lik etüvde bekletildi ve H&E boyama 

yöntemi uygulandı (Tablo 3.3). 

 

Foliküllerin Morfolojik Sınıflandırması ve Sayımı 

H&E boyama sonucunda folikül rezervinin belirlenmesi için ıĢık mikroskobu altında 

folikül sayımları yapıldı. Ovaryum korteksinde çekirdeği belirgin olarak ayırt edilebilen 

primordiyal, primer, preantral, sekonder ve tersiyer foliküller H&E boyama yöntemi 

uygulanmıĢ kesitlerde ayrı ayrı sayıldı. Foliküller değerlendirilirken granüloza hücre 

Ģekli ve hücre katman sayısı göz önüne alındı. BozulmuĢ granüloza hücreleri ve oosit 

içeriyorsa atretik folikül olarak değerlendirildi ve foliküller sınıflandırmaya uygun 

olarak sayımı gerçekleĢtirildi.  
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Tablo 3.3. Hematoksilen&Eozin Boyama Yöntemi 

Sıra Solüsyon/Ajan Süre Sıra Solüsyon/Ajan Süre 

1 Ksilen-I 20 dk 12 Akarsu 5 dk 

2 Ksilen-II 20 dk 13 %50 Alkol 1dk 

3 Absolü Alkol 5 dk 14 %70 Alkol 1 dk 

4 %96 Alkol 5 dk 15 %80 Alkol 1 dk 

5 %80 Alkol 5 dk 16 %96 Alkol 1 dk 

6 %70 Alkol 5 dk 17 Absolü Alkol 1 dk 

7 %50 Alkol 5 dk 18 Absolü Alkol 1 dk 

8 Akarsu 10 dk 19 Ksilen-I 15 dk 

9 Hematoksilen 3-8 dk 20 Ksilen-II 15 dk 

10 Akarsu 5 dk 21 Ksilen-II 15 dk 

11 Eozin 3-5 dk 22 Kapatma  

 

MT Boyama Yöntemi: Parafin bloklardan alınan kesitler 60⁰C‟lik etüvde 2 saat 

bekletilerek parafinin erimesi sağlandı. Sonrasında lamlar 3 ayrı kapta bulunan 

ksilenlerin her birinde 10 dk bekletildi. Azalan etil alkol serilerinin her birinde 5 dk 

bekletildi. Akan suya alınarak deparafinizasyon iĢlemi tamamlandı ve Masson trikrom 

boyama metodu uygulandı  (Tablo 3.4). 
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Tablo 3.4. Masson Trikrom Boyama Yöntemi 

Sıra ĠĢlem Süre Sıra ĠĢlem Süre 

1 Hematoksilen 3-8 dk 11 Distile Su 5 dk 

2 Akan Musluk Suyu 5 dk 12 %50 Alkol 1dk 

3 Asit alkol 30 sn 13 %70 Alkol 1dk 

4 Akan Musluk Suyu 5 dk 14 %96 Alkol 1dk 

5 Asit fuksin 1-2 dk 15 Absolu Alkol I 1dk 

6 Distile Su 5 dk 16 Absolu Alkol II 1dk 

7 Fosfomolibdik asit 5 dk 17 Ksilen I 20 dk 

8 Anilin blue solüsyonu 2-5 dk 18 Ksilen II 20 dk 

9 Distile Su 5 dk 19 Ksilen III 20 dk 

10 %1‟lik asetik asit 2 dk 20 Kapatma  

 

3.4. Ġmmunohistokimyasal Analizler 

Deney gruplarına ait over kesitlerinde, ovaryum follikülogenezisi ve atrezisinde önemli 

rol oynayan TGFβ1‟in ekspresyonunu göstermek için TGFβ1 (Transforming growth 

factor antibody- Santa Cruz Bıotechnology, Oregon, ABD, -sc-146), ovaryum rezervini 

değerlendirmek amacıyla AMH (AMH Antibody- Santa Cruz Bıotechnology, Oregon, 

ABD -sc 1667529), inflamatuvar cevabın aktivasyonunda rol oynayan TNFα (Tümör 

Nekrosis Faktör Alfa Antibody Abcam,  Massachusetts, USA, cat no: bs-6434R) ve 

inflamatuar olaylarda sitokin kaskadını harekete geçirmede rol oynayan IL6 

ekspresyonunu değerlendirmek amacıyla IL6 (Ġnterlökin 6 Antibody, Bioss, 

Massachusetts, USA, bs-0782R) primer antikorları kullanıldı. Ġmalatçı firmaların 

talimatlarına uyularak kesitlerin dilüsyon oranları belirlendi. Avidin-Biotin yöntemi için 

streptavidin-biotin kiti (Thermo Ultravision Detection System, Fremont, USA, TP-125-

HL) kullanıldı ve protokol uygulandı.  
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Parafin bloklardan elde edilen kesitler 60⁰C‟lik etüvde bekletildikten sonra 

deparafinizasyonu tamamlamak için 3 kez 5‟er dk ksilende bırakıldı. Sonra azalan alkol 

serilerinden 3‟er dk geçirilerek, 2 kez 2‟Ģer dk distile suda bekletildi. Endojen 

peroksidaz aktivitesi bloke etmek için 12 dk süreyle %3‟lük hidrojen peroksit (H2O2) 

uygulandı ve PBS (Phosphate Buffer Saline) (pH: 7.4) ile yıkandı. Doku içerisindeki 

reseptör bölgelerinin açığa çıkarılmasını sağlamak amacıyla mikrodalga fırında sitrat 

tamponuna etkin bırakıldı. Oda sıcaklığında soğutulduktan sonra thermo ultravision 

detection system boyama kiti kullanılarak sırasıyla talimatlar takip edildi. Lamlar PBS 

ile yıkandıktan sonra özgün olmayan bağlanmaların engellemek amacıyla 5 dk Ultra V 

Block ile muamele edildi. Bloklama aĢamasının ardından kesitler yıkanmadan TGFβ1 

(1:200), AMH (1:150), IL6 (1:200) ve TNFα (1:150)  primer antikoru ve negatif kontrol 

için primer antikor yerine PBS damlatıldı. Lamlar 1 gece +4⁰C de bekletildi ardından 1 

saat oda sıcaklığında bekletilerek PBS ile yıkandı ve sonra 10 dk biyotinli sekonder 

antikorda bekletildi. Tekrar PBS ile yıkandıktan sonra dokular 10 dk streptavidin 

peroksidaz enzim kompleksinde bekletildi. Yıkama sonrası immunreaktiviteleri görünür 

hale getirmek için 3,3
ı
 diaminobenzidin (DAB) (DAB Plus substrate system, Thermo 

Scientific, Fremont, USA) ile 1-5 dk kadar muamele edildi. Sonrasında distile su ile 

yıkandı. Gill hematoksilen ile zıt boyama yapıldı ve preparatlar ıĢık mikroskobunda 

incelendi. Her bir deneğe ait immünohistokimya boyama metodu uygulanan kesitlerden 

40X büyütmede rastgele 10 farklı bölgeden alınan görüntüler ölçüme dâhil edildi ve 

tüm gruplar için IL6, TNFα ve TGFβ1immunoreaktivite yoğunlukları Image J software 

programı kullanılarak değerlendirildi ve sonuçlar kaydedildi. AMH primer antikoru ile 

gerçekleĢtirilen immünohistokimya boyama metodu uygulanan kesitlerde ise primer 

folikül, preantral folikül ve sekonder  foliküllerde AMH immunoreaktivite yoğunlukları 

ölçüldü ve sonuçlar istatistiksel olarak değerlendirildi. 

3.5. TUNEL immunofluoresan boyama yöntemi 

Her bir deney grubuna ait sıçanların over kesitlerinde apoptotik hücreleri 

belirleyebilmek amacıyla TUNEL yöntemi uygulandı. Over dokusu bulunan lamlar 

deparafinizasyon iĢlemi sonrası azalan alkol serilerinden geçirildikten sonra ApopTag
® 

Fluorescein In Situ Apoptosis Detection Kit (EMD Millipore, Darmstad, Almanya) 

prosedürü uygulandı. TUNEL reaksiyon karıĢımı ile 37
0
C‟de nem kamarası içinde 1 
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saat inkübe edildi. Negatif kontrol için belirlenen doku üzerine PBS damlatıldı, diğer 

bütün iĢlemler aynı Ģekilde uygulandı. Sonrasında dokular 4
ı
, 6-diamidino-2-

phenylindole (DAPI, Sigma Aldrıch, St. Louis, USA) ile muamele edildi. Fluoresan 

mikroskop (Olympus BX51, Tokyo, Japan) kullanılarak TUNEL pozitif apoptotik hücre 

sayısını değerlendirebilmek için her dokudan 40X objektifte 10 farklı alandan fotoğraf 

alındı. Boyama prosedürü sonrası elde edilen dokularda TUNEL pozitif boyanan 

apoptotik hücreler Image J software programı kullanılarak sayıldı. Veriler istatistiksel 

olarak değerlendirildi. 

3.6. Biyokimyasal analizler 

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

düzeyleri belirlendi. 

3.6.1. Malondialdehit Düzey Tayini 

Enzyme-Linked Ġmmunosorbent Assay (ELISA) metodu kullanılarak MDA değerine 

bakıldı. Bioassay Technology Laboratory marka ticari kiti kullanılarak çalıĢıldı (MDA 

ELĠSA Kit katalog no: E0156Ra). Kit içerisinden çıkan 96‟lık plate içindeki her bir 

kuyucuğa 50 µl standart ve 40 µl örnekler yüklendi. Standartlar hariç bütün örneklerin 

üzerine 10 µl anti-MDA Ab eklendi. Daha sonra 50 µl streptavidin- HRP eklenerek 

37
o
C‟de 1 saat inkübe edildi. Ġnkübasyondan sonra plate alınarak otomatik yıkama 

cihazında yıkama solüsyonu ile 5 kez yıkandı ve aspire edildi. Bütün örneklerin üzerine 

50 µl Substrate Solution A ve sonrasında 50 µl Substrate Solution B eklendi. Tekrar 

37
o
C‟de 10 dk inkübe edildi. Son olarak 50 µl stop solüsyonu eklenerek reaksiyon 

sonlandırıldı ve Thermo scientific (ABD) marka Microplate okuyucu ile 450 nm‟de 

okutuldu.  

