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OZET

OSTRUS SIKLUSU SURESINCE RAT OVARYUMUNDA
OKSIDATIF STRESIN ARASTIRILMASI

Portakal I. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Histoloji-
Embriyoloji Yiiksek Lisans Program (Veteriner) Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2019.

Sunulan calismada; ratlarda Ostrus siklusunun farkli donemlerinde, ovaryumdaki oksidatif
stres diizeyi ile ovaryumu etkileyen sonuglarinin belirlenmesi ve siklus donemleri arasindaki
farkliliklarin ortaya konmasi amacglandi. Bu ama¢ dogrultusunda vaginal smear ile ratlarin
oOstriis siklusunun donemleri belirlendi. Her donem ig¢in sekiz adet olmak tizere toplamda 32
adet erigkin rat, materyal olarak kullanildi. Ovaryumlar histolojik, immunohistokimyasal ve
enzim histokimyasal metotlarla incelendi, kanda MDA (malondialdehit) ve SOD
(Stiperoksitdismutaz) degerleri belirlendi. Herbir ovaryumda hem folikiilogenezisin farkli
asamalar1 hem de korpus liiteumun farkli dénemlerinin bulundugu goriildi. Yeni korpus
luteumun Ostrus doneminde metadstriis doneminden daha fazla oldugu gozlendi. Olgun
korpus luteum sayisinin metadstrus ve diostrus donemleri arasinda farkli olmadigi tespit
edildi. Mikroskopik inceleme sonucunda oksidatif stres belirteci olan 8-OHdG (8-hidroksi-2’
deoksi guanozin)’nin hem ¢ekirdekte hem de sitoplazmada pozitivite verdigi dikkati ¢ekti.
Antral folikiillerde ve Graaf folikiiliinde, 0Ozellikle antrumu ¢evreleyen hiicrelerin
cekirdeklerinde, 8-OHdG pozitivitesi gozlendi. Gerilemekte olan ve gerilemis korpus
luteumlarin 6zellikle orta kisimlarinda, bag doku ile dolmaya baslayan kisimlarinda 8-OHdAG
pozitivitesi tespit edildi. Kanda MDA seviyesi 0striis doneminde, SOD seviyesi metostriis ve
prodstriis doneminde yiiksek bulundu. Apoptotik hiicreler de immunohistokimyasal ve

biyokimyasal verilere uygun olarak antral folikiiller ve korpus luteumda gozlendi.

Anahtar kelimeler: Apoptozis, 8-OHdG, oksidatif stres, ovaryum, Ostriis siklusu, rat.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE OXIDATIVE STRESS DURING THE
ESTROUS SCYCLE IN THE RAT OVARY

Portakal I. Aydin Adnan Menderes University Institute of Health Sciences Histology-
Embryology Master of Science Program (Veterinary) Master Thesis, Aydin, 2019.

The aim of this study was to determine the effects of ovarian oxidative stress on ovaries and
to determine the differences between the cycle periods. For this purpose, the periods of
oestrus cycle of rats with vaginal smear were determined. A total of 32 adult rats, eight for
each period, were used as material. The ovaries were examined by histological,
immunohistochemical and enzyme histochemical methods and MDA (malondialdehyde) and
SOD (stiperoxide dismutase) values were determined in blood. The different stages of both
folliculogenesis and life time of corpus luteum were seen in each ovary. It was observed that
the new corpus luteum was higher in the oestrus phase than in the metaoestrus. The number
of mature corpus luteum was not different between metoestrus and dioestrus phases. As a
result of microscopic examination, 8-OHdG (8-hydroxy-2' —deoxyguanosine), which is a
marker of oxidative stress, showed both positivity in both nucleus and cytoplasm. The 8-
OHdG positivity was observed in the antral follicles and the Graaf follicle, especially in the
nuclei of the cells surrounding the antrum. At the same time, 8-OHdG positivity was
observed in the resting and regressed corpus luteum, especially in the middle parts which
were filled with connective tissue of the corpus luteum. MDA levels in blood were found to
be high during the oestrus phase and SOD levels were found to be high in the metoestrus and
proestrus phases. Apoptotic cells were also observed in antral follicles and ClI in accordance

with immunohistochemical and biochemical data.

Key words: Apoptosis, 8-OHdG, oxidative stress, ovary, estrus cycle, rat.
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1. GIRIS

Oksidatif stres; oksidan olusumu ve antioksidan savunma arasindaki dengenin
oksidanlar yoniinde bozulmasidir. Bu bozulma sonucu serbest radikaller (oksidan molekiilii,
reaktif oksijen) olarak adlandirilan, hiicre yap1 ve fonksiyonlarin1 bozan oksijen bilesikleri
meydana gelir. Buna engel olan antioksidan savunma sisteminin yeterli olmadigi durumlarda
viicutta serbest radikallerin artmasiyla oksidatif stres olusur (Atalay ve Laksonen, 2002; Sork,
2004).

Serbest radikallerin oksijen kaynakli olanlar1 reaktif oksijen tiirleri (reactive oxygen
species/ ROS) olarak isimlendirilirler (Sugino, 2006). ROS, oksijen (O3) tiiketimi sirasinda
retilir (Fujii ve ark, 2005). Biyolojik sistemler bol miktarda O, igerir. Bir diradikal olarak O,
kolayca diger radikallerle reaksiyona girer. Serbest radikaller siklikla Oz'nin kendisinden
tiretilir ve kismen indirgenmis tiirler viicuttaki normal metabolik siireclerden kaynaklanir.
ROS, yaygin olarak oksidatif streste yer alan 6nemli ve potansiyel olarak toksik ara iirlinlerdir
(Kehrer, 2000). ROS seviyelerinde 1limli bir artis hiicre biiylimesini ve proliferasyonunu
uyarabilir ve normal fizyolojik fonksiyonlara izin verir. Tersine, asirt ROS hiicresel hasara
neden olarak DNA, lipid membranlara ve proteinlere zarar verir (Agarwal ve ark, 2012).

ROS’un organizmada fizyolojik fonksiyonlart da vardir. Disi genital sistemde
gerceklesen hiicresel mekanizmalar ROS’un organizmadaki fizyolojik fonksiyonlar1 igin
glizel bir ornek olusturmaktadir. ROS’un disi reproduktif sistemde oosit olgunlagmasi,
ovulasyon, korpus luteum sekillenmesi, steroid sentezi, luteolizis, embriyo gelisimi ve
gebelige kadar dollenme ve lireme ile ilgili fizyolojik islemlerde etkili oldugu bildirilmistir
(Gonzalez-Fernandez ve ark, 2005; Sugino, 2006; Rizzo ve ark, 2012; Ciani ve ark, 2015).

Ovaryumda gerceklesen fizyolojik mekanizmalarin ilerleyebilmesi i¢in apoptozisin
gerekli oldugu tahmin edilebilir. Follikiiler antrumun olusmasi, ovulasyon ve korpus
luteumun gerilemesi apoptozisin ger¢eklesmesi beklenen fizyolojik olaylardir. Oksidatif stres
apoptozisi tetikleyen bir mekanizmadir. Sunulan arastirma, ovaryumlarda oksidatif stresin,
ovaryum fonksiyonlarinin gercgeklestirilmesinde fizyolojik bir faktdr olarak kullanildig:
hipotezine dayanarak hazirlanmistir. Dolayisiyla sunulan ¢alismada, ovaryumda oksidatif
stres diizeyi ile ovaryumu etkileyen sonuglarinin belirlenmesi ve siklus donemleri arasindaki
farkliliklarin ortaya konmasi amaglandi. Bu amag¢ dogrultusunda oncelikle farkli Ostriis

siklusu evrelerindeki ovaryumlarin histolojik olarak incelenmesi, daha sonra oksidatif stres



belirteci olan 8-OHdG’nin ovaryum dokusunda gosterilmesi, kanda oksidan ve antioksidan
belirteglerin diizeyinin 6l¢iilmesi ve dokuda apoptozis noktalarinin belirlenmesi planlanmistir.

Sunulan ¢alisma; histolojik, immunohistokimyasal, enzim histokimyasal ve
biyokimyasal verileriyle, ovaryumda oksidatif stres ve fizyolojik mekanizmalar arasindaki

baglant1 konusunda bilgi birikimine katki olusturacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

Disi genital sistem; ovaryumlar, sistemin kanali (ovidukt, uterus, vagina) ve dis genital
organ vulvayi igerir (Leeson ve ark, 1985; Tanyolag, 1999). Sistemin sinirsel ve hormonal
mekanizmalarla kontrol edilen ana fonksiyonlari; disi cinsiyet hiicrelerinin iiretilmesi,
spermatozoonun kabul edilmesi, fertilizasyon, fotiisiin gelisimi i¢in uygun ortam hazirlanmasi
ve gelismis fotiisiin dis ortama ¢ikarilmasidir (Leeson ve ark, 1985; Eroschenko ve Demir,
2001).

2.1. Ovaryum

Ovaryumlar olgun disi esey hiicrelerini olusturan, salgiladigi hormonlarla disi genital
sisteminin diger organlar1 ilizerinde de etki goOsteren ve Ostrus siklusunu diizenleyen
organlardir (Tanyolag, 1999). Ekzokrin (sitogenik) ve endokrin salg1 yapan bir ¢ift bez olarak
da simiflandirilirlar (Leeson ve ark, 1985).

Ovaryumun hilus kismi, mezovaryum adi verilen peritoneal kivrim ile genis
ligamentin posteriyor yiizeyine tutunur. Mezovaryumun vaskuler bag dokusu, hilumdan
itibaren ovaryumun stromasini olustururken, mezovaryumu kaplayan periton da (mezotel)
germinatif epitel olarak devam eder (Leeson ve ark, 1985). Germinatif epitel bazal membrana
oturur, epitelin altinda sik1 bagdokudan olusan tunika albugina vardir. Ovaryumda korteks ve
medulla kistmlar1 ayirdedilir. Korteks kisminda yogun hiicresel bag doku ve bu bagdoku igine
gomiilmiis folikiiller bulunur. Medulla ise kan damarlar1 ve sinirleri iceren gevsek bagdoku

kismudir (Leeson ve ark, 1985; Ross ve Pawlina, 2006; Richards, 2007).

2.1.1. Ovaryumun Gelisimi

Memelilerde ovaryumun gelisimi iki faza ayrilabilir. Birincisi, ovaryumun biiyiimesi
ve primordial folikiil havuzunun olusumu, ikincisi ise folikiillerin olgunlasmasi ve pubertede
dollenebilir yumurtanin birakilmasidir (Wear ve ark, 2016). Ovariyel gelisimin biiylik kismi
farelerde erken embriyonik gelisimin besinci giliniinde baslar ve dogumdan sonraki ikinci

giinde sonlanir (Edson ve ark, 2009; Sarraj ve Drummond, 2012).



Intermedier mezodermden koken alan gonad ve mezonefroz, sdlomik boslugun dorsal
yoniinde longitudinal olarak yer alirlar (Yao, 2005). Farklilagmamis gonadlar her iki
cinsiyette de mezonefrozun ventro-lateral yilizeyinde s6lomik epitelin kalinlagmast ile
olusurlar (Guigon ve Magre, 2006). Fare embriyolarinda bu kabartilar, ¢iftlesme sonrasi (day
of post coitum/dpc) 10. giinde gergeklesir.

Cinsiyetin belirlenmesinden once, disi ve erkek embriyolarda ‘“uniseks” gonad
gelisimi goriiliir. Gonadlar bu donemde, genetik yapisina baglh olarak, testis veya ovaryum
yoniinde gelisme kabiliyetine sahip olduklarindan, “bipotansiyel” olarak da tanimlanirlar
(Yao, 2005). Gonadlarin gelismelerinde baslangi¢ siireci, ¢esitli transkripsiyon faktorleri
(Emx2, Wtl, Lhx9 ve steroidojenik faktorl gibi) ile diizenlenir. Bu faktorler bipotansiyel olan
gonadlarda somatik hiicrelere etki ederler (Yao, 2005; Edson ve ark, 2009; Hu ve ark, 2013).

Somatik hiicrelerin ve genital kabartiya gé¢ eden germ hiicrelerinin mitozla ¢ogalmasi
sonucunda gonad taslaklarinin hizli bir sekilde biiylimesi gerceklesir (McKearin ve Ohlstein,
1995; Liu ve ark, 2010). S6z konusu somatik hiicreler sélom epiteli ve mezensimi ile
mezonefrozdan koken alirlar (Motta ve ark, 1997).

Memelilerde cinsiyet sperm hiicresinin kromozom kompozisyonuna gore fertilizasyon
sirasinda belirlenir. Y kromozomunun varligi veya yoklugu (XX veya XY olmasi) gonadlarin
cinsiyetini belirler. Erkeklerde (XY) Sry geni (Sex-determining region of the Y chromosome),
farklilagsmamis gonadlardaki somatik hiicrelerde bulunur ve hiicre hatlarini testisi olusturacak
sekilde indiikler. Sry geninin olmadigi durumda gonadlar otomatik olarak ovaryum olarak
farklilasacaktir (Smith ve ark, 2014). Erken ovaryum gelisimi i¢in XX genetik 6zellige sahip
somatik hiicreler, cinsiyetin belirlendigi zamanda, wnt4 ve follistatin eksprese etmektedirler

(\Vaino ve ark, 1999; Menke ve Page, 2002).

2.1.2. Oosit Olusumu

Oosit olusumu yedi basamakta gerceklesir. Bunlar; primordiyal germ hiicrelerinin
(primordial germ cells /PGCs) olusumu, PGC’nin gonad taslaklarina goc¢ii, PGC’nin

gonadlarda kolonize olmalari, PGC’nin oogonyumlara farklilagmalari, oogonyumlarin



cogalmasi, mayozun baslamasi ve mayozun profaz I’in diploteninde durdurulmasi olarak

siralanabilir (Van Den Hurka ve Zhaob, 2005).

2.1.2.1. Primordial germ hiicreleri

Spermatozoon ve oositlerin dnciileri, diploid primordiyal germ hiicreleridir. PGC’ler
unipotent hiicrelerdir ve organizmanin cinsiyetine bagli olarak spermatozoon veya oosite
dontistirler. Oositin sperm tarafindan dollenmesi sonucu da totipotent olan zigot olusur.
Primitif germ hiicrelerinin  spesifikasyonunda kemik sekillendirici protein (bone
morphogenetic protein/ BMP) ve WNT sinyalizasyonu rol oynar (Giinesdogan ve ark, 2014).

Farelerde primordiyal germ hiicrelerinin Onciilleri, gastrulasyon oncesi ve primitif
¢izgi olusumunun baslangicindaki embriyolarda ekstraembriyonik ektoderme yakin olarak
proksimal epiblastta bulunmustur (Lawson ve Hage, 1994; Anderson ve ark, 2000). Bu
hiicreler ilk 6nce alt1 hiicre olarak ortaya ¢ikarlar. Mitoz boliinmeyle ¢ogalan farklilagmamis
hiicreler embriyonun yedinci giiniinde primitive ¢izgide 40 hiicre olurlar (Wear ve ark, 2016).
Ekstraembriyonik ektodermden birakilan BMP4’iin etkisi ile allantoisin proksimaline ulasirlar
(Lawson ve ark, 1999).

Visseral endoderm ve ekstraembriyonik ektoderm primordial germ hiicrelerinin
onciilerinin olusumunu birlikte indiiklerler. Visseral endoderm, uygun sayida PGC onciiliiniin
olusumunu diizenlerken 6ncii hiicrelerden sonraki PGC'lerin spesifikasyonu icin etkisi yoktur.
Ekstraembriyonik ektodermin goérevi, PGC onciillerinin  embriyonun arka kismina
lokalizasyonu kisitlamaktir (de Sousa Lopes ve ark, 2007).

Primitif cinsiyet hiicreleri yiiksek alkalin fosfataz aktivitesi gosterirler ve
Blimpl/Prdml (B-lymphocyte-induced maturation protein /positive regulatory domain 1)
(Ohinata ve ark, 2005) ve Prdml14 eksprese ederler (Yamaji ve ark, 2008). Daha sonra
kemotatik faktorler yardimiyla (c-Kit, Kit ligand) 10.5 dpc giine kadar gonadlara gog¢ ederler
ve orada hizla ¢ogalirlar. Burada yeniden programlanarak oogenezis veya spermatogenezise

hazir hale gelirler (Ohinata ve ark, 2005; Yamaji ve ark, 2008).



2.1.2.2. Ovariyel kordonlarin ousumu ve oosit I’in mayoz béliinmeye girmesi

Oositler, mezotelden koken alan (mezenkimal hiicreler) ve bazal membran iizerine
oturan gonadal somatik pre-graniilosa hiicreleri ile biraraya gelerek ovariyel kordonlar:
olustururlar (Odor ve Blandau, 1969; McKearin ve Ohlstein, 1995; Guigon ve Magre, 2006).
Farkli olarak Hummitzsch ve ark (2013), ovariyel kordonlarin stromal hiicrelerinin
ovaryumun germinatif epitelinden kdken almadiklarini, hatta hem germinatif epitelin hem de
granuloza hiicrelerinin gonad kabartist epitel benzeri hiicrelerinden (gonadal ridge epithelial
like cells/ GRELs) koken aldigin ileri siirmektedirler.

Ovarize kordonlar i¢inde oogoniumlar ilk mayotik boliinmenin profazina girerler
(McKearin ve Ohlstein, 1995; Ohinata ve ark, 2005; Guigon ve Magre, 2006; Yamaji ve ark,
2008). Gelisimin 13.5 dpc giiniinde oogonia mitoz boliinmeyi keser ve oosit olusturmak i¢in
mayoz boliinme asamasina geger. Mayoza baslarken, mayoza spesifik bir protein olan
sinaptonemal kompleks protein 3 (synaptonemal complex protein 3/ Sycp 3) geninin
ekspresyonuyla sentezlenir. Bu protein DNA’nin sinapsini ve mayotik rekombinasyonunu
kolaylastirir (Bullejos ve Koopman, 2004).

Daha sonra ovariyel kordonlar, diploten asamasinda olan her bir oositi kaplayacak
sekilde folikiiler {initler halinde kirilirlar (Guigon ve Magre, 2006; Liu ve ark, 2010) ve kistik
yapilari olustururlar (Byskov, 1986).

2.1.2.2.1. Mayozun durdurulmasi

Mayoz, primer oositler mayoz I’in profazina girdikten sonra, fotal gelisim boyunca ve
puberteye kadar, profaz I’in diploten asamasinda durdurulur (McKearin ve Ohlstein, 1995;
Sanchez ve Smith, 2012). Mayotik blokaj, hem oosit hem de kumulus hiicreleri tarafindan
yapilan ve gap junction araciligi ile oosite aktarilan, ikincil haberci olan siklik adenozin
monofosfatin (cyclic adenosine 3', 5'-monophosphate / cAMP) yiiksek konsantrasyonu ve
cAMP bagimli protein kinaz A’nin (protein kinase A/ PKA) aktivasyonu ile saglanir (Conti
ve ark, 2002; Adhikari ve Lui, 2014; Wang ve ark, 2015). PKA diizenleyici ve katalitik alt
iinteleri ile bilinmeyen proteinlerin fosforilasyonlar1 ve ayristirilmalarina neden olur (Webb
ve ark, 2002). cAMP’nin konsantrasyonunun azalmasi ise mayozun kaldigi yerden tekrar
devam etmesine neden olur (Conti ve ark, 2002). cAMP’nin oosit konsantrasyonunu

diizenleyen iki tip enzim salgilanir. Bunlar; cAMP sentezinden sorumlu olan adenilat siklaz
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(adenilate cyclase/ AC) ve pargalanmasindan sorumlu fosfodiesterazlar (phosphodiesterase/
PDE) dir. (Conti ve ark, 1998; Wang ve ark, 2015).

Profazda durdurulmus oosit biiyiik bir nukleus bulundurur ve bu niikleusa germinal
vezikiil (germinal vesicle/ GV) adi verilir (Jaffe ve Egbert, 2017).

Fare ovaryumlarinda, hiicre 6liimiiniin ilk dalgasi oogonyumlarin ilk mayoza girdigi
(13.5-15.5 dpc) zamandir. ikinci dalga ise 17.5 dpc ile dogum asamasi arasinda, hatta
rodentlerde dogumdan sonraki iki giine kadar olusur. Bu son asama kistlerin par¢alanmasini
ve primordiyal follikiil yerlesmesinin baslangicini gosterir (Coucouvanis ve ark, 1993; Ratts
ve ark, 1995). Kistik yapilarin olusumu sirasinda toplam oosit miktarinin ancak {igte biri
primordial follikiil olusumuna katilmakta, digerleri ise apoptozise siiriiklenmektedirler

(Borum, 1967; Pepling ve Spradling, 2001; Pepling, 2012).

2.1.3. Folikiil Gelisimi

2.1.3.1. Primordiyal folikiil olusumu

Mayozun profaz I. asamasinda beklemekte olan primer oosit ve onu ¢evreleyen tek
katlt yassi follikiiler hiicreler primordiyal follikiilii olusturur (Reynaud ve Driancourt, 2000;
Pepling ve ark, 2010 ). Germ hiicre yuvalari, primordial folikiiller halinde, ovaryumun dis
kisminda (korteks) yerlesirler (Liu ve ark, 2010). Dinlenmekte olan folikiiller sistemik veya
lokal olan inhibitér faktdrlerin etkisi altindadirlar. Inhibitér maddelerin azalmasi ve stimiilatdr
faktorlerin artmasi folikiil biiyiimesine izin verir. Ornegin granuloza hiicrelerinden salgilanan
antimiillerian hormon (AMH) ve FoxI2 (Forkhead box L2) ile oosit kaynakli PTEN
(phosphatase and tensin homolog), Tscl(tuberous sclerosis complex 1), Tsc2, Foxo3a, p27
primordial folikiiliin primer folikiile doniistimiinii engeller (La Marca ve ark, 2009; Reddy ve
ark, 2010). Ayrica, PI3K (phosphoinositide 3-kinase) ve mTOR (mammalian target of
rapamycin) gibi primordial follikiiliin hayatta kalmasini saglayan faktorler de vardir (Reddy
ve ark, 2010).



2.1.3.2. Primordial folikiilden primer folikiile gecis

Primordial folikiilden preantral folikiil asamasina kadar olan folikiil gelisiminin erken
asamalar1 gonadotropin salgilayict hormondan (gonadotropin releasing hormone / GnRh)
bagimsizdir (Edson ve ark, 2009). Primordial follikiillerden folikiil biiylimesinin ilk dalgasina
girmek icin segilen follikiiller aktive olur ve primordiyalden primere gegis baslar (Hutt ve ark,
2006). Folikiil gelisimini baslatan ¢esitli faktorler arasinda transforme edici biiyiime faktorti 3
(transforming growth factor- B/ TGF-) ailesi iiyeleri, BMP-4, BMP-7, biiyime farklilagsma
faktorii 9 (growth differentiation factor-9/ GDF-9), kit-ligand, LIF (leukemia inhibitory
factor) ve bFGF (basic fibroblast growth factor) sayilabilir (Braw-Tal, 2002; Skinner, 2005;
Li ve Chian, 2017).

Primordial folikiilden primer asamaya gec¢is uzun bir siire alabilir (Fortune, 1994).
Primer folikiiliin olusumu sirasinda yassi granuloza hiicreleri kiibik hiicrelere doniisiirler ve
oositin ¢ap1 artar. Oogonyum biiylir ve primer oosit olur. Devamindaki primer follikiiliin
bliylime asamasinda hem graniiloza hiicrelerinin sayisinin artmast hem de oositin biiylimesi
gerceklesir (Moore ve ark, 2011; Li ve Chian, 2017). Granulosa hiicresi kaynakli Kit Ligand
(KitL) oosit biiyiimesi i¢in fonksiyonel 6neme sahiptir (Thomas ve Vanderhyden, 2006).

2.1.3.2.1. Oosit ve granulosa hiicreleri arasinda karsihikh etkilesim

Oosit ile onu gevreleyen somatik hiicreler siki iligki igerisindedirler. Primer oosit ve
graniiloza hiicreleri arasinda zona pelliisida sekillenir (Rankin ve Dean, 1996; Sadler, 2005).
Tavsan ovaryumunda zona pellusidaya ait proteinler ilk olarak, yassi follikiil epitelleri ile
¢evrelenmis olan oositin sitoplazmasinda goriilmiislerdir (Wolgemuth ve ark, 1984).

Oositten salgilanan faktorler granuloza hiicrelerinin biiyiime ve farklilagsmalart ile
iliskili olarak follikiil gelisimini diizenlerler (Gilchirst ve ark, 2004). Oositten salgilanan
TGF- B siiper ailesi iiyelerinden olan, 6zellikle GDF-9 ile BMP-15 ve daha az olmak tizere
BMP-6 ile aktivinler, graniilosa hiicrelerinin biiylimesi ile farklilasmalarina etki ederler (Dong
ve ark, 1996; Gilchirst ve ark, 2004).

Granuloza hiicreleri anatomik ve fonksiyonel olarak iki hat seklinde farklilagirlar.
Mural granuloza hiicreleri (mural granulosa cell /MGC) folikiiliin duvarimm kaplar ve
steroidojenik role sahiptir. Kumulus hiicreleri (Cumulus cells /CC) ise oosit ile biraradadirlar.

Bu hiicreler sitolazmik uzantilarla zona pellusidaya penetre olurlar. Gap junctionlar ile
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beraber kumulus-oosit kompleksi (cumulus oocyt complex/ COC) adi verilen yapiyi
olustururlar (Albertini ve ark, 2001; Gilchirst ve ark, 2008; Kuyucu ve Tap, 2009). Graniiloza

ve teka hiicreleri arasinda bazal lamina vardir (Sadler, 2005).

2.1.3.3. Preantral/ Sekonder folikiil olusumu

Primer folikiilde tek katli olan granuloza hiicreleri sekonder folikiilde ¢ok katli hale
gelir. Ganiiloza hiicreleri disinda bazal lamina vardir. Bazal laminanin dis tabaksindaki
somatik hiicreler teka interna ve teka eksternayi olusturarak folikiiliin biiylimesine neden
olurlar. iki teka katmani arasinda kan damarlariin olusmasi sonucu kandan folikiile dolasim
baglar. Tekal anjiogenesisin gerceklesmesi folikiil gelisimi i¢in olduk¢a dnemlidir (Tamanini
ve Ambrogi, 2004). Ratlarda primer folikiiliin etrafinda da teka hiicreleri gosterilmistir
(Skinner, 2005). Normal folikiiler gelisim, oosit ve graniilosa hiicreleri arasinda ve ayrica
graniilosa ile teka hiicreleri arasinda hiicre-hiicre iletisimini gerektirir (Eppig, 2001; Skinner,
2005).

Preantral asamadan Graaf folikiilii asamasina kadar olan donemdeki folikiiller,
eksprese ettikleri folikiil uyarici hormon (follicle stimulating hormone/ FSH) ve liiteinlestirici
hormon (luteinizing hormone/ LH) reseptorlerinin araciligiyla gonadotropinlere cevap verirler
(Edson ve ark, 2009). Itoh ve ark (2002) insiilin, FSH ve LH'nin -in vitro- inek biiyiik
preantral follikiillerinin olusumunda ve biliylimesinde 6nemli rol oynadigini ileri stirmiislerdir.
Folikiil gelisimiyle beraber granuloza hiicreleri farklilasir ve Ostrojen sentezi artar. FSH,

CAMP araciligiyla folikiiler gelisimi uyarir (Hunzicker-Dunn ve Maizels, 2006).

2.1.3.4. Antral folikiil olusumu

Folikiiler biiyiimenin baslangi¢ asamasi olduk¢a yavas olsa da antrum sekillenmesi
cok daha hizlidir (Fortune, 1994). Folikiiler antrum sekillenmesi ve antrumun genislemesi
FSH’ya bagli bir durumdur (Chun ve ark, 1996; Hsu ve Hsueh, 1997; Combelles ve ark,
2004). FSH, granulasa hiicrelerindeki reseptoriine baglandiginda Ostrojen (estradiol/ E2)
tiretimini artirirken (Lee ve ark, 2001), E2 antrum sekillenmesini baglatmaktadir (Tasaki ve

ark, 2013).



Gelismekte olan folikiillerde Onceden teka hiicreleri arasinda olusan vaskuler ag,
ozellikle granuloza hiicreleri tarafindan tretilen vaskuler endotelyal biiylime faktorii (vascular
endothelial growth factor /VEGF) ve temel fibroblast biiylime faktoriiniin (basic fibroblast
growth factor /bFGF) uyarimiyla belirgin sekilde gelisir ve damarlarin gegirgenlikleri artar
(Tamanini ve Ambrogi, 2004). FSH ile birlikte epidermal biiyiime faktorii (epidermal growth
factor /EGF) ve insiilin benzeri biiylime faktori 1 (insulin-like growth factor 1 /IGF-1 )’in de
in vitro folikiil biiyiimesini ve antrum sekillenmesini artirdigi tespit edilmistir (Gutierrez ve
ark, 2000). Antrum sekillenmesinde folikiiliin i¢ine su girisi onemli olmaktadir. McConnel ve
ark (2002) su gecirgenliginin olusumunda akuaporin 7, 8 ve 9’un aracilik ettigini tespit
etmislerdir. Granuloza hiicrelerinin olusturdugu hiyaluronan ve kontroitin siilfatin ozmoza
meyil olusturdugu diisiiniilmektedir (Rodgers ve Irving Rodgers, 2010).

Folikiil biiylirken granuloza hiicreleri arasinda i¢i sivi dolu bosluklar sekillenir. Bu

sekilde olan folikiiller antral folikiil olarak adlandirilir (Sadler, 2005; Sugiura ve ark, 2011).

2.1.3.5. Preovulator folikiil (Graaf folikiilii) olusumu

Teka hiicreleri LH kontroliinde kolesterolden androjen ve progestin {iretimini
gerceklestirirler (Erickson ve ark, 1985; Hedin ve ark, 1987). LH preantral folikiilden erken-
antral folikiil asamasina gecis doneminde androjenlerin sentezini ve biiylimeyi uyaran etkisini
artirir (Orisaka ve ark, 2013). Teka hiicrelerinden salinan BMP4, granulasa hiicrelerindeki
reseptoriine baglandiginda FSH etkisiyle Ostrojen iiretimini artirirken, BMP7 progesteron
dretimini uyarmaktadir. BMP7 ayn1 zamanda primordial folikiilden primere gegisi ve
devaminda antral folikiil olusumunu kolaylastirmaktadir (Lee ve ark, 2001).

Folikiiler gelisim ovulasyon Oncesi asamaya ulastigt zaman granuloza hiicreleri, LH
kontrolii altinda progestinleri sentezleme ve salgilama kapasitesini artirir (Uilenbroek ve
Richards, 1979; Camp ve ark, 1991). Preovulator folikiillerde granuloza hiicreleri teka
hiicrelerinin salgiladig1 androjeni, aromatazin etkisiyle E2’ye ¢evirmektedirler (Evans ve ark,
1981; Palermo, 2007; Tasaki ve ark, 2013). Dominant folikiillde E2 olusumunda, LH
reseptorlerinin  (Luteining Hormone Receptor /LHR) artmasi, IGF gibi intrafolikiiler
faktorlerin spesifik degisimleri ile inhibin, aktivitin ve follistatin sistemleri de 6nemli rol
oynar (Fortune ve ark, 2003; Hayashi ve ark, 2010) . Immatur antral folikiil, granuloza
hiicrelerinin duyarliligini, FSH’ya yanitt artirmak ve LH etkisiyle tekal androjen sentezini

baskilamak {iizere aktivinleri iiretir. Preovulator folikiilde ise FSH etkisiyle iiretilen inhibin,

10



maturasyonu sonlandirmak igin tekrar LH ve androjen sentezini uyarir (Atwood ve Meethal,
2016).

Graniiloza hiicreleri arasinda olusan bosluklar birleserek tek bir bosluk (antrum)
meydana getirir. Olusan folikiil Graaf follikiilii adini alir (Kuyucu ve Tap, 2009). Antrumun
sekillenmesi granuloza hiicrelerini, oositin ¢evresinde kumulus granuloza hiicreleri ve
folikiiler duvar1 sinirlayan mural granuloza hiicreleri olmak iizere, yerlesim ve fonksiyonal
olarak ikiye aywrir (Sugiura ve ark, 2011). Antrumun bir kenarinda, ortada primer oosit,
primer oositi ¢gevreleyen zona pelliisida ve etrafindaki kumulus graniiloza hiicreleri tarafindan

olusturulmus korona radiyata hiicreleri bulunur.

2.1.4. Mayotik Olgunlasma

Memelilerde mayotik olgunlasma LH salinimiyla tetiklenir (Anwar ve Moussa , 2002).
LH sitozoldeki olgunlasmay1 uyaran faktorii (maturation promoting factor/ MPF) aktive eder.
MPF, Kkatalitik siklin bagimli kinaz 1’in (cyckline dependent kinase-1 /CDK-1) bir
heterodimeridir ve diizenleyici komponenti siklin b’dir. Aktif MPF mayozun metafaz I’den
metafaz II’ye ilerlemesini, histon-1 kinaz aktivasyonu, kromozom yogunlasmasi, ig ipligi
olusumu, ¢ekirdek zarinin erimesi (germinal vesicle breakdown /GVDB) yoluyla saglar ve ilk
polar cisimcik birakilir (Shibuya ve ark, 1989; Das ve Arur, 2017). Bir¢ok faktor, kiimiiliis
hiicresindeki GVBD'nin kontroliine aracilik eder. Gap junctionlar; steroidler, Ca*?, inositol
1,4,5-trisfosfat, cCAMP ve piirinler gibi diizenleyici molekiillerin oosit ve kiimiiliis hiicreleri
arasinda serbest¢e ge¢mesine izin verir (Chian ve ark, 2003). Ikinci mayoz béliinme baslar
ancak metafazda duraklar. Oosit sperm tarafindan fertilize olana dek bu asamada kalir
(Orisaka ve ark, 2009).

2.1.5. Sitoplazmik olgunlasma

Sitoplazmik olgunlagma, oositte GV evresinden metafaz II sonuna kadar olan yapisal
ve molekiiler degisiklikler i¢erir (Cran ve Moor, 1990). Sitoplazmik olgunlagma, déllenme ve
embriyonik gelisim i¢in oosit sitoplazmasinin hazirlanmasina atif yapan bir terimdir (Cao ve

ark, 2009; Chian ve ark, 1999). RNA molekiilleri, proteinler ve baskilayici genler, bliylime
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evresi boyunca oosit sitoplazmasinda birikir ve embriyo DNA transkripsiyonu baslamadan
once embriyonik gelisimin erken evresini siirdiirmek i¢in kullanilir (Gougeon, 1998; Picton

ve ark, 1998).

2.1.6. Preantral Folikiillerde Atrezi

Ovaryumda folikiiler atrezi, ovulasyon Oncesi antral folikiillerde gézlenen dejeneratif
degisiklikler olarak tanimlanmaktadir. Dejeneratif degisikliklerde apoptozis Onemli yer
tutmaktadir (Husueh ve ark, 1994; Matsuda-Minehata ve ark, 2006) Yasam faktorlerinin
(FSH, ILGF-l, EGF) yetersizliginde folikiilde endojen apoptozis yolu aktive olmakta ve
folikiiler atrezi gergeklesmektedir (Quirk ve ark, 2004). Follikiiler atreside; 6liim ligand ve
reseptorleri, Bcl-2 ailesine ait proteinler, nodal, kaspaslar, biiylime faktorleri, gonadotropinler
ve kalsiyum gibi faktorlere bagli apoptozis gerceklesebilmektedir (Giimiis ve ark, 2013).
Mikrogevredeki Ostrojen yetersizligi de ovulasyonun gecikmesi sebebiyle, atresi nedeni
olabilmektedir (Tabarowski ve ark, 2005).

Dejeneratif degisiklikler Once granuloza hiicrelerinde baslamakta sonra teka
hiicrelerinde de goriilmektedir (Tabarowski ve ark, 2005; He ve ark, 2016; Worku ve ark,
2017).

2.1.7. Ovulasyon

Insanlarda her bir siklusta yirminin iizerinde primordial folikiil olgunlasma islemi igin
aktive olur ancak genellikle bir tanesi tam olgunluga ulasip ovule olurken, digerleri geriler
(Tomac ve ark, 2011). Ovulasyon, oositin ovaryumdan birakilmasidir, ovulasyon 6ncesi LH
salinimu ile indiiklenir (Crespo ve ark, 2015). Ovulasyon; hormonlar, immun ve metabolik
sinyaller, ayrica teka ve granuloza hiicrelerinden salinan intrafollikiiler parakrin faktorler ve
oositin de iginde oldugu bir¢ok etken tarafindan kontrol edilir (Russell ve Robker, 2007).

LH, folikiiliin riiptiirtinii folikiil duvarinda proteoliz ve apoptozu uyararak tetikler. LH,
matriks metalloproteinaz ailesinden (matrix metalloproteinase/ MMPs), kollagenolitik
aktiviteye sahip olan MMP2 eksprese edilmesine neden olur. Prostaglandin ve proinflamator
sitokin olan tiimor nekrozis alfa (TNFa) da ovulator islemleri diizenleyici molekiillerdendir

(Crespo ve ark, 2015). LH preovulator folikiilde, teka interna hiicrelerinde, caspas 3 ve 7
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aktivitesini ve apoptozisi artirmaktadir (Yacobi ve ark, 2004). Olgunlagsmis olan folikiil artan
LH’ya cevap olarak yirtilir ve folikiilden ddllenebilir oosit birakilir (Robker ve ark, 2000).
Ovulasyon sirasinda folikiil hiicrelerinde (granuloza ve teka hiicreleri), stromal
hiicreler (fibroblast ve endotel hiicreleri) ve yiizey epitel hiicrelerinde fonksiyonal degisimler
meydana gelir. Ayrica ovulasyon sirasinda notrofil ve makrofajlarin invazyonu gerceklesir ve
sitokinler de inflamatuar hiicreler ve ovaryumdaki hiicreler {izerine etkili olabilir (Robker ve

ark, 2000).

2.1.7.1. Korpus luteum

Korpus luteum (corpus luteum/ CL) blastosist implantasyonu ve gebeligin devami igin
gerekli olan progesteronu salgilayan gecici endokrin bir organdir. Ek olarak progesteron,
negatif geri bildirim mekanizmasi ile hipotalamusa baski yaparak, bir sonraki folikiiler
gelisimi baskilar. CL ovulasyondan sonra granulosa ve teka hiicreleri tarafindan olusturulur
(Tomac ve ark, 2011. ). Korpus luteumda teka-lutein hiicreleri veya granulosa-lutein hiicreleri
bulunur (Alila ve ark, 1989).

LH ovuslayona ugramus folikiiliin CL’a doniigsmesini saglar (Russel ve Robker, 2007;
O’shea ve ark, 1978). Teka hiicreleri, fibroblastlar ve endotel hiicreleri yeni olusan korpus
luteuma dahil olur (Palotie ve ark, 1984). LH salimmmyla tekal hiicrelerin mikrogevresinde
degismeler baslar ve korpus luteumda yeni damarlar gelisir (Carpini ve ark, 2010). LH artis1,
luteinlesecek olan granuloza hiicrelerinde bazi genleri aktive eder. Steroidogeneziste yer alan
genler arasinda, LH salinnmimdan sonra aromataz enzimi baskilanirken steroidojenik akut
diizenleyici (steroidogenic acute regulatory /StAR) proteini iirettiren gen hizli bir bigimde
indiiklenir (Maekawa ve ark, 2016). Disiik yogunluklu lipoprotein (low density lipoprotein/
LDL ve yiiksek yogunluklu lipoprotein (high density lipoprotein/ HDL)’den saglanan
kolesterolden pregnenolon olusur. Serbest kolesterol mitokondriye tasinir. Sitokrom p450 ve
streoid proteinler ile tasima islemi gergeklesir. Pregnolon progesterona doniistiiriiliir
(Hanukoglu, 1992).

Korpus luteumlar igindeki hiicrelerin karakterlerine, fibroz doku bulundurmalarina,
sentral bosluk igermelerine ve bag doku igerigine gore ayrilip siniflandirilabilir (Westwood,
2008). Ratlarda korpus luteum yeni, olgun ve gerilemis olarak {i¢ tipte tanimlanir. Yeni olusan

korpus luteum, Ostrus siklusunda ovulasyondan sonra goriiliir. Daha 6nce olusan korpus
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luteum aym zamanda eski olarak tanimlanan Korpus luteum, tamamen yok olmadan birkag
oOstrus siklusu dongiisii siiresince kalir (Yoshida ve ark, 2009).

Luteoliz, fonksiyon kaybi ve ardindan luteal yapinin involiisyonu olarak tanimlanir.
Progesteron sentezinin azalmasi, apoptotik hiicrelerin sayisin artmasi ve liiteal yapinin
bozulmasi korpus luteumun geriledigini gosterir (Devoto ve ark, 2009; Bruce ve ark, 2002).
Liiteoliz sirasinda kan damarlarinin hacmi azalir. Liiteolizisi en 6nemli faktorii prostaglandin

F,alfa (PGF,a)’dir (Davis ve Rueda, 2002).

2.2. Ratlarda Ostriis Siklusu

Ratlar, gecmiste ve glinimiizde iizerlerinde bircok deneysel ¢alismanin yapildigi
hayvanlardir. Bu hayvanlar, bakim ve beslemelerinin kolay olmasi ve arastirmalar sirasinda
elde edilen verilerin diger canlilar i¢in de temel olusturmasi agisindan tercih edilmektedirler.
Bu nedenle seksiiel sