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TURKCE OZET

¢‘Sican Ovaryum Dokusunda Doksorubisin ile Indiiklenmis Follikiiler Apoptotik
Aktivasyonda Dialil Disiilfit’in Koruyucu Etkisi’’

Doksorubisin; sarkomlarin, meme ve akciger kanserleri de dahil olmak tizere
karsinomlarin, akut lenfositik 16semilerin ve lenfomalarin tedavisinde 6nemli ve en sik
kullanilan kemoterapotik ilaglardan birisidir. Doksorubisinin de aralarinda oldugu
antrasiklin tiirevi antibiyotikler iki DNA zinciri arasina yerleserek DNA ve RNA
sentezini inhibe ederler ve topoizomeraz II enzimi iizerinden de DNA zincir
kirilmalarmma sebep olurlar. Bu calismada doksorubisinin ovaryum {izerindeki
toksisitesini belirlemek ve ovaryan toksisite iizerine dialil distilfitin etkinligini
degerlendirmek amaglandi.

Calisma kapsaminda 35 adet 2,5-3 aylik Wistar albino cinsi disi sigan 5 gruba
ayrildi: Grup I: Kontrol-Doksorubisin Grubu, Grup 1I: Kontrol-Dialil disiilfit Grubu,
Grup 111: Doksorubisin Uygulanan Grup, Grup 1V: Dialil disiilfit Uygulanan Grup,
Grup V: Doksorubisin + Dialil disiilfit Uygulanan Grup. Doksorubisin 3 mg/kg/giin
(0,008 mM/7 giin, 10 mg/kg- 5 ml enjeksiyonluk su) intraperitoneal (ip) olarak enjekte
edildi. Dialil disiilfit 0,5 ml misir yagi icerisinde 50 mg/kg ip enjeksiyon seklinde
uygulandi. Morfolojik degisiklikler hematoksilen eozin boyamasinda 11k mikroskobik
degerlendirme ve follikiil sayimi ile gergeklestirildi. Apoptotik aktivasyon TUNEL
yontemi ile degerlendirildi.

Calismanin sonucunda elde ettigimiz bulgulara gore, doksorubisinin viicut
agirhgini azalttigr gozlendi. Follikiil sayimi sonrasinda gruplar arasinda unilaminar
primer ve multilaminar primer follikiiller diizeyinde istatistiksel olarak anlamlilik
goriilmezken, doksorubisin grubunda primordiyal follikiil sayilarinda istatistiksel
olarak anlamli diizeyde azalma belirlendi. Doksorubisin grubunda kontrol-
doksorubisin, kontrol-dialil distilfit, dialil distilfit ve doksorubisin+disiilfit gruplarina
gore sekonder ve graaf follikiil sayilarinda azalmalar oldugu, atretik follikiil
sayilarinda ise anlamli derecede artis oldugu goriildii. Doksorubisin+dialil disiilfit
grubunda sekonder ve graaf follikiil sayilarinin kontrol (doksorubisin ve dialil disiilfit)
ve dialil disiilfit grubu ile benzer oldugu, atretik follikiil sayilarinin doksorubisin
grubuna kiyasla anlamli derecede azaldig: saptanda.

Doksorubisin ile birlikte verilen dialil disiilfitin ovaryan follikiil rezervini
korudugu ve ovaryan toksisiteyi azaltabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Sozciikler: Doksorubisin, Dialil disiilfit, Apoptoz
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INGILIiZCE OZET

“Diallyl Disulfide Effect on Doxorubicin-induced Follicular Apoptotic
Activation in Rat Ovarian Tissue”’

Doxorubicin is one of the most important and most frequently used
chemotherapeutic drugs for the treatment of carcinomas, acute lymphocytic leukemias
and lymphomas including sarcomas, breast and lung cancers. Anthracycline-derived
antibiotics are located between two DNA strands, inhibiting DNA and RNA synthesis,
and causing DNA chain breaks through topoisomerase Il. The aim of this study was to
determine the toxicity of doxorubicin, an anthracycline-derived antibiotic, on the
ovary and to evaluate the effectiveness of diallyl disulfide on ovarian toxicity.

In this study, 2.5-3 month old 35 female Wistar albino rats were divided into 5
groups: Group I: Control-Doxorubicin Group, Group Il: Control-Dialyl disulfide
Group, Group I11: Doxorubicin Applied Group, Group IV: Dialil disulfide Applied
Group , Group V: Doxorubicin + Dialil disulfide Group. Doxorubicin 3 mg / kg / day
(0.008 mM / 7 days) doxorubicin (10 mg / kg-5 ml water for injection) was injected
intraperitoneally (ip). Dialil disulfide was administered as 50 mg / kg ip injection in
0.5 ml corn oil. Morphological changes were performed by light microscopic
evaluation and follicle counting in hematoxylin eosin staining. Apoptotic activation
was evaluated by TUNEL method.

According to the results of the study, doxorubicin was found to decrease the
body weight. There was no statistically significant difference between the unilaminar
primary and multilaminar primary follicles in the follicle group after the follicle count,
but a statistically significant decrease in the number of primordial follicles in the
doxorubicin group. In the doxorubicin group, there were decreases in the number of
secondary and graaf follicles according to the control-dokrorubicin, control-diallyl
disulfide, diallyl disulfide and doxorubicin + disulfide groups, and there was a
significant increase in the number of atretic follicles. In the Doxorubicin + diallyl
disulfide group, the number of secondary and graaf follicles was similar to the control
(doxorubicin and diallyl disulfide) and diallyl disulfide group, and the number of
atretic follicles decreased significantly compared to the doxorubicin group.

It was concluded that dialil disulphide provided with doxorubicin could reduce
this damage in the ovary and protect the ovarian follicle reserve.

Key Words: Doxorubicin, Dialil disulfide, Apoptosis
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1. GIRIS

Kanser, diinya genelinde giderek artan bir saglik problemidir. Kanser terimi ilk
defa Hipokrat tarafindan (M.O. 460-377) organizmanm sifa bulmayan yeni
yapilanmalar1 i¢in kullanilmistir. Viicut yiizeyinde biiyliyen ve genellikle iilsere olan,
kirmizi, sicak, agrili, digerlerinden farkli karakterde olup yavas biiyiiyen sisliklere
Hipokrat, “karkinos” ya da “karkinoma”, Galen (M.S. 2. yiizyil) ise goriiniimiinii
yengece benzetmesi nedeniyle “kanser’” adini vermistir. Diger bir yoruma goére, kanser
agrisinin yengeg 1sir181 ile olusan, merkezden cevreye dogru yayilan kemirici tarzdaki
agriya benzerligi nedeniyle bu adlandirma yapilmistir. Yunan tibbinda, “praeter
naturam” adi verilen anormal patolojik biliylime ise tiimor olarak adlandirilmistir
(Atici, 2007). Kanser, bir organizmadaki hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde boliinmesi,
cogalmast ve birikmesi olarak tanimlanmistir. Tek bir organi etkileyebildigi gibi
metastaz yaparak uzaktaki organlara da etkisini gosterebilmektedir. Her ne kadar bazi
standartlar belirlenmis olsa da her kanser tiiriine 6zgii farkli tedaviler uygulanmaktadir.
Her insanin farkli bir DNA’ya sahip olmasi her kanser tiiriine 6zgii farkli yaklagimlar
uygulanmasinda en biiyiik etmendir (Fitzmaurice ve ark., 2015; Pavlopoulou ve ark.,
2015).

Kanser tedavisinde kemoterapi, radyoterapi, cerrahi yontemler en sik
kullanilan yontemler olmakla birlikte, hormon terapisi ve biyolojik yontemler gibi
farkli yaklasimlar da diger yontemlere destek olacak sekilde birlikte veya tek basina
uygulanabilir. Her yontemin kendine 6zgili avantaj ve dezavantajlarinin bulunmasi,
kanserin kisiye Ozgii bir hastalik olmasi ve tedavilerin kisiden kisiye farklilik
gosterebilmesi nedeniyle kesin bir tedavi yonteminin varligindan bahsetmek miimkiin
degildir (Fitzmaurice ve ark., 2015; Pavlopoulou ve ark., 2015).

Kemoterapinin esas amacit kanser hiicrelerini kemoterapétik ajanlar
uygulayarak oldiirmek olup, sitotoksik anti-neoplastik ajanlar bu tip tedavide 6nemli
rol oynamaktadir. Cerrahi girisim Oncesinde tiimoriin boyutunun kiiciiltiilmesi
amaciyla kullanilan kemoterapi, radyoterapide de oldugu gibi neoadjuvan tedavi

seklinde veya tek basina uygulanabilir. Losemi ve lenfoma gibi ¢esitli kanser



tirlerinde etkili bir tedavi yontemi oldugu gosterilmistir (Mian ve ark., 2016).
Alkilleyici ajanlar, kortikosteroidler, anti metabolitler, anti tiimér antibiyotikler,
mitotik inhibitérler ve topoizomeraz inhibitorler kemoterapi uygulamalarinda
kullanilan en yaygin ilaglardir (Yang ve ark., 2016).

Antitimor  antibiyotikleri, kanserli hiicrelerin DNA/RNA  sentezini
baskilayarak bliylimesini ve boliinmesini yavaglatan kimyasallardir. Antrasiklin
grubunda tanimlanan doksorubisin (Doksorubisin, Adriamisin) Streptomyces
peucetius tarafindan iiretilen ve kanser tedavisinde uygulanan bir ilagtir. Etken madde
dogrudan sitotoksik olup DNA ve RNA sentezini engellemektedir. Doksorubisin
beseri ve veteriner hekimlik alaninda bir¢ok kanser tiiriinde (lenfoma, 16semi, solid
tiimdrler vb.) genis kullanim alani olan bir antitimér antibiyotiktir. Ancak etken
oksidatif stres olusturarak kardiyotoksik etki gostermekte kemik iligi depresyonu,
flebit, anafilaksi, tirtiker, generalize eritem, kusma, ishal, kolitis, anoreksi, histamin
saliniminda artis, renal hasar ve kilo kayb1 gibi yan etkileri bulunmaktadir. Doza bagl
olarak hepatik hasar olusturabilecegi de yapilan deneysel arastirmalarda gosterilmistir
(Alshabanah ve ark., 2011).

Gonadotoksik bir tedavi; kilcal malformasyon ve kortikal fibrozis goriilen
ovaryum, follikiil sayisindaki azalmaya ve oositlerde matiirasyon yetersizligine sebep
olmaktadir. Sitotoksik ajanlar, hizla boliinen hiicreleri durdurarak follikiiler
matiirasyonun bozulmasi veya inaktif primordiyal follikiiller tizerine dogrudan etki
gostermesi veya ikisinin kombinasyonunu igeren mekanizmalar araciligiyla gonadal
toksisite olusturmaktadir (Mackie ve ark., 1996; Watson ve ark., 1985; W. H.B.
Wallace ve ark., 1989).

Serbest radikaller; kararsiz yapida olan kisa dmiirlii molekiillerdir. Canlida, en
fazla oksijen kaynakli serbest radikaller iiretilmektedir. Canlida serbest oksijen
radikalleri birgok nedenle iretilse de, 6zellikle mitokondrial enerji tiretimi esnasinda
olusmaktadir. Uretilen serbest oksijen radikalleri endojen (glutasyon peroksidaz,
stiperoksit dismutaz vb.) veya eksojen (vitamin E, askorbik asit, selenyum vb.)
antioksidanlar tarafindan etkisizlestirilmekte ve bu sekilde oksidanlar ile
antioksidanlar denge halinde bulunmaktadir. Dengenin; oksidanlar lehine degistigi

durumlarda radikaller lipid, karbonhidrat ve DNA gibi yapilara zarar vermektedirler.



Ozellikle lipid yapis1 {izerindeki etkileri sonucunda lipid peroksidasyonu
gelismektedir. Gelisen durum oksidatif hasar olarak tanimlanmaktadir.

Insan viicudunda serbest radikaller tarafindan olusturulabilecek oksidatif
stresin ortadan kaldirmasinda antioksidanlar 6nemli rol oynamaktadir. Antioksidanlar
serbest radikalleri temizleyebilen ve hiicre hasarini engelleyebilen maddelerdir. Insan
viicudunda bulunan antioksidanlar ya viicut tarafindan dogal olarak iiretilmekte ya da
disaridan takviye olarak alinmaktadirlar. Endojen ve eksojen antioksidanlar, hiicre
metabolizmasinin toksik yan iirlinli olan serbest radikalleri etkisizlestirerek koruyucu
etki gostermektedirler (Sen ve ark., 2010). Antioksidanlar; reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu engellemek, bu maddelerin meydana getirdigi hasarlar1 6nlemek ve
detoksifikasyonu saglamak {izere viicutta gbrev yapan savunma sistemleridir.
Antioksidanlar, serbest radikallerle reaksiyona girerek
otooksidasyon/peroksidasyonun ilerlemesini onleyen maddelerdir. Bu maddeler,
serbest radikallerin fazlasini etkisizlestirerek, serbest radikallerin toksik etkilerine
kars1 hiicreleri korumakta ve hastaliklar1 6nlemede katki saglamaktadir (Pham-Huy
ve ark., 2008). Alliaceae familyasina dahil olan, hem besin maddesi hem de ilag
hammaddesi olarak kullanilan sarimsak (Allium sativum) ve sogan (Allium cepa),
yapilarindaki flavonoidlerden dolay1, yiliksek antioksidan aktiviteye sahiptirler.
Iceriklerindeki antioksidatif aktivite gibi farkli biyoaktif dzelliklere sahip olan ¢ok
sayida fitokimyasal bilesikler sebebi ile sogan ve sarimsak tiirleri kanser, kalp
hastaligi, obezite, diyabet, hipertansiyon ve katarakt gibi bazi hastaliklarin
onlenmesinde ve tedavisinde kullanilmaktadir. Bu bitki grubundaki fitokimyasal
bilesikler, ugucu ve ugucu olmayan bilesenler olmak tizere iki ana gruba ayrilmaktadir.
Ugucu bilesenler; siilfiir gruplari, ugucu olmayan bilesenler ise; flavonoidler ve
fenollerdir. Son 20 yilda; Allium cinsi en ¢ok ¢alisilan sebzeler arasinda yer almiglar
ve Ozellikle sogan ve sarimsak gibi sebzelerde bulunan fenolik maddeler iyi birer
antioksidan kaynagi olarak gida endiistrisi i¢in biiyiik ilgi uyandirmistir (Benkeblia,
2005). Calisma kapsaminda, kemoterapotik ajan toksisitesinin kadin fertilitesi iizerine
olusturdugu hasarin 6nlenmesi ya da bu toksisitenin etkilerinin en aza indirgenmesi
i¢in bir koruma yontemi bulmak amaglanmistir. Bu amacla 6nemli bir antioksidan
madde olan dialil distilfitin sigan ovaryumunda olusturulan doksorubisin toksisitesi

tizerindeki hasar dnleyici etkisi incelenmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Ovaryum Hakkinda Genel Bilgiler
2.1.1. Genital Sistemin Gelisimi Hakkinda Genel Bilgiler

Cinsiyet farklanmasi, bircok genin rol aldigi karmasik bir siirectir. Sekstiel
dimorfizmin anahtari, kisa kolu lizerinde (Ypll) SRY genini (Y kromozomu
tizerindeki cinsiyeti belirleyici bolge=sex-determining region on Y) tasiyan Y
kromozomudur. Bu genin protein {iriinii rudimenter durumdaki cinsiyet organlarinin
kaderini belirleyen genleri harekete geciren bir transkripsiyon faktoriidiir. SRY
proteini Testis Belirleyici Faktordiir (TBF). Fetusun cinsiyeti TBF varliginda erkek
tipinde gelisirken, bu faktor yoksa kiz tipinde gelismektedir (Sadler, 2005).

2.1.2. Gonadlarin Gelisimi
Gonadlar (testisler ve ovaryumlar):
e Posterior abdominal duvar1 déseyen mezotel (mezodermal epitel)
e Altindaki mezensim (embriyonik bag dokusu)
e Primordiyal germ hiicreleri olmak tizere {i¢ kaynaktan koken almaktadirlar

(Moore, 2009).

Embriyonun cinsiyeti, genetik agidan daha fertilizasyon asamasinda belirlenmis
olmasma ragmen, gelisimin 7. haftasina kadar gonadlar erkege veya disiye ait
morfolojik 6zellik gostermezler.

Gonadlar ortaya bir ¢ift uzunlamasina, genital veya gonadal sirt halinde
cikarlar. Epitel proliferasyonu ve altindaki mezensimin yogunlagmasiyla meydana
gelmiglerdir. Gelisimin 6. haftasina kadar genital sirtlar icinde germ hiicreleri
bulunmaz.

Primordiyal germ hiicreleri, epiblasttan kdken alir, primitif ¢izgi boyunca gog
eder ve lgiincli haftada yolk kesesinin allantoise yakin duvarindaki endoderm
hiicrelerinin arasina yerlesirler. Dordiincii haftada ameboid hareketlerle sonbarsagin
mezenterinin dorsali boyunca ilerleyerek, 5. haftanin basinda primitif gonadlara ulasir,

6. haftada da genital sirtlara yerlesirler. Bu hiicrelerin genital sirtlara ulagamadiklari



durumda gonadlar gelisemez. Primordiyal germ hiicrelerinin gonadlarin ovaryum ve
testise farklanmalari iizerinde indiikleyici etkileri bulunur.

Primordiyal germ hiicrelerinin primitif gonadlara ulagsmalarindan hemen 6nce
ve ulastiklar1 esnada, genital sirttaki epitel hiicreleri cogalarak altlarindaki mezensim
icine gomiiliirler. Bunlar burada primitif cinsiyet kordonlari adi verilen diizensiz
kordonlar1 olustururlar. Hem erkek hem de disi embriyolarda bu kordonlar yiizey
epiteline baghdir ve bu donemde erkek veya disi gonadlarin birbirinden ayirt edilmesi
miimkiin degildir. Bu evredeki gonada farklanmamis gonad denir (Sadler, 2005).
2.1.3. Ovaryumlarin Gelisimi

Disi embriyolarinda gonadal gelisim daha yavas olur. 10. haftaya kadar,
ovaryumlar histolojik olarak ayrimi yapilamaz. Gonadal kordonlar, belirgin degildir,
medulla icerisine dogru girerler ve rudimenter bir yap1 olan rete ovarii’yi olustururlar.
Rete ovarii ve gonadal kordonlar normalde dejenere olur ve kaybolurlar. Kortikal
kordonlar, erken fetal donemde, ovaryumun yiizey epitelinden koken alarak ve epitelin
altinda bulunan mezensim igerisine dogru girerler. Bu epitel, mezotelden
gelismektedir. Kortikal kordonlarin boyutlar: arttifinda, primordiyal germ hiicreleri
onlarin i¢lerine girerler. Yaklasik 16. haftada, bu kordonlar izole hiicre kiimelerine
(primordiyal follikiiller) pargalanirlar. Follikiillerin herbiri, primordiyal germ
hiicrelerinden kdken alan bir oogonium ve onu saran, yilizey epitelinden kdken alan,
tek sirali yassilagmig follikiiler hiicrelerden olusur. Fetal yasam boyunca,
oogoniumlarda olusan aktif mitoz sonucu, binlerce primordiyal follikiil meydana gelir.

Postnatal (dogum sonrasi) donemde oogonium olusmaz. Her ne kadar
dogumdan 6nce, pek ¢ogu dejenere olsa da, iki milyon civarinda oogonium, dogum
oncesi primer oosit halini alir. Dogumdan sonra, ovaryumun yiizey epiteli diizlesir ve
tek tabakali hale gecen hiicreler, ovaryum hilumunda, periton mezoteli ile devamlilik
kazanirlar. Yiizey epiteli, korteksteki follikiillerden, tunika albuginea adi verilen, ince
bir fibroz kapsiille ayrilir. Ovaryumlar, gerileyerek mezonefrozdan ayrildiktan sonra,
mezenteri olan, mezovarium ile baglanirlar (Moore, 2009).

2.1.4. Ovaryumun Anatomisi

Nulliparlarda (dogum yapmamis kadinlar) ovaryumlar bir ¢ift, badem sekilli,

pembemsi beyaz renkli, 3 cm boyunda, 1,5 cm eninde ve 1 cm kalinliginda organlardir.

Her ovaryum, mezovaryum denen peritoneal katlant1 tarafindan broad ligamentin



posteriyor yiizeyine baglanir. Ovaryumun tubal kutbu, ovaryumun sinirlerini ve
damarlarin1 tagiyan suspensor ligament tarafindan pelvis duvarina baglanir.
Ovaryumun uterin kutbu ovaryan ligament tarafindan uterusa baglanir. Bu ligament,
gelismekte olan gonadi pelvisin tabanina baglayan embriyonik fibréz kordon olan
gubernakulumun bir kalintisidir. Puberteden dnce ovaryum yiizeyi diiz bir yapidadir.
Ureme ¢aginda ise tekrarlayan ovulasyonlar nedeniyle skarli ve diizensiz bir hal alir.
Postmenapozal donemde ovaryumlar iireme ¢agindakinin dortte biri bliyiikliigiindedir
(Ross, 2011).

2.1.5. Ovaryumun Histolojisi

Ovaryum hem endokrin, hem de ekzokrin tipte salgi yapan bir organdir.
Ekzokrin faaliyeti aktif holokrin tiptedir ve salgi iiriinii I. mayozunu tamamlamis
sekonder oosittir. Endokrin faaliyeti steroid hormon {iretimidir (steroidogenez).
Ovaryumdan &strojen ve progesteron salgilanmaktadir.

Ostrojen: Internal ve eksternal genital organlarin biiyilyiip olgunlasmasini
indiikler. Pubertede sekonder cinsiyet karakterlerinin gelisimini saglar. Duktal ve
stromal biiylimeyi, adipoz doku birikimini stimiile edip meme bezleri iizerine etki
gosterir.

Progesteron: Internal genital organlar1, 5zellikle uterusu, gebelik icin hazir hale
getirir. Lobiiler proliferasyonu destekleyerek meme bezlerini laktasyon i¢in hazirlar.

Ostrojen ve progesteron menstrual siklusta, fertilize olmus ovumun
implantasyonu igin uterusu hazirlama gibi énemli role sahiptir. Implantasyonun
gerceklesmedigi durumda uterus endometriyumunun fonksiyonel tabakasi dejenere
olarak menstruasyon gergeklesir.

Ovaryum korteks ve medulla olmak {izere iki ayr1 bolgeden olusmaktadir.
Ovaryumun merkezinde yer alan medullada gevsek bag dokusu, kivrimli kan
damarlari, lenf damarlar1 ve sinirler bulunmaktadir. Korteks medullay1 ¢evreleyecek
bicimde ovaryumun periferik bolgesinde yer almaktadir. Kortekste selliiler bag dokusu
igerisine gdmiilii olan ovaryum follikiilleri bulunmaktadir. Follikiillerin etrafinda yer
alan stroma daginik diiz kas lifleri igerir. Medulla ile korteks arasindaki sinir tam
olarak ayirt edilemez.

Ovaryumun ylizeyi germinal epitel ad1 verilen tek kath kiibik ya da yass1 epitel

ile doselidir. Germinal epitel mezovaryumu g¢evreleyen mezotelyum ile devamlilik



gosterir. Gegmiste embriyonik gelisim sirasinda germ hiicrelerinin buradan koken
aldig1 disiinilmistiir. Fakat bugiin primordiyal germ hiicrelerinin ekstragonadal
kokenli olup, embriyonik yolk kesesinden embriyonik gonadin korteksine go¢ ederek
farklilastig1 bilinmektedir. Germinal epitel ile korteks arasinda siki bag dokusu
tabakasi olan ve ovaryuma beyazimsi rengini veren tunika albuginea bulunmaktadir.
Ovaryum follikiilleri oosit gelisimi i¢in mikrogevre saglar. Farkli biiyiikliikte
olan ovaryum follikiilleri korteks stromasina dagilmis halde bulunurlar. Her biri
primer oosit icerir. Follikiil ¢ap1 gelismekte olan oositin evresini gosterir. Dogumda
oositler I. mayoz boliinmenin profaz safhasinda arreste ugramis olarak bulunurlar.
Pubertede follikiiller biiyiir ve matiirasyonu gerceklesir. Follikiil matiirasyonu ve
ovulasyon bir siire sonra menstrual siklusla paralel hale gelir. Normal sartlarda her
menstrual siklusta tek oosit matiirasyonunu tamamlayarak ovaryumdan saliverilir.
Ancak birden fazla oositin saliverildigi durumlarda ¢oklu zigot olusumu meydana gelir
(Ross, 2011). Kadinlarin dogurganlik ¢agi yaklasik olarak 30-40 yil stirmektedir
(Junqueira ve Carneiro, 2009). Dogumda var olan 600.000-800.000 adet primer oositin
biiyiikk ¢ogunlugu matiirasyonunu tamamlayamayip atreziye ugrarlar. Bu siire¢ fetal
hayatin 5. ayinda baslar. Oositin ¢evresindeki hiicrelerin apoptozu bu duruma eslik
eder. Primer oositlerin atreziye ugramasiyla, fetusta 5 milyon olan oosit sayisi
dogumda %20 oraninda kalir. Reprodiiktif yasam boyunca bir kadin yaklasik olarak
400 sekonder oosit liretir. Menopazla birlikte geriye kalan oositler birkag y1l i¢erisinde
dejenere olur (Ross, 2011).
2.1.5.1. Follikiil Gelisimi
Menstrual siklus; follikiiler evre, ovulatuvar evre ve luteal evre olarak 3
evreden olugmaktadir. Follikiiler evrede, primordiyal follikiilden matiir ya da graaf
follikiilii gelisir (Kierszenbaum, 2006). Histolojik olarak gelisim agamalarina gore 3
temel ovaryum follikiilii bulunmaktadir. Bunlar;
e Primordiyal follikiiller,
¢ Biiylimekte olan follikiiller,
e Olgun ya da graaf follikiillerdir.
2.1.5.2. Primordiyal Follikiil
Follikiil gelisiminin en erken asamasidir. Ilk olarak fotal gelisimin 3. ayinda

ortaya ¢ikarlar. Primordiyal follikiil gelisiminin erken evreleri gonadotropin



stimiilasyonundan bagimsiz olarak gerceklesir. Olgun bir ovaryumda primordiyal
follikiiller korteks stromasinda tunika albugineanin altinda yer alirlar (Sekil 1). Tek
tabaka halindeki yass1 follikiil hiicreleri primer oositi ¢evreler. Follikiil hiicrelerinin
dis yiizii bazal lamina ile sinirlandirilmistir. Follikiil igerisindeki primer oositin ¢ap1
30 um olup, iyi dagilmis kromatin ve bir ya da daha fazla nukleolus igeren eksantrik
bir nukleusa sahiptir. Oosit sitoplazmasinda Golgi vezikiilleri, endoplazmik retikulum,

mitokondri ve lizozom kiimelerinin olusturdugu Balbiani cisimcigi bulunmaktadir.
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Sekil 1. Primordiyal follikiil (sar1 ok).
2.1.5.3.Biiyiimekte Olan Follikiiller

2.1.5.3.1. Primer Follikiiller

Bir primordiyal follikiil biiylimekte olan follikiile doniisiirken oositte, follikiil
hiicrelerinde ve komsu stromada birtakim degisiklikler meydana gelir. ilk etapta oosit
biiyiir, cevresindeki yassi follikiil hiicreleri prolifere olup kiibik hale gelirler. Gelisen
bu follikiil primer follikiil olarak adlandirilir. Oositin biiylimesiyle bir takim 6zel
proteinler salgilanir ve bu proteinlerin bir araya gelmesiyle birlikte oosit ile follikiil
hiicreleri arasinda zona pellusida (ZP) olusur. Tek katli kiibik veya prizmatik follikiil
hiicreleri oositi ¢cevrelediginde ve oosit ¢ap1 50-80 um’e ulastiginda ZP goriilebilir. ZP
ti¢ glikoproteinden olusmustur. ZP-1; fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir, ZP-2;
sekonder spermatozoa baglama proteini olarak islev gorir, ZP-3; spermatozoa
baglanma reseptorii ve akrozom reaksiyonunu indiikler. Follikiil hiicrelerinin ince
sitoplazmik uzantilar1 ZP’yi delerek oositin mikrovilluslari ile temas halinde bulunur
(Kierszenbaum, 2006; Ross, 2011).
Iki tip primer follikiil bulunmaktadir;
a. Tek tabakali (unilaminar) primer follikiiller: Primer oosit tek sirali kiibik follikiil

hiicreleri ile ¢evrilidir (Sekil 2).



3 oL RE ST A 3 VeI
Sekil 2. Unilaminar primer follikiil: Follikiil hiicreleri (beyaz ok).

b. Cok tabakali (multilaminar) primer follikiiller: Primer oosit prolifere olan ¢ok katli
kiibik hiicrelerle ¢evrilidir. Bazal lamina follikiil hiicrelerini ovaryumun stromasindan

ayirir (Kierszenbaum, 2006) (Sekil 3).

N

Sekil 3. Multilaminar primer follikiil: Graniiloza hiicreleri (esll 0), zona pellusida (beyaz ok), primer oosit (kirmizi ok).

Tek tabakali follikiil hiicrelerinin hizli bir sekilde mitoz geg¢irip prolifere olmasiyla
membrana graniiloza olusur. Follikiil hiicreleri graniiloza hiicreleri olarak tanimlanir.

Graniiloza hiicrelerinin prolifere olmasiyla follikiiliin etrafindaki stromal
hiicreler teka follikiili’yi olustururlar. Daha sonra teka follikiili farklilasarak teka
interna ve teka eksterna olmak tizere iki tabakaya ayrilir. Teka interna kiibik salgi
hiicrelerinden olusan i¢ tabaka olup, yiiksek oranda vaskiilarizedir. Buradaki hiicreler
luteinizan hormon (LH) reseptorlerine sahiptir. LH stimiilasyonuyla birlikte dstrojen
prekiirsorii olan androjenlerin sentez ve salimimi saglanir. Teka interna sekretuar
hiicrelere ek olarak fibroblast, kollajen fibrilleri ve endokrin organlardaki gibi iyi
gelismis bir damar agina sahiptir. Teka eksterna ise dis bag dokusu hiicreleri tabakasi
olup, diiz kas hiicreleri ve kollajen lifler icerir, damardan zengin bir tabakadir.

Teka tabakalari arasindaki sinir tam olarak belirgin olmamakla birlikte

graniiloza tabakasi ile teka interna arasinda bulunan bazal lamina iki tabaka arasinda



belirgin bir sinir ¢izer. Bu yap1 avaskiiler olan graniiloza tabakasi ile teka internanin
zengin kapiller yatagini birbirinden ayirir.

Oositin olgunlagsmasiyla beraber organel dagiliminda degisiklik olusur.
Balbiani cisimciginden koken alan Golgi’nin sitoplazmaya dagilimi gerceklesir.
Serbest ribozomlarin, kiigiik vezikiillerin, multivezikiiler cisimciklerin, mitokondri ve
graniiler endoplazmik retikulumun (gER) miktar1 artar. Seyrek olarak lipid
damlaciklar ile lipokrom pigmentine rastlanabilir. Memeli oositlerinde oolemmanin
altinda kortikal graniil olarak isimlendirilen 06zellesmis sekretuar vezikiiller
bulunmaktadir. Oositin sperm tarafindan aktive edilmesiyle birlikte graniillerin
icerdigi proteazlar ekzositozla serbestlestirilir. Perivitellin araliktaki cok sayidaki
mikrovillus graniiloza hiicreleri arasindan oosite dogru uzanir. Uzantilar plazma

membranina temas ederken, hiicreler arasinda sitoplazmik devamlilik saglamazlar

(Ross, 2011).
2.1.5.3.2. Sekonder Follikiiller

Antrumda bulunan sivi igerigi ile karakterize edilir. Graniiloza hiicreleri
proliferasyonuyla follikiiliin ¢ap1 biiyiir. Follikiil kortikal stromanin derinlerine dogru
ilerler. Bu asamada oosit ve follikiil gelisimi igin birtakim faktorler gerekir;

e Follikiil stimiile edici hormon (FSH),

e Biiyiime faktorleri; epidermal biiytime faktorii (EGF), insiilin benzeri biliylime

faktori I (IGF-I),

e Kalsiyum iyonlari (Ca?").

Stratum graniilozum 6-12 sirali hiicre katmanina ulastiginda; graniiloza hiicreleri
arasinda s1vi dolu bir kavite olugmaya baslar (Sekil 4). Grantiloza hiicreleri kaynakli
hyaluronandan zengin sivi1 (likor follikiili) birikmeye devam eder. Daha sonra kaviteler
birlesir, tek, yarimay seklinde antrum olarak isimlendirilen bir bosluga doniisiir. Artik
follikiil sekonder veya antral follikiil olarak isimlendirilir. Eksantrik yerlesimli olan
oositin c¢ap1 yaklasitk 125 pum’ye ulasir ve daha fazla biiylimez. Graniiloza
hiicrelerinden antral siviya oosit matiirasyon inhibitérii (OMI) salgilanir ve oositin
biiyiimesi inhibe edilir. OMI konsantrasyonu ile sekonder follikiiliin boyutu arasinda
korelasyon vardir. OMI konsantrasyonu olgun follikiillerde en diistik, kii¢iik
follikiillerde en yiiksek olarak bulunur.
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2.1.5.3.3. Matiir (Graaf) Follikiil

Sekonder follikiiliin capinin artmasiyla beraber antrumda giderek genislemeye
baslar (Sekil 5). Graniiloza hiicreleri oositle iligkide oldugu bolgede antruma dogru
kumulus ooforus olarak isimlendirilen tepecigi olustururlar. Oositi ¢evreleyen
kumulus ooforus hiicreleri korona radiata olarak adlandirilir ve ovulasyon sirasinda
oosit ile birlikte atilirlar. Korona radiata hiicrelerinin mikrovilluslar1 gap junctionlar
araciligiyla oositle baglant1 kurarlar. Follikiiliin matiirasyonu esnasinda graniiloza
hiicrelerinin mikrovillus sayis1 artar. Bu durum antral yilizeydeki LH reseptor
sayilarinin artigi ile koreledir. Graniiloza hiicreleri arasinda bulunan yogun boyanan,
PAS (+) yapilar Call-Exner cisimcikleri olarak isimlendirilir. Bu cisimcikler graniiloza
hiicreleri tarafindan salgilanmakta olup hyaliironan ve proteoglikandan zengindir.

Graaf follikiil 10 mm veya daha fazla gapa sahiptir. Follikiiliin boyutunun
biiyiilk olmasi nedeniyle ovaryum korteksinin kalinligi boyunca uzanip ovaryum
yiizeyinde siskinlik olusturur. Follikiiliin maksimum boyuta ulasmasiyla beraber
graniiloza hiicrelerinin mitotik aktivitesi de azalir. Stratum graniilozum tabakasi
antrum boyutunun artmasiyla incelir. Ovulasyon hazirliginda graniiloza hiicreleri
arasindaki bosluklar, oosit ve kumulus hiicreleri ile graniiloza hiicreleri arasindaki
baglar gevser. Ovulasyon sirasinda oositin ¢evresinde yalnizca tek katli korona radiata

hiicreleri bulunur.
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Sekil 5. Graaf follikiil: mural graniiloza tabakasi (m

Follikiil matiirasyonuyla birlikte teka tabakalar1 daha belirgin bir hal alir. Teka
interna hiicrelerinin sitoplazmasinda lipid damlaciklar1 gozlenir. LH, teka interna
hiicrelerini androjen salgilamalari i¢in stimiile eder. Androjenlerin bir kism1 graniiloza
hiicrelerindeki graniilsiiz endoplazmik retikuluma taginir. FSH’nin etkisiyle graniiloza
hiicreleri androjenlerin &strojenlere déniisiimiinii katalizler. Ostrojen graniiloza
hiicrelerinin prolifere olmasini saglayarak follikiil boyutunun artmasini saglar.
Adenohipofizde FSH veya LH salinimindaki ani artisla birlikte, ovulasyon yaklasik
olarak 24 saat 6nce indiiklenir. LH’daki ani artiglarda graniiloza hiicrelerindeki LH
reseptorlii azalir. Buna bagli olarak graniiloza hiicreleri Ostrojen iiretmezler. LH
pikinden yaklasik olarak 12-24 saat sonra primer oosit, I. mayoz bdliinmesini
tamamlar. Boylece sekonder oosit ve I. kutup cisimcigi (polar body) olusur. Graniiloza
ve teka hiicrelerinin liiteinize olmasiyla progesteron iiretimi gergeklesir (Ross, 2011).
2.1.5.3.4. Atretik Follikiiller

Normal sartlarda her menstrual siklusta sadece bir follikiil tam olarak
olgunlagir. Diger follikiiller ise atreziye ugrarlar. Atrezi sirasinda 6nce oosit, sonra
graniiloza hiicrelerinin dejenerasyonu gergeklesir. Oncelikle mitoz durur ve graniiloza
hiicrelerinin bazal laminadan ayrilmasiyla oosit dejenerasyonu gerceklesir. Graniiloza
hiicreleri endoniikleazlarla birlikte birtakim hidrolitik enzimler tiretir. Notrofiller ve
makrofajlar graniiloza tabakasimi istila ederler. Olusan apoptotik cisimcikler
fagositoza ugrar. Teka interna hiicrelerinin hipertrofiye ugramasiyla olusan follikiil
boslugu bag dokusu tarafindan doldurulur. Bazal membran kalinlig1 artar ve camsi
membran olarak isimlendirilen dalgali hyalinize bir bant olusur. Makrofajlar

pargalanan zona pellusiday1 fagosite eder (Sekil 6) (Junqueira ve Carneiro, 2009).

12



2.1.6. Ovaryumun Kan Destegi ve Lenfatikler

Ovaryumun kan destegi iki farkli kaynaktan gelmektedir. Ovaryan arterler
abdominal aortanin dallaridir ve ovaryuma suspensuar ligamentler yoluyla
ge¢mektedir. Ovaryumun ve tuba uterinalarin ana arteriyal destegini saglamaktadirlar.
Bu arterler ovaryumun ikinci kaynagi olan ve internal iliak arterlerden kaynaklanan
uterin arterlerin ovaryan dallari ile anastomoz yaparlar. Anastomozun bu bolgesinden
¢ikan nispeten biiyiik damarlar mezovaryumdan gecerek ovaryumun hilusuna girerler.
Bu biiyilik arterlere spiral arterler denmektedir; ¢linkii ovaryumun medullasina
gectiklerinde dallanirlar ve yiiksek diizeyde sarmallasirlar.

Venler arterlere eslik eder ve hilustan ¢iktiklarinda pampiniform pleksus denen
bir pleksusu olustururlar. Ovaryan ven bu pleksustan olusur.

Ovaryumun kortikal bolgesinde teka tabakalarindaki lenfatik damar aglari,
gelismekte olan biiyiik follikiilleri, atretik follikiilleri ve korpus luteumlar: ¢evrelerler.
Lenf damarlar1 lomber bolgedeki paraaortaik lenf nodlarina dogru yiikselirken ovaryan
arterin seyrini takip ederler (Ross, 2011).

2.1.7. Ovaryan Innervasyon

Ovaryumlar, otonomik ovaryan pleksus tarafindan innerve edilmektedirler.
Ovaryumun hem sempatik, hem de parasempatik lifleri olmasina ragmen, bunlarin
dagilimlar1 hakkinda az bilgi bulunmaktadir. Parasempatik gangliyon hiicre gruplari
medullaya dagilmislardir. Sinir lifleri arterleri takip eder ve ovaryumun medullasina
ve korteksine gectiklerinde bu damarlarin duvarindaki diiz kaslari desteklerler.
Follikiillerle 1ilgili sinir lifleri bazal laminay1r penetre etmezler. Duyusal sinir

sonlanmalar1 stromada dagilmiglardir. Duyusal lifler impulslar1 ovaryan pleksus
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yoluyla iletirler ve birinci lomber spinal sinirlerin dorsal kok gangliyonlarina ulasirlar
(Ross, 2011).
2.2. Apoptoz Hakkinda Genel Bilgiler

Prokaryotik ve Okaryotik organizmalarda yasam, dogum, biiylime, lireme,
yaslanma ve o6liim olarak belli basli kisimlardan meydana gelmektedir. Yagsamin bu
sekilde siirdiiriilebilmesi i¢in canliy1 olusturan hiicreler arasindaki denge c¢ok
onemlidir. Yeni hiicreler olusurken, varolan hiicrelerin bir kism1 da hiicre oliimii ile
ortadan kaldirilmakta ve bdylelikle denge saglanmaktadir. Varolan bu hiicreler
fizyolojik, programlanmis hiicre 6limii olan apoptoz ve patolojik hiicre 6limii olan
nekroz gibi gesitli hiicre 6lim tipleriyle ortadan kaldirilmaktadir (Bellamy ve ark.,
1995; Ellis, 2002).
2.2.1. Apoptoz

Viicudumuzdaki her hiicre belli bir siire yasar, ¢ogalir (proliferasyon),
farklilasir (diferansiasyon) ve zamani gelince Sliir (apoptozis). Apoptozis ve hiicre
proliferasyonu arasinda kontrollii bir denge bulunmaktadir. Programlanmis hiicre
6lumii olan apoptoz; Apo: ayri, Ptosis: diisme kelimelerinin birlesmesiyle olusmus
Yunanca agactan diisen yaprak veya cicekten ayrilan petal anlamina gelen bir
kelimedir. Apoptoz, ilk kez 1972’de Avusturalyali bir patolog olan J.F.K. Kerr
tarafindan tanimlanmistir (Kerr ve ark., 1972). Apoptoz; hiicrelerin kendi kendilerini
yok ettikleri, genlerle diizenlenen, fizyolojik, programli, RNA, protein sentezi ve
enerjiye gereksinimi olan, organizmada homeostazi koruyan bir olaydir. Apoptoz ile
ilgili arastirmalar genelde ¢ok basit yapili, ¢ok hiicreli olan Caenorhabditis elegans
nematodu kullanilarak yapilmistir. Bu nematodlarda ced-3, ced-4 ve ced-9 genleri
apoptozu kontrol etmektedir. Mutasyon ile inaktive edilmis ced-3 ve ced- 4 genlerine
sahip nematodlarda apoptoz goriilmedigi ve normalde 6lmesi gereken hiicrelerin
yasamaya devam ettigi bildirilmistir. Bu nedenle 6liim genleri olarak tanimlanan ced-
3 ve ced-4’iin apoptozu indiikledikleri, ced-9’un ise, hiicreleri 6liime karsi koruyan
gen olup, apoptozu inhibe ettigi gosterilmistir. Bu genlerin insan genomundaki
karsiliklarinin ced-3 igin kaspazlar, ced-4 igin Apaf-1 ve ced-9 icin Bcl-2 oldugu
saptanmigtir (Hengartner ve ark., 1992). Apoptoz, normal gelisimin yani sira
organizmanin biitiinliigline kars1 tehdit olusturan hiicrelerin yikimi i¢in de gereklidir.

Apoptoz embriyonik donemde, postnatal hayatta ve patolojik durumlarda goriiliir.
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2.2.1.1. Embriyonik Dénemde Gozlenen Apoptoz

Embriyonik donemde apoptoz; el parmaklar1 arasindaki perdelerin ortadan
kalkmasi, fetiisiin cinsel gelisimi esnasindaki duktus gerilemesi, merkezi sinir
sisteminin sekillenmesi, kan damarlarinin sayica azalmasi, goziin lens yapisinin
olusumu asamalarinda rol oynamaktadir. Ayrica kurbagalarin kuyruklart da
metamorfoz esnasinda apoptoz ile kaybolmakta ve eriskin forma gegmeleri
gerceklesmektedir (Vaux ve Korsmeyer, 1999; Franz ve Kidson, 1997).
2.2.1.2. Postnatal Hayatta Gozlenen Apoptoz

Kemik iliginde kan tiretiminin dengede tutulmasi i¢in kan hiicrelerinin ortadan
kaldirilmasi, menstruasyon esnasinda endometriyumun fonksiyonel tabakasinin
dokiilmesi, menstruel siklus sonunda korpus luteumun involusyonu apoptoz
araciliryla gerceklesmektedir. ince barsaklardaki kriptalarin bazalinde yeni olusan
hiicreler de, zamanla Kriptalarin apikal uglarina go¢ ederler ve apoptoz sonrasinda
barsak liimenine dokiiliirler. Deri hiicreleri de derinin bazal tabakasinda olustuktan
sonra derinin en {ist tabakasina dogru go¢ eder ve bu go¢ esnasinda cesitli farklilagsma
ozellikleri gostererek organizmayi dig etkenlere karsi koruyan tabakayr olusturmak
lizere apoptoza ugrarlar. Immiin sistem hiicreleri olan T-lenfositler timusda
olgunlagirlar ve bu hiicrelerin otoimmiinite potansiyeline sahip olanlar1 da kan
dolasimma katilmadan once apoptozla Oliirler. Siitten kesilen disilerin meme
bezlerinde de apoptoz goriildiigii bildirilmistir (Ford, 2001; Marti ve ark., 2001).
2.2.1.3. Patolojik Durumlarda Go6zlenen Apoptoz

Parkinson hastaligi, diyabet, Alzheimer hastaligi, immiin sistem hastaliklari,
follikiiler atrezi, viral enfeksiyonlar, AIDS, timor gelisimi, atherosklerozis,
miyokardial infarktiis gibi hastaliklar, organ transplantasyonlari, oksidatif stres,
alkolizm, X 1s1nlar1 ve radyasyon gibi faktorlerin apoptoza neden oldugu belirtilmistir
(Hughes ve Gorospe, 1991; LeBlanc ve ark., 1999; Matés ve ark., 2010).
2.2.2. Apoptoz’un Asamalari

Metabolik ve fizyolojik islemlerle hiicrenin kendisini yok etmesi apoptoz
olarak tanimlanmaktadir. Apoptoz uyarisi alan hiicre bulundugu ortamdan uzaklagarak
komsu hiicrelerle baglantisin1 koparir, biiziisiir, kromatini yogunlasir ve piknotik bir
goriinim alir. DNA’s1 nukleozomlarindan kesilir ve jel elektroforezinde tipik

merdiven bant goriiniimiinde olur. Ancak hiicre organelleri yapisal biitiinliiklerini
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korumaktadir. Hiicre zar1 yapisinda yer alan fosfotidil serin hiicre zarinin i¢ yiiziinden
dis yliziine transloke olur. Nukleus kiigiilerek fragmanlara ayrilir. Hiicre zarla sarili
tomurcuklar halinde kopar ve apoptotik cisimcikler olusur. Apoptotik cisimcikler
makrofajlar tarafindan taninir ve fagosite edilir, fakat enflamasyon olusmaz (Bellamy
ve ark., 1995; Ellis, 2002).
2.2.3. Apoptoz’un Diizenlenmesi

Kalsiyum, seramid, Bcl-2 ailesi gibi molekiiller, p53, kaspazlar, sitokrom-c
gibi proteinler ve mitokondri apoptozun diizenlenmesini saglayan faktorlerdir (Sekil
7). Apoptotik siirec boyunca hiicre i¢ine siirekli kalsiyum iyonu girisi olur ve bu
iyonlar endoniikleaz, proteaz ve transglutaminaz aktivasyonu, gen regiilasyonu ve
hiicre iskeleti organizasyonunda rol alir (Giiltekin ve ark., 2008).
2.2.3.1. Bcl-2 Ailesi

Bir hiicrenin apoptoza egilimli olup olmamasi Bcl-2 ailesi genlerinin
heterodimer ya da homodimer formuna baglidir. Bcl-2 ailesi birbirine zit 2 gruptan
olusur;

e Proapoptotik liyeler
e Antiapoptotik tiyeler

Hiicrede proapoptotik proteinlerin fazla oldugu durumda hiicre apoptoza egilim
gosterirken, antiapoptotik proteinlerin fazla oldugu durumda apoptoza egilim
azalmaktadir (Adams ve Cory, 2001).
Proapoptotik tiyeler Bad, Bax, Bid, BclXs, Bak, Bim, Puma ve Noxa’dir. Bu proteinler
sitozolde yer alirlar ve Sitokrom-c ve AIF (Apoptoz indiikleyici faktor) salinimini
artirarak apoptozu uyarirlar.
Antiapoptotik tiyeler ise Bcl-2, Bcl-xL ve Mcl-1"dir. Bu proteinler mitokondri dis
membraninda, endoplazmik retikulumda, nukleus zarinda yer alirlar ve por olusumunu
saglayarak iyon transportunu diizenlerler. Ozellikle hiicredeki Ca++ oraninin dengede
tutulmasim1 saglarlar. Ayrica kaspazlarin oncii formlartyla AIF ve Sitokrom-c
salmimini bloke ederek apoptozu baskilarlar (Adams ve Cory, 2001; Adrain ve Martin,
2001; Spierings ve ark., 2004).
2.2.3.2. p53

Hiicrede DNA hasar1 meydana geldiginde hiicre siklusunu G1 fazinda

durdurarak hiicreye DNA tamirinin ger¢eklesmesi i¢in zaman veren bir transkripsiyon
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faktortidiir. Olusan hasar tamir edilemeyecek durumda ise Bax, Apaf-1 ve Fas
yapimint artirip Bcel-2 ve Bel-xL’yi baskilar ve apoptozu uyarir (Vousden ve Lu,
2002).
2.2.3.3. FAS (APO-1 veya CD95)

TNF reseptor ailesinin 24 iiyesinden en iyi tanimlanmis olanidir. Fas proteini
43 kDa molekiil agirliginda olup hiicre yiizeyinde kendi reseptdriine baglanarak
reseptOr trimerizasyonunu saglamaktadir. Fas hiicre reseptorii immiin sistemde
apoptozu kontrol eder ve sitotoksik T hiicreleri ve naturel killer hiicreleri tizerinde yer
alir. Aktive olan Fas hiicre reseptorleri FADD reseptor molekiilii ile birlesir ve
prokaspazlar aktive olarak apoptoz baslar (Curtin ve Cotter, 2003; Spierings ve ark.,
2004).
2.2.3.4. Kaspazlar

Hiicrede inaktif olarak bulunan kaspazlar sistein proteazlardir. Proteolitik
olarak birbirlerini aktive ederler ve 100 farkli hedef proteini keserek apoptozu
uyarirlar.

1. Baslatici kaspazlar (Kaspaz 2,8,9,10),

2. Efektor kaspazlar (Kaspaz 3,6,7),

3. Inflamatuar kaspazlar (Kaspaz 1,4,5,11,12,13,14) olarak ii¢ gruba ayrilirlar.
DNA tamiri ve replikasyonunda rol alan enzimleri inaktive ederler. Hiicre iskeleti
proteinlerini keserek hiicre zarinin tomurcuklanmasina neden olurlar (Adams ve Cory,
2001; Adrain ve Martin, 2001; Spierings ve ark., 2004). Apoptoz aktivasyonundan bir
stire sonra DNA’daki tek iplikte bir ¢entikle baslayan geri doniisii olmayan bir
parcalanma meydana gelir.

2.2.4. Apoptoz Mekanizmasi
Apoptoz iki yolla gerceklesir;
1. Instrinsik (Mitokondriyal) yol
2. Ekstrinsik yol
a. Direkt mekanizma
b. Dolayli mekanizma
Apoptozu tetikleyen hiicre i¢i sinyaller; DNA hasart, hiicre i¢i Ca++ diizeyi artisi, pH
azalis1, metabolik ve/veya hiicre siklus bozukluklari ve hipoksidir. Hiicre dig1 sinyaller

ise; biiylime ve lireme faktorlerinin yetersizligi, 6liim reseptorlerinin aktivasyonu
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(FAS — FAS ligand aracilig: ile apoptoz, TNF aracilig: ile apoptoz), sitotoksik T
lenfosit ve dis etkenlerdir (Iskemi, toksinler, UV, kemoterapétik ilaglar, radyasyon).
Her iki sinyal yolunda da kaspazlar rol oynamaktadir. Hiicre i¢i sinyaller instrinsik
apoptoz yolunu devreye sokarken, hiicre dis1 sinyaller ekstrinsik yol ile apoptozu
uyarirlar (Danial ve Korsmeyer, 2004; Guido Kroemer ve ark., 2007).
2.2.4.1. Instrinsik Yol

Hiicre i¢i sinyallerle apoptotik uyar1 alinmasindan sonra proapoptotik
proteinlerden Bid; bir antiapoptotik protein olan Bcl-2‘yi inaktive ederken, Bax ve
Bak’1 aktive eder. Aktiflesen Bax ve Bak mitokondri membraninda por olusumunu
uyararak zar potansiyelini degistirir (Spierings ve ark., 2004). Boylelikle mitokondri
membranindaki porlardan, Smac (Second mitochondria-derived Activator of
Caspase), sitokrom-c, Endo-G (Endonukleaz-G), AIF (Apoptoz indiikleyici faktor) ve
Ca++ salinimi gergeklesir. Oksidatif fosforilasyon igin gerekli elektronu Sitokrom-C
tasir. SMAC, IAF (inhibitér apoptotik faktor)’ii baskilar ve apoptozu hizlandirir.
IAF’nin ortamdaki varlig1 ise kaspaz-3 ve kaspaz-8 aktivasyonunu engeller. AlF,
nukleusa transloke olur ve parcalara ayirir. ENDO-G de DNA’y1 pargalar.
Mitokondriyal porlardan sitokrom-c ve Apaf-1 (Apoptotik proteaz aktive eden faktor)
salinimi ve ATP eklenmesiyle sitozolde apoptozom adi verilen bir kompleks olusturur
(Adams ve Cory, 2001; Adrain ve Martin, 2001; Strasser ve ark., 2002). Apoptozom
kaspaz-9’u keserek aktiflestirir. Kaspaz-9, prokaspaz-3’ii aktif kaspaz-3’e doniistiiriir.
Aktif kaspaz-3 de ICAD (Inaktif kaspaz aktive edici DNaz)‘1 inaktiflestirerek CAD
(Kaspaz aktive edici DNaz)’1 serbestlestirir. CAD ise nukleusta kromatin
yogunlagsmasina ve DNAnin nukleozomal alt birimler halinde par¢alanmasina sebep
olur (Adams ve Cory, 2001).
2.2.4.2. Ekstrinsik Yol

Oliim sinyallerinin (FasL, TNF-alfa, TRAIL) hiicre yiizeyinde yer alan 6liim
reseptorlerine (Fas, TNFR, DRS) baglanmasiyla reseptorler trimerik yap1 kazanir.
Trimerik yap1 kazanan reseptor; adaptor molekiilleri ve prokaspazla birleserek DISC
(Death inducing signaling complex) ad1 verilen yapiy1 olusturur. DISC olusumundan
sonra inaktif durumdaki prokaspaz-8’in uzun ve kisa kollar1 kesilerek kaspaz-8
aktiflesir. Aktif kaspaz-8, kaspaz-3’ii ya dogrudan aktive eder ya da Bid’i keserek

kaspaz-9’u aktive eder ve dolayli olarak kaspaz-3 aktive olur. Aktive olan kaspaz-3,
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CAD aktivasyonu ile DNA fragmantasyonuna yol acar (Adams ve Cory, 2001; Curtin
ve Cotter, 2003; Spierings ve ark., 2004). Diger bir ekstrinsik yol ise sfingolipid
yoludur. Sfingomyelin, hiicre zar1 yapi taslarindan biridir. Sfingomyelinaz radyasyon,
kemoterapi ve 6liim reseptorleri ile aktive olur ve sfingomyelini seramide dondistiiriir.
Seramid ise seramidaz ile sfingozine doniisiir ve Bid yapimini artirarak apoptozu
uyarir (Ross, 2011). Granzim perforin sistemi ise patojenle enfekte hiicreler ve timor
hiicrelerinin ortadan kaldirilmasinda etkili bir yoldur. Granzim B ve perforinler
sitotoksik T lenfositler ve Natural Killer hiicrelerinin sitoplazmik salgi graniilleri
iginde bulunan serin proteazlardir. Perforinler, sitotoksik T lenfositlerin hedef hiicreye
baglanmasiyla salinir ve hedef hiicre iizerinde dairesel bir por olustururlar. Bu perforin
poru hiicre i¢ine Ca++ girisini arttirir ve vezikiilden Granzim B’nin serbest
birakilmasini saglar. Granzim B kaspaz aktivasyonu sonucu DNA fragmantasyonu
yoluyla apoptoza neden olur (Ross, 2011).
2.2.4. Nekroz

Patolojik hiicre 6limii olan nekroz genlerle kontrol edilemeyen ve ¢esitli dis
etkenlerle gergeklesen bir olaydir. Nekrotik hiicre 6liimiinde; enerji depolarinda ani
azalma ile birlikte hiicre zarinin gegirgenligi bozulur, hiicre icerisine sodyum ve su
girisine neden olur ve bdylece hiicre siser. Ayrica mitokondride de sisme goriiliirken,
diger organeller plazma i¢inde dagilir. Hiicre zar1 patlayarak biitiinligiinii kaybeder.
Proteolitik enzimler hiicreler arasi bosluga sizar ve doku cevresinde inflamasyon
olusur. Nekrozun en yaygin nedenleri arasinda hipertermi, oksidatif fosforilasyon,
glikolizis inhibisyonu, hipoksi ve ¢esitli toksik maddeler yer almaktadir (Golstein ve
Kroemer, 2007; Nicotera ve Melino, 2004).
2.2.4.1. Nekroz’un Asamalari

Isi, yanma ve toksik madde gibi ¢evresel uyarilar hiicrenin iyon dengesini
bozar. DNA tamirinden sorumlu nuklear enzim PARP (Poli ADP-riboz polimeraz)
NAD+’1 ikiye bolerek NAD kaybina neden olur. Bu durumda ATP azalarak iyon
pompasi yetersizligine yol acar. Boylece hiicreye sivi girisi olur ve organeller siser.
Hiicre zarinin biitiinliigli bozulur ve osmotik basing nedeniyle hiicre patlar. Hiicre
6liimiinii takiben hiicre i¢eriginin hiicreler arasi bosluga salinmasi enflamasyona sebep

olur. Makrofaj ve notrofil hiicreleri nekrotik dokuya go¢ eder ve nekrotik dokuyu
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fagosite eder. Bu nedenle enflamasyon nekrozun karakteristik bir 6zelligidir (Golstein
ve Kroemer, 2007; Nicotera ve Melino, 2004).
2.2.4.2. Nekroz Mekanizmasi

Fas, TNF reseptorlerinin aktivasyonu veya hiicresel stres RIP1 ve RIP3
(Receptor interacting proteinler) aktivasyonuna neden olur. RIP1 ve RIP3
mitokondriyi ya dogrudan aktive eder ya da NADPH oksidazin olusturdugu ROS ile
dolayl1 olarak etkileyerek nekrozu uyarir (Baines, 2010; Franz ve Kidson, 1997; Zong
ve Thompson, 2006). Nekrotik uyart PARP’i aktive eder. PARP1 de kalpain
aktivasyonu, RIP kinazlarin aktivasyonu ya da PARP yoluyla nekroza yol acar. PARP
ve kalpain, AIF salinimini saglayarak nekrotik hiicreleri uyarirlar. Kalpain, Ca++ ile
aktive olan kaspaz proteaz ailesi iiyesidir ve lizozomal enzim salinimini saglayan
kathepsini aktive eder (Galluzzi ve ark., 2009; Golstein ve Kroemer, 2007). Bcl-2
ailesinin bir diger proteini olan BNIP, mitokondriyal por olusumunu aktive eder.
Mitokondriyal porlar, asirt ROS ve Ca++ iiretiminde agilir (Baines, 2010; Franz ve
Kidson, 1997; Zong ve Thompson, 2006). Bcl-2 ailesi proteini Nix ise endoplazmik
retikulumdan Ca++ salinimimi saglar. Kalsiyum, mitokondri matriksine geger ve
mitokondriyal porlarin agilmasina neden olur. RIP kinazlar da elektron transport
zinciri yoluyla ROS iiretimine katkida bulunur. Ca++ ve ROS’un asir1 artisi
mitokondriyal porun uzun siire agik kalmasma neden olur. Hiicre oksidatif
fosforilasyon yoluyla ATP iiretemez hale gelir ve nekroz gergeklesir (Baines, 2010;
Zong ve Thompson, 2006).
2.2.5. Diger Hiicre Oliim Tipleri

Son yillarda yapilan arastirmalarda klasik apoptoz ve nekroz formasyonuna
uymayan morfoloji ve biyokimyasal 6zelliklere sahip hiicre 6liim tipleri saptanmustir.
Bunlar;
- Otofajik hiicre 6liimii, bir vakuol icine alinan hiicre i¢i makro molekiillerin ve
organellerin primer lizozomlarla kaynasip parcalanmasi ile gergeklesir. Sindirilen
organel komponentleri geri doniistiiriilerek, hiicre biiylimesi ve gelismesi icin
kullanilir. Sitoplazmanin bir kism1 ya da bir organel ilk 6nce endoplazmik retikulumun
ekstraselliiler membrani ile sarilir. Primer lizozomlar bu yapiyla birlesir ve sekonder
lizozom yani otofajik vakuol (otozom=otofagozom) olusur ve hidrolitik enzimlerle

parcalanir  (Gozuacik ve Kimchi, 2004). Apoptozdan farkli olarak nukleus
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yogunlagmast daha ge¢ gerceklesir. DNA fragmantasyonu ve apoptotik cisimcik
olusumu goriilmez (Gozuacik ve Kimchi, 2004).

- Mitotik katastrof, G1, S ve G2 kontrol noktalarinda DNA hasar1 gibi mitoz
basarisizliklar1 sonucu mikronuklei-multinuklei olusumu gergeklesir ancak nuklear
fragmantasyon kaspazlara bagimli olmaksizin gézlenir ve hiicre metafaz esnasinda
olir (Castedo ve ark., 2004; G Kroemer, 2009; Ross, 2011).

- Anoikis, yetersiz ya da diizensiz integrin aracili hiicre-matriks etkilesimleri ile
uyarilan apoptoz olarak tanimlanir (Frisch ve Ruoslashti, 1997; G Kroemer, 2009).

- Eksitotoksis, merkezi sinir sisteminin ana eksitator néromediatorii olan glutamatin
anormal artigini takiben sitozolik Ca+2“un asir1 artigina bagli gelisen hiicre Sliimiidiir
(G Kroemer, 2009).

- Wallerian dejenerasyonu, sinir sisteminde sinir ana gévdesi etkilenmeksizin, sinir
liflerinde kesilme ve ezilmeye baglh olarak meydana gelir. Etkilenen ndron yasamini
stirdiirdiigii i¢in hiicre 6liim tipleri arasinda sayilmayabilir (G Kroemer, 2009).

- Paraptozis, morfolojik olarak programli hiicre 6liimiidiir ancak biyokimyasal olarak
apoptozdan farklidir. Hiicre 6liim mekanizmasi heniiz tam anlamiyla aydinlatilmams
olmakla beraber, insiilin benzeri biiyiime faktorii reseptorii 1 ekspresyonu ile
indiiklenir. Sitoplazmik vakuolizasyon ve mitokondriyal sisme disinda apoptoza
benzemez, kaspaz inhibitorleri ve Bcl-2 antiapoptotik ailesinden etkilenmez (G
Kroemer, 2009; Sperandio ve ark., 2002).

- Pyroptozis, antimikrobiyal cevap olan inflamasyon sirasinda gozlenen programli
hiicre 6liimiidiir. Apoptozdan farkli olarak kaspaz kaskadinda rol almayan kaspaz-1,
inflamasyon bolgesine IL-1 ve IL-2 gibi inflamatuar sitokinlerin salinimini aktive eder
(G Kroemer, 2009; Sperandio ve ark., 2002).

- Pyronekrozis, kaspaz-1’e verdigi cevap yoniinden pyroptozisten farklidir.

- Entozis, ilk kez Huntington hastalarinin lenfoblastlarinda hiicresel kanibalizm olarak
tamimlanmistir. Hiicre, komsu hiicre tarafindan yutulmakta ve fagozom igerisinde
Olmektedir (Sperandio ve ark., 2002).

- Nekroptozis, kaspazlardan bagimsiz olarak timdr nekroz faktor reseptorii (TNFR)
ve Fas ligand aktivasyonu ile baslar. Programli gergeklesir ama morfolojik olarak
nekroza benzer (Guido Kroemer ve ark., 2007; Ross, 2011).
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2.2.5. Graniiloza Hiicrelerinde Nekroz ve Apoptoz Hakkinda Genel Bilgiler

Nekroz, hiicrenin organellerinde sismeye ve bozulmaya neden olan, hiicrenin
zarlariin geri doniisiimsiiz bir sekilde parcalanmasina sitoplazmik ve niikleer i¢erigin
sacilmasina yol agan bir toksine veya yikict maddeye maruz kalmasindan kaynaklanir
(Bonfoco ve ark., 1995). Viicut tarafindan belirgin bir enflamatuar yanita yol acar.
Bununla birlikte apoptoz, hiicrenin biiziilmesi, sitoplazmik ¢ikinti olusumu ve
organellerin kompartmanlara ayrilmasi ile sonuglanan ¢esitli sinyal yolaklarindan
kaynaklanir (Bomsel-Helmreich ve ark., 1979; Nottola ve ark., 2006; Tilly ve ark.,
1992). Karakteristik olarak ortaya ¢ikan bir inflamatuar yanit yoktur. Hiicre zarlari
biitiinligiinii yitirse de, nekrotik graniilosa hiicrelerinde gézlenmeyen bir 6zellik olan
icerigin komsu hiicreleri etkilemesini 6nlemek i¢in katlanir ve kapsiillenir (Van Wezel
Dharmarajan ve ark., 1999). Apoptotik hiicreler tipik olarak piknotik, hilal-sekilli ya
da kiigiik kesitlerde fragmante, DNA-yogun yuvarlak cisimciklere sahiptir.

Nekroz ve apoptoz, graniiloza hiicre dliimiiyle sonuglanir, DNA materyalini
boyayan niikleik boyalar, hiicre zarlarinin canliligini belirtmek i¢in yaygin olarak
kullanilir  (Demchenko, 2013). Benzersiz bir sekilde, apoptotik graniiloza hiicresi
mitokondriyal membranlar bozuluncaya kadar steroid hormonlarini sentezlemeye
devam eder. Apoptotik graniiloza hiicreleri, hiicre sitoplazmasinin yeniden
diizenlenmesi ile periferde sitoplazmik olmayan organel kabarciklar1 olusturur.
Nukleusun etrafinda kiimelenmis mitokondri, golgi, endoplazmik retikulum ve steroid,
lipid ve protein igeren biiyiik s1vi dolu vakuoller birikir (Guraya, 2017; Motta, 1969).
Diiz endoplazmik retikulum (SER) ve mitokondri nukleus ile yakin iliskidedir (Motta,
1969; Nottola ve ark., 2006). Mitokondri ve biiytik, yuvarlak, lipit damlaciklari, SER
ile yakindan iligkilidir; hepsi biiyiik oranda artmistir ve steroid sentezinin etkinligini
arttirmak i¢in nukleus etrafinda kiimelenmistir (Nottola ve ark., 2006). Luteinizasyon
stirasinda, graniiloza hiicreleri diizensiz mikrovilli ve hiicreler arasinda sik1 baglantilar
olusturur, oysa apoptotik bir graniiloza hiicresinde hiicre zar1 dagilir ve bosluklar
olusur (Guraya, 2017). Apoptotik graniiloza hiicresi, tam mitokondriyal yikim
gerceklesene kadar biiylik antral follikiillerde steroid {iretmeye devam eder

(Amsterdam ve ark., 2003).
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2.2.5.1. Graniiloza Hiicre Apoptozisi

Ovaryum follikiillerinin atrezisi, her biri farkli baglangic ve regililasyon
mekanizmalarina sahip olan, ancak tiimii graniiloza hiicre apoptozunu igeren ii¢
fenotipe ayrilabilir (Irving-Rodgers ve ark., 2004).
Birinci fenotip “antral atrezi” olarak adlandirilan, graniiloza hiicrelerinin orta tiretken
tabakalarini etkiler ve apoptoz antruma dogru ilerler.
Ikinci fenotip “bazal atrezi”, ¢ok kiigiik antral follikiillerin bazal laminasina en yakin
graniiloza hiicrelerinde meydana gelir. Hiicreler prematiire olarak luteinize olur ve
progesteron iiretmeye baslar; ancak, daha sonra hiicre oliimii ile luteinizasyonu
tamamlamazlar (Irving-Rodgers ve ark., 2004).
Preovulatuar follikiillerde iigiincii bir apoptoz sekli “terminal farklilasma apoptozu”
olarak adlandirilir ve deri hiicrelerine benzer (Van Wezel Dharmarajan ve ark., 1999)
(Van Wezel Dharmarajan ve ark., 1999; Van Wezel Krupa ve ark., 1999). Antral
yiizeyden antrum sivisina kayan graniiloza hiicreleri globiiller olusturur (Van Wezel
Dharmarajan ve ark., 1999). Globiiller ortalama 40 um ¢apinda olup propidium iyodiir
(PI) ile pozitif olarak boyanmaktadir ve hiicre zarinin tehlikeye girdigini
gostermektedir. Bununla birlikte, DNA fragmante degildir, yliksek molekiiler agirliga
sahiptir ve TUNEL testi ile DNA fragmantasyonu negatif olarak gézlenmektedir.
Membrana graniiloza hiicre 6liimiiniin ¢cogunlugu “antral atrezi” aracilidir. Apoptotik
cisimcikler ve sitoplazmik ¢ikinti antral apoptozun tipik o6zelligi iken, membrana
graniilozanin orta ya da bazal kismindaki apoptotik hiicreler genellikle saglikli komsu
graniiloza hiicreleri ve/veya infilte olan makrofajlar tarafindan sarilir. Biiyiime
faktorleri, 6lim reseptorleri ve hiicre hasari olarak ii¢ ana apoptozis indiiksiyon alan
vardir. Apoptozis follikiil gelisiminin herhangi bir agamasinda ortaya ¢ikabilir. Kiigiik
follikiillerde graniiloza hiicreleri biiyiik, yuvarlak nukleus ve kompakt yapiya sahiptir.
Matiir follikiillerde, agirlikli olarak dstrojen lireten graniiloza hiicreleri, steroidojenik
olarak farklilagir, mitokondri ve SER hacmini arttirir. Gelisimin bu asamasinda
apoptozis de benzer sekilde niikleik icerigin yogusmasina ve organellerin nukleus
cevresinde kiimelenmesine yol agmaktadir. Apoptozun ge¢ evrelerinde, hiicre
membranlart  bozulmakta ve igerik apoptotik cisimciklere kompartmantalize

olmaktadir (Regan ve ark., 2018).
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2.2.5.2. Ovaryan Follikiilde Major Apoptozis Sinyal Yolaklar:
Grantiloza hiicrelerinde apoptozis gelisimi i¢in {i¢ ana sinyal yolagi vardir
(Sekil 7) (Shen ve ark., 2014);
1. Biiyiime faktorii ile indiiklenen granzim B aracili yiiksek cAMP seviyesi,
2. Bcl2 ailesi aktivasyonunun mitokondriyal fonksiyona etkisi,
3. Timor nekroz faktorii alfa (TNFa) ve Fas ligand (FasL)-Fas ve diger 6lim
reseptorleri.
Bunlarin tiimii kaspaz ile indiiklenmis DNA fragmantasyonuyla sonu¢lanmaktadir
Ovaryumda, granzim B’nin; gonadotropinler ve forskolin ile uyarilarak DNA
fragmantasyonu ve niiklear yikim meydana gelse de apoptozun erken evrelerinde

islevlerini korumak amaciyla mitokondriye gecisi saglanmaktadir (Amsterdam ve
ark., 2003).

Biiyiime faktorii
ﬂ FSHR ve LHR
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Sekil 7. Apoptoz sinyal yolagi (Amsterdam ve ark., 2003).

Apoptoz; apoptotik mekanizmalar1 tetiklemek i¢in p53'e spesifik sinyal
yollarin1 aktive eden DNA hasar1 ve oksidatif stres gibi hiicreye zarar verebilecek bir
dizi ekstrinsik faktorle de baglatilabilir (Matsuda ve ark., 2012; Nottola ve ark., 2006;
Shen ve ark., 2014).

Bunun tersine, bir¢ok biiylime faktorii [insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF),
epidermal biiylime faktorii (EGF) ve fibroblast biiyiime faktorii (FGF)] ve yan1 sira

gonadotropinler (FSH ve LH) sagkalimi saglayan mikrogevreyi olusturan

antiapoptotiktirler.
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Ostrojen ve progesteron FSH, LH, EGF, IGF, FGF, prolaktin, laminin, leptin
ve glukokortikoidlerle birlikte baglica antiapoptotik faktorlerdir. Bir follikiiliin steroid
tiretme kapasitesi, steroidojenik akut diizenleyici protein (StAR) (Miller ve Auchus,
2011) etkisiyle follikiiliin antral boslugundan alinan follikiiler s1vi ve serum igindeki
hormon diizeylerine yansir. Teka ve graniiloza hiicrelerinin {rettigi steroidler
follikiilogenez sirasinda evreye-spesifik sekilde antiapoptotik etki saglar. Baskin
follikiil se¢iminden sonra, teka hiicre mitokondrisi, StAR'In aracilik ettigi sitokrom
P450 yan zincir klivaj enzimi ile kolesterolii pregnenolona doniistiiriir. Pregnenolon,
mitokondriden taginir  ve  3B-hidroksisteroid dehidrojen ile progesterona
dontstiirtiliir. Progesteron daha sonra androjenlere, c¢ogunlukla androstenedion,
dehidroepiandrosteron ve testosterona doniistiiriiliir ve teka hiicresinden Ostrojeni
sentezlemek i¢in kullanildig1 graniiloza hiicresine taginir.

Ostrojen giidiimlii proliferatif follikiilogenez faz1 esnasinda graniiloza hiicre
apoptozu protein kinazi B (Akt/PKB), ekstraseliiler sinyalle diizenlenmis kinaz (ERK),
EGF ve BMP gibi antiapoptotik sinyal yolaklar tarafindan inhibe edilir. Akt sinyal
yolu antiapoptotik aktiviteyi arttirir ve Ostrojen ve biiylime faktorii kaynakli cAMP-
PKA aktivitesinden etkilenir. Ostrojen, Akt-bagimli yolagi (Susan M Quirk ve ark.,
2006) aktive eden Ostrojen reseptorii yoluyla FasL kaynakli apoptozu dogrudan inhibe
eder. Ek olarak, BMP ligandlarinin bir¢ok ¢aligmada bu sinyal yolaklarinin apoptoz
sinyalinin down-regiilasyonunu engelledigi gosterilmistir (Irving-Rodgers ve ark.,
2004; Shen ve ark., 2014).

Graniiloza hiicresinin LH dalgalanmasina bagl farklilasmasi, kolesterolii
dogrudan progesterona doniistiirmeyi saglar. Ovulasyon esnasinda, LH dalgasi,
progesteron reseptdrlerinin ekspresyonu i¢in graniiloza hiicrelerini indiikler. Follikiil
progesteron glidiimlii luteinizasyona ugrar ve luteal faza girer, hiicre proliferasyonu
durur ve korpus luteum olusumu sirasinda yliksek progesteron seviyeleri apoptozu
inhibe eder (S M Quirk ve ark., 2004).

2.3. Doksorubisin Hakkinda Genel Bilgiler
2.3.1. Doksorubisin’in Tarihcesi

Doksorubisin (DOX), cesitli kanser tiirlerinin tedavisi i¢in en gli¢lii ve yaygin

olarak kullanilan kemoterapétik ajanlardan biridir (Mohan ve Rapoport, 2010). Bu

ilag, daunorubisin, epirubisin, idarubisin ile birlikte antrasiklin antibiyotik ailesine
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aittir. Ik kez 1969 yilinda daunorubisin iireten mikroorganizma S. Peucetius ile
mutajenik muamelesi sonucu Streptomyces peucetius caesius tarafindan izole
edilmistir (Arcamone ve ark., 2000).

Daha once, 1940 yilinda Waksman ve Woodruff, antitiimor aktivitesine
(Actinomyces antibioticus tarafindan {iretilen bir antibakteriyel bilesik olan
actinomycin) sahip ilk antibiyotigi kesfetmistir (Di Marco ve ark., 1981). Kisa siire
sonra, 1952'de, mikrobiyal kokenli bagka bir madde olan, aktinomisin C hayvan
tiirlerinde antitimor aktivite sergilemistir. 1957°de, Farmitalia Laboratuvarlari, yeni
izole edilmis Streptomyces veya ham izolat ve fraksiyon kiiltiirlerinden elde edilen
antitimor aktivitesine sahip yeni bir biyosentetik antibiyotik arayisiyla, farelerde kati
ve asit formlarinda Ehrlich karsinoma ve sarkom 180 (S180)'e karsi test etmeye
baglamistir. 1959'da arastirmacilar tanimlanamayan bir Streptomyces tiirii oldugunu
tespit etmis, kanser tedavisinde antrasiklinlerin potansiyelini gosteren, ¢ok diisiik
dozlarda (0.05-0.5 mg / kg) dikkat ¢ekici antitiimor 6zelliklerine sahip, bir rhodomisin
benzeri antrasiklin kompleksi iiretmistir. Mikroorganizma daha sonra Italya, Apulia'da
elde edilen bir toprak numunesinden izole edilmis ve S. peucetius olarak
adlandirilmistir. Birkag fraksiyonlama c¢alismasindan sonra, esasen miselyumda
bulundugu gozlemlenen ana aktif bilesik daunorubisin izole edilmistir. Neredeyse
ayni zamanda, Fransa'daki Rhone-Poulenc Laboratuarlarindaki bir baska arastirma
grubu, ayn1 maddeyi Streptomyces coeruleorubidus' tan bagimsiz olarak izole etmis
ve rubidomisin olarak adlandirmistir, ancak Italyanlar tarafindan verilen isim, ¢ift
kokenli oldugu igin o isimlendirme se¢ilmistir (Di Marco ve ark., 1981). Birkag yil
sonra klinik denemeler baslamis ve 6liimciil kardiyak toksisite ana yan etkilerden biri
olarak tanimlansa da, Daunorubicin' in akut 16semi ve lenfoma tedavisinde basarili bir
sekilde uygulandigi kanitlanmistir (Tan ve ark., 1967). Arcamone ve ark., yeni
antineoplastik ajanlarin bulunmasi amaciyla S.peucetius kiiltiiriinii N-nitroso N-metil
uretan ile muamele sonrasinda S.peucetius caesius’ un yasayan kolonilerinin
Daunorubisin-iligkili bilesik olan Adrimisini biriktirdigini kesfetmislerdir (Arcamone
ve ark., 2000).

Glinlimiizde ticari olarak onemli miktarlarda DOX elde etmek i¢in genetik
miithendisligi bu sitostatik ilaci esas olarak S. peucetius ATCC 27952' den izole

etmektedir.
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DOX su anda akut lenfoblastik ve akut miyeloblastik 16semi, Wilms tlimorti,
noroblastom, yumusak doku ve kemik sarkomlari, meme, ovaryum, mesane, tiroid ve
gastrik karsinom, Hodgkin lenfoma, malign lenfoma ve bronkojenik karsinom gibi
neoplastik hastaliklarda FDA (Amerikan Gida ve ila¢ Birimi) tarafindan tedavi
yontemi olarak belirtilmistir. DOX, primer meme kanserinin rezeksiyonuna sekonder
aksiller lenf nodu tutulumu kaniti olan kadinlarda adjuvan tedavinin bir bileseni olarak
da belirtilmektedir (Cagel ve ark., 2017).

2.3.2. Doksorubisin’ in Genel Ozellikleri

DOX, S.peucetius caesius’ dan iiretilen antitimor aktivitesine sahip bir
antrasiklin antibiyotiktir (Abraham ve ark., 2005). Antrasiklinler, bir sekere glikozidik
bag ile baglanmig bir tetrasenequinon halka yapisi igeren polilipitlerdir. DOX'un
¢Oziiniir formu, sulu ¢ozeltileri asidik pH' ta sari-turuncu, nétr pH'da turuncu-kirmizi,
pH>9.0’ da mavi-mor olan Kristalimsi, ince, igne benzeri bir toz olan hidrokloriir
tuzudur (DOX HCI). Bu renk kaymasi, molekiil i¢indeki bir dihidroksiaprakinon
kromoforunun varligindan kaynaklanmaktadir. Kromofor gruplarindaki herhangi bir
degisiklik absorpsiyon spektrumunda bir degisiklige yol acabilir. Bu nedenle pH,
baglayici iyonlar ve bunlarin konsantrasyonlari, iyonik kuvvetleri, ¢6ziicii tipleri ve
ilag konsantrasyonlar1 gibi birkag faktoére baghdir (Fiallo ve ark., 1999; Link, 2010).
2.3.2.2. Doksorubisin’ in Etki Mekanizmasi
Kemoterapotik bir ilacin malign bir hiicre tizerindeki etkisini gosterebildigi tiim farkl
yollar arasinda, DOX' in hiicrelerin niikleik asitleri iizerine;

i.  DNA iplikgiklerinin baz ¢iftleri arasindaki birlesme, boylece replikasyon ve
transkripsiyon siireclerini bloke ederek hizla biiyliyen hiicrelerde DNA ve

RNA sentezini inhibe etme (Thorn ve ark., 2011)

ii.  Hiicre membranlarinda, proteinlerde ve DNA'da oksidatif hasara neden olan
demir aracili serbest radikallerin iiretilmesi iizerine iki ana mekanizma ile etki
ettigi bildirilmektedir.

Bunun nedeni, DOX' un kuinon yapisinin bir elektron alicist olarak redoks
reaksiyonlarma katilmasi, sarkoplazmik retikulum ve mitokondride bulunan
mitokondriyal NADH dehidrogenazlar; sitozolik NAD(P)H dehidrogenaz; ksantin
oksidaz; ve endotelyal nitrik oksit sentaz gibi birka¢ enzim araciligiyla semiquinon

serbest radikaline dontismesidir (La Ferla ve ark., 2011; Thorn ve ark., 2011). Bu
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kararsiz metabolit, DNA'nin kendi basmna yaralanmasina neden olabilir ya da
stiperoksit, hidroksil radikalleri veya peroksit gibi reaktif oksijen tiirleri (ROS) iireten
quinon formuna doniistiirebilir (Gewirtz, 1999). Ayn1 zamanda, ROS oksidatif strese,
lipid peroksidasyonuna, membran ve DNA hasarina neden olabilir ve apoptozu
tetikleyebilir (Doroshow, 2006). Bunun yani sira, DOX ayrica enzim topoizomeraz
II'yi (TOP2A) inhibe eder, DNA replikasyonu, transkripsiyonu ve asir1 sarilmis DNA’
nin gevsemesi engellendiginde DNA onarimini biiyiik 6l¢iide 6nlemektedir (Tewey
ve ark., 1984).
2.3.3. Kanser Tedavisinde Doksorubisin

Doksorubisin en sik mesane, meme, mide, akciger, ovaryum, tiroid, yumusak
doku sarkomu, multiple miyelom ve Hodgkin lenfoma kanserlerini tedavi etmek igin
kullanilmaktadir. Yaygin olarak kullanilan doksorubisin igeren Adriamisin,
Siklofosfamid (AC), Taxotere, AC, Bleomisin, Vinblastin, Dakarbazin, Etoposid,
Vinkristin, Prokarbazin, Prednison ve 5-fluorourasil, Doksil preparatlar: temel olarak,
platin bazli kemoterapi sonrasinda ovaryum kanserinin ilerleme ya da tekrar etmesi
durumunda veya AIDS ile iligkili Kaposi sarkomunun tedavisi i¢in kullanilmaktadir
(Rivankar, 2015).
2.3.3.1. Doksorubisinin Farkh Organlar Uzerindeki Toksik Etkisi

Antrasiklinler kalpte kronik toksisiteye neden olabilen bir kemoterapédtik ilag
smifidir. Bu etki, en bilinen antrasiklin olan doxorubisini kullanan hastalarda daha sik
goriilmektedir (Altieri ve ark., 2016). Doksorubisin onerilen maksimum kiimiilatif
dozu 500 veya 450 mg/m? olan ¢esitli hematolojik ve kati timor maligniteleri
durumunda kirk yildan fazla bir siiredir anti-kanser ila¢ olarak kullanilmaktadir.
Doksorubisinin kiimiilatif kardiyotoksik dozu 550 mg/m? olarak ayarlanmaktadir
(Warpe ve ark., 2015). Antikanser ilag olarak standardize edilmis olmasina ragmen,
potansiyel kardiyotoksisite, kardiyomiyopati ve konjestif kalp yetmezligi gibi yasami
tehdit eden ciddi yan etkilerin g6z 6niinde bulundurulmasi gerekmektedir (QuanJun
ve ark., 2017).

Yan etkiler goz Oniine alindiginda, doksorubisinin en olast toksisite
mekanizmasi oksidatif streste bir artig yaratmaktir. Serbest reaktif oksijen tiirleri
(ROS) ve oksidatif stres, kanser dahil olmak {izere ¢esitli hastaliklarda rol

oynamaktadir. Coklu organ toksisitesi anti-kanser ajanlarin aktivitesi ile ROS,
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oksidatif stres ve hiicresel degisimlerin sonucu olarak meydana gelmektedir (Barrera,
2012; Bendale ve ark., 2017; Vallejo ve ark., 2017).

Insan  hepatoseliiler karsinomu (Hep G2/C3A), kardiyomiyositlere
farklilastirilmis insan pluripotent kok hiicresi, insan iskelet miyofibrilleri, insan motor
noronlart ve kortikal néron benzeri hiicrelere farklilastirilmis insan kaynakli
pluripotent kok hiicrelere 14 giin boyunca serum olmayan medyumda in Situ ve ex situ
olarak doksorubisin uygulanarak 4 organda (karaciger, kardiak, noronal, kas) toksisite
degerlendirilmistir. Yan etki olarak hepatotoksisite gdzlenmistir. Ure ve albiimin
seviyelerine etkisi goriillmemistir. Kas hiicrelerinin %60’1nda kontraktilite azalmistir.
Noronal sistemin saglikli ve fonksiyonel kaldigi goriilmiistiir (Oleaga ve ark., 2016).

Doksorubisinin (20 mg / kg, ip) olumsuz etkilerin en yaygin nedeni
olan intestinal epitelin bozulmasi, C57BL/ 6N farelerinde, artan TLR4 sinyaline yol
acan bagirsak mikroplart ile iliskili sistemik inflamasyon ve c¢oklu organ hasarina
neden olan immiinotoksisiteye yol agan endotoksin salinimma neden olmaktadir
(Wang ve ark., 2016). 200-250 g agirhigindaki Wistar Kyoto erkek siganlarina 2 mg/kg,
intraperitoneal enjeksiyonu sonucu kalp, karaciger, bobrek ve testiste belirgin
tikaniklik ve dejeneratif degisiklikler ile sonuglanmistir  (Shivakumar ve ark.,
2012). Baska bir calismada, 250-300 g agirhigindaki 50 erkek Sprague Dawley
siganlarina 20 mg/kg intraperitoneal doksorubisin enjeksiyonu sonucu alanin
transaminaz, aspartat aminotransferaz, total kolesterol ve kan {ire azotu gibi
biyokimyasal parametrelerde degisiklikler gézlemlenmistir (Othman ve ark., 2014).
Yapilan ¢aligmalarda doksorubisinin  ¢oklu organ toksisitesini destekledigi
bildirilmistir.
2.3.3.2. Oogenezis ve Kadin infertilitesinde Toksisite

Bir kadinin spontan gebe kalabilmesi yeterli ovaryan fonksiyon, hipotalamik-
hipofizer-ovaryan aksa, uterusa ve ayrica organlarin geri kalaninin gebe bedene uyum
saglayabilmesine baglidir. Kanser ve tedavileri, yukaridaki faktorlerin herhangi birini
bozabilir. Yasamlarinin dordiincti dekadinda kanser tedavisi goren kadinlarin yaklasik
yarist menstriiel sikluslarinda durma yasar (Goodwin ve ark., 1999). Bununla birlikte,
normal menstriiel sikluslarinin devam etmesi gebe kalma yetenegini garanti etmez.
Antikanser tedavisinden sonra normal menstriiel siklusu baslayan 35 yasindaki

kadinlarin yaklasik % 40" inin infertil oldugu goriilmiistiir (Letourneau ve ark., 2012).
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Kemoterapinin gonadal etkileri uzun siirmektedir (Louis ve ark., 1956). Gonadotoksik
ilaglar follikiiler biiyiimeyi inhibe edebilir; Ozellikle alkilleyici ajanlar, kiiciik
follikiillerde lethal lezyonlar1 indiiklemektedir (Falcone ve ark., 2004, Hawkins ve
Steven, 1996). Gonadotoksik bir tedaviden sonra gozlenebilecek degisiklikler;
matiirasyon yetersizligi, kilcal malformasyon, kortikal fibrozis goriilen ovaryum ve
follikiil sayisindaki azalmadir. Gonadal toksisite {iizerine sitotoksik ajanlarin
mekanizmalari, hizla bolinen hiicreleri  durdurarak follikiiler maturasyonun
bozulmasini veya durgun primordiyal follikiiller {izerindeki dogrudan toksik etki veya
ikisinin kombinasyonunu i¢ermektedir (Mackie ve ark., 1996; Watson ve ark., 1985;
W. H.B. Wallace ve ark., 1989). Follikiil sayisindaki azalma, 41 yasindan Once
menopoz olarak tanimlanan prematiir ovaryan yetmezlige yol acabilir ve Gstrojen
tiretimini azaltir. Ek olarak, amenore yoklugunda bile, oosit rezervinin azalmasi gebe
kalma sansin1 azaltabilir. Bu noktada, ovaryan fonksiyon kalan oosit sayisina baglidir
(Chiarelll ve ark., 2012).

Hasarin derecesi ilacin tipine, kiimiilatif dozlara, yas ve hastalarin tedavi 6ncesi
gonadal durumuna baglidir (Mackie ve ark., 1996; Watson ve ark., 1985; W. H.B.
Wallace ve ark., 1989). Follikiiler rezerv yasla birlikte hizla azaldik¢a kemoterapotik
ilaglar daha ileri yaslarda daha kolay menstriiel siklus anomalilerini indiikler, diisiik
Ostradiol iceren amenore ve plazmada saptanan yliksek gonadotropinler ile sonuglanir
ve boylece gonadal toksisite kadinlarda yas ile birlikte daha zararli hale gelir. Bu
nedenle, yasli kadinlar daha fazla kalici ovaryum yetmezIigi riski altindadir.

Her ne kadar yeni ajanlarin ve hedeflenen tedavilerin fertilite lizerindeki etkisi
hakkinda bilgi yetersiz bulunsa da, anti-anjiyojenik ajan olan bevacizumab igeren
kemoterapi rejimleri alan kolorektal kanserli kadin hastalarin % 34'linde ovaryan
yetmezlige neden olurken, bevacizumab igermeyen ayni rejimi alan hastalarda % 2' ye
varan ovaryan yetmezlige neden olabilecegi bildirilmistir. Ek olarak, tirozin kinaz
inhibitorlerinin hayvan modellerinde teratojenik oldugu gosterilmistir ve bu nedenle
bu ajanlari alan kadin hastalara tedavi sirasinda gebelikten kaginmalari siddetle tavsiye
edilir (Apperley, 2009).

Radyoterapinin ovaryum iizerindeki etkisi doz ve yasa baghdir (Howell ve Shalet,
1998). Radyasyon terapisi hizla boliinen hiicreleri olgunlasan follikiilleri ve

primordiyal follikiilleri etkilemektedir (D. Meirow ve Nugent, 2001).
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Meme ve servikal kanserler iireme ¢agindaki kadinlarda en sik goriilen tiimorlerdir.
Infertilite, cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi gibi terapdtik miidahalelerin bir
kombinasyonundan dolay1 ovaryum yetersizligi amenore sonucu olabilir. Ayrica,
kalitimsal tiimdrlere sahip hastalarda fertilite tehlikeye girebilir. Ozellikle BRCA1
mutasyon tastyicilarinin ovaryan rezervinin daha diisiik oldugu belirtilmistir (Titus ve
ark., 2013).

Kanser prevalansindaki genel artis ve uzun siireli sagkalimdaki belirgin artis
nedeni ile gonadotoksik kemoterapi ve radyoterapiye maruz kalan geng kadinlarda
fertilitenin korunmasina diinya capinda ilgi gosterilmistir. Gegtigimiz 2 yilda, geng
kadinlar etkileyen malignitelerin bir¢ogu icin hayatta kalma oranlar1 énemli 6lgiide
tyilesmistir. Bu malignitelerin ¢ogu i¢in hayatta kalma oranlar1 % 80-90"1 asmaktadir
(Zeev Blumenfeld, 2012). Bu nedenle kanser tedavisinin uzun siireli etkileri diinya
genelinde ilgi cekmistir ve kemoterapinin neden oldugu iyatrojenik infertiliteye karsi
korunma yiiksek Oncelige sahiptir. Kanser tedavisinin ge¢ etkileri {ireme
endokrinologlari, hematologlar, onkologlar, jinekologlar, endokrinologlar,
romatologlar, pratisyen hekimler ve tiim saglik hizmeti saglayicilar1 (W. Hamish B.
Wallace ve ark., 2005) i¢in dikkat ¢ekicidir ve kemoterapinin neden oldugu iyatrojenik
infertiliteye kars1 korunma, yiiksek dncelige sahiptir.

Kemoterapi, radyoterapi veya her ikisi birden, reprodiiktif fonksiyonlar1 kalic1
olarak bozabilir (Madsen ve ark., 1995). Follikiiler hasarin bir sonucu olan yiiksek
oranda prematiir ovaryan yetmezlik (POF) meydana gelir ve kadin fertilite
koruyuculugu 6nem kazanmaktadir (Familiari ve ark., 1993). 25 yasindaki kadinlarin
%350’ si ve 25 yas altindaki kadmlarim %20’ sinde mekloroetamin, vinkristin,
prokarbazin ve prednizon (MOPP) ile tedavi sonrasi POF gelisebilir (Schilsky ve ark.,
1981).

Her ne kadar sitotoksik kaynakli hasar, hizla boliinen hiicrelere sahip diger
dokularda (yani kemik iligi, gastrointestinal sistem ve timus) geri doniisiimlii olabilse
de, fetal yasam boyunca sabit olan germ hiicre sayisinin genellikle ovaryumda geri
doniisiimsiiz olduguna inanilmaktadir (Zeev Blumenfeld, 2012).

Infertilite, geng kadinlarda lenfoma, 16semi ve diger maligniteler igin verilen kombine

kemoterapisinin uzun vadeli sonuglarindan biridir (Zeev Blumenfeld, 2012).
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2.3.3.3. Kemoterapinin Gonadotoksisitesi

Cesitli kemoterapdtik ajanlarin gonadotoksik etkisi farklidir, patofizyolojik
mekanizmalar igerebilir ve kesin olarak anlasilamamistir. Kadmin yasina,
kemoterapoétik rejimine ve mevcut primer follikiil sayisina (ovaryum rezervi) baghdir.
Gonadotoksik etki, temel hiicresel islemlere ara verilmesi ve hiicre proliferasyonunun
engellenmesiyle olusabilir (Fleischer ve ark., 2011). Alkilleyici ajanlar,
deoksiriboniikleik asit (DNA) iplik¢ikleri arasinda kovalent baglar olusturabilir, DNA
resplikasyonu sirasinda etki ederek hiicre boliinmesinde bozukluk meydana getirebilir.
Kemik iligi, gastrointestinal sistem ve biiyliyen ovaryum follikiilleri gibi ¢ogalan
hiicrelere ragmen, alkilleyici ajanlarin toksik etkisine karst daha savunmasizdir, bu
ajanlar, hiicre dongiisline spesifik olmadiklari i¢in dinlenme evresindeki hiicrelerde
sitotoksik olabilir (Dann ve ark., 2005; Fleischer ve ark., 2011; Maltaris ve ark., 2007,
Von Wolf ve ark., 2011; Z Blumenfeld, 2002). Alkilleyici ajanlarin ve siklofosfamid
tedavisinin doza bagimli olarak dogrudan oosit yikimima ve follikiiler tiikenmeye
neden oldugu gosterilmistir (Fleischer ve ark., 2011; Sudman ve ark., 1992; Von
Wolff ve ark., 2011; Yucebilgin ve ark., 2004). Alkilleyici ajanlar follikiiler
tikenmeye ek olarak, kortikal fibroz ve kan damari hasarina neden olabilir (D.
Meirow ve Nugent, 2001; Fleischer ve ark., 2011).

Diger kemoterapotik ajanlar, antrasiklinler gibi antibiyotikleri igerir.
Doksorubisin bu grupta en bilinen ve en yaygin kullanilanidir. Platin ajanlar (yani
karboplatin, platinol, paklitaksel ve sisplatin) kadinlara 6zgii mutajenlerdir (Dror
Meirow, 1999; D. Meirow ve Nugent, 2001; Fleischer ve ark., 2011). Bu ajanlar,
delesyon, halka olusumlari ve DNA yeniden diizenlenimi gibi diskarriozise yol acan
kromozomal aberasyonlara neden olabilir, embriyotoksisite ve embriyonik 6liime yol
acabilir (Fleischer ve ark., 2011; Sudman ve ark., 1992). Kemoterapi
kombinasyonlar1, 6zellikle alkilleyici ajanlar igerenler kortikal fibrozise, ovaryum
atrofisine ve kan damarlarinin hasar gérmesine bagli olarak follikiiler tiikenmeye
neden olur ve boylece Prematiir Ovaryan Yetmezlik (POF) goriilir (Zeev Blumenfeld,
2012).

2.3.3.4. Gebelige Etkisi
Kemoterapi hastalarinda gonadotoksik etkiden birkac¢ yil sonra elde edilen

gebeliklerde artmis fetal malformasyon veya gebelik kaybi yoktur. Bununla birlikte,
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gebe kadinlarin 6zellikle embriyonik ve fetal organogenez sirasinda ilk trimesterde
kemoterapiye maruz kalmalari artan fetal anomaliler, diisiik ve intrauterin fetal 6liim
riski ile iligkilidir (Dror Meirow ve ark., 2010; Fleischer ve ark., 2011; Zeev
Blumenfeld, 2008). Bu nedenle, kemoterapiden sonraki ilk 2 yilda gebe kaliminin
engellenmesi Onerilmektedir. Follikiillerinin biiyiimesi insanlarda primordiyalden
metafaz Il asamasina kadar 3-9 ay siirebildigi i¢in oositler follikiilogenez, biiyiime ve
fertilizasyon asamalarinda kemoterapiye maruz kalmis olabilirler (Alain Gougeon,
1996; A. Gougeon, 2010). Kemoterapiyi tamamladiktan sonraki ilk 2 yildaki
gebelikten ka¢inmanin bir baska nedeni de niikslerin ilk 2 yil igerisinde tespit
edilmesidir. Kemoterapiden sonraki 1 yil i¢inde fetal malformasyonlarin ve gebelik
kaybinin 6nemli 6l¢iide arttirilabilecegini 6ngoren kemirgen calismalart mevcuttur. Bu
nedenle, kemoterapi ve radyoterapinin kullanilan maddeye ve gamet matiirasyon
asamasina bagli olarak oositlerde genetik defektlere neden olabilecegi sonucuna
vartlmistir  (Dror Meirow ve ark., 2010; Dror Meirow ve Schiff, 2005). Aslinda,
tedaviden birkac¢ ay sonra ortaya ¢ikan gebeliklerde, cenin 6liimii ve malformasyon
oranlarinda artig bildirilmistir (Dror Meirow ve ark., 2010; Dror Meirow ve Schiff,
2005). Bunun yani sira, gonadotoksik tedaviden 2 yil sonra abortus ve yenidogan
konjenital anomalilerinde artis olmadig gorilmiistiir (Dror Meirow ve ark., 2010;
Dror Meirow ve Schiff, 2005).
2.4. Allium Sebzeleri Hakkinda Genel Bilgiler

Geleneksel tipta Allium sebzeleri yiizyillardir kullanilmaktadir (R S Rivlin,
2001). Son zamanlarda yapilan bilimsel arastirmalar Allium sebzelerinin ve
bilesenlerinin kardiyovaskiiler hastalik ve diyabet riskini azalttigini, bagisiklik
sistemini stimiile ettigini, enfeksiyonlara kars1 korudugunu ve anti-aging etkinin yani
sira anti-kanser etkiye de sahip oldugunu gostermistir (K. C. Agarwal, 1996; Milner,
2001; Rahman, 2001; R S Rivlin, 2001). Allium sebzelerinin anti-kanser
etkileri, populasyona dayali vaka kontrol ¢alismalarindan elde edilen epidemiyolojik
verilerle desteklenmektedir. Ornegin, You ve ark., 1989 564 hasta ve 1131 saglikl
kontrol igeren populasyon bazli bir vaka kontrol galismasinda Allium sebze alimi
ile mide kanseri riski arasindaki iliskiyi incelemistir. Allium sebze aliminin en yiiksek
ceyregindeki denekler, en diisiik ¢ceyrege kiyasla mide kanseri gelisme riskini 6nemli

Ol¢iide distirmiislerdir (You ve ark., 1989). Benzer sekilde, Shangai' da yapilan bir
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bagka populasyon temelli vaka kontrol ¢aligmasinda, Cin'deki Allium sebze
aliminin prostat kanseri riski tizerindeki etkilerini degerlendirmislerdir (Hsing ve ark.,
2002). Bu galismanin sonuglari, Allium sebze aliminin prostat kanseri riski ile ters
iliskili oldugunu gOstermistir (Hsing ve ark., 2002). Bu
ornekler Allium sebzelerinin kanser riskine karsi koruyucu etkisini gostermeye
yardimet olurken (Hsing ve ark., 2002; You ve ark., 1989), Shukla ve Kalra (Shukla
ve Kalra, 2007) tarafindan yogun olarak gézden gegirilen epidemiyolojik ¢alismalarda
diger bazi kanser tiirleri i¢inde benzer sonuglara ulasilmistir. Bu epidemiyolojik
caligmalar, son yirmi yilda yapilan ve yalnizca Allium sebzelerinin kanser karsiti
etkilerinden sorumlu olan fitokimyasallarin tanimlanmasinin yani sira, etki
mekanizmalarinin agiklanmasina yonelik yogun arastirmalari tetiklemistir.

2.4.1. Sarimsagin I¢erigi

Taze sarimsak, cesitli organosiilfiir bilesikleri, iz elementler, fenolik ve
steroidal kokenli bilesiklerin yani sira karbonhidratlar, proteinler ve lif igerir
(Lanzotti, 2006; Shukla ve Kalra, 2007). Cozliniirlik temelinde, igerikler iki gruba
ayrilir. Bir grup, dialil distilfit (DADS) ve diallil trisiilfit (DATS) gibi lipitte
¢oziinebilen alil siilfiir bilesikleridir. SAC ve S-alilmerkaptosistein gibi diger g-
glutamil S-alilistein (SAC) gruplar1 ise suda ¢oziilebilen bilesiklerdir (Thomson ve
Ali, 2005).

Sarimsak, yiiksek organosiilfiir icerigi ile karakterize edilir. Kiikiirt esas olarak
g-glutamil peptidleri ve allilsistein siilfoksitleri igerir. Kesildiginde, dograndiginda
veya sikildiginda, alliin; ana allilsistein siilfoksit, alliinazin etkisiyle allisine
metabolize edilir. Allisin kendiliginden reaktif bir bilesendir ve kolayca polistilfitler
gibi daha kararli bilesiklere doniistiiriilir (Berges ve ark., 2004).

2.4.2. Allium Sebzelerinde Anti-Kanser Fitokimyasallari

Yillar boyunca yapilan arastirmalar, Allium sebzelerinin kanser karsiti
etkilerinin, islendiklerinde (kiyma, ¢igneme vb.) sebzelerden salgilanan organosiilfiir
bilesikleri (OSC) kaynakli olabilecegini ortaya koymaktadir (Block, 2010). intakt
Allium sebzelerinde S-alkil(en)il-L sistein siilfoksite (alliin) hidrolize ve oksidize
edilen y-glutamil-S-alk(en)il-L-sisteinler primer siilfiir bilesikleridir (Block, 2010).
Alliin kokusuz OSC prekiirsoriidiir ve Allium sebzelerinin depolanmasi sirasinda dogal

olarak birikir (Block, 2010). OSC’ler alliinin allicine ve Allium sebzelerini ezme,
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cigneme veya kesme araciligiyla vakuollerden salinan allinaz araciligiyla alkil alken-
thiosulfinatlara doniismesiyle olusmaktadir. Allisin ve ilgili tiyosiilfinatlar, oldukca
dengesizdir ve aninda diallil siilfit (DAS), dialil disiilfit (DADS), dialil tristilfit
(DATS), diditinler ve ajoen (Block, 2010) dahil olmak tizere gesitli siilfiir bilesikleri
elde etmek i¢in ayrisir.
2.4.2.1. Organosiilfiir Bilesiklerinin Anti-Kanser Etki Molekiiler Mekanizmalari
2.4.2.2. Karsinojen Metabolizmasinin Modiilasyonu

Karsinojenik kimyasallar; genellikle neoplastik aktiviteleri
icin sitokrom P450'ye bagli monooksijenazlarin (faz 1 enzimleri) aracilik
ettigi metabolik aktivasyonu gerektirir. Aktive edilmis karsinojenik ara maddelerin
inaktivasyonu, glutation transferazlar dahil olmak iizere faz 2 enzimleri ile
gerceklestirilir. Calismalar, OSC'lerin sadece faz 1 enzimlerini inhibe etmedigini, ayni
zamanda faz 2 enzimlerinin ekspresyonunu da arttirdigin1 ortaya koymustur (Block,
2010; Herman-Antosiewicz ve ark., 2007; Shukla ve Kalra, 2007). Ornegin, DAS ve
metabolitleri dialil stilfoksit ve dialil siilfon sitokrom P-450 2E1'in aktivitesini zamana
ve NADPH'ye bagli bir sekilde inhibe etmektedir (Brady ve ark., 1991). Wattenberg
ve arkadaslar1, benzo [a ] piren ile indiiklenen 6n mide ve akciger kanseri farelerinde
sarimsak OSC'leri uygulandiginda hepatik ve hedef organ glutatyon transferaz
aktivitesinin yiikseldigi gosterilmistir (Sparnins ve ark., 1988). Boylelikle, OSC
kimyasal olarak olusturulmus kanserlerin Onlenmesinde sadece karsinojen
aktivasyonunu inhibe ederek degil, ayn1 zamanda faz 2 enzimleri sayesinde aktive
karsinojen ara maddelerin detoksifikasyonu arttirmaktadir (Block, 2010; Herman-
Antosiewicz ve ark., 2007; Shukla ve Kalra, 2007).
2.4.2.3. Hiicre Siklusu ilerlemesinin Inhibisyonu

Son yapilan c¢aligmalarda OSC’lerin neoplastik hiicrelerde hiicre dongiisii
ilerlemesini durdurabildigini gosterilmistir. Knowles ve Milner (Knowles ve Milner,
2002), Cdk1/siklin B1 kompleksi kinaz aktivite supresyonuna izin veren siklin B1 ve
siklin bagiml kinaz 1 (cdkl) arasindaki kompleks olusumda bir artisa neden olan
DADS ile muamele sonrasi insan kolon kanseri hiicrelerinin G2/M fazinda arreste
ugradigini belirten ilk arastirmacilardir. DADS ile indiiklenmis G2/M faz1 hiicre siklus
arresti PC-3 prostat kanseri hiicre hatti (Arunkumar ve ark., 2006), MGCB80 insan
mide kanseri hiicre hatt1 (Yuan ve ark., 2004), A549 akciger kanseri hiicre hatt1 dahil
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olmak iizere diger hiicre hatlarinda da bildirilmistir (Wu ve ark., 2005). Prostat kanseri
hiicrelerinde DATS aracili G2/M faz hiicre siklusu arrestinin, reaktif oksijen tiirlerine
bagli hiperfosforilasyon ve hiicre boliinme siklusu 25C (Cdc25) fosfataz yikimi
(Antosiewicz ve ark., 2006) ile iliskili oldugu gosterilmistir. Prostat hiicrelerinde
DATS muamelesi sonucu ROS, c-Jun N terminal kinaz (JNK) aracili demir depolama
proteini ferritinin yikimi ile degisen demir seviyelerinin artmasi nedeniyle
olusmaktadir (Dong Xiao ve ark., 2005). DATS ile muamele edilmis hiicreler
genellikle kontrol noktas: 1 (Chkl)-aracili anafazi destekleyen kompleks/siklozom
inaktivasyonuna bagli olarak prometafazda arreste ugrarlar.

Kanser hiicrelerinde hiicre siklus arresti, suda ¢Oziiniir siilfiir bilesikleri de
dahil olmak iizere diger OSC'ler i¢in de gdsterilmistir. Ornegin, S-alilmerkaptosistein
(SAMC) tedavisi, SW-480 ve HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinde ve NIH3T3
fibroblastlarinda G2 ve/veya mitotik durma ile sonuglanmistir (Antosiewicz ve ark.,
2006; Dong Xiao ve ark., 2005). Ayrica, SAMC tedavisi interfaz hiicrelerinde
mikrotlibiil  depolimerizasyonu, hiicre iskeletinin yikim1 ve sentrozom
fragmantasyonuna neden olmaktadir (Dong Xiao ve ark., 2005). Benzer sekilde ajoene
HL60 hiicrelerinde hiicre iskeletinin yikimiyla iliskili olarak hiicre iskeletinin G2/M
fazinda arreste neden olmustur (Li, 2002). Allisin tedavisi insan meme kanseri
hiicrelerini hiicre dongiisiiniin hem G0/G1 hem de G2/M evrelerinde durdurdugu
gozlenmistir (Hirsch ve ark., 2000). Bu c¢alismalar, hiicre siklusu arrestinin gesitli
OSCl'lere ortak bir hiicresel cevap oldugunu gostermektedir.
2.4.2.4. Apoptozis Indiiksiyonu

Cok sayida arastirma, OSC' ler tarafindan kanser hiicre biiylimesinin
baskilanmasinin, apoptoz indiiksiyonu ile iligkili oldugunu gostermektedir. OSC
aracilt apoptozis ile ilgili ilk ¢aligmay1 gerceklestiren Milner ve arkadaglari, DADS ile
tedavi edilen insan kolon kanseri hiicrelerinde DNA fragmantasyonu ve apoptozu
belirten diger morfolojik degisiklikleri bildirmislerdir (Sundaram ve Milner, 1996).
Son birka¢ yilda, OSC-aracili apoptoz indiiksiyon mekanizmalar1 yogun arastirma
konusu olmustur. Cogu ¢alisma, OSC aracili apoptozun diizenlenmesinde Bcl-2 ailesi
proteinlerinin roliinii géstermektedir. Ornegin, SH-SY5Y néroblastom hiicre hattinda
ve akciger kanseri hiicrelerinde DAS ve DADS aracili apoptozun Bax/Bcl-2

oranindaki artigla korele oldugu gosterilmistir (Hong ve ark., 2013; Karmakar ve ark.,
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2007). DADS ile muamele edilmis MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda, Bax
protein seviyesindeki upregiilasyonla birlikte Bcl-xL protein miktarinda azalma
gozlenmistir (Nakagawa ve ark., 2001). HL-60 hiicrelerinde ajoene ile indiiklenmis
apoptoz kaspaz-aracili Bcl-2 klivajiyla korele oldugu bildirilmistir. PC-3 ve DU145
prostat kanseri hiicrelerinde DATS ile muamele sonrasi apoptotik indiiksiyon DAS ve
DADS ile karsilagtirildiginda daha duyarli oldugu gosterilmistir (Dong Xiao ve ark.,
2004). PC-3 ve DU145 hiicrelerinde, DATS ile indiiklenmis apoptozis mitokondri-
aracili intrinsik kaspaz kaskadi aktivasyonu ve Bcl-2:Bax etkilesimini azaltan Bcl-2
azalmasi ve hiperfosforilasyonuyla korele oldugu belirtilmistir (Dong Xiao ve ark.,
2004). PC-3 ve DUI45 hicrelerinde Bcl-2nin  DATS ile indiiklenen
hiperfosforilasyonu JNK ve daha kiiclik 6l¢iide ekstraseliiler sinyalle diizenlenmis
kinaz 1/2 (ERK1/2) araciligiyla olmaktadir (Dong Xiao ve ark., 2004).

2.4.3. Sarimsak Bilesenlerinin Islevleri

Gtlglii bir sarimsak bileseni olan dialilsiilfitin, testosteronun neden oldugu
oksidatif stresi Onledigi ve testosteron metabolizmasini hizlandirdig: bildirilmistir.
Prostat kanserinin erken evrelerinde, testosteron duyarliligi korundugunda, Allium
tiirevlerinin baskin etkisiyle testosteron yikiminin stimiile edildigi ve daha sonraki
asamalarda sinyal transdiiksiyonunu engelledigi varsayilmistir. Ayrica sarimsak,
topraktan selenyum biriktiren selenyumlu bir bitkidir. Selenyum, o6zellikle
karsinogenezde rol alan genlerin kontroliinde birgok antikanser etkiye sahiptir. Primer
olarak kanseri 6nlemenin yani sira, sarimsak kaynakli Allium tiirevleri metastatik
siirecleri de inhibe edebilir. Androjene bagimli bir prostat kanseri fare modelinde, suda
¢oziinir Allium tiirevi, S-allilmerkaptosistein, %90 akciger ve adrenal bez
metastazlarini inhibe ettigi bildirilmistir (Richard S. Rivlin, 2009).

Bazi aragtirmalar, sarimsagin kalict mantar enfeksiyonlarini inhibe etmede ve
kulak enfeksiyonlarinin tedavisinde Ozellikle etkili oldugunu gostermistir.
Sarimsaktaki allisinin, midenin dogrudan gastrointestinal kanserle iligkili bir bakteri
olan Helicobacter pylori proliferasyonundan korunmasina yardimci olabilecegi
gosterilmistir. Allisin ayrica, ajoene adli bir bilesige parcalanir. Ajoene, sarimsagin
antikoagiilan etkisine katkida bulunmaktadir. Ateroskleroza neden olabilecek kan
damarlarinin ttkanmasini 6nleyen bilesik olabilecegi diisiiniilmektedir (Adaki ve ark.,

2016).
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2.4.4. Sarimsagin Yararh Etkileri

Sarimsak, en ¢ok kardiyovaskiiler sistemi (lipid yonetimi, diisiik kan basinci,
trombosit inhibisyonu ve diisiik fibrinolitik aktivite), antineoplastik ve
immiinostimiilan bir ajan olarak immiin sistemi etkileyen ¢esitli faydali farmakolojik
ozelliklere sahiptir, ayrica giliglii bir antioksidandir. Sarimsak, kolesterolii ve kan
basincin1 diisiirmek, atherosklerozun ilerlemesini geciktirmek, kalp hastaligini
onlemek, dolagimi iyilestirmek, kanseri 6nlemek ve bolgesel tinea enfeksiyonlari i¢in
kullanilmaktadir (Adaki ve ark., 2016).

Hayvan ¢alismalar1 sarimsagin mevcut plak birikintilerinin boyutunu azaltarak
tikanmig arterleri iyilestirebilecegi gostermistir. Sarimsak ayrica meme, kolon ve
O0zefagus kanserinin Onlenmesine de yardimci olmaktadir. Ayrica sarimsak
takviyelerinin, kalp, karaciger ve diger hayati organlara, dokulara zarar verebilecek
glutatyonun tiikenmesini ve kemoterapiyle iliskili serbest radikal aktivitenin artmasini
Onleyerek kemoterapi goren hastalara da faydali olabilecegi belirtilmistir. Sarimsak,
antibiyotik, antiviral ve antifungal, antihistaminik, antikoagiilan, balgam soktiiriici,
antibakteriyel, anti-parazitik, diyaforetik, diiliretik ve antispazmodik o&zelliklere
sahiptir (Adaki ve ark., 2016).

2.4.5. Sarimsagin Etki Mekanizmalar

Birkag eylem sekli onerilmistir. Bunlar:

- Ila¢ metabolize edici enzimler iizerindeki etki; glutatyon transferazlar, kinin
rediiktaz, epoksit hidrolaz ve toksik maddeleri etkisiz hale getiren ve atilimlarini
kolaylastiran glukuronosil transferaz dahil olmak iizere faz II detoksifikasyon
enzimlerinin indiiklenmesi,

- Antioksidan aktivite; sarimsak preparatlari, radikal temizleme aktivitesi sergiler ve
timor gelisiminin oksijen radikallerini icerebilecegi gozlem 1s18inda ilgili olan lipit
peroksidasyonunu azaltir,

- Prostat karsinomu hiicreleri de dahil olmak {izere bir¢ok karsinom hiicre hattinda

belgelenen tiimor biiyiime inhibisyonu,

- Hiicre dongiistiniin G2/M fazinda bloke edilen hiicrelerin yiizdesinde bir artisla
cakisan apoptoz indiiksiyonu (muhtemelen p34cdc2 kinazdaki bir durgunluk yoluyla)
(1zzo ve ark., 2004),
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- Immiin cevabin etkili bir sekilde uyarilmasi; Organosiilfiir bilesimler (OSC),
lenfositlerin ve makrofaj fagositozunun proliferasyonunu uyarir, transplant edilmis
tiimorlerde makrofajlarin ve lenfositlerin infiltrasyonunu indiikler, tiimoér nekroz
faktori-o (TNF-0) ve interferon-y, dogal oldiiriicii hiicreyi, oOldiirlicii hiicreyi ve
lenfokinle aktive olmus 6ldiiriicti hiicre aktivitesini arttirir (1zzo ve ark., 2004).
2.4.6. Sarimsak Preparasyon Tipleri

Sarimsak esansiyel yaglari, sarimsak yag maserati, sarimsak tozu ve olgun
sarimsak ekstrakti (AGE) olmak {izere dort cesit sarimsak preparasyonu mevcuttur.
Baz1 firlinlerin, iirliniin ne zaman yapildigina bagh olarak farkli miktarlarda aktif
bilesen saldig1 gosterilmistir. Allisin son derece dengesizdir ve sarimsagin nasil
hazirlandigina bagli olarak diallil siilfit (DAS), DADS, DATS, ajoenes ve trisiilfiirler,
vinil dithiinler ve diger kiikiirt bilesikleri gibi yiizlerce organosiilfiir bilesigine
ayrilmaktadir (Adaki ve ark., 2016).
2.4.7. Antikanser Etkisi

Hem in vivo hem de in vitro ¢alismalar, bu ayr1 ayr bilesiklerin hayvan
modellerinde sadece deri, 6zofagus, mide, kolon, karaciger, akciger ve meme kanseri
bliylimesini baskilamadigini, ayn1 zamanda kolon, akciger, 16semi, deri, meme ve
prostat gibi ¢esitli kanser tiirlerinden (PCa) in vitro olarak tiiretilen hiicre hatlarinin
cogalmasini dogrudan inhibe ettigini gdstermistir (Thomson ve Ali, 2005). Ornegin,
peritoneal olarak DADS ile enjekte edilen ¢iplak farelerde kolon kanseri
ksenograftinin kontrol grubuna gore biiylimesi %69 oraninda engellemistir (P <0.05)
(Sundaram ve Milner, 2018). Ek olarak, DATS, Bcl-2 proteininin down-regiilasyonu
ve ekstraseliiler sinyal regiile edilmis kinaz 1/2 (ERK) ve c-Jun N-terminal kinaz
(JNK) yolaklariin aktivasyonu yoluyla apoptozun indiiklenmesi PCa hiicre hatlarinin
proliferasyonunu 6nleyebilmektedir (Dong Xiao ve ark., 2004). Son zamanlarda,
SAMC'nin, apoptoza yol acan JNKI1 ve kaspaz 3 sinyal yolaklarini tetikleyen
mikrotiibiil yikimi araciligiyla kolon kanseri hiicrelerinde proliferasyonu 6nleyici etki
gosterdigi gosterilmistir (Danhua Xiao ve ark., 2003). Bu kanitlar, kanser onleyici
etkilerine ek olarak, sarimsak tiirevlerinin, insan primer kanserlerinin tedavisinde etkili
ajanlar olarak da kullanilabilecegini gostermektedir.

E ve C vitaminleri ile birlikte sarimsak, Cin'deki genis bir popiilasyonda kanser

oncesinde mide lezyonlar1 insidansini azaltmistir (Blot ve ark., 1993). Sarimsak

39



tirevlerinin, DNA katilimi, serbest radikallerin atilmasi, mutagenez, hiicre
proliferasyonu, farklilagma ve anjiyogenez dahil karsinogenezde ¢ok sayida molekiiler
mekanizmayi etkiledigi goriilmistir (Richard S. Rivlin, 2009). Kanser hiicrelerinin
bliylime hizi, sarimsak tarafindan 6zellikle G2/M fazinda meydana gelen hiicre siklus
blokaj1 ile azaltilmaktadir. Apoptozis sarimsak tarafindan uyarilmaktadir (Dong Xiao
ve Singh, 2006).

Sarimsak, mide kanseri riskinin azalmasiyla iligkili epidemiyolojik
calismalarda ve hayvan modellerinde, antitimér aktivitesinin sarkom, meme
karsinomu, hepatom, kolon kanseri, deri ve 6zefagus skuamoz hiicreli karsinomasi ile
iligkili oldugu gosterilmistir. Bu etkilere ¢esitli mekanizmalarin aracilik ettigi
goriinmektedir. Kimyasal karsinojenlerin  uygulanmasindan sonra malign
transformasyonun Onlenmesi, sarimsagin sitokrom P450 enzimleri iizerindeki etkisi,
antioksidan aktivite veya sarimsak igindeki kiikiirt bilesiklerine baglanarak
detoksifikasyon {izerindeki prokarsinojen aktivasyonunun inhibisyonundan
kaynaklanabilir. Kanser hiicre biiyiimesinin doku kiiltliriinde dogrudan inhibisyonu,
sarkomun yani sira mide, kolon, mesane ve prostat karsinomu hiicre hatlarinda da
gosterilmistir (Lamm ve Riggs, 2018). 1066 kontrol ve 395 6zofagus kanserli hasta,
1297 kontrol ve 527 larenks kanserli hasta; 1772 kontrol ve 749 oral kanserli hasta;
2411 kontrol ve 1031 ovaryum kanseri hastasi; ve 1534 kontrol ve 767 renal hiicreli
kanser hastas1 ile yapilan c¢aliymada yiiksek oranda sarimsak kullaniminin
deneklerdeki kanser azalimui ile pozitif iligkili oldugu bildirilmistir (Ji ve Kwon, 2009).
2.4.8. Kemoprevensiyon

Bir¢cok epidemiyolojik c¢aligma, sarimsagin koruyucu roliinii ve insan
kanserlerinin gelisiminin Allium besinleriyle iliskisini destekler. Dogal sarimsak ve
selenyumla birlikte kiiltiire edilerek yetistirilen sarimsaklarin, kanserin 6nlenmesinde
koruyucu rolleri oldugu hayvanlarda gosterilmistir. Bazi organoselenium bilesikleri ve
bunlarin siilfiir analoglar1 bitkilerde tanimlanmistir. Organoselenium bilesikleri
kemopreventif etkinlik i¢in kiikiirt analoglari ile karsilastirilmis, Dialilil selenoid,
siganlarda 7, 12-dimetilbenz(a)antrasen (DMBA)-indiiklii meme adenokarsinomlarina
karst1 korunmada DAS'dan en az 300 kat daha etkili bulunmustur. Sarimsak
ekstraktlari, lipitlerin oksidatif modifikasyonunu inhibe etmekte, boylece hiicreleri

oksitlenmis molekiiller tarafindan zarar gérmekten korumaktadir. Sarimsak tedavisi
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yapilan farelerde, deri karsinojenezinin indiiklenmesinden 6nce ve sonra, sarimsagin
en iyi kemopreventif etki gdsterdigi goriilmiistiir. Sarimsak alimi, hayvanlarda deri
papillomlariin olusumunu geciktirmis ve ayn1 zamanda tedavi edilen farelerin deri
histolojisine de yansiyan papillomlarin boyutunu ve sayisimi diistirmiistir  (El-
Bayoumy ve ark., 2018).

Sarimsak tlirevli iirlinlerin kanser kemopreventif etkilerini agiklamak igin
cesitli mekanizmalar c¢alisilmistir. Bunlar, kanserojenleri aktive eden, detoksifiye
eden, antioksidan ve serbest radikalleri temizleyen, hiicre proliferasyonunun,
apoptozun ve immiin yanitlarin diizenlenmesini Onleyen ¢esitli metabolize edici
enzimlerin aktivitesinde modiilasyonu igermektedir. Sarimsak kaynakli iriinlerin,
hiicre sinyal yolaklarin1 modiile ettigini, bdylece kanser terapdtik etkilerinin yani sira
gliclii kanser kemopreventif etki sagladigin1 gostermektedir (Shukla ve Kalra, 2007).

Sarimsak bilesikleri kanser hiicre proliferasyonunda, G2/M fazi arrestine,
proteinlerin Bcl-2 ailesi orani ve anti-anjiyojenik aktiviteyi degistirerek apoptozun
indiiklenmesine neden olabilir. Toplu olarak, klinik oncesi arastirmalar, sarimsak ve
ilgili stilfur bilesikleri araciligiyla kanser kemoprevensiyonunu sagladigi bunun yani
sira kullanildig1 organ bolgesinden ya da kullanilan karsinojenden bagimsiz oldugu
gosterilmistir (Ray ve ark., 2009).

2.4.9. Antioksidan Etkileri

Olgun (AGE), fakat taze olmayan sarimsak antioksidan etkilere sahiptir.
Sarimsak, serbest radikalleri temizleyerek, siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon
peroksidazi ve hiicresel glutationu artirarak antioksidan etkiler gosterir. Sarimsagin bu
etkileri, kardiyovaskiiler, antineoplastik ve kognitif etkiler {izerinde rol oynayabilir.
AGE ile yapilan in vitro ve hayvan c¢aligmalarinda, bronobenzen gibi cevresel
maddeler tarafindan olusan karaciger toksisitesine ve doksorubisin kaynakl
kardiyotoksisiteye karsi koruma sagladigir ve yasa bagli mekansal bellek agiklarini

iyilestirdigi gosterilmistir (Adaki ve ark., 2016).

Sarimsakta bulunan antioksidanlar, kansere neden olan serbest radikal kaynakli hiicre
hasarma karst koruma saglamaktadir. Antioksidanlar, serbest radikallerin zararl
etkilerini etkisiz hale getirebilir ve zamanla ortaya c¢ikardiklar1 zararin en aza

indirilmesine veya ortadan kaldirilmasina yardimci olabilir (Adaki ve ark., 2016).
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2.4.10. Iimmiinmodulasyon

Sarimsak ekstraktinin, NK hiicre hassasiyetine ve direngli hiicre hatlarina karsi
insan periferal kan lenfositlerinin sitotoksisitesini arttirdigi gosterilmistir. Lau ve
arkadaslari, sarimsak, makrofaj (oksidatif patlama) ve T lenfosit (blastogenez)
fonksiyonlarmi artirabilecegini gostermistir (S. S. Agarwal ve Singh, 1999).

Sarimsak in vitro insan modelinde IL-6’y1 azaltmaktadir. Sarimsaktaki
hipokolesterolemik, antioksidan ve ACE inhibisyon aktivitesinin yani sira, IL-6
tizerindeki etki ve kardiyovaskiiler aktivite hakkinda fikir verebilir. Ayn1 modelde,
sarimsak pro-enflamatuar sitokin IL-1'1 de disirmistir. IL-1'in pankreatik B-
hiicrelerinin  yitkimma katildigi ve sarimsak uygulanmig murin modellerinde
hipoglisemik etki ve alloksan indiiklii diyabeti iyilestirdigini gostermektedir. IL-1
inhibisyonu bu aktiviteden kismen sorumlu olabilir (S. S. Agarwal ve Singh, 1999).
Sarimsak pro-enflamatuar sitokinleri IL-1, TNF ve IL-8'1 azaltma ve IL-10
sekresyonunu (proinflamatuar sitokinlerin bir antagonisti) uyarma potansiyeline
sahiptir. Hodge ve arkadaslari, sarimsagin antimikrobiyal aktivitesi ile birlikte, bu
etkinin, enflamatuar barsak hastaliklarinda sarimsak kullanimi i¢in potansiyel
mekanizmalar saglayabilecegi sonucuna varilmistir. IL-10, Alzheimer hastaligi gibi
beyin enflamatuar hastaliklarinin immiino-patolojisinin modiilasyonunu gdsterir ve
sitokin modiilatorii olarak sarimsak i¢in baska bir potansiyel kullanim saglar (Spelman

ve ark., 2006).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(HADYEK) tarafindan 16/01/2018 tarihinde 2018-01/05 no’lu karar1 ile onaylanmis
olup, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
parafin ve immunohistokimya laboratuvarlarinda gerceklestirildi.

3.1. Deney Hayvanlari ve Gruplandirma

Calismada Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme
Merkezi’ nden temin edilen 2,5-3 aylik 200-250 g agirliginda 35 adet Wistar Albino
cinsi eriskin disi sican kullanildi. Deney hayvanlar1 standart kafeslerde tutulup, 12 saat
aydinlik 12 saat karanlik ortamda barindirildi. Hayvanlarin beslenmesi i¢in standart
yem ve musluk suyu verildi.

Doksorubisin toksisitesi olusturmak amaciyla serum fizyolojikte ¢oziilen
formu (Adrimicin)  kullanildi. Doksorubisin serum fizyolojik (SF) igerisinde
coziilerek intraperitoneal (i.p) (S. Xiao ve ark., 2017) enjeksiyon ile, DDS muisir yagi
(Pedraza-Chaverri ve ark., 2003) igerisinde ¢oziilerek i.p enjeksiyon (Di ve ark.,2015)
ile uygulandu.

35 adet Wistar albino cinsi disi sigan her grupta 7 adet sigan olmak iizere 5
gruba ayrildi. Tiim sicanlardan ilag uygulamasi (doksorubisin ve dialil disulfit) ve
ovaryum diseksiyonunun, ovaryan siklusun ayn periyodunda yapilabilmesi i¢in, her
iki uygulama 6ncesi vaginal smear almarak Ostrus evresi belirlendi. Ilag dozlarmi
belirlemek i¢in si¢anlarin viicut agirliklart belirlendi. Siganlarin gruplara gore agirlik
ortalamalar1 ve standart sapmalar1 Grup I igin 200+4,11, Grup II i¢in 208+8,25, Grup
III i¢in 214+4,41, Grup IV i¢in 207+£7,18, Grup V igin 209+6,74 olarak belirlendi.
Calisma 5 gruptan olustu.

Grup | (Kontrol-Doksorubisin Grubu): Bu gruptaki 7 adet sicana hayvanin agirligina
gbre 7 giin boyunca i.p olarak serum fizyolojik (SF) uygulandi. SF voliimii deney
gruplarinda ilaglar1 diliile etmek amaciyla kullanilan SF miktar1 dikkate alinarak

belirlendi (n=7).
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Grup 11 (Kontrol-Dialil disiilfit Grubu): Bu gruptaki 7 adet si¢gana 7 giin boyunca i.p
olarak 0,5 ml misir yag1 uygulandi (n=7).
Grup 11 (Doksorubisin Uygulanan Grup): Bu gruptaki 7 adet sigana 7 giin boyunca
3 mg/kg/glin (0,008 mM/7 giin) doksorubisin (10 mg/kg- 5 ml enjeksiyonluk su) i.p
olarak uygulandi (n=7).
Grup 1V (Dialil disiilfit Uygulanan Grup): Bu gruptaki 7 adet sigana 7 giin boyunca
1.p olarak 0,5 ml misir yagi i¢erisinde 50 mg/kg dialil disiilfit uygulandi (n=7).
Grup V (Doksorubisin + Dialil disiilfit Grubu): Bu gruptaki 7 adet sigana 3 mg/kg/giin
(0,08 mM/7 giin) doksorubisin (10 mg/kg- 5 ml enjeksiyonluk su) i.p uygulandiktan,
2 saat sonra 0,5 ml musir yag: igerisinde 50 mg/kg dialil disiilfit/7 glin boyunca i.p
olarak uygulandi (n=7).
3.2. Doku Diseksiyonu

Sicanlara 7 giin ilag uygulandiktan sonra, 8. giin ovaryan sikluslarinin dstrus
periyodunda eter anestezisi altinda perfiizyon fiksasyon uygulandi. Fiksatif olarak
fosfat tamponuyla hazirlanan %@4’liik paraformaldehit kullanildi. Ovaryum
diseksiyonu sonrast ayni fiksatif icerisinde 48 saat boyunca sag ve sol ovaryum
dokularima immersiyon fiksasyonu uygulandi. Fiksasyon sonrasi ovaryum dokular
151k mikroskobik ve immiinohistokimyasal inceleme i¢in doku takibine alindi.
3.3. Isik Mikroskobik Inceleme

Tiim gruplardan alinan ovaryum dokular1 fiksasyon sonrasi doku takibi
islemine tabii tutuldu (Tablo 1).
Tablo 1. Doku takibi basamaklari

Sira | islem | Siiresi
1 %50’lik alkol 2 saat
2 %70’lik alkol 2 saat
3 %90’lik alkol 2 saat
4 %96’lik alkol-I 2 saat
5 %96°lik alkol-11 Gece boyu
6 Ksilen-1 1,5 saat
7 Ksilen-I1 1,5 saat
8 Parafin-1 1,5 saat
9 Parafin-II 1,5 saat

10 Parafin-Il1 1 saat
11 Parafine GOmme

Parafin bloklardan Leica RM2245 mikrotom ile alinan 5 pm kalinliginda seri
kesitler rastgele drnekleme yontemiyle secilerek lamlara alindi. En az 4 sekonder
follikiiliin bulundugu kesit baslangig kesiti olarak kabul edilerek 10’ar kesit (50pum)
atlandi ve Hematoksilen-Eozin (H&E) boyamasi igin 5 kesit, TUNEL boyamasi igin 2
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kesit belirlendi. Morfolojik degerlendirme i¢in, her bir doku blogundan alinan 5 adet
kesitte H&E boyamas1 yapildi. Immunohistokimyasal boyama icin, her bir doku
blogundan alinan 3 adet kesit poly-I-lysine kapli lamlara alindi.
3.4. Hematoksilen-Eozin Boyama ve Morfolojik Degerlendirme

H&E boyamasi i¢in alinan 5 pm kalinligindaki kesitler 60°C’lik etiivde (Isokal
EN 500) gece boyunca bekletilip, ksilen ile deparafinize edildikten sonra boyama
protokolii uygulandi (Tablo 2).
Tablo 2. H&E boyama protokolii

Sira islem Siire
1 %9611k alkol 3 dakika (dk)
2 %90’lik alkol 3dk
3 %70’1ik alkol 3dk
4 Cesme suyu 3dk
5 Harris’in Hematoksileni 10 dk
6 Cesme suyu Suyun rengi seffaflagana kadar
7 Asit alkol 1-2 dips
8 Cesme suyu 3dk
9 Amonyakli su 1-2 dips
10 Cesme suyu 3dk
11 Eozin 2-5dk
12 Cesme suyu Suyun rengi seffaflagana kadar
13 %70’lik alkol 10 dips
14 %90’lik alkol 10 dips
15 %96’ lik alkol 10 dips
16 Ksilen-I 20 dk
17 Ksilen-II 20 dk
18 Kapatma

H&E ile boyanan rastgele segilen 5 kesitte follikiillerin morfolojik
siniflandirilmasi yapildi. Follikiiller graniiloza hiicre sekli ve hiicre katman sayist goz
Oniine aliarak siniflandirildi (Ross, 2011). Bu siiflandirmaya gore;

° Oositi cevreleyen yassi tek sirali graniiloza hiicreleri ile cevrili follikiil

primordiyal follikiil (A)

° Tek siral1 kiibik graniiloza hiicreleri igeren follikiil unilaminar primer follikiil
(B)
° Ug siradan fazla kiibik graniiloza hiicreleri ile gevrili ve graniiloza hiicreleri

arasinda heniiz bosluk (antrum) olusmamis olup, teka tabakasi belirginlesmeye
baslayan follikiiller multilaminar primer follikiil (C)

° 5 ya da daha fazla sirali kiibik graniiloza hiicreleri igeren ve bu hiicreler
arasinda antral bosluklar bulunan, teka interna ve eksterna tabakalar1 daha belirgin olan
follikiiller sekonder follikiil (D)

° Cap olarak en genis olan ve antral boslugun daha da 1y1 gelistigi, primer oositi

gevreleyen kumulus ooforusun belirginlestigi follikiil graaf follikiil (E) olarak
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isimlendirildi (Tablo 3).

Tablo 3. Follikiillerin morfolojik siniflandirmasi

FOLLIKUL ADLANDIRMA TANIM
SINIFLARI
A Primordiyal Follikiil tek katli yass1 graniilosa hiicre (GH) katmani
B Unilaminar Primer Follikiil tek katli kiibik (GH) katmani
C Multilaminar Primer 3< sirali kiibik (GH) katmani
Follikiil
D Sekonder Follikiil 5< siralit GH’li antral bosluklu, belirgin teka tabakali
E Graaf Follikiil kumulus-oosit kompleksi, antral bosluk ve belirgin teka tabakali

H&E ile boyanan kesitlerin histolojik degerlendirmesi Olympus BX-FLA
Reflected Light Flourescence Attachment adapte edilmis Olympus BX50 mikroskopla
40X objektif kullanilarak dijital kamera (Olympus DP71 CCD renkli kamera, 1,5
million pixel) ile bilgisayar ekranina alinan goriintiiller iizerinde gergeklestirildi.
Mikroskobik inceleme esnasinda tiim preparatlarda her gruptan goriintiiler alindi.

3.5. TUNEL Yontemi

Apoptotik hiicreleri belirlemek i¢in DNA kirik ug isaretleme yontemi ile in situ
apoptozis belirleme kiti kullanildi (Roche, In Situ Cell Death Detection Kit, POD, Ref:
11684817910, USA). Parafin kesitler 37°C’ lik etiivde gece boyunca bekletildikten
sonra 1 saat ksilende bekletilip deparafinizasyon islemi tamamlandi. Doku kesitlerinin
etraft pappen kalemi ile ¢izildi. Kesitler sirasiyla %96, %90 ve %70 alkol serilerinde
3’er dk bekletildi. Kesitler distile suda 5 dk siireyle yikanarak alkolden arindirilds.
Daha sonra PBS (fosfat tamponlu salin, pH: 7,4) ile 5’er dk 2 kez yikandi. Kesitler 10
dk siireyle 20 pl proteinaz K ile inkiibe edildikten sonra 2 kez 5’er dk siireyle PBS ile
yikandi. Kesitler 1:16 oraninda metanolde hazirlanan hidrojen peroksit igerisinde 10
dk bekletilerek endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi. Ardindan PBS ile 5’er dk
sireyle 2 kez yikandiktan sonra kesit iizerine 20 pl terminal deoksiniikleotidil
transferaz enzimi uygulanip 37°C’ lik etiivde 1 saat inkiibe edildi. PBS ile 5’er dk
stireyle 2 kez yikama yapildiktan sonra reaksiyonu durdurmak i¢in 20 pl POD
damlatilip 30 dk bekletildi. PBS ile yikama sonras1t TUNEL pozitif hiicreleri saptamak
icin DAB (diaminobenzidine) kromojeni ile 10 dk boyama yapildi. Ardindan kesitler
PBS ile yikandi (Tablo 4).

Boyanan kesitler sirasiyla %70, %90, %96 alkol serilerinden gegirilip, ksilene
alinip, entellan ile kapatildiktan sonra monitorize foto mikroskopta (Olympus BX50)

apoptotik hiicrelerin degerlendirilmesi yapildi.
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Ovaryum kesitlerine uygulanan TUNEL boyama 2 bagimsiz gozlemci
tarafindan degerlendirildi. Ovaryan follikiillerde TUNEL pozitif boyanma 0-2
arasinda skorlandi. Bu skorlamaya gore; pozitif isaretlenen graniiloza hiicrelerinin
orani follikiildeki tiim graniiloza hiicrelerinin %5’inden az olanlar skor 0, %5-10
arasinda olanlar skor 1, %10 undan fazla olanlar skor 2 olarak degerlendirildi. Gruplar
arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak karsilastirildi. Elde edilen TUNEL skor
degerleri ile gruplar arasinda follikiillerin apoptotik indeksi (Al) belitlendi (Garrett ve
Guthrie 1996). TUNEL 2 skor degerine sahip follikiiller atretik follikiil olarak kabul
edilip, her bir dokunun atretik follikiil ylizdesi hesaplandi.

%Atretik follikiil= Atretik follikiil/total follikiil X100
Tablo 4. TUNEL yo6ntemi protokolii

Sira  Islem Siire
1 Deparafinizasyon (Ksilen) 15 dk
2 %96 alkol 3dk
3 %90 alkol 3dk
4 %70 alkol 3dk
5 Distile su 5dk
6 PBS 2x5 dk
7 Proteinaz K 20 dk
8 PBS 2x5 dk
9 1:16 oraninda H,0,: metanol (%100°lik) karigim1 10 dk
10 PBS 2x5 dakika
11 1:1 oraninda Enzim: Label uygulamasi 1 saat, 37°C’de
12 PBS 2x5 dk
13 Pod soliisyonu 30 dk, 37°C’de
14 PBS 2x5 dakika
15 DAB substrat soliisyonu 10 dakika
16 PBS 2x5 dakika
17 Ksilen 20 dakika

18 Kapatma

3.6. Istatistiksel Analiz

Gruplararas: karsilastrma ANOVA ve Kruskal Wallis testleriyle yapildi.
Gruplar arasi1 ikili karsilastirmalar bagimsiz t test ve Mann Whitney U testi ile
gergeklestirildi. Ortalama (Ort), standart sapma (SS) ve p degerleri verildi. p<0,05
anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Viicut Agirhiklarinin Degerlendirilmesi

Deney Oncesi ve deney sonrasi siganlarin agirlik ortalamalart istatistiksel
olarak degerlendirildi. Gruplara ait viicut agirliklarinin ortalama (Ort), standart sapma
(SS) ve p degerleri Tablo 5’de verildi. Degerlendirme sonucunda Grup II’teki
(p=0,002) deneklerde kilo kayb1 olurken, Grup I, Grup II, Grup IV ve Grup V’teki
deneklerde kilo artisi saptandi. (Grafik 1).

Deneklerin deney Oncesi ve deney sonrast agirliklarinin istatistiksel olarak
degerlendirilmesi sonucu Grup I (p=0,004), Grup Il (p=0,001), Grup 1V (p=0,001) ve
Grup V’te (p=0,012) istatistiksel olarak anlamli artis gozlendi. Grup III’te bulunan
deneklerin deney sonrasi agirliklarinda ise istatistiksel olarak anlamli azalma saptandi
(p=0,002).

Tablo 5. Deney 6ncesi ve sonrasi viicut agirlikliklarinin ortalama, standart sapma,
ortanca, minimum, maksimum ve p degerleri

Deney Oncesi Deney Sonrasi p degeri
Agirhk Agirhk
Grup | ORT +SS 200+4,11 202+3,99
ORTANCA 200 202 0,004
(Min/Max) (186/216) (189/217)
Grup Il ORT +SS 208+8,25 210+8,23
ORTANCA 200 201 0,001
(Min/Max) (183/234) (185/235)
Grup 11 ORT +SS 2144441 207+5,48
ORTANCA 213 209 0,002
(Min/Max) (199/235) (187/233)
ORT +£SS 207+7,18 210+7,41
Grup IV 0,001
ORTANCA 201 203
(Min/Max) (186/235) (187/238)
Grup V ORT =SS 209+6,74 211+6,74 0,012
ORTANCA 202 203
(Min/Max) (189/230) (193/233)
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Grafik 1. Deney oncesi ve deney sonrasi deneklerin viicut agirhiklar:

4.2. Follikiil Sayilarimin Degerlendirilmesi

Deney sonrast her gruptaki deneklerin sag ve sol ovaryumlarindan alinan ve

H&E ile boyanan 5’er kesitte primordiyal, unilaminar ve multilaminar primer,

sekonder, graaf, sekonder atretik ve graaf atretik follikiillerin sayimlar1 yapildi. Deney

sonrast gruplarda sag ve sol ovaryumlara ait normal follikiillerin sayilarinin ortalama,

standart sapma, ortanca, minimum, maksimum ve p degerleri Tablo 6 ve Tablo 7°de

verildi. Sol ve sag ovaryumlara ait sekonder ve graaf atretik follikiillerin istatistiksel

verileri Tablo 8’de verildi.

Tablo 6. H&E boyamas1 sonrasi degerlendirilen kesitlerde, gruplara ait sol ovaryum
follikiil sayilarinin ortalama, standart sapma, ortanca, minimum, maksimum ve p

degerleri
Primordiyal Unilaminar Multilaminar Sekonder Graaf
Follikiil Primer Primer Follikiil Follikiil Follikiil
Follikiil
Grup | ORT +SS 18,86+2,54 4,57+1,71 2,28+0,49 6,71%1,25 2.57+1,71
Sol Ovaryum ORTANCA 19,00 5,00 2,00 7,00 3,00
(Min/Max) (16,00/23,00) (1,00/6,00) (2,00/3,00)3 (5,00/9,00) (0,00/5,00)
Grup Il ORT =SS 20,29+3,10 4,28+2,06 2,28+0,49 7.43£2.22 328%1,25
Sol Ovaryum ORTANCA 20,00 5,00 2,00 8,00 3,00
(Min/Max) (15,00/24,00) (0,00/6,00) (2,00/3,00) (4,00/10,00) (1,00/5,00)
Grup 111 ORT +SS 8,861,683 4,86+3,13 2,57+1,27 2,14+0,81 0,57+0,52
Sol Ovaryum ORTANCA 8,00 6,00 2,00 2,00 1,00
(Min/Max) (7,00/12,00) (0,00/8,00) (1,00/5,00) (1,00/3,00) (0,00/1,00)
ORT =SS 21,57+6,90 428+2 28 143127 6,00£1,73 1,7120,95
SO%L@:;/um ORTANCA 20,00 4,00 1,00 6,00 1,00
(Min/Max) (14,00/33,00) (1,00/8,00) (0,00/3,00) (4,00/9,00) (1,00/3,00)
Grup V ORT =SS 12,2843,10 5,00<1,00 1,48+0,53 3 ,43+0,98 1,28+0,49
Sol ovaryum
ORTANCA 20,00 5,00 1,00 3,00 1,00
(Min/Max) (15,00/24,00) (4,00/7,00) (1,00/2,00) (2,00/5,00) (1,00/2,00)
p degeri 0,000 0,777 0,72 0,001 0,003
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Grafik 2. Gruplara ait sol ovaryum follikiil sayilari

Graff

Tablo 7. H&E boyamasi sonrasi degerlendirilen kesitlerde, gruplara ait sag ovaryum
follikiil sayilarinin ortalama, standart sapma, ortanca, minimum, maksimum ve p

degerleri
Primordiyal Unilaminar Multilaminar Sekonder Graaf
Follikiil Primer Primer Follikiil Follikiil Follikiil
Follikiil
Grup | ORT =SS 18,28 42,69 4,85 40,89 2.57 40,98 5,14 +1,77 3,331 21
Sag Ovaryum ORTANCA 18,00 5,00 3,00 5,00 3,50
(Min/Max) 15,00/23,00 4,00/6,00 1,00/4,00 3,00/8,00 (2,00/5,00)
Grup Il ORT £SS 19,00 £3,05 342+1,27 2,14 +1,07 542%1,72 2,43+0,79
Sag Ovaryum ORTANCA 19,00 3,00 2,00 5,00 3,00
(Min/Max) 14,00/23,00 2,00/5,00 1,00/4,00 3,00/8,00 1,00/3,00
Grup 1 ORT £SS 9,57 £2,37 5,85 +1,06 229 £125 1,28 £0,95 0,43 0,53
Sag Ovaryum ORTANCA 0,00 6,00 2,00 1,00 0,00
(Min/Max) 5,00/12,00 5,00/8,00 1,00/4,00 ,00/3,00 ,00/1,00
ORT +SS 1828+335 | 4,85+121 1,711,11 4,00 +2,38 1,71£0,95
S ?{)“p v ORTANCA 18,00 5,00 2,00 3,00 1,00
ag Lvaryum (Min/Max) 14,00/23,00 3,00/6,00 0,00/3,00 2,00/8,00 1,00/3,00
Grup V ORT +SS 12,48 +1,81 485+1,77 1,14 £0,38 2,85 1,07 1,43 £0,98
Sag ovaryum
ORTANCA 13,00 6,00 1,00 2,00 1,00
(Min/Max) 14,00/23,00 3,00/7,00 1,00/2,00 2,00/4,00 1,00/3,00
p degeri 0,000 0,54 0,078 0,000 0,001
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Grafik 3. Gruplara ait sag ovaryum follikiil say1lar

Bes grup arasinda primordiyal follikiil, unilaminar primer follikiil, multilaminar
primer follikiil, sekonder follikiil, graaf follikiil, sekonder atretik follikiil ve graaf
atretik follikiil sayilar1 karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli farklilik gozlendi
(Grafik 2 ve Grafik 3).

Sol ovaryum primordiyal follikiil sayilar1 degerlendirildiginde;

Grup I ile diger gruplar arasinda ikili karsilastirmalarda; Grup II (p=0,364) ve
Grup 1V (p=0,348) ile arasinda anlamli farklilik gériilmezken, Grup III (p=0,000) ve
Grup V (p=0,000) ile arasinda Grup I lehine istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulundu.

Grup Il ile diger gruplar arasinda yapilan ikili karsilastirmada; Grup III
(p=0,000) ve Grup V (p=0,000) lehine anlamli farklilik saptandi. Grup IV ile arasinda
anlamli farklilik gériilmedi (p=0,661).

Grup Il ile diger gruplar arasinda yapilan ikili karsilastirmalarda; Grup IV (p=0,000)
ve Grup V (p=0,001) lehine anlaml1 farklilik gozlendi.

Grup 1V ile Grup V karsilastirildiginda; Grup IV (p=0,004) lehine anlaml farklilik
gortldii.

Sag ovaryum primordiyal follikiil sayilar1 degerlendirildiginde;

Grup 1 ile diger gruplar arasinda ikili karsilastirmalarda; Grup II (p=0,651) ve
Grup IV (p=0,537) ile arasinda anlamli farklilik gériilmezken, Grup III (p=0,000) ve
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Grup V (p=0,000) ile arasinda Grup I lehine istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulundu.

Grup Il ile diger gruplar arasinda yapilan ikili karsilastirmada; Grup I1I (p=0,000) ve
Grup V (p=0,000) ile arasinda Grup II lehine anlamli farklilik saptandi. Grup 1V ile
arasinda anlamli farklilik goriillmedi (p=0,684).

Grup Il ile diger gruplar arasinda yapilan ikili karsilastirmalarda; Grup 1V (p=0,000)
ve Grup V (p=0,026) lehine anlamli farklilik gozlendi.

Grup 1V ile Grup V karsilastirildiginda; Grup IV lehine anlamh farklilik goriildi
(p=0,002).

Sol ve sag ovaryum unilaminar follikiil sayilar1 degerlendirildiginde;

Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmedi (sol ovaryum
p=0,777; sag ovaryum p=0,054).

Sol ve sag ovaryum multilaminar follikiil sayilar1 degerlendirildiginde;

Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmedi (sol ovaryum
p=0,072; sag ovaryum p=0,078).

Sol ovaryum sekonder follikiil sayilar1 degerlendirildiginde;

Grup I ile diger gruplar arasinda yapilan ikili karsilagtirmalarda; Grup II
(0,474) ve Grup IV (p=0,394) ile arasinda anlamli farklilik goriilmezken, Grup III
(p=0,000) ve Grup V (p=0,000) ile arasinda Grup I lehine istatistiksel olarak
anlamlilik bulundu.

Grup Il ile diger gruplar arasinda yapilan ikili karsilastirmada; Grup III (p=0,000) ve
Grup V (p=0,001) ile arasinda Grup II lehine anlaml1 farklilik goriiliirken, Grup IV ile
arasinda anlamli farklilik goriillmedi (p=0,205).

Grup Il ile diger gruplar arasinda yapilan ikili karsilastirmalarda; Grup IV (p=0,000)
ve Grup V (p=0,025) ile arasinda Grup Ill lehine anlaml farklilik goriildi. Grup 1V
ile Grup V karsilastirildiginda; Grup IV lehine anlamli farklilik gériildii (p=0,005).

Sag ovaryum sekonder follikiil sayilar1 degerlendirildiginde;

Grup 1 ile diger gruplar arasinda ikili karsilastirmalarda; Grup II (p=0,696) ve
Grup IV (p=0,272) ile arasinda anlaml farklilik gériillmezken, Grup I1I (p=0,002) ve
Grup V (p=0,014) ile arasinda Grup I lehine istatistiksel olarak anlamlilik bulundu.
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Grup Il ile diger gruplar arasinda yapilan ikili karsilastirmada; Grup 111 (p=0,002) ve
Grup V (p=0,009) ile arasinda Grup II lehine istatistiksel olarak anlamli farklilik
goriiliirken, Grup IV (p=0,373) ile arasinda anlaml1 farklilik saptanmadi.
Grup Il ile diger gruplar arasinda yapilan ikili karsilastirmalarda; Grup IV (p=0,011)
ve Grup V (p=0,014) lehine anlaml1 farklilik g6zlendi.
Grup 1V ile Grup V karsilastirildiginda; gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark saptanmadi (p=0,373).

Sol ovaryum graff follikiil sayilar1 degerlendirildiginde;

Grup I ile diger gruplar arasinda ikili karsilastirmalarda; Grup II (p=0,392),
Grup 1V (p=0,290) ve Grup V (p=0,108) ile arasinda anlamli1 farklilik gériilmezken,
Grup III ile arasinda Grup I lehine istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu
(p=0,024).
Grup 1l ile diger gruplar arasinda yapilan ikili karsilastirmada; Grup 111 (p=0,003),
Grup IV (p=0,027) ve Grup V (p=0,007) ile arasinda Grup II lehine anlaml1 farklilik
saptandi.

Grup Il ile diger gruplar arasinda yapilan ikili karsilastirmalarda; Grup IV
(p=0,019) ve Grup V (p=0,030) lehine anlamli farklilik gézlendi.
Grup IV ile Grup V karsilastirildiginda; gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmadi
(p=0,409).

Sag ovaryum graff follikiil sayilar1 degerlendirildiginde;

Grup L ile diger gruplar arasinda ikili kargilastirmalarda; Grup II (p=0,624) ve
Grup IV (p=0,061) ile arasinda anlamli farklilik gériilmezken, Grup III (p=0,001) ve
Grup V (p=0,024) ile arasinda Grup I lehine istatistiksel olarak anlamlilik bulundu.
Grup Il ile diger gruplar arasinda yapilan ikili karsilastirmada; Grup III ile arasinda
Grup II lehine istatistiksel anlamlilik goriiliirken (p=0,002), Grup IV (p=0,150) ve
Grup V (p=0,061) ile arasinda anlaml farklilik saptanmadi.
Grup Il ile diger gruplar arasinda yapilan ikili karsilastirmalarda; Grup IV (p=0,010)
ve Grup V (p=0,041) lehine anlamli farklilik gozlendi.
Grup IV ile Grup V karsilagtirildiginda; gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmadi
(p=0,630).
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Tablo 8. H&E boyamasi sonrasi degerlendirilen kesitlerde, gruplara ait atretik follikiil
sayilarinin ortalama, standart sapma, ortanca, minimum, maksimum ve p degerleri

Sol ovaryum Sag ovaryum
Sekonder Graaf Atretik Sekonder Atretik Graaf Atretik
Atretik Follikiil Follikiil Follikiil Follikiil
Grup | ORT =SS 2,57+0,53 2,14+0,69 1,00+0,81 1,14+0,38
ORTANCA 3,00 2,00 1,00 1,00
(Min/Max) (2,00/3,00) (1,00/3,00) 0,00/2,00 1,00/2,00
Grup I ORT =SS 2,71+0,75 1,14+0,90 1,00+0,81 1,00+0,81
ORTANCA 3,00 1,00 1,00 1,00
(Min/Max) (2,00/4,00) (0,00/2,00) 0,00/2,00 0,00/2,00
Grup 11 ORT =£SS 7,71£2,87 1,57+1,51 3,85+0,48 1,00+1,41
ORTANCA 6,00 1,00 4,00 1,00
(Min/Max) (5,00/13,00) (0,00/4,00) 3,00/5,00 0,00/4,00
ORT =SS 1,57+1,27 0,71+0,95 0,57+1,13 0,29+0,49
Grup IV
ORTANCA 1,00 0,00 0,00 0,00
(Min/Max) (0,00/4,00) (0,00/2,00) 0,00/3,00 0,00/1,00
ORT =SS 4,57+1,40 1,14+0,69 2,57+0,98 0,29+0,49
Grup V
ORTANCA 5,00 1,00 3,00 1,00
(Min/Max) (2,00/6,00) (0,00/2,00) 1,00/4,00 0,00/1,00
p degeri 0,001 0,108 0,00 0,128
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Grafik 4. Gruplara ait sol atretik follikiil sayilari
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Grafik 5. Gruplara ait sag atretik follikiil sayilari

Bes gruba ait atretik follikiil sayilarinin karsilagtirilmasi sonucunda istatistiksel olarak
anlamli farklilik g6zlendi (Grafik 4 ve Grafik 5).

Sol ovaryum sekonder atretik follikiil sayis1 degerlendirildiginde;
Grup I ile diger gruplar arasinda yapilan ikili karsilastirmada; Grup II (p=0,775) ve
Grup IV (p=0,054) arasinda anlaml farklilik bulunmazken, Grup III (p=0,001) ve
Grup V (p=0,013) lehine istatistiksel olarak anlamli farklilik g6zlendi.
Grup 1l ile diger gruplar arasinda yapilan ikili karsilastirmada; Grup 111 (p=0,002),
Grup IV (p=0,048) ve Grup V (p=0,005) lehine anlamli farklilik saptandi.
Grup Il ile diger gruplar karsilastirildiginda; Grup IV (p=0,002) ve Grup V (p=0,015)
ile arasinda Grup III lehine anlamli farklilik saptandi.
Grup IV ile Grup V karsilastirildiginda; Grup V lehine anlaml farklilik gozlendi
(p=0,005).

Sag ovaryum sekonder atretik follikiil sayis1 degerlendirildiginde;
Grup I ile diger gruplar arasinda yapilan ikili karsilagtirmada; Grup II (p=1,000) ve
Grup IV (p=0,213) arasinda anlaml farklilik bulunmazken, Grup III (p=0,001) ve
Grup V (p=0,013) lehine anlamli farklilik g6zlendi.
Grup Il ile diger gruplar arasinda yapilan ikili karsilastirmada; Grup IV (p=0,213) ile
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gériilmezken, Grup III (p=0,01) ve Grup
V (p=0,013) lehine anlamli farklilik saptandi.
Grup Il ile diger gruplar karsilastirildiginda; Grup IV (p=0,002) ve Grup V (p=0,019)

ile arasinda Grup III lehine anlamli farklilik saptandi.
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Grup IV ile Grup V karsilastirildiginda; Grup V lehine anlamh farklilik gézlendi
(p=0,010).

Sol ve sag ovaryum graff atretik follikiil sayis1 degerlendirildiginde;
Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gériilmedi (sirasiyla, p=0,108;
p=0,128).
4.3. Isik Mikroskobik Bulgular

Kontrol (Grup I ve Grup II) ve deney (Grup III, Grup IV, Grup V) gruplarina
ait morfolojik degerlendirme H&E boyamas: yapilmis ovaryum dokusu
preparatlarinda gerceklestirildi. Grup I, Grup II ve Grup IV’teki ovaryumlarin yiizeyi
germinatif epitel olarak adlandirilan tek kath kiibik ya da yass1 epitel ile doseliydi.
Germinatif epitel ile korteks arasinda siki bag dokusu tabakasi olan tunika albuginea
yer almaktaydi. Farkli biiyiikliikte olan primordiyal, primer, sekonder, graff ve daha
onceki siklusa ait atretik follikiilleri korteks stromasina dagilmis olarak goriildii (Sekil
8a). Tunika albugineanin altinda korteks stromasinda yer alan, primer oositi
cevreleyen tek tabaka halindeki yassi follikiil hiicreleri ile primer oositi gevreleyen
normal morfolojili primordiyal follikiiller izlendi (Sekil 8b). Tek sirali kiibik follikiil
hiicreleri ile ¢evrili unilaminar primer follikiil ve teka tabakasinin olugmaya basladig:
cok kath kiibik hiicrelerle ¢evrili multilaminar primer follikiil yapilar1 ayirt edildi
(Sekil 8¢ ve Sekil 8d). Graniiloza hiicrelerinin arasinda kavitelerin olustugu ve antrum
olarak isimlendirildigi teka interna ve teka eksterna ile g¢evrili sekonder follikiil
gelisimi goriildii (Sekil 8e). Graniiloza hiicrelerinin oositle iliskide oldugu boélgede
antruma dogru kumulus ooforus olarak isimlendirilen tepecigin olustugu ve oositi
cevreleyen korona radiata hiicreleriyle karakterize graff follikiiller izlendi (Sekil 8f).

Grup III ve Grup V’de farkli matiirasyon asamalarindaki follikiillerin hepsinin
sayilarinda belirgin azalma goriiliirken, atretik follikiil sayilarinda artis gézlendi (Sekil
10, Sekil 12). Sekonder ve graaf follikiillerin antral bosluklarinda 6lii graniiloza hiicre
artiklar1 ile debrisler goriildii (Sekil 10c ve Sekil 10e). Grup III’de farkli gelisim
asamasinda olan follikiil sayillarinin Grup I’e gore azaldigi ve morfolojilerinin
bozuldugu gozlendi (Sekil 10).

Grup II ve Grup IV’te Grup I’e benzer olarak follikiil sayisinda bir kayip
olmadigr (Sekil 9 ve Sekil 11), primordiyal follikiil sayisi ve morfolojilerinin

korundugu (Sekil 9c ve Sekil 11b), unilaminar primer (Sekil 9d, Sekil 11b),
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multilaminar primer (Sekil 9e ve Sekil 11d), sekonder (Sekil 9f ve Sekil 11e) ve graff
follikiillerin (Sekil 9b ve Sekil 11f) normal morfolojiye sahip olduklari goriildii.

Grup V’te dialildisiilfit uygulanmasi ile follikiillerde Grup III’e kiyasla
gelismekte olan primordiyal follikiiller ile total follikiil sayisinda artis oldugu ve

apoptotik goriiniimlii hiicre sayisinda azalma oldugu gozlendi (Sekil 12b ve Sekil 12e).
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(M), Korpus Luteu
follikiil (sar1 ok), Unilaminar primer follikiil (beyaz ok), Atretik follikiil (AF), Multilaminar primer follikiil (yesil ok), Sekonder
follikiil (kirmizi ok), Graaf follikiil (mavi ok) (H&E boyama).
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U )
" el TN
Sekil 9. Grup Il (Kontrol-Dialil disiilfit) Korteks (K), Medulla (M), Korpus Luteum (KL), Germinal epitel (siyah ok), Primordiyal
follikiil (sar1 ok), Unilaminar primer follikiil (beyaz ok), Atretik follikiil (AF), Multilaminar primer follikiil (yesil ok), Sekonder
follikiil (kirmiz1 ok), Graaf follikiil (mavi ok) (H&E boyama).
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Germnal epitel (siyah ok), Prlmo‘rdlyaIA

1

eduII (M), Kdrpus Lutem (KL)

Sekil 10. Grp 11 (ksorbisin) orteks K),

Dejenere oosit (yesil ok) (H&E boyama).

]

Apoptotik hiicre (sar1 ok)

follikiil (kirmiz1 ok), Atretik follikiil (AF),
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Sekil 1£ s Luteum (KL), Germinal epitel (siyah ok), Primordiyal
follikiil (sar1 ok), Unilaminar primer follikiil (beyaz ok), Multilaminar primer follikiil (yesil ok), Sekonder follikiil (kirmiz1 ok),
Graaf follikiil (mavi ok) (H&E boyama).
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Multilaminar primer follikiil (yesil

>

Korpus Luteum (KL), Germinal epitel (siyah ok),

Atretik follikiil (AF)

>

Medulla (M),

Unilaminar primer follikiil (beyaz ok)

>

Grup V (Doksorubisin+Dialil disiilfit) Kortks (),

kil 12.
Primordiyal follikiil (sar1 ok).

Se

ok), Sekonder follikiil (kirmiz1 ok), Graaf follikiil (mavi ok) (H&E boyama).
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4.4. TUNEL Bulgulan

Tiim gruplara ait sol ve sag ovaryumda TUNEL yontemi ile degerlendirilen
atretik indeks (Al)’e ait ortalama, standart sapma, ortanca, minimum, maksimum
degerleri Tablo 9’ da verildi. ANOVA ve Kruskal Wallis testi ile yapilan istatistiksel
karsilastirmalarda gruplar arasinda anlamli farklilik oldugu belirlendi. Ikili gruplarin
karsilagtirilmasi bagimsiz t test ve Mann Whitney U testi ile yapildi ve anlamlilik
diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi.

Sol ovaryumdan alinan doku kesitlerinde sekonder follikiillerde Grup I ve Grup
Il (p=0,081), Grup I ve Grup IV (p=0,718), Grup Il ve Grup IV (p=0,125) birbiriyle
karsilagtirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmedi.
Grup | ve Grup Il (p=0,000), Grup Il ve Grup Il (p=0,000), Grup Il ve Grup IV
(p=0,002), Grup Il ve Grup V (p= 0,007) arasinda yapilan ikili karsilastirmalarda ise
Grup III’{in Al’de anlamli olarak yiiksek oldugu saptandi.

Sol ovaryumdan alinan doku kesitlerinde graff follikiillerde gruplar aras1 Al’de
istatistiksel olarak anlaml fark goriildii (p=0,049) (Grafik 6). Sol ovaryumdan alinan
doku kesitlerinde graaf follikiillerde Grup I ve Grup II (p=0,128), Grup | ve Grup IV
(p=0,620), Grup Il ve Grup IV (p=0,710), Grup Il ve Grup V (p=0,318) birbiriyle
karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmedi.
Grup 1 ve Grup Il (p=0,011), Grup Il ve Grup Il (p=0,017), Grup Il ve Grup IV
(p=0,011) arasinda yapilan ikili karsilastirmalarda ise Grup III’iin Al’de anlamli
olarak yiiksek oldugu saptandi.

Sag ovaryumdan alinan doku kesitlerinde graff follikiillerde gruplar aras1 Al’de
istatistiksel olarak anlaml fark goriildii (p=0,019) (Grafik 7). Sol ovaryumdan alinan
doku kesitlerinde graff follikiillerde Grup I ve Grup II (p=0,456), Grup | ve Grup IV
(p=0,902), Grup Il ve Grup IV (p=0,535), birbiriyle karsilastirildiginda gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmedi. Grup I ve Grup III (p=0,017),
Grup Il ve Grup Il (p=0,007), Grup 11l ve Grup IV (p=0,026), Grup Il ve Grup V
(p=0,017) arasinda yapilan ikili karsilastirmalarda ise Grup III’iin Al’de anlamli
olarak yiiksek oldugu saptanda.

Sonug olarak, doksorubisin uygulanan hayvanlarin ovaryum doku korteks ve
medulla stromasinda ve gelismekte olan follikiillerin graniiloza hiicrelerinde apoptotik

aktivasyona neden oldugu ve diger gruplara gore atretik follikiil sayilarinda
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istatistiksel olarak artis oldugu goriildii. Doksorubisin sonrasinda dialil disiilfit
uygulanan hayvanlarin ovaryum doku korteksinde, medulla stromasinda ve gelismekte
olan follikiillerin graniiloza hiicrelerinde apoptotik aktivasyonun ve atretik follikiil
sayilarinin istatistiksel olarak azaldig1 gézlendi.

TUNEL boyama sonras1 ovaryan follikiillerin apoptotik aktivasyonuna gore 0-
2 arasinda skorlamasina 6rnek olarak, sekonder follikiil ve graff follikiil 6rnegi verildi
(Sekil 13).

TUNEL boyamas1 sonrasi skorlanan follikiillerde sol ve sag ovaryumlara ait
skor 2 olarak kabul edilen atretik sekonder ve graaf follikiillerin istatistiksel verileri
Tablo 9°da verildi.

Tablo 9. TUNEL boyamast sonrast degerlendirilen kesitlerde, gruplara ait atretik

follikiillerin ortalama, standart sapma, ortanca, minimum, maksimum degerleri

Sol ovaryum Sag ovaryum
Sekonder Graaf Atretik Sekonder Graaf Atretik
Atretik Follikiil Follikiil Atretik Follikiil Follikiil
Grup | ORT +£SS 19,57+8,54 7,42+9,64 12,7149,39 11,14+1,44
ORTANCA 20,00 0,00 16 0,00
(Min/Max) (10,00/33,00) (0,00/20,00) (0,00/22,00) (0,00/33,00)
Grup Il ORT +£SS 12,85+3,76 17,57+9,82 16,00+1,38 4,57+8,14
ORTANCA 14 20,00 16 0,00
(Min/Max) (8,00/17,00) (0,00/33,00) (0,00/40,00) (0,00/20,00)
Grup 111 ORT =SS 57,57+1,52 52,28+2,95 42,00+1,16 75,00+4,33
ORTANCA 62,00 50,00 40 0,00
(Min/Max) (30,00/72,00) (0,00/100,00) (28,00/60,00) (0,00/100,00)
ORT =SS 16,86+5,21 13,00+1,64 19,71+1,73 13,57+2,02
Grup IV
ORTANCA 14,00 0,00 20 0.00
(Min/Max) (11,00/25,00) (0,00/33,00) (0,00/50,00) (0,00/50,00)
ORT =SS 33,14+1,28 26,00+3,28 31,71+1,88 8,28+1,43
Grup V
ORTANCA 37,00 0,00 40 0,00
(Min/Max) (16,00/50,00) (0,00/66,00) (0,00/50,00) (0,00-33,00)
p degeri 0,000 0,049 0,004 0,019
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Sekil 13. Ovaryum dokusu TUNEL boyama sonrasi skorlama: Sk0|: 0 sekonder follikiil (a), skor 0 graéf follikiil (b), skor 1
sekonder follikiil (c), skor 1 graaf follikiil (d), skor 2 sekonder follikiil (e), skor 2 graaf follikiil (f), TUNEL pozitif hiicre (siyah
ok).

A L iz ¥
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5. TARTISMA VE SONUC

Kanser, mortalite oraninin yiiksek olmasi nedeniyle tiim diinyada ve tilkemizde
en 6nemli saglik sorunlarindan biridir. Kadinlarda en sik karsilasilan kanser tiirii meme
kanseridir. Meme kanserinden sonra ikinci en sik goriilen kadin kanseri tiirii tiroid
kanseridir. Bu kanser tiirlerini sirasiyla kolorektal, uterus korpusu (endometriyum),
akciger, mide, ovaryum, Non-Hodking lenfoma, beyin-sinir sistemi ve uterus serviksi
kanserleri takip etmektedir. Kemoterapotik ilaglarin ve radyoterapi tedavilerinin
ireme sistemi {izerine 6nemli olumsuz etkileri oldugu bildirilmistir (Koyama ve ark.,
1977). Tedavi sonrasi karsilasilan bu olumsuz etkinin boyutu kemoterapétik ilaglarin
sitotoksik potansiyeline, dozuna, siiresine ve hastanin yasma bagli olarak
degisebilmektedir (Koyama ve ark., 1977; Maltaris ve ark., 2007; Rajagopalan ve ark.,
1988). Uzun siire kanser tedavisi gérmiis hastalarda prematiir ovaryan yetmezlik
haricinde, bu hastalarin gebeliklerinde komplikasyonlar ortaya c¢ikabilmektedir
(Stankiewicz ve ark., 2002). Preterm eylem, abortus, diisiik agirlikli bebek dogumlari
bu hastalarda karsilasilabilen gebelik komplikasyonlaridir (Stankiewicz ve ark., 2002).
Primordiyal follikiil sayisi ovaryan rezervin en dnemli belirtecidir (Oktem ve Oktay,
2007; Oktay ve Sonmezer, 2008). Primordiyal follikiilleri etkileyen herhangi bir toksik
ajan infertiliteye neden olabilmektedir (Koyama ve ark., 1977; Maltaris ve ark., 2007;
Rajagopalan ve ark., 1988). Amerikan Klinik Onkoloji Kurumu kanser tedavisi alacak
hastalarda fertilitenin korunmasi hakkinda bir rehber yayinlamistir. Diger kuruluslar
da bu konu hakkinda Amerikan Klinik Onkoloji kurumunu desteklemekte ve
fertilitenin korunmasini tesvik edici yayimlar yapmaktadir (Della Torre ve ark., 1999;
Kim ve ark., 2005). Kemoterapotik ilaglar ve radyoterapi tedavilerinin prematiir
ovaryan yetmezlik olusumunu tetikleme oranmi yiiksektir. Bu ilaglar tim viicudu
etkiledigi gibi ovaryumun da apoptozis ile uyarilmasma ve gelismekte olan oosit
hiicrelerinin hasarlanmasina neden olur (Oktem ve Oktay, 2007). Germ hiicrelerinin
prematiir, toplu ve hizli apoptozisi prematiir ovaryan yetmezligin altinda yatan temel

mekanizmadir (Rajagopalan ve ark., 1988). Ayrica oositi gevreleyen, steroid iireten
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graniiloza ve teka hiicre katmanlarinda hasara sebep olan toksik etki de bu duruma
neden olabilir (Injac ve ark., 2008). Yaygin follikiil kaybt ve ovaryan fibrozis
kemoterapi sonrasi meydana gelen ovaryan hasarin en belirleyici gostergesidir.
Bununla birlikte kemoterapi uygulamalarinin ovaryan stromal hiicrelere, 6zellikle teka
ve graniiloza hiicrelerine verdigi hasar da goz ardi edilemez (Oktem ve Oktay, 2007;
Oktay ve Sonmezer, 2008). Ovaryan stromal hiicreler hormonal sekresyon
fonksiyonuna sahiptir ve kemoterapi sonrasinda meydana gelen hasarin tamirinde rol
oynayabilirler (Lass, 2004; Oktay ve Sonmezer, 2008). Doksorubisin, en 6nemli ve
en sik kullanilan kemoterapoétik ajanlardan birisidir. Sarkomlarin, karsinomlarin, akut
lenfositik l0semilerin ve lenfomalarin tedavisinde uygulanmaktadir (Lass, 2004;
Oktay ve Sonmezer, 2008). Doksorubisin, hiicre tipine gore farkli etki gdsteren
antrasiklin grubu antibiyotikler simifindadir. Bu etkiler, hiicre siklusunun S ve G2
evrelerinde belirgin olarak goriilmektedir (Rajagopalan ve ark., 1988). Bu ilaglar
birbirine yakin baz ¢iftleri arasina girerek DNA ve RNA sentezini inhibe ederler,
bdylece apoptozis yolu ile hiicre 6liimiinii uyarirlar.

Bu calisma kapsaminda, siganlarda doksorubisinin gonadotoksisiteyi uyardigi
goriildi. Her iki ovaryum dokusunun follikiilleri degerlendirildiginde; primordiyal
follikiil sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma goriildii. Gelismekte olan
follikiiller arasinda, unilaminar ve multilaminar primer follikiillerde istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik olmamasina ragmen, sekonder ve graaf follikiil sayilarinda anlaml
oranda azalma saptandi (Grafik 2 ve Grafik 3). Bu azalmanin nedeni apoptoziste etkili
ROS yolagimin sekonder ve graaf follikiil hiicrelerinde say1 fazlas1 olmas1 nedeniyle
daha etkili oldugunu diisiindiirdii. Isik mikroskobik olarak da invivo doksorubisin
uygulamasi ile atretik follikiillerde artis ve atretik follikiillerin morfolojik bir
gostergesi olarak tanimlanan, antral sivi icine dokiilen apoptotik graniiloza
hiicrelerinde artis gorildii (Sekil 10c ve Sekil 10e). Graniiloza hiicreleriyle oosit
arasindaki baglantilarin bozuldugu ve follikiil hiicrelerinde inkliizyonlarin olustugu
gozlendi (Sekil 10d ve Sekil 10f). Sekonder follikiillerde daha belirgin olmak iizere,
tim follikiillerde dejenerasyon bulgulari saptandi (Sekil 10c ve Sekil 10f).
Primordiyal, sekonder ve graaf follikiillerin morfolojilerinin bozuldugu goriildii (Sekil

10).
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Ayrica bu ¢aligmada, doksorubisinin gastrointestinal sistem {izerinde toksik
etkisine bagl olarak deney hayvanlarinda gelisen anoreksiya (Zang ve ark, 1999) ve
buna bagh viicut agirliginda anlamli bir azalma saptandi (Grafik 1).

Doksorubisin benzeri kemoterapotik ajan olan siklofosfamid ve siterabin
iceren tedavilerin de siklikla follikiiler hasara neden oldugu, prepubertal kadinlarda
hormonal aksin nisbeten korundugu, akut lenfosittik 16semi (ALL) nedeniyle tedavi
almis hastalarda normal ya da hizlanmis puberte ortaya ciktigr gosterilmistir.
Alkilleyici ajanlarin eriskin kadinlarda amenoreye sebep olabilecegi, mekloretamin,
siklofosfamid ve Hodgkin lenfoma hastaliginin tedavisinde kullanilan kemoterapdtik
ilag kombinasyonlarinin farkli derecelerde infertilite ve hormon degisikliklerine yol
acabildigi De Jonge ve Verweij tarafindan gosterilmistir (De Jonge ve Verweij, 2006).

Bu ¢alismada oldugu gibi Maltaris ve ark., tarafindan doksorubisinin ovaryum
rezervi lizerine olumsuz etkileri bulundugu, doksorubisin verilen fare grubunda,
ovaryum follikiil sayilarinda azalma ve dejenere follikiil sayilarinda anlamli artis ile
gosterilmis ve bu c¢alismada oldugu gibi TUNEL yontemi ile follikiiler apopitozis
belirlenmistir (Maltaris ve ark., 2007). Doksorubisinin fare ovaryan toksisitesinin
graniiloza hiicreleri tizerindeki etkisi immiinohistokimyasal, RT-PCR analizleriyle de
desteklenmistir. Bir diger arastirmaci grubu tarafindan doksorubisinin kadinin iireme
ve endokrin fonksiyonlarimi destekleyen ii¢ 6nemli faktor olan follikiiler gelisim,
hormon salgilanmasi ve oosit matiirasyonu iizerinde doza bagh toksisiteye sebep
oldugu bildirilmistir (S. Xiao ve ark., 2017).

Bu ¢alismada da, doksorubisin uygulanan si¢anlarin ovaryum doku korteks ve
medulla stromasinda ve gelismekte olan follikiillerin graniiloza hiicrelerinde TUNEL
pozitifligi elde edildi. Boylece doksorubisinin apoptotik aktivasyona neden oldugu ve
diger gruplarla karsilastirlldiginda atretik follikiil sayilarinda istatistiksel olarak
anlaml artis oldugu goriildii (Grafik 4 ve Grafik 5).

Kemoterapi tedavisi sonrasi ortaya c¢ikan prematiir ovaryan yetmezligin
infertiliteye sebep oldugu cesitli arastirmacilar tarafindan gosterilmistir (Chiarelli ve
ark., 2000; Sommezer ve Oktay, 2004). Bu hastalarda kemoradyoterapi uygulamasi
sonrasinda sterilite olmasa bile, erken gebelik kayiplari, prematiir eylem ve diisiik
dogum agirlikli bebeklerin goriilebilecegi bildirilmistir (Chiarelli ve ark., 2000).

Kanser tedavisi Oncesinde ve sonrasinda fertilitenin korunmasi amaciyla cesitli
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medikal ve cerrahi yontemler kullanilmakta ve bu yontemlerin koruyucu etkileri net
olmamakla birlikte (Sommezer ve Oktay, 2004), uzun etkili gonadotropin analoglari
(Z. Blumenfeld, 2007), GnRH antagonistleri (Dror Meirow ve Schiff, 2005),
antioksidanlar (Yeh ve ark., 2008) ovaryum rezervini korumak amagl kullanilmaktir
(Z. Blumenfeld, 2007).

Hiicrelerin zarar gérmesini dnlemek i¢in ROS diizeylerinin antioksidanlar ile
dengede tutulmasi gerekir. Bu denge bozuldugu zaman viicut antioksidan savunma
sistemini devreye sokar. ROS’un etkisizlestirilmesi i¢in antioksidan enzimler veya
enzimatik olmayan molekiiller devreye girer. Bunlar dogal olarak viicutta tiretilir veya
takviye olarak disaridan alimmaktadir. Endojen antioksidan enzimler; siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon rediiktaz
(GRx)’dir. Bunlar ROS’un detoksifiye edilmesinde dogrudan etkilidir. Enzimatik
olmayan antioksidanlar; metabolik antioksidanlar ve besinsel antioksidanlar olarak
ikiye ayrilmaktadir. Lipoik asit, glutatyon, L-arjinin, koenzim Q-10, melatonin, tirik
asit, bilirubin, metal-baglayici proteinler, transferrin baslica enzimatik olmayan
antioksidanlardir. Vitamin E, vitamin C, karotenoidler, iz elementler (selenyum,
manganez, ¢inko), flavonoidler, omega-3 ve omega-6 yag asitleri besinsel
antioksidanlardir. Besinsel antioksidanlar viicutta iiretilemedikleri i¢in gidalar veya
takviyeler ile alinmaktadir. Antioksidanlar ROS’un neden olacagi hasar1 6nleyebilme
ve hasarin onarilmasini saglayabilmektedir. Boylece antioksidan kullanimi ile immiin
sistem giiclendirilerek kanser gibi hastaliklarin énlenmesi miimkiin olabilir (CIFTCI,
2017). Yillar boyunca yapilan arastirmalar, Allium sebzelerinin kanser karsiti
etkilerinin, islendiklerinde (kiyma, ¢igneme vb.) sebzelerden salgilanan organosiilfiir
bilesikleri (OSC) kaynakli olabilecegini ortaya koymaktadir (Block, 2010). intakt
Allium sebzelerinde S-alkil(en)il-L sistein siilfoksit (alliin)e hidrolize ve oksidize
edilen y-glutamil-S-alk(en)il-L-sisteinler primer siilfiir bilesikleridir. Alliin kokusuz
OSC prekiirsoriidiir ve Allium sebzelerinin depolanmast sirasinda dogal olarak birikir
(Block, 2010). OSC’ler alliinin allicine ve Allium sebzelerini ezme, ¢igneme veya
kesme araciligryla vakuollerden salinan allinaz araciligiyla alkil alken-thiosulfinatlara
dontismesiyle olusmaktadir. Allisin ve ilgili tiyosiilfinatlar, olduk¢a dengesizdir ve
aninda diallil siilfit (DAS), dialil distilfit (DADS), dialil tristilfit (DATS), diditinler ve
ajoen (Block, 2010) dahil olmak tizere ¢esitli siilfiir bilesikleri elde etmek igin ayrisir.
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Karsinojenik kimyasallar; genellikle neoplastik aktiviteleri i¢in Sitokrom P450'ye
bagli monooksijenazlarin (faz 1 enzimleri) aracilik ettigi metabolik aktivasyonu
gerektirir. Aktive edilmis karsinojenik ara maddelerin inaktivasyonu, glutation
transferazlar dahil olmak iizere faz 2 enzimleri ile gerceklestirilir. Calismalar,
OSCl'lerin sadece faz 1 enzimlerini inhibe etmedigini, ayn1 zamanda faz 2 enzimlerinin
ekspresyonunu da arttirdigini ortaya koymustur (Block, 2010; Herman-Antosiewicz
ve ark., 2007; Shukla ve Kalra, 2007). Ornegin, DAS ve metabolitleri dialil siilfoksit ve
dialil siilfon sitokrom P-450 2E1'in aktivitesini zamana ve NADPH'ye bagli bir sekilde
inhibe etmektedir (Brady ve ark., 1991). Wattenberg ve arkadaslari, benzo [a ] piren
ile indiiklenen ©n mide ve akciger kanseri farelerinde sarimsak OSC'leri
uygulandiginda hepatik ve hedef organ glutatyon transferaz aktivitesinin yiikseldigi
gosterilmistir (Sparnins ve ark., 1988). Boylelikle, OSC kimyasal olarak olusturulmus
kanserlerin 6nlenmesinde sadece karsinojen aktivasyonunu inhibe ederek degil, ayni
zamanda faz 2 enzimleri sayesinde aktive karsinojen ara maddelerin detoksifikasyonu
arttirmaktadir (Shukla ve Kalra, 2007).

Bu calismada dialil disiilfit uygulandiginda, doksorubisinin gonadotoksik
etkisine kars1 koruyucu etki sagladigi hem 151k mikroskobik hem de istatistiksel olarak
goriildii. Bu etki viicut agirligindaki artigla birlikte (Grafik 1), primordiyal ve
gelismekte olan follikiil sayisinda korunma (Grafik 2 ve Grafik 3) ve atretik follikiil
sayisinda azalma (Grafik 4 ve Grafik 5) seklinde goriilmektedir. Doksorubisin ile
birlikte verilen dialil disiilfitin ovaryumda olusan bu hasar1 yukarida tanimlanan
antioksidan etkisi ile azaltabilecegi ve ovaryan follikiil rezervini korumakta kullandigi
yollardan birinin ROS/antioksidan dengesine yaptig1 etki oldugu sonucuna varildi.

Kanser hastalarinda, fertilitenin korunmasinda apoptozis inhibitorleri, etkili
olabilecegi diisiliniilen, ancak deneysel ve klinik bilginin heniiz yeterli olmadig1 bir
konudur. Bu calismanin sonucunda elde ettigimiz bulgulara gore follikiil sayimi
sonrasinda gruplar arasinda unilaminar primer ve multilaminar primer follikiillerin
sayisinda istatistiksel olarak anlamlilik goriilmezken, doksorubisin grubunda
primordiyal follikiil sayilarinda istatistiksel olarak anlaml diizeyde azalma belirlendi
(Grafik 2 ve Grafik 3). Bu azalma kemoterapatik ilaglar ile calisma yapan diger
aragtirmacilar tarafindan da bildirilmistir (Koyama ve ark., 1977; Maltaris ve ark.,
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2007). Bu galismada primordiyal follikiil sayisindaki bu azalmanin nedeninin bazal
atrezi nedeni ile olabilecegi diigiiniildii.

Doksorubisin grubunda diger gruplara gore sekonder ve graaf follikiil
sayilarinda azalmalar oldugu (Grafik 2 ve Grafik 3), atretik follikiil sayilarinda ise
anlamli derecede artis oldugu goriildi (Grafik 4 ve 5). Sekonder ve graff
follikiillerdeki sayisal azalmalarin graniiloza hiicre apoptozisinde aktarilan
yolaklardan antral atrezi ve terminal farklilasma apoptozisi nedeni ile olabilecegi
diistinildii.

Doksorubisin+dialil disiilfit grubunda sekonder ve graaf follikiil sayilarinin
doksorubisin grubu hari¢ digerleri ile benzer oldugu (Grafik 2 ve Grafik 3), atretik
follikiil sayilarmin doksorubisin grubuna kiyasla anlamli derecede azaldig1 (Grafik 4
ve Grafik 5) saptandi. Doksorubisin sonrasi dialil disiilfit uygulanan grupta atreziye
giden sekonder ve graaf follikiillerin graniiloza hiicrelerinde daha az sayida DNA
fragmantasyonu oldugu ve sadece dialil disiilfit verilen grupla arasinda bir fark
olmadig1 goriildii (Grafik 6 ve Grafik 7). Dolayisiyla dialil disiilfitin doksorubisine
bagli gonadotoksisitede primordiyal follikiil seviyesinde ve gelismekte olan follikiiller
seviyesinde tedavi edici bir etki gosterdigi, gonadotoksik etkisi bilinen doksorubisinin
meydana getirdigi ovaryum doku hasarmi ve follikiiler kayb1 azaltmak, ovaryan
rezervi korumak amaciyla dialil distilfit tedavisinin olumlu sonuglar verdigi bu ¢alisma
kapsaminda gosterilmistir. Dialil disiilfitin bu olumlu etkisinin; doksorubisinin hiicre
igerisinde ROS birikimi ile birlikte DNA hasarina neden olarak follikiil graniiloza
hiicrelerinde ve stromal hiicrelerde olusturdugu apoptotik aktivasyonun, dialil
distilfitin hiicre icerisindeki serbest oksijen radikallerini minimum diizeye indirerek
normal ovaryum dokusundaki gelismekte olan follikiilleri kemoterapdtik ajanlarin
toksik etkisinden koruyabilecegi diistintilmiistiir.

Sonug olarak, bu calisma doksorubisin kemoterapisi sonrasinda olugsan ovaryan
toksisitede dialil disiilfitin koruyucu etkisinin oldugunu gosteren ilk ¢alisma olup,
kemoterapi sonrasi uygulanacak dialil disiilfit tedavisinin hem gelismekte olan
follikiilleri hemde primordiyal follikiil havuzunu korumada etkili olabilecegi
gosterilmekle birlikte, fertiliteyi korumaya yonelik yaklasimlara alternatif bir tedavi

olarak literatiirde yer almasi i¢in ek ¢alismalara gerek vardir.
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7. SIMGELER ve KISALTMALAR

- Yiizde

. Apoptoz indiikleyici faktor

: Apoptotik indeks

: Temel fibroblast biiytime faktorii
: Kalsiyum

: santimetre

: Diaminobenzidin

: dakika

- Deoksiriboniikleik asit

. Epidermal biiytime faktorii

: Follikiil stimiile edici hormon
: Gram

. Graniiler endoplazmik retikulum
: Hematoksilen-eozin

: Hidrojen peroksit

: Insiilin benzeri biiyiime faktorii
. Intraperitoneal

- kilogram

> Luteinizan hormon

- Magnezyum

: miligram

> mililitre

: milimetre

: Oksijen

- Oosit matiirasyon inhibitorii

: Ortalama

: Fosfat buffer saline tampon

: Prematiir ovaryan yetmezlik

: Riboniikleik asit

- Reaktif oksijen tiirleri

: Diiz endoplazmik retikulum

: Serum fizyolojik

: Cinsiyet belirleyici bolge Y

: Standart sapma

- Testis belirleyici faktor

: Timor nekroz faktor

: Tiimdr nekroz faktor reseptorii
: TNFR adaptor protein

: zona pellusida
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8. EKLER

8.1. Sekil Listesi

Sekil 1. Primordiyal follikiil

Sekil 2. Unilaminar primer follikiil

Sekil 3. Multilaminar primer follikiil

Sekil 4. Sekonder folllikiil

Sekil 5. Graaf follikiil

Sekil 6. Atretik follikiil

Sekil 7. Apoptoz sinyal yolagi

Sekil 8. Grup | (Kontrol-Doksorubisin)

Sekil 9. Grup Il (Kontrol-Dialil disiilfit)

Sekil 10. Grup 111 (Doksorubisin)

Sekil 11. Grup IV (Dialil disiilfit)

Sekil 12. Grup V (Doksorubisin+Dialil distilfit)

Sekil 13. Ovaryum dokusu TUNEL boyama sonrasi skorlama

8.2. Tablo Listesi

Tablo 1. Doku takibi basamaklari

Tablo 2. H&E boyama protokolii

Tablo 3. Follikiillerin morfolojik siniflandirmasi

Tablo 4. TUNEL yontemi protokolii

Tablo 5. Deney 6ncesi ve sonrasi viicut agirlikliklarinin ortalama, standart sapma,
ortanca, minimum, maksimum ve p degerleri

Tablo 6. H&E boyamas1 sonrasi degerlendirilen kesitlerde, gruplara ait sol ovaryum
follikiil sayilarinin ortalama, standart sapma, ortanca, minimum, maksimum ve p
degerleri

Tablo 7. H&E boyamasi sonrasi degerlendirilen kesitlerde, gruplara ait sag ovaryum
follikiil sayilarinin ortalama, standart sapma, ortanca, minimum, maksimum ve p
degerleri

Tablo 8. H&E boyamasi sonrast degerlendirilen kesitlerde, gruplara ait atretik follikiil
sayilarinin ortalama, standart sapma, ortanca, minimum, maksimum ve p degerleri
Tablo 9. TUNEL boyamasi sonrasi degerlendirilen kesitlerde, gruplara ait atretik
follikiillerin ortalama, standart sapma, ortanca, minimum, maksimum degerleri

8.3. Grafik Listesi

Grafik 1. Deney oncesi ve deney sonrast deneklerin viicut agirliklar:

Grafik 2. Gruplara ait sol ovaryum follikiil sayilari

Grafik 3. Gruplara ait sag ovaryum follikiil sayilar

Grafik 4. Gruplara ait sol atretik follikiil sayilar

Grafik 5. Gruplara ait sag atretik follikiil sayilar1

Grafik 6. Gruplara ait sol ovaryum Al grafigi

Grafik 7. Gruplara ait sag ovaryum Al grafigi
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