3.6.2. Katalaz Aktivite Tayini 

ELISA metodu kullanılarak CAT değerine bakıldı. Bioassay Technology Laboratory 

marka ticari kiti kullanılarak çalıĢıldı (CAT ELĠSA Kit katalog no: E0869Ra). Her bir 

kuyucuğa 50 μl standart ve örnek kuyucuklarına 40 μl serum numuneleri yüklendi, 

örneklerin üzerine 10 μl CAT-antibody yüklendi. Ardından standartlarda dâhil her bir 

kuyucuğa 50 μl streptavidin- HRP eklenerek 37
 o

C‟de 60 dk inkübe edildi. Daha sonra 

plate alınarak otomatik yıkama cihazında aspire edildi ve yıkama solüsyonu ile 5 kez 
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yıkandı. Kuyucuklara 50 μl Kromojen A ve sonrasında 50 μl Kromojen B eklendi, 

ardından 37
 o

C 10 dk inkübe edildi. Son olarak 50 μl sonlandırma solüsyonu eklendi ve 

Microplate okuyucu ile 450 nm‟de okutuldu. 

3.6.3. Süperoksitdismütaz Aktivite Tayini 

ELISA metodu kullanılarak SOD değerine bakıldı. Bioassay Technology Laboratory 

marka kiti kullanılarak çalıĢıldı (SOD ELĠSA Kit katalog no: E2269Ra). Standart 

kuyucuklarına 50 μl standart yüklendi. Örnek kuyucuklarına 40 μl numuneler yüklendi. 

Ardından örnek kuyucuklarına 10 μl anti-SOD eklendi ve her bir kuyucuğa 50 μl 

streptavidin-HRP eklenerek 37 
o
C‟de 60 dk inkübe edildi. Daha sonra plate alınarak 

otomatik yıkama cihazında aspire edildi ve yıkama solüsyonu ile 5 kez yıkandı. 

Ardından 50 μl Substrate solüsyon A ve sonrasında 50 μl Substrate solüsyon B 

eklenerek 37 
o
C‟de 10 dk inkübe edildi. Daha sonra 50 μl sonlandırma solüsyonu 

eklendi ve Microplate okuyucu ile 450 nm‟de okutuldu. 

3.6.4. Total Antioksidan Kapasite Ölçümü 

Serum TAS ölçümleri, Rel Assay Diagnostics (Gaziantep, Türkiye) marka kit ile 

çalıĢma gerçekleĢtirildi. Ölçümün prensibi, serum örneklerinde bulunan antioksidanlar 

tarafından, koyu mavi-yeĢil renkli 2,2‟-azinobis 3-etil benzotiazolin-6-sülfonat 

radikalinin renksiz ABTS formuna redüklenmesi esasına dayanır (Ames ve ark.,1993). 

Antioksidanların miktarlarına ve kapasitelerine bağlı olan ABTS redüksiyonunun 

derecesi, spektrofotometrede 660 nm dalga boyunda renk farkından kaynaklanan 

absorbans değiĢikliği ile tayin edilir. Yöntem, “Trolox ekivalanı” olarak adlandırılan ve 

vitamin E analoğu olan stabil bir antioksidan standart çözelti ile kalibre edilir. Ölçüm 

sonuçları mmol Trolox ekivalent/L olarak ifade edilir (Erel, 2004). 

3.6.5. Total Oksidan Kapasite Ölçümü   

Serum TOS düzeyleri Rel Assay Total Oksidan Status Test Kiti (Gaziantep, Türkiye) 

kullanılarak ölçüldü. Prensip Örnekte bulunan oksidanlar, Fe2+-o-dianisidine 

kompleksini Fe3+ iyonuna okside eder. Oksidasyon reaksiyonu reaksiyon ortamında bol 

miktarda bulunan gliserol molekülleri ile arttırılır. Fe3+ iyonu asidik ortamda ksilenol 

oranj ile renkli bir kompleks yapar. Renk Ģiddeti, örnekte bulunan oksidan moleküllerin 
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miktarı ile orantılıdır ve spektrofotometrik olarak ölçülebilir. Ölçüm hidrojen peroksit 

ile kalibre edilir ve sonuçlar μmol H2O2 ekivalent/L olarak ifade edilir (Erel, 2005). 

3.7. Ġstatistiksel Analiz 

Verilerin analizi için Prism™ yazılım sürümü 8.0'ı (GraphPadInc., San Diego, CA) 

kullanıldı. Veriler, analiz türüne göre ortalama ± SEM (ortalamanın standart hatası) ve 

Median (quarter 1-quarter 3) olarak yazıldı. Verilerin normal dağılıma uygunluğu 

Shapiro Wilk ve Kolmogrov Smirnov testleri ile değerlendirildi. Normal dağılım 

gösteren verilerin karĢılaĢtırılması, Bonferroni analizi ile tek yönlü ANOVA 

kullanılarak gerçekleĢtirildi. Normal dağılım göstermeyen ikiden fazla grup arasında 

karĢılaĢtırmalari için Kruskalwallis testleri kullanıldı. Çoklu karĢılaĢtırmalar için Dunn 

testi uygulandı. Ġstatistiksel analiz, p <0.05 ise anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. KĠ-MKH Karakterizasyonu ve Genel Görünümü 

KĠ-MKH‟lerin akım sitometri analizi sonrasında CD90 %99,98, CD73 %98,48, CD29 

%98,70 pozitif eksprese olduğu CD45‟in %0.28 ekspresyonla negatif olarak belirlendi 

(ġekil 4.1). Kök hücrelerin kültürde özelliklerini koruduğu doğrulandı. 

 

ġekil 4.1. Kemik iliği kaynaklı mezenĢimal kök hücrelerin akım sitometri analizi. 

PKH26 ile boyalı hücrelerin floresan mikroskobunda görüntüleri alınarak genel 

morfolojileri gösterildi (ġekil 4.2). 
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ġekil 4.2. PKH26 ile boyalı hücrelerin görüntüsü. Kırmızı floresan yansımalar pozitif 

hücreleri ifade etmektedir. DAPI boyaması ile çekirdek belirgin hale getirilmiĢtir. 

 

4.2. PKH26 ile ĠĢaretli KĠ-MKH’lerin Ovaryumda YerleĢimi 

PKH26 ile iĢaretli KĠ-MKH‟lerin NP hasarı sonrası ovaryuma göç ettiğini 

gösterebilmek amacıyla NP+Kh7 ve NP+Kh14 gruplarına ait ovaryumlardan floresan 

mikroskobunda görüntüler elde edildi. KĠ-MKH‟lerin injeksiyon sonrası 7. ve 14. günde 

ovaryumda varlıkları ve yerleĢimleri gösterildi (ġekil 4.3.).

PKH26 DAPI PKH26+DAPI 
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ġekil 4.3. PKH 26 ile iĢaretli KĠ-MKH‟lerin ovaryumda görüntüleri,       iĢareti        

PKH 26 ile iĢaretli KĠ-MKH hücreleri göstermektedir (X40). 
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4.3. Morfolojik Bulgular 

Bütün gruplara ait ovaryum dokularında H&E ile boyanan kesitlerde, folikül sayımı ve 

genel histolojik değerlendirme yapıldı. Bağ dokusu alanlarının değerlendirilmesi ise MT 

boyama yöntemi ile belirlendi. 

4.3.1. H&E Boyama Yöntemine Ait Bulgular 

Kontrol grubuna ait preparatlarda over dokularının yüzeyi tek katlı yassı epitel ile 

sarılıydı. Germinal epitelin altında, sıkı bağ dokusu tabakası olan tunika albuginea 

gözlendi. Tunika albuginea‟nın altında zengin bir Ģekilde selüler bağ dokusu içerisine 

gömülü ovaryum foliküllerini ve korpus luteumu içeren korteks tabakası vardı. 

Ovaryumun merkezinde ise gevĢek bağ dokusu yapısında;  kan damarları, sinirler ve 

lenf damarları içeren medulla yer almaktaydı. Ovaryumun korteks tabakasından farklı 

sayı ve tiplerden foliküller gözlendi. Primordiyal foliküller, merkezi yerleĢim gösteren 

bir oosit ve tek sıra yassı granüloza hücreleri ile çevrili olması ile ayırt edildi. Primer 

foliküller daha büyük çapa sahip ve oositin etrafı tek sıra kübik epitel hücreleri ile 

sarılıydı. Farklı büyüklüklerdeki preantral foliküller merkezde bulunan primer oosit ve 

bunu çevreleyen çok katlı granüloza hücre tabakası mevcuttu ve granüloza hücreleri 

arasında herhangi bir antrum mevcut değildi. Oosit ile granüloza hücreleri arasında, 

zona pellusida belirgindi. Sekonder foliküllerde ise çapı geniĢlemiĢ ve çok katlı 

granüloza hücreleri arasında düzensiz antrumlar mevcuttu. Sekonder foliküllerde 

folikülün granüloza hücrelerine komĢu teka interna yapısı ve bunun dıĢında daha yoğun 

bağ dokusu ve damarlardan zengin teka eksterna ayırt edildi. Tersiyer folikül ise 

kümülüs ooforusun antruma doğru yaptığı çıkıntı içerisinde bulunan oosit ve zona 

pellusida çevresindeki kübik hücre tabakasının korona radyatayı oluĢturdukları görüldü. 

Ayrıca ovulasyondan sonra geliĢen korpus luteumda granüloza lutein hücreleri, teka 

lutein hücrelerinden daha iri, poligonal Ģekilli, veziküler nükleuslu ve daha soluk boyalı 

sitoplazmalı hücreler olarak izlendi. Teka tabakası ise, korpus luteumun hemen dıĢ 

kısmında belirgin olarak gözlemlendi. Ovaryumun iç kısmında bulunan medulla 

bölgesinde folikül yapıları bulunmadığı için bağ dokusu lifleri ve kas demetleri daha net 

ayırt edildi ve kortekse göre az sayıda hücre bulunmasına karĢın damarlanmanın fazla 

olduğu görüldü. Hücreleri bazofilik boyanmıĢ olup, çekirdekleri merkezi yerleĢimli 

olarak izlendi. NP grubuna ait kesitlerde normal histolojik yapının bozulduğu, vasküler 

konjesyon ve foliküler dejenerasyon gibi patolojik bulgulara rastlandı. Kan 
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damarlarında geniĢleme ve bazı alanlarda hemoraji bulgularına rastlandı. Kortekste zona 

pellusidası tam olarak belirgin olmayan dejenere oosit ve genel olarak düzensiz Ģekilleri 

ile ayırt edilen oldukça fazla sayıda atretik folikül izlendi. Fa7, Fa14, Kh7 ve Kh14 

gruplarına ait görüntülerde ovaryum normal histolojik yapısına uygundu. Ovaryumda 

atrezi, fizyolojik bir süreç olduğundan bu grubuplara ait kesitlerde de az sayıda atretik 

foliküller gözlendi. NP+Fa7 ve NP+Fa14 gruplarına ait ıĢık mikroskobik incelemelerde 

özellikle medulla bölgesinde geniĢleme yapmıĢ damarlar dikkat çekiciydi ve NP7 ve 

NP14 grupları ile kıyaslandığında patolojik bulgularda iyileĢme gözlenmedi. Ancak 

ovaryum korteksinde atretik foliküllere daha az rastlandı. NP+Kh7 ve NP+Kh14 

gruplarında atretik foliküller, sekonder ve primer foliküller gözlendi. NP+Kh+Fa7 

grubuna ait kesitlerde atretik ve sekonder foliküller, medulla bölgesi ise NP gruplarına 

oranla daha düzenli olmasına rağmen, NP+Kh+Fa14 grubu hem medullar bölge hemde 

korteks bölgesi kontrol grubuna benzerdi (ġekil 4.4, ġekil 4.5). 

Folikül Sayımı 

Tüm deney gruplarına ait deneklerden alınan seri kesitlerden 12 kesitte biri alınarak 

H&E ile boyanan preparatlar üzerinden sayım gerçekleĢtirildi. Buna göre, ovaryum 

yüzeyindeki foliküller, sağlıklı ve atretik olmak üzere iki gruba ayrıldı. Farklı geliĢim 

aĢamalarındaki sağlıklı folikül yapılarından sadece çekirdek ve çekirdekçikleri belirgin 

oosit içeren foliküller değerlendirmeye alındı. Ovaryum korteksinde bulunan 

primordiyal, primer, preantral, sekonder, tersiyer ve atretik foliküller morfolojik 

sınıflandırmalarına göre tek tek sayılarak kaydedildi. Sonuç olarak her bir deneğin 

ovaryumunda bulunan folikül sayıları belirlendi ve böylece deney gruplarına ait 

ovaryum rezervindeki değiĢimler karĢılaĢtırıldı. 

7 gün tedavi ve takip edilen grublardan Kontrol grubunda primordiyal folikül sayısı tüm 

deney grupları ile karĢılaĢtırıldığında en yüksek iken en düĢük primordiyal folikül sayısı 

NP7 grubuna aitti ve Kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı derece düĢük 

bulundu (p<0.05). NP+Kh+Fa7 primer, preantral, sekonder ve tersiyer folikül sayıları 

kontrol grubuna en yakın olan tedavi grubuydu. NP uygulaması tüm gruplarda 

primordiyal, primer, preantral, sekonder ve tersiyer folikül sayılarında azalmaya neden 

oldu. Atretik folikül sayısı ise NP7 grubunda diğer gruplardan anlamlı derece yüksek 

bulundu (p<0.05) (Tablo 4. 1). 
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14 gün tedavi ve takip edilen gruplardan NP14 grubu primordiyal folikül sayısı Kontrol 

grubundan anlamlı derece düĢük bulundu (p<0.05).  NP+Kh+Fa14 grubu primordiyal, 

primer, preantral, sekonder ve tersiyer folikül sayıları kontrol grubuna en yakın olan 

tedavi grubuydu. Atretik folikül sayısı ise NP14 grubunda en yüksekti, kontrol 

grubunda en düĢük sayıldı. NP14 grubu atretik folikül sayısı diğer tüm gruplardan 

istatistiksel olarak anlamlı derece yüksekti (p<0.05). Atretik folikül sayısının kontrol 

grubuna en yakın değerde olan NP+Kh+Fa14 tedavi grubuydu  (Tablo 4. 2). 

Primordiyal, primer, preantral, sekonder ve tersiyer folikül sayıları açısından 7 ve 14 

günlük grupların folikül sayım sonuçlarının karĢılaĢtırıldığı grafiklerde gruplar arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmadı (p>0.05) (ġekil 4.6 ve ġekil 4.7.).  

Atretik folikül sayılarının 7 ve 14 günlük gruplarda karĢılaĢtırılması ġekil 4.7.‟de 

gösterildi. NP+Kh7 grubu atretik folikül sayısı NP+Kh14 grubu ile karĢılaĢtırıldığında 

istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek bulundu. NP+Kh+Fa7 grubu atretik folikül 

sayısı NP+Kh+Fa14 grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak anlamlı derecede 

yüksek bulundu (p<0.05). 

ÇalıĢmamızda tüm denekler toplam folikül sayısı açısından değerlendirildiğinde, 

sonuçlar Fa ve Kh‟nin birlikte uygulandığı gruplarda folikül rezervi açısından sadece Fa 

ve sadece Kh uygulanan gruplardan daha iyi tedavi edici etkiye sahip olduğunu 

gösterdi. 
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ġekil 4.4. 7 günlük deney gruplarına ait H&E boyama yöntemi uygulanan ovaryum 

kesitleri (X10 ve X20). Görüntülerde Siyah çizgi korteks, Kırmızı çizgi medulla, 

Kırmızı ok baĢı foliküler dejenerasyon, Çift taraflı sarı ok Tunika albuginea, Mavi ok 

Germinal epitelyum, YeĢil kalın ok Korona radyata, PF primer folikül, PA preantral 

folikül, SF sekonder folikül, TF tersiyer folikül, AF atretik folikül, KL Korpus luteum, 

beyaz yıldızlar vasküler konjesyon, A antrum, O oosit göstermektedir. 
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Tablo 4.1. 7 günlük deney gruplarına ait toplam folikül sayılarının istatistiksel analizi 

 Kontrol NP7 Fa7 Kh7 NP+Fa7 NP+Kh7 NP+Kh+Fa7 p 

Primordiyal (83,60±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 (25,20±9,04)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. Aynı satırda yer alan aynı harfler deney grupları arasındaki benzerliği, farklı harfler ise gruplar arasındaki 

farklılığı ifade etmektedir. 
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ġekil 4.5. 14 günlük deney gruplarına ait H&E boyama yöntemi uygulanan ovaryum 

kesitleri (X10 ve X20). Görüntülerde Siyah çizgi korteks, Kırmızı çizgi medulla, Siyah 

ok primordiyal folikül, PF primer folikül, PA preantral folikül, SF sekonder folikül, AF 

atretik folikül, KL Korpus luteum, Beyaz yıldızlar vasküler konjesyon, Beyaz kalın ok 

hemorajik alanlar göstermektedir. 
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Tablo 4.2. 14 günlük deney gruplarına ait toplam folikül sayılarının istatistiksel analizi 

 Kontrol NP14 Fa14 Kh14 NP+Fa14 NP+Kh14 NP+Kh+Fa14 p 

Primordiyal (91,60±6,27)a (49,00±5,34)b (77,40±23,71)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 (17,80±2,59)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±8,20)a (59,80±9,01)a (58,00±9,62)a <0,0001 

Veriler ortalama± standart sapma olarak ifade edildi. Aynı satırda yer alan aynı harfler gruplar arası benzerliği, farklı harfler ise gruplar arası farklılığı ifade etmektedir. 
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ġekil 4.6. 7 ve 14 günlük deney gruplarında Primordiyal, Primer ve Preantral folikül 

sayılarının ikili karĢılaĢtırılması. 
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ġekil 4.7. 7 ve 14 günlük deney gruplarında Sekonder, Tersiyer ve Atretik folikül 

sayılarının ikili karĢılaĢtırılması. Ġstatistiksel olarak * P <0,05; **P < 0,01 ifade eder. 
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4.3.2. MT Boyama Yöntemine Ait Bulgular 

Bağ dokusunun genel dağılımını ve kollajen lif oranını belirlemek amacıyla MT 

boyama metodu uygulandı. MT boyama yöntemi uygulanan kesitlerde kollajen lifler 

belirgin olup mavi renkli görüntülendi. Kontrol grubuna ait ovaryum stroması ve 

germinal epitel altında yer alan tunika albuginea yapılarındaki bağ dokusu bileĢenleri 

normal bir mimari sergiledi. NP7 ve NP14 deney gruplarına ait ovaryum örneklerinde 

diğer tüm deney grupları ile karĢılaĢtırıldığında stromada artan kollajen lif dağılım 

alanları ve bu alanların düzensiz görüntüsü dikkati çekti. Fa7, Kh7, Fa14, Kh14 

gruplarındaki kollajen lif oranı kontrol grubu ile benzerdi. NP+Fa7 ve NP+Fa14 

kollajen lif oranları NP7 ve NP14 gruplarına benzerdi. NP+Kh7 ve NP+Kh14 

gruplarında ve NP+Kh+Fa7 ve NP+Kh+Fa14 grublarında kollojen lif oranı kontrol 

grubuna benzerdi (ġekil 4.8 ve ġekil 4.9). 
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Kontrol NP7 Fa7 

   

Kh7 NP+Fa7 NP+Kh7 

   

NP+Kh+Fa7   

 

  

ġekil 4.8. 7 günlük deney gruplarına ait MT boyama yöntemi ile boyalı ovaryum 

kesitleri (X20). Görüntülerde mavi boyalı alanlar bağ dokusuna ait alanları 

göstermektedir.  PF primer folikül, PA preantral folikül, SF sekonder folikül, AF atretik 

folikül, Kırmızı ok foliküler dejenerasyonu ifade eder. 
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Kontrol NP14 Fa14 

   

Kh14 NP+Fa14 NP+Kh14 

   

NP+Kh+Fa14   

 

  

ġekil 4.9. 14 günlük deney gruplarına ait MT boyama yöntemi ile boyalı ovaryum 

kesitleri (X20). Görüntülerde mavi boyalı alanlar bağ dokusuna ait alanları 

göstermektedir. PF primer folikül, PA preantral folikül, SF sekonder folikül, AF atretik 

folikül ifade eder. 
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4.4.  Ġmmunohistokimyasal Boyama Yöntemine Ait Bulgular 

4.4.1. AMH 

Ġmmunohistokimyasal yöntem kullanılarak uygulanan DAB kromojeni sonrası ovaryum 

dokusunda kahverengi reaksiyon veren alanlar AMH varlığını gösteren bulgulardı. Tüm 

deney gruplarında AMH ekspresyonu granüloza hücrelerinin sitoplazmalarında izlendi, 

çekirdekler ise negatifti. Kontrol grubuna ait kesitlerde en fazla AMH reaksiyonu 

primer folikül, preantral folikül ve erken sekonder foliküllerde izlendi. Çapı geniĢ olan 

geç sekonder foliküllerde ekspresyon daha azdı. Atretik foliküllerde ise AMH 

immunreaktivitesi gözlenmedi. Primordiyal foliküllerde de AMH ekspresyonuna 

rastlanmadı. Negatif kontrol kesitlerinde ovaryuma ait folikül yapıları ve diğer alanlarda 

herhangi bir AMH immunreaktivitesine rastlanmadı (ġekil 4.10, ġekil 4.11). 

7 günlük gruplardan NP7 grubu AMH ekspresyon yoğunluğu primer, preantral ve 

sekonder foliküllerde en düĢük ölçüldü ve diğer gruplara göre anlamlı derecede düĢüktü 

(p<0,05). NP+Kh7 ve NP+Kh+Fa7 grupları primer ve sekonder foliküllerde ölçülen 

AMH ekspresyonu birbirine benzerdi ve NP7 grubuna oranla daha yüksekti (Tablo 

4.3.).   

14 günlük gruplardan NP14 grupları AMH ekspresyon yoğunluğu primer, preantral ve 

sekonder foliküllerde en düĢük ölçüldü ve bu değer diğer gruplara göre anlamlı 

derecede düĢüktü (p<0,05) (Tablo 4.3.). NP+Kh14 ve NP+Kh+Fa14 grupları primer 

foliküllerinde ölçülen AMH ekspresyonu kontrol grubu ile benzerdi ve NP14 grubuna 

oranla yüksekti ve NP14 grubundan bu değerler istatistiksel olarak anlamlı farklılık 

gösterdi (p<0,05). NP+Kh14 ve NP+Kh+Fa14 gruplarında sekonder foliküllerde ölçülen 

AMH ekspresyon yoğunluğunda ise kontrol grubu ile benzerdi ve NP14 grubundan 

istatistiksel olarak anlamlı derece yüksek bulundu (p<0,05) (Tablo 4.3.). 7 ve 14 günlük 

tedavi grupları ikili karĢılaĢtırıldığında ise AMH ekspresyonlarında farklılık izlenmedi 

(ġekil 4.12). 
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Negatif Kontrol Kontrol NP7 

   

Fa7 Kh7 NP+Fa7 

   

NP+Kh7 NP+Kh+Fa7  

  

 

 

ġekil 4.10. 7 günlük deney gruplarında AMH ekpresyonu: Negatif kontrol grubunda 

sekonder folikül (SF), Kontrol grubunda sekonder folikül (SF)- primordiyal folikül (ok), 

NP7 grubunda sekonder folikül (SF), Fa7 grubunda sekonder folikül (SF), Kh7 

grubunda sekonder folikül  (SF), NP+Fa7 grubunda sekonder folikül (SF), NP+Kh7 

grubunda sekonder folikül (SF), NP+Kh+Fa7 grubunda sekonder foliküllerde (SF) 

AMH ekspresyonu. 
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Kontrol NP14 Fa14 

   

Kh14 NP+Fa14 NP+Kh14 

   

NP+Kh+Fa14   

 

  

 

ġekil 4.11. 14 günlük deney gruplarında AMH ekpresyonu: Kontrol grubunda primer 

folikül (PF)- preantral folikül (PA),  NP14 grubunda sekonder folikül (SF)- atretik 

folikül (AF), Fa14 grubunda primer folikül (PF)- sekonder folikül (SF), Kh14 grubunda 

sekonder folikül (SF), NP+Fa14 grubunda preantral folikül (PA), NP+Kh14 grubunda 

primer folikül (PF)- sekonder folikül (SF), NP+Kh+Fa14 grubunda preantral folikül 

(PA), sekonder foliküllerde (SF) AMH ekspresyonu. 
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Tablo 4. 3.  7 ve 14 günlük deney gruplarına ait primordiyal, primer, preantral, sekonder foliküllerde AMH immunreaktivite yoğunluğunun 

istatistiksel analizi 

AMH 

Ekspresyonu 

Kontrol NP7 Fa7 Kh7 NP+Fa7 NP+Kh7 NP+Kh+Fa7 p 

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 (86,12±11,86)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 

Ekspresyonu 

Kontrol NP14 Fa14 Kh14 NP+Fa14 NP+Kh14 NP+Kh+Fa14 p 

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. Aynı satırda yer alan aynı harfler deney grupları arasındaki benzerliği, farklı harfler ise gruplar  

arasındaki farklılığı ifade etmektedir. 
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ġekil 4.12. 7 ve 14 günlük deney gruplarında foliküllerde AMH ekspresyonunun ikili 

karĢılaĢtırılması.  
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4.4.2. TNFα, IL6, TGFβ1 

Ġmmün pozitif alanlar immünohistokimyasal boyama prosedüründe DAB kromojeni 

kullanıldığından dolayı kahverengi olarak izlendi. 

TNFα Ekspresyonu,  NP7 ve NP14 gruplarına ait kesitlerde oldukça fazla ve diğer tüm 

deney gruplarına göre oldukça yoğundu. Özellikle stromal hücrelerde ve granüloza 

hücrelerinde, foliküler sıvılarda ve germinal epitel tabakasında daha yoğun ekspresyona 

rastlandı. Kontrol grubu TNFα immünreaktivitesi diğer gruplara oranla oldukça azdı 

(ġekil 4.13, ġekil 4.14). Fa7, Kh7, NP+Kh7 ve NP+Kh+Fa7 grupları ekspresyon 

oranları birbirine ve kontrol grubuna benzerdi. NP+Fa7 grubu ekspresyon oranındaki 

yoğunluk NP7 grubu ile benzerlik gösterdi. NP7 grubu ekspresyon oranı NP+Fa7 grubu 

dıĢında diğer tüm gruplardan anlamlı derecede farklıydı ve istatistiksel olarak bu değer 

anlamlı oranda yüksekti (p<0.05) (Tablo 4.4).  14 günlük gruplardan kontrol grubu 

TNFα immünreaktivitesi NP14 grubuna oranla istatistiksel olarak anlamlı derecede 

düĢüktü (p<0.05). Fa14, Kh14, NP+Fa14, NP+Kh14 ve NP+Kh+Fa14 grupları 

ekspresyon değeri birbirine benzerdi ve kontrol grubuna en yakın değer NP+Kh+Fa14 

grubuna aitti (Tablo 4.4). 7 ve 14 günlük grupların karĢılaĢtırılması ġekil 4.19‟da 

verilmiĢtir. Tedavi gruplarının ikili karĢılaĢtırılmasında istatistiksel olarak anlamlı bir 

farklılık gözlenmedi. 

IL6 Ekspresyonu, genel olarak hücreler arası ortamda ve korpus luteumu oluĢturan 

hücrelerde yoğun ekspresyon gözlendi (ġekil 4.15, ġekil 4.16).  7 günlük gruplardan 

NP7 grubu IL6 ekspresyonu tüm deney gruplarından yüksekti ve bu yükseklik 

istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0.05).  

14 günlük gruplardan kontrol, Fa14, Kh14 grupları ekspresyon değeri birbirine 

benzerdi. NP14 grubu ekspresyon değeri bu gruplardan oldukça yüksekti ve bu değer 

istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0.05). NP+Fa14 grubu ekspresyon değeri NP14 

grubuna yakındı (Tablo 4.4). Kök Hücre uygulanan tedavi grupları (NP+Kh14 ve 

NP+Kh+Fa14) IL6 ekspresyon değeri, NP+Fa14 grubundan daha düĢük olduğu izlendi.  

NP+Kh+Fa7, NP+Kh14 ve NP+Kh+Fa14 grupları IL6 ekspresyon değeri kontrol 

grubuna yakındı (Tablo 4.4). Tedavi gruplarının ikili karĢılaĢtırılmasında ise istatistiksel 

olarak anlamlı farklılık bulunmadı (ġekil 4.19). 
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TGFβ1 Ekspresyonu, NP7 ve NP14 gruplarında granüloza hücrelerinde oldukça 

yoğundu. NP7, NP14, NP+Kh7, NP+Kh+Fa7, NP+Kh14 gruplarına ait kesitlerde 

stromal alanlarda da ekspresyon gözlendi ( ġekil 4.17, ġekil 4.18 ). Kontrol, Fa7, Kh7, 

Fa14 Kh14 grupları TGFβ1 ekspresyonu NP7 ve NP14 gruplarına kıyasla oldukça 

düĢüktü. Tüm tedavi grupları arasında NP+Kh+Fa7 ve NP+Kh+Fa14 grupları 

immünreaktivite yoğunlukları kontrol grubuna daha yakın değerdeydi (Tablo 4.4). 

NP+Fa7 ve NP+Fa14 grupları ekspresyon değerleri NP+Fa14 grubunda daha yüksekti 

ve bu yükseklik istatistiksel olarak anlamlıydı. NP+Kh7 ve NP+Kh14 grupların TGFβ1 

ekspresyonu NP+Kh14 grubunda daha düĢüktü ve bu düĢüĢ istatistiksel olarak 

anlamlıydı. NP+Kh+Fa7 ve NP+Kh+Fa14 grupları arasında ise 14 günlük grupta 

TGFβ1 ekspresyonu daha yüksek bulundu ve bu farklılık istatistiksel olarak anlamlıydı 

(ġekil 4.19).  
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Kontrol NP7 Fa7 

   

Kh7 NP+Fa7 NP+Kh7 

   

NP+Kh+Fa7   

 

  

ġekil 4.13. 7 günlük deney gruplarına ait TNFα ekspresyonu: TNFα immunreaktivitesi 

olan alanlar kahverengi reaksiyon göstermektedir (X40). 
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Kontrol NP14 Fa14 

   

Kh14 NP+Fa14 NP+Kh14 

   

NP+Kh+Fa14   

 

 

 

 

ġekil 4.14. 14 günlük deney gruplarına ait TNFα ekspresyonu: TNFα immunreaktivitesi 

olan alanlar kahverengi reaksiyon göstermektedir (X40). 
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Kontrol NP7 Fa7 

   

Kh7 NP+Fa7 NP+Kh7 

   

NP+Kh+Fa7   

 

  

ġekil 4.15. 7 günlük deney gruplarında IL6 ekspresyonu: IL6 immunreaktivitesi olan 

alanlar kahverengi reaksiyon göstermektedir (X40). 

 

 

 

 

 



 

68 

 

Kontrol NP14 Fa14 

   

Kh14 NP+Fa14 NP+Kh14 

   

NP+Kh+Fa14   

 

 

 

 

 

ġekil 4.16. 14 günlük deney gruplarında IL6 ekspresyonu: IL6 immunreaktivitesi olan 

alanlar kahverengi reaksiyon göstermektedir (X40). 
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Kontrol NP7 Fa7 

   

Kh7 NP+Fa7 NP+Kh7 

   

NP+Kh+Fa7   

 

 

 

 

 

ġekil 4.17. 7 günlük deney gruplarına ait TGFβ1 ekspresyonu: TGFβ1 

immunreaktivitesi olan alanlar kahverengi reaksiyon göstermektedir (X40). 
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Kontrol NP14 Fa14 

   

Kh14 NP+Fa14 NP+Kh14 

   

NP+Kh+Fa14   

 

  

ġekil 4.18. 14 günlük deney gruplarına ait TGFβ1 ekspresyonu: 

TGFβ1immunreaktivitesi olan alanlar kahverengi reaksiyon göstermektedir (X40). 
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Tablo 4.4. Deney gruplarına ait TNFα, IL6, TGFβ1immunreaktivite yoğunluğu istatistiksel analizi 

   

Kontrol 
 

NP7 
 

Fa7 
 

Kh7 
 

NP+Fa7 
 

NP+Kh7 
 

NP+Kh+Fa7 
p 

TNFα 75,32 

(71,34-79,19)a 
80,73 

(76,73-84,85)b 
77,25 

(74,30-80,69)ac 
77,34 

(73,76-79,92)ac 
79,21 

(75,53-81,46)bc 
76,44 

(72,36-80,31)ac 
75,49 

(73,37-79,33)ac 
<0,0001 

IL6 76,05 

(71,07-78,24)a 
81,29 

(79,06-87,39)b 
76,49 

(73,68-78,12)ad 
75,16 

(61,04-77,48)a 
78,58 

(74,76-83,77)c 
78,52 

(74,02-84,46)cd 
75,24 

(72,44-77,83)a 
<0,0001 
 

TGFβ1 58,42 

(55,13-60,96)ad  
75,48 

(72,72-84,04)b 
58,39 

(56,29-62,25)a 
56,69 

(54,82-60,23)ad 
69,33 

(66,18-71,35)c 
67,38 

(65,65-69,72)c 
54,08 

(49,81-57,35)d 
<0,0001 

   

Kontrol 
 

NP14 
 

Fa14 
 

Kh14 
 

NP+Fa14 
 

NP+Kh14 
 

NP+Kh+Fa14 
p 

TNFα 75,03 

(71,32-79,15)a 
82,38 

(80,79-88,31)b 
77,44 

(74,76-80,32)ac 
79,12 

(77,23-80,28)ac 
78,66 

(75,48-81,99)c 
78,32 

(73,59-82,49)ac 
75,72 

(72,08-79,34)ac 
<0,0001 

IL6 76,01 

(70,73-78,18)ac 
81,44 

(75,38-84,85)b 
72,37 

(69,65-83,25)ac 
71,94 

(63,73-77,18)a 
78,32 

(75,92-83,29)bd 
76,74 

(71,06-83,77)bc 
76,52 

(73,42-79,48)cd 
<0,0001 

TGFβ1 53,24 

(51,98-55,19)a 
68,89 

(66,77-72,18)b 
58,56 

(55,04-62,33)cd 
58,28 

(53,68-60,33)c 
71,98 

(67,75-73,90)b 
61,35 

(58,58-66,01)d 
58,42 

(55,13-60,96)c 
<0,0001 

Veriler ortalama± standart sapma olarak ifade edildi. Aynı satırda yer alan aynı harfler deney grupları arasındaki benzerliği, farklı harfler ise gruplar arasındaki 

farklılığı ifade etmektedir. 
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ġekil 4.19. 7 ve 14 günlük tüm deney gruplarının TNFα, IL6 ve TGFβ1 

ekspresyonlarının ikili karĢılaĢtırılması. Ġstatistiksel olarak * P <0,05; **P < 0,01;  

***P < 0,001 ifade eder. 
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4.5. TUNEL Bulguları 

TUNEL immunofluoresan boyama yöntemini DNA dizi kırıkları, değiĢime uğramıĢ 

nukleotidlerin serbest 3‟-OH uçlarının enzimatik (TdT enzimi: terminal 

deoxynucleotidyl transferase) olarak iĢaretlenmesiyle tespit edilir. In situ apoptoz tespit 

kiti apoptotik hücrelerde kromatin yoğunlaĢması ve DNA parçalanmasını özgün olarak 

tespit ettiğinden nekrozdan apoptozu ayırmaktadır. ÇalıĢmada kullandığımız NP toksik 

bir bileĢik olup apoptotik hücre sayısını artırdı. Ovaryumun hem korteks hem de 

medulla tabakalarında apoptoz gözlendi. Apoptotik hücreler sadece foliküllerde değil, 

atretik foliküllerde, ovaryum stroması ve germinal epitelde de gözlendi (ġekil 4.20, 

ġekil 4.21). KĠ-MKH verilen gruplarda apoptotik hücre sayısı azaldı (NP+Kh7, 

NP+Kh+Fa7, NP+Kh14 ve NP+Kh+Fa14).  NP ile ovaryum hasarı oluĢturulan ve folik 

asitle tedavi edilen NP+Fa7 ve NP+Fa14 grupları ise apoptotik hücre sayısı NP 

gruplarına kıyasla azaldı (Tablo 4.5).  Tedavi grupları arasında 7 ve 14 günlük grupların 

karĢılaĢtırılmasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık gözlenmedi (ġekil 4.22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

74 

 

 

TUNEL DAPI TUNEL + DAPI 

N
E

G
A

T
ĠF

 K
O

N
T

R
O

L
 

   

K
O

N
T

R
O

L
 

   

N
P

7
 

   

F
a
7
 

   

K
h

7
 

   



 

75 

 

N
P

+
F

a
7
 

   

N
P

+
K

h
7

 

   

N
P

+
K

h
+

F
a
7

 

   

ġekil 4.20. 7 günlük deney gruplarına ait apoptotik hücreler         iĢareti ile gösterildi. 
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TUNEL DAPI TUNEL + DAPI 
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ġekil 4.21. 14 günlük deney gruplarına ait apoptotik hücreler            iĢareti ile gösterildi. 
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Tablo 4. 5.  7 ve 14 günlük deney gruplarına ait TUNEL istatistiksel analizi 

  Kontrol NP7 Fa7 Kh7 NP+Fa7 NP+Kh7 NP+Kh+Fa7 
p 

TUNEL 

 
2,00 

(1,00-3,00)ac  
5,00 

(3,00-6,00)b 
1,00 

(0,00-1,50)a 
1,00 

(0,00-2,00)a 
3,00 

(2,00-4,00)b  
2,00 

(1,00-3,00)cd 
1,00 

(1,00-3,00)acd  
<0,0001 

 
Kontrol NP14 Fa14 Kh14 NP+Fa14 NP+Kh14 NP+Kh+Fa14 p 

TUNEL 

 

 1,50  

(0,75-3,00)ac 

3,00 

(2,00-5,25)b 

1,00 

(0,75-2,00)ac 

1,00 

(0,00-2,00)c 

2,00 

(0,75-4,25)ab 

2,00 

(1,00-3,00)a 

2,00 

(1,00-3,00)ac 

<0,0001 

Veriler medyan (1.çeyrek-3.çeyrek) olarak ifade edilmiĢtir. Aynı satırda yer alan aynı harfler gruplar arası benzerliği, farklı harfler gruplar arası farklılığı ifade 

etmektedir. 
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ġekil 4.22: 7 ve 14 günlük grupların TUNEL immunofluoresan boyama yöntem 

sonuçlarının ikili karĢılaĢtırılması. Ġstatistiksel olarak **P < 0,01 ifade eder. 

 

4.6. Biyokimyasal Bulgular 

4.6.1.  MDA, SOD VE CAT bulgular 

ELĠSA metodu kullanılarak, deney hayvanlarından alınan ovaryum dokularında MDA, 

SOD ve CAT değerleri belirlendi. Tüm deney gruplarına ait plazma MDA düzeyleri 

değerlendirildiğinde, 7 günlük gruplarda en yüksek MDA değeri NP7 grubuna aitti. 

NP7 grubu MDA düzeyi diğer tüm gruplardan anlamlı derece yüksekti (p<0.05) (Tablo 

4.6). NP+Kh+Fa7 grubu MDA düzeyi diğer tedavi grupları ile kıyaslandığında kontrol 

grubuna daha yakındı. 14 günlük gruplarda en yüksek değer NP14 grubunda ölçüldü ve 

bu değer diğer tüm gruplardan anlamlı derecede farklıydı (p<0.05) (Tablo 4.6). Tedavi 

gruplarından NP+Kh+Fa14 grubu MDA düzeyi kontrol grubuna daha yakındı. 

Tüm deney gruplarına ait plazma SOD düzeyleri değerlendirildiğinde, 7 günlük 

gruplarda en düĢük SOD değeri NP7 grubuna aitti. NP7 grubu SOD düzeyi kontrol ve 

NP+Kh+Fa7 grubundan anlamlı dercede farklıydı (p<0.05) (Tablo 4.6.). Diğer grupların 

SOD düzeyi kendi arasında benzerdi. 14 günlük gruplarda en düĢük SOD düzeyi NP14 

grubuna aitti. Bu değer kontrol grubu ile NP+Kh+Fa14 gruplarından anlamlı derecede 

düĢüktü (p<0.05) (Tablo 4.6). 

Tüm deney gruplarına ait CAT düzeyleri değerlendirildiğinde, 7 günlük gruplardan NP7 

grubu CAT düzeyi diğer tüm gruplardan daha düĢüktü ve bu değer istatistiksel olarak 

anlamlıydı (p<0.05) (Tablo 4.6). 14 günlük gruplardan NP14 grubunun CAT düzeyi 
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diğer tüm gruplardan düĢüktü ve bu değer istatistiksel olarak anlamlı düzeydeydi 

(p<0.05). Kontrol grubuna en yakın değer ise NP+Kh+Fa14 grubuna aitti (Tablo 4.6.). 

Ġkili karĢılaĢtırma grupları SOD değerinde Kh verilen tüm gruplarda 14. günde SOD 

değeri daha yüksekti ve bu yükseklik istatistiksel olarak 7 ve 14 günlük gruplar arasında 

anlamlı farklılık gösterdi (p<0.05)  (ġekil 4.23). 

4.6.2. TAS ve TOS bulgular 

TAS düzeyleri; 7 günlük gruplardan kontrol, Kh7, NP+Kh7 ve NP+Kh+Fa7 gruplarında 

birbirine yakındı ve istatistiksel olarak diğer gruplardan farklıydı (p<0.05) (Tablo 4.7). 

NP7 grubu TAS düzeyi ise tüm gruplardan daha düĢüktü.  

14 günlük gruplardan NP14 grubu TAS düzeyi tüm gruplardan düĢüktü. NP+Fa14 

grubu TAS düzeyi NP14 grubu ile benzerdi. NP+Kh+Fa14 grubu ise kontrol grubuna en 

yakın değerdi (Tablo 4.7.).   TAS düzeylerinde 7 ve 14 günlük grupların ikili 

karĢılaĢtırılması sonucu anlamlı bir farklılık bulunmadı (ġekil 4.24). 

TOS düzeyleri; 7 günlük gruplardan NP7 grubunda en yüksek düzeydeydi ve bu sonuç 

diğer tüm gruplardan anlamlı derecede farklıydı (p<0.05) (Tablo 4.7).  

14 günlük gruplarda da en yüksek TOS düzeyi NP14 grubuna aitti. Diğer gruplardan 

anlamlı derecede farklıydı (p<0.05) (Tablo 4.7.). TOS düzeylerinde 7 ve 14 günlük 

grupların ikili karĢılaĢtırılması sonucu anlamlı bir farklılık bulunmadı (ġekil 4.24). 
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Tablo 4. 6.  7 ve 14 günlük deney gruplarına ait MDA, SOD ve CAT değerlerinin 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  Fa14  Kh14  NP+Fa14  NP+Kh14  NP+Kh+Fa14  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. Aynı satırda yer alan aynı harfler deney grupları arasındaki benzerliği, farklı harfler ise gruplar arasındaki 

farklılığı ifade etmektedir.
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ġekil 4.23. 7 ve 14 günlük gruplarda MDA, SOD ve CAT değerlerinin ikili 

karĢılaĢtırılması. Ġstatistiksel olarak * P <0,05 ifade eder. 
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Tablo 4.7.  7 ve 14 günlük deney gruplarına ait TAS ve TOS değerlerinin 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 (19,39±3,07)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 Fa14 Kh14 NP+Fa14 NP+Kh14 NP+Kh+Fa14 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 (1,21±0,08)c 0,0010 

TOS (12,58±1,02)a (17,67±3,53)b (12,83±2,67)a (12,44±2,10)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. Aynı satırda yer alan aynı harfler deney grupları arasındaki benzerliği, farklı harfler ise gruplar arasındaki 

farklılığı ifade etmektedir. 
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ġekil 4.24: 7 ve 14 günlük gruplarda TAS ve TOS kapasitesi sonuçlarının ikili 

karĢılaĢtırılması.   
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5. TARTIġMA VE SONUÇ 

NP, doğrudan veya dolaylı olarak birçok ortamda kullanılan ve infertiliteye neden 

olduğu bilinen kimyasal bir ajandır. NP gibi toksik maddelerin çevrede varlıklarının 

gösterilmesi, canlılara verdikleri zararın belirlenebilmesi için bu maddelerle ilgili 

deneylerin yapılması ve tedavi yöntemlerinin araĢtırılması önem taĢımaktadır. Mevcut 

çalıĢmada, NP‟ün ovaryumda oluĢturabileceği hasara karĢı KĠ-MKH, Fa ve her ikisinin 

birlikte uygulanmasının olası tedavi edici etkilerini histopatolojik, biyokimyasal ve 

immunohistokimyasal analizler ile araĢtırdık. Ayrıca, zamana göre etkideki değiĢimi 

görebilmek için 7 ve 14 günlük gruplar oluĢturuldu. 

NP, lipofilik özelliği ve yarılanma ömrünün uzun olması nedeniyle, canlılarda önemli 

düzeyde birikime yol açarak toksik etki yaratmaktadır (Nimnod ve Benson, 1996; 

Warhurst, 1995). Suda yaĢayan omurgasız hayvanlar, bitkiler ve balıklar bu 

kategorideki kimyasallara oldukça duyarlıdırlar ve değiĢen oranlarda toksisite 

sergilemektedirler. NP‟ye maruz kalan sazan balıklarının hematolojik parametrelerinin 

etkilendiği ve anemiye neden olduğu gösterilmiĢtir (Schwaiger ve ark., 2000). NP‟nin 

iĢitme fonksiyonu üzerinde olumsuz etkiler gösterdiği (Yücedağ ve ark., 2014), testis ve 

ovaryum kanserine (Skakkebaek ve ark., 1998) neden olduğu bildirilmiĢtir. Yapılan 

araĢtırmalar, NP‟ün farklı hücrelerin düzenleyici sistemlerine müdahale edebildiğini 

ortaya koymaktadır. NP mitokondrinin zar geçirgenliğini değiĢtirerek hücrelerdeki 

solunum toksisitesini tetiklemektedir. Farelerde sinir kök hücrelerinin büyümesini ve 

farklılaĢmasını inhibe ettiği tespit edilmiĢtir (Soares ve ark., 2008). NP‟ün kemik 

geliĢimi üzerine toksik etkilerinin incelendiği bir çalıĢmada, NP‟ün kemik 

metabolizmasını olumsuz yönde etkileri olduğu kemik yapım-yıkım aĢamalarını 

geciktirdiği bildirilmiĢtir (AliĢan Suna ve ark., 2021).  Jubendradass ve ark. (2012), 

sıçanlarda yaptıkları çalıĢmada NP‟ün hem mitokondriye bağlı olarak, hem de Fas ve 
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Fas-l yoluyla karaciğerde toksik etkiler göstererek apoptoza neden olduğunu 

bildirmiĢlerdir. 

NP‟nin üreme sağlığını olumsuz etkilediğini ortaya koyan çalıĢmalarda mevcuttur. NP, 

erkek ratlarda spermatogenez ve epididimal sperm üzerinde toksik etki göstermektedir 

(Aly ve ark., 2012). Göktepe ve ark.‟nın (2022), NP‟ün farklı dozlarının testis dokusu, 

kan-testis bariyer bütünlüğü ve DNA hasarı üzerine etkisini araĢtırdıkları çalıĢmalarında 

NP, 25 µl, 50 µl ve 75 µl olmak üzere 3 farklı dozda sıçanlara gavaj yoluyla 

uygulanmıĢtır. Üç ayrı dozda da sıçanların testislerinde seminifer tübüllerde önemli 

ölçüde hücre kaybına neden olduğu bildirilmiĢtir. Yapılan farklı bir çalıĢmada, NP‟ün 

erkek üreme sisteminde; germ hücresinin apoptozuna, testis boyutunun küçülmesine ve 

spermatozoa üretiminin azalmasınaneden olduğu gösterilmiĢtir (Urriola-Muñoz ve ark., 

2014). Bununla birlikte NP‟nin, güçlü bir östrojenik aktiviteye sahip olduğu 

bildirilmiĢtir (Christiansen ve ark., 1998; Tapiero ve Tew, 2002). Doğal ve insan yapımı 

çevresel östrojenlerin folikülogenez sürecini değiĢtirerek döllenme fenotipini 

etkileyebildiği veya elimine ederek infertiliteye neden olduğu bilinmektedir (Hughes ve 

ark., 2000). Önder ve ark. (2023), çalıĢmalarında 50 µl NP‟un gavaj yoluyla verilmesi 

sonucunda ovaryumda foliküllerin dejenere olduğunu, fibrozisin arttığını ve kan 

damarlarının geniĢlediği veya tıkandığı Ģeklinde histopatolojik bulguların olduğunu 

bildirmiĢlerdir. ÇalıĢmamızda, 50 µl dozda NP, mısır yağında çözdürülerek gavaj 

yoluyla uygulandı. NP uygulanan gruplarda özellikle primordiyal foliküller olmak üzere 

geliĢmekte olan folikülerin sayılarında azalma, atretik folikül sayılarında artma ile 

ovaryum rezervinin olumsuz etkilendiği gözlendi. Bununla birlikte ovaryumda kan 

damarlarında geniĢleme, hemorajik alanların varlığı, bağ dokusunda artan kollajen lif 

miktarı ve dejenere foliküllerin artıĢı gözlenen histopatolojiik bulgular arasındaydı. 

Sonuçlarımız NP‟ün ovaryum üzerindeki hasarını kanıtlar nitelikte olup diğer 

çalıĢmalarla uyumluydu. 

Primordiyal foliküllerin azalması ve folikülogenez sürecinin olumsuz etkilenmesine 

bağlı olarak geliĢen infertilite sonrası, ovaryum hasarını tedavi etmek için olgun 

oositlerin, embriyoların ve over dokusunun dondurulularak saklanması, kök hücre 

tedavisi, hormon tedavisi ve antioksidanların uygulaması dahil olmak üzere pek çok 

farklı tedavi yöntemleri uygulanmaktadır. Kök hücre tedavisi diğer birçok hastalıkta 
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olduğu gibi infertilite için de umut verici bir tedavi yöntemi olup diğer tedavi 

yöntemlerine göre pek çok avantajı bulunmaktadır. Özellikle KĠ-MKH‟ler MKH‟lerin 

ana kaynağı olup kendini yenileme kapasitesi, düĢük riskli bağıĢıklık reddi, kolay elde 

edilebilmesi, çok soylu farklılaĢma potansiyeli, çeĢitli hastalıkların tedavisi için 

kullanılabilmesi, mutasyonlara daha az duyarlı olması ve etik sorunların yaĢanmaması 

gibi avantajları nedeniyle en fazla tercih edilen ve kliniktede kullanımı yaygınlaĢan bir 

MKH‟dir (Kim ve Park, 2017, Sawangmake ve ark., 2016, Sun ve ark., 2014, Voga ve 

ark., 2020). Liu ve ark. (2014), KĠ-MKH'lerin hücre yüzey belirteçlerinden CD90 ve 

CD29'u ifade ettiği, ancak CD45 ve CD34'ü ifade etmediğini belirtmiĢlerdir. KĠ-

MKH‟lerin ovaryum hasarına etkisinin değerlendirildiği bir çalıĢmada yüzey 

belirteçlerinden CD90, CD44 ve CD29‟u ifade ettiği, CD34 ve CD45‟i ifade etmediği 

gösterildi (Zarbakhsh ve ark., 2019). Bunlardan yola çıkarak çalıĢmamızda kemik 

iliğinden elde edilen, CD90, CD73 ve CD29 yüzey belirteçlerini ifade eden, ancak 

CD45‟i ifade etmeyen hücreler kullanıldı. 

KĠ-MKH'lerinin hasarlı doku bölgelerine migrasyon yetenekleri ve salgılama 

fonksiyonu, KĠ-MKH'lerin onarıcı etkilerini göstermelerine olanak 

tanımaktadır. MKH'lerin, granüloza hücrelerinde AMH ekspresyon miktarını artırması 

ile granüloza hücre apoptozununun ve foliküler atrezinin inhibisyonu yoluyla ovaryum 

fonksiyonunun iyileĢmesini destekleyebileceği gösterilmiĢtir (He ve ark., 2018). KĠ-

MKH'leri ovaryuma ve diğer organlara direk uygulanabildiği gibi damar yolu ile de 

verilebilmektedir. ÇalıĢmada tercih ettiğimiz i.v. enjeksiyon basit, hızlı ve daha az 

invaziv bir stratejidir. Daha da önemlisi i.v. enjeksiyon, çeĢitli organları etkileyen toksik 

maddeler için spesifik olarak daha faydalıdır. Bununla birlikte, i.v. enjeksiyon sonrası 

hücrelerin organlara ulaĢtığını gösterebilmek önemlidir. KĠ-MKH'lerin ovaryumlara 

yönlendirilmesi ve varlıklarının değerlendirildiği çalıĢmalar bulunmaktadır.  Liu ve ark. 

(2014), yaptıkları çalıĢmada kemoteropötik ajan olan Cisplatin ile oluĢturulan ovaryum 

hasarı sonrası i.v. yolla etiketli 4x10
6
 KĠ-MKH uygulanması sonrası kök hücrelerin 15. 

ve 30. günde ovaryumdaki varlıkları gösterildi. 15. günde ovaryumun hilusu ve 

medullasındaki KĠ-MKH'lerin sayısı, ovaryum korteksindekinden daha fazlaydı. 30. 

günde ise kök hücrelerin sayısının oldukça azaldığı ancak ovaryumda canlı 

kalabildikleri bildirildi. Ayrıca KĠ-MKH‟lerin ovaryumda kemoterapötik ajanla oluĢan 
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hasarı düzeltebileceği, foliküllerin sayısını artırabileceği ve apoptozu engelleyerek 

restoratif etkiler gösterebileceği belirtildi. BaĢka bir çalıĢma, KĠ-MKH‟lerinin uygulama 

sonrasında hasarlı ovaryumda lokalize olduğu ve hayatta kaldığı sonuç olarakta 

ovaryumun histolojik yapısını iyileĢtirdiği ve endokrin fonksiyonlarını düzenlediği 

belirtilmiĢtir (Gabr ve ark., 2016). Liu ve ark. (2019), yaptığı çalıĢmada primer over 

yetmezlik modeli oluĢturulan farelerde over fonksiyonunu düzenleyebilmek amacıyla 

amniyotik mezenĢimal kök hücre (hAMKH)‟lerin etkinliğini araĢtırmıĢlardır. 

hAMKH‟ler PKH26 ile etiketlendiğinden 7 ve 14. günde ovaryumda varlıkları 

gösterilmiĢtir. Uygulama sonrası 7. günde foliküllerde hAMKH‟lere rastlanmadığı, 

özellikle ovaryumun foliküllerin dıĢındaki alanlarda hücrelerin bulundukları 

gösterilmiĢtir. 14. günde ise sayılarının oldukça azaldığı belirtilmiĢtir. Rizk ve ark. 

(2018), diyabet olan sıçanlara i.v. uygulama ile 2.5x10
6
 KĠ-MKH vererek tedavi edici 

etkilerini inceledikleri çalıĢmalarının sonucunda KĠ-MKH‟lerinin kan glukoz seviyesini 

düĢürdüğü ve oksidatif stres parametrelerini azalttığını belirtmiĢlerdir.  

KĠ-MKH‟lerin hedeflenmesi verimsiz olduğundan ve birçok KĠ-MKH sistemik 

uygulama sonrası akciğerde sıkıĢıp kaldığından, enjekte edilen hücrelerin ovaryuma 

ulaĢıp ulaĢmadıklarını izlenmesi önemliydi. Bu nedenle çalıĢmamızda hücreleri 

etiketlemede PKH26 kullanıldı ve her bir sıçan için 2,5x10
6 

KĠ-MKH i.v. olarak kuyruk 

veninden uygulandı. Kök hücrelerin farklı sürelerde ovaryumdaki etkilerini incelemek 

için 7. ve 14. günler baz alınarak farklı gruplar oluĢturuldu. KĠ-MKH'lerin uygulama 

sonrası ovaryumda 7.günde ve 14. günde varlıkları gösterildi. 7. günde özellikle 

foliküllere yakın alanlarda ve granüloza hücrelerinin bulunduğu alanlarda daha fazla KĠ-

MKH gözlemlendi. Yapılan diğer çalıĢmalarda özellikle medulla, hilus ve foliküllerin 

dıĢındaki alanlarda kök hücreler gösterilirken bizim çalıĢmamızda foliküllerde de KĠ-

MKH‟lere rastlandı. 14. günde ise sayıları azalmasına rağmen hala ovaryumda KĠ-MKH 

mevcuttu ve granüloza hücrelerinin bulunduğu alanlarda gözlendi. 

Folik asit doku onarımında önemli bir faktör olan B grubu bir vitamindir. Özellikle 

differansiyasyon ve folikülogenez üzerine olumlu etkileri nedeniyle ovaryum ile ilgili 

yapılan çalıĢmalarda tercih edilmektedir. Ovaryuma zarar veren pek çok kimyasala karĢı 

koruyucu ve tedavi edici amaçlı kullanımı araĢtırılan bir ajandır. Fa‟in damar endotel 

hücrelerinin proliferasyonuna ve yara iyiliĢmesine olan etkisinin araĢtırıldığı bir 
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çalıĢmada Fa‟in etkisini artırmak için MKH‟lerile birlikte uygulandığında, MKH‟lerin 

in vitro olarak folik asitin etkisini artırdığı gözlenmiĢtir (Pakdemirli ve ark.,2019). 

ÇalıĢmamızda Fa 20 mg/kg gavaj yolu ile uygulandı. NP‟ün ovaryum dokusunda 

oluĢturduğu hasara KĠ-MKH ve Fa‟in ve her iki ajanın birlikte uygulandığında 7 ve 14 

günlük oluĢturulan gruplarda histopatolojik değerlendirmeler sonrası Fa7, Fa14, Kh7 ve 

Kh14 grupları histolojik yapının korunduğu tedavi gruplarında ise hemoraji ve kollojen 

lif miktarında ve atretik folikül sayısında azalma olduğu belirlendi. ÇalıĢmamızda tüm 

denekler toplam folikül sayısı açısından değerlendirildiğinde, sonuçlar Fa ve Kh‟nin 

birlikte uygulandığı NP+Kh+Fa7 ve Np+Kh+Fa14 gruplarında folikül rezervi açısından 

sadece Fa ve sadece Kh uygulanan gruplardan daha iyi tedavi edici etkiye sahip 

olduğunu gösterdi. Bu iki grubun folikül sayısı kontrol grubuna daha yakınken, 

primordiyal ve atretik folikül sayıları NP7 ve NP14 grublarından anlamlı farklılık 

gösterdi. 

ÇalıĢmamızda, kontrol grubuna ait ovaryum dokularında AMH salınımının primer, 

preantral ve sekonder foliküllerinin granüloza hücrelerinden salgılandığı ayrıca 

primordiyal folikül ve atretik foliküllerde AMH ekspresyonu gözlenmemiĢtir. Bu da 

AMH salınımının sadece geliĢen folikül hücrelerinden salgılandığını desteklemektedir. 

NP7 grubunda ise AMH ekspresyonunda azalma gözlenirken NP+Kh7, NP+Fa7 ve 

NP+Kh+Fa7 grupları AMH ekspresyonu kontrole yakın Ģekilde artırdığı gözlendi. 

NP14 grubunda AMH ekspresyonunda azalma gözlenirken NP+Kh14, NP+Fa14 ve 

NP+Kh+Fa14 grupları AMH ekspresyonu kontrole yakın Ģekilde artırdığı ve kontrole 

en yakın AMH ekspresyonunun NP+Kh+Fa14 grubuna ait olduğu gözlenmiĢtir ve 

sonuçlar istatistiksel olarak anlamlı bulundu. 

MKH'lerin göçünü teĢvik eden TNFα, hepatosit büyüme faktörü ve temel fibroblast 

büyüme faktörleri gibi faktörler vardır (Sohni ve Verfaillie, 2013). IL6 ve TNFα en 

önemli iki inflamatuar aracıdır ve IL6, akut faz reaksiyonunda yer alan bir sitokindir 

(Scorei ve ark., 2010). ÇalıĢmamızda NP grubunda proinflamatuar sitokinler olan IL6 

ve TNFα'da bir artıĢa neden olduğu belirlendi ve bu diğer çalıĢmalar ile uyumluydu 

(Önder ve ark., 2023). NP uygulaması sonrası dokularda TNFα ekspresyonunundaki 

artıĢın kök hücrelerin ovaryuma göçünü teĢvik ettiğini sonucuna ulaĢılabilir. KĠ-

MKH‟ler sitokinler tarafından hasarlı dokuya göç eder ve ovaryumun tedavi 
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edilebilmesi için antiapoptoz ve antifibröz etki için gerekli sitokinleri salgılarlar. Ayrıca 

inflamatuvar yanıtı inhibe ederek oksidatif stresi azaltarak ovaryum fonksiyonlarını 

korurlar. BağıĢıklık sistemini IL6 gibi belirli sitokinler aracılığıyla düzenlerler (Liu ve 

ark., 2014). 

Ovaryum follikülogenez sürecinde önemli rol oynayan TGFβ1, Metotreksat ile 

indüklenen ovaryum hasarı sonrası plazma TGFβ1 düzeyi değerlendirildiği çalıĢmada, 

hasar grubunda kontrole kıyasla artıĢ meydana geldiği belirtildi (Lee ve ark. 2017). 

ÇalıĢmamızda NP hasarı sonrası ovaryumda kontrol dokularına kıyasla ovaryumda 

TGFβ1 ekspresyonu arttı. Tedavi gruplarında ise bu değer kontrol grubuna yakın 

ölçüldü. NP+Fa+Kh7 ve NP+Fa+Kh14 grupları TGFβ1 ekspresyon değeri kontrol 

grubuna en yakın değerdeydi. 

Litaratürde NP‟ün farklı dokularda apoptotik hücre sayısını artırdığı bildirildi (Guo ve 

ark., 2013; Jubendradass ve ark., 2012, Urriola-Muñoz ve ark., 2014). Özellikle KĠ-

MKH‟lerin ise hücre apoptozunu azalttığı ve antiapoptotik etkiler gösterdiği bildirildi 

(He ve ark., 2018; Guove ark., 2013). ÇalıĢmada apoptotik hücre sayısı en az olan 

tedavi grupları Kh uygulanan gruplara aitti. 

SOD ve CAT gibi endojen antioksidan enzimler organizmada oksidan-antioksidan 

dengesini korumasında etkilidirler (Gutteridge, 1995; Jialal ve Fuller 1993). Okai ve 

ark.‟na göre (2004), NP maruziyeti, insanlarda nötrofillerde serbest oksijen türlerini 

artırmakta, serbest radikalleri baskılayan enzimlerden CAT, SOD, α-tokoferol ve β-

karoten gibi antioksidan ajanlar, NP‟ün yol açtığı serbest radikalleri ve etkilerini 

baskılayıcı özelliklere sahiptirler. Bisfenol A‟ın toksik etkisine Fa‟in koruyucu 

etkilerinin araĢtırıldığı bir çalıĢmada Fa 20 mg/kg gavaj yolu ile uygulandığında 

Bisfenol A kimyasalının dokulara verdiği oksidatif hasarı azalttığı, SOD ve CAT 

aktivitelerini yükselttiği belirtilmiĢtir (Aydos ve Boyacıoğlu, 2019). Yapılan farklı 

çalıĢmalarda folik asitin serbest radikallere ve reaktif oksijen türlerine karĢı etkili 

olduğu gösterilmiĢtir (Shalaby ve ark, 2010; Singh ve ark, 2011; Mohammadi ve ark, 

2012). KĠ-MKH„lerin farklı hastalıklarda oksidatif stres üzerine olumlu etkileri üzerine 

çalıĢmalar olmasına rağmen ovaryum hasarı üzerine etkilerine dair çalıĢmalar kısıtlıdır. 

Mevcut çalıĢmada NP‟ün ovaryum üzerinde oluĢturduğu oksidatif stresi ayrı ayrı folik 
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asit ve KĠ-MKH‟lerin azaltabileceği gösterildi. MKH‟lerin iskemi reperfüzyon hasarı 

sonrası etkilerinin değerlendirildiği bir çalıĢmada MKH‟lerin hasar  sonrası  dokuda 

antioksidan kapasitesini artırdığı, SOD ve CAT etkilerinin yanı sıra MDA seviyesini 

düĢürerek ve azaltılmıĢ oksidatif stres yoluyla reperfüzyonlu dokuya kök hücrelerin 

göçünü teĢvik ettiği ve  antioksidan kapasitesini artırarak hasarlı doku üzerinde tedavi 

edici etki gösterebildiği belirtilmiĢtir (Ġnan ve ark., 2017). Ayrıca antioksidan 

parametrelerden TAS ve oksidan parametrelerden TOS kapasiteleri analiz edilerek 

antioksidan ve oksidan dengesi belirlenebilir (Akoglu ve ark., 2013). Biyokimyasal 

bulgularımız NP‟ün lipid peroksidasyonu indüklemesi sonucu NP7 ve NP14 gruplarında 

MDA değeri artırdığı, SOD ve CAT aktivitesini ve TAS kapasitesini azalttığı ve TOS 

kapasitesini yükselttiği belirlendi. NP+Kh+Fa7 grubunda biyokimyasal değerler NP7 

grubundan farklıydı. Bu farklılık istatistiksel olarak anlamlıydı. Aynı Ģekilde 

NP+Kh+Fa14 grubunda da biyokimyasal değerler NP14 grubunda farklıydı ve bu 

farklılık istatistiksel olarak anlamlıydı. Tedavi gruplarından MDA, SOD, CAT, TAS ve 

TOS sonuçları kontrol grubuna en yakın gruplarda Kh ve Fa‟in birlikte uygulandığı 

gruplardı.  

ÇalıĢmamızda NP‟ün ovaryum dokusunda oluĢturduğu hasara KĠ-MKH ve Fa‟in ve her 

iki ajanın birlikte uygulandığında olası tedavi edici etkilerini histolojik, histokimyasal, 

immünhistokimyasal ve biyokimyasal yöntemler kullanılarak değerlendirilmiĢtir. Sonuç 

olarak çalıĢmamızda, NP‟ün over üzerinde oluĢturduğu toksik etki sonrası KĠ-

MKH‟lerin ovaryumda 7. ve 14. günde varlıkları gösterildi.   

NP uygulanan gruplarda ovaryum dokuları, kontrol grubuyla kıyaslandığında 

dejeneratif değiĢiklikler izlendi. H&E ile boyanan over kesitlerinde, tüm diğer deney 

gruplarına göre NP uygulanan gruba ait over dokularında normal histolojik yapının 

bozulduğu foliküler dejenerasyon, tıkalı damarlar ve hemoraji gibi patolojik bulguların 

varlığı izlendi. Bu sonuçlar NP‟ün ovaryum toksisitesini gösteren bulgulardan olması 

açısından değerliydi. NP+Fa7, NP+Kh7, NP+Fa+Kh7, NP+Fa14, NP+Kh14 ve 

NP+Fa+Kh14 gruplarına ait ovaryum örnekleri NP7 ve NP14 grupları ile 

karĢılaĢtırıldığında patolojik bulguların azaldığı gözlendi. Fa ve Kh‟nin birlikte verildiği 

gruplarda (NP+Fa+Kh7, NP+Fa+Kh14) patolojik bulgular azaldı, ancak NP+Fa+Kh14 

grubunda ovaryum mimarisi kontrol grubuna daha yakındı.  
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NP uygulaması sonrası 7. ve 14. günde sakrifiye edilen iki grup arasında histopatolojik 

bulgular ve folikül sayım sonuçları açısından herhangi bir fark izlenmedi. Her iki hasar 

grubunda artmıĢ atretik folikül sayısı ve azalan primordiyal foliküller dikkat çekiciydi. 

Bu sonuçlar NP‟ün ovaryum rezervini azalttığını gösteren bulguları desteklemektedir. 

NP+Fa+Kh7 ve NP+Fa+Kh14 grupları tek uygulama yapılan gruplara oranla 

primordiyal ve geliĢmekte olan diğer foliküllerin sayısı kontrol grubuna daha yakın 

değere yükseldi.  

MT ile boyanan ovaryum kesitlerinde NP7 ve NP14 gruplarında bağ dokusunda artan 

kollojen lif miktarı gözlendi. Özellikle Kh ve Fa‟in birlikte uygulandığı gruplarda 

fibrozisin azaldığı izlendi.  

Ġmmunohistokimyasal boyamalar sonrası elde edilen TNFα, IL6 ve TGFβ1 ekspresyon 

sonuçları NP uygulamasının ekspresyon oranını artırdığını gösterdi. Tedavi 

gruplarından NP+Fa+Kh7 ve NP+Fa+Kh14 grupları ekspresyon oranı kontrol grubu ile 

yakın değerdeydi. Kh ve Fa birlikte uygulamasının NP uygulaması sonrası artan TNFα, 

IL6 ve TGFβ1 ekspresyonlarını düĢürebileceği gösterildi.  

NP uygulaması sonrası artan apoptotik hücre sayısı tüm tedavi gruplarında azaldı. Fa‟in 

apoptotik hücre sayısını azalttığı ancak Kh uygulamasının artan apoptotik hücre sayısı 

üzerine daha etkili olduğu gösterildi. 7 ve 14 günlük tedavi gruplarında herhangi bir 

farklılık gözlenmedi. KĠ-MKH‟lerin ovaryuma göç etmelerinin ardından komĢu 

hücreleri etkileyerek parakrin etki yarattığı ve bu parakrin etkinin antiapoptoz ve 

antifibroz da oldukça önem arz etmekte olup hasarlı dokunun iyileĢmesini desteklemek 

için mikro çevreyi iyileĢtirdiği yönünde değerlendirme yapılabilir. 

Biyokimyasal bulgular NP‟ün lipit peroksidasyonunu indükleyerek MDA 

konsantrasyonunu artırdığı ve toplam antioksidan kapasiteyi ve antioksidan enzimleri 

azaltarak oksidatif stresi indüklediği, Kh ve Fa birlikte uygulandığı gruplarda ise MDA 

konsantrasyonunda azalma, SOD ve CAT antioksidan enzimlerin konsantrasyonunu 

artırarak oksidatif stresi azalttığı belirlendi. ÇalıĢmamızda, KĠ-MKH‟lerin ovaryum 

hasarını tedavi edebilmek için oksidatif stres parametrelerini düzenlediği gösterildi. 

ÇalıĢmadan elde edilen bulgular ile Fa ve KĠ-MKH‟nin tedavi amaçlı birlikte 

kullanımının ovaryum patolojisi üzerine olumlu etkileri olduğunu ve Fa‟in KĠ-

MKH‟lerin terapötik etkilerini güçlendirdiği ve birlikte kullanımlarının biyokimyasal 
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olarak ovaryum fonksiyonlarını düzenleyebileceği ve iyileĢtirebileceği sonucuna varıldı. 

Bu sonuçların kliniğe yansıtılması için multidisipliner bir yaklaĢım gerekmektedir. 

Multidisipliner planlanan daha sonraki çalıĢmalarda, Fa uygulamasına devam edilerek 

KĠ-MKH‟lerin ilerleyen günlerde ovaryumdaki etkileri ve varlıkları incelenebilir ve 

klinikte infertilite tanısı alan hastalarda, bu iki ajanın birlikte uygulanması 

değerlendirilebilir. 
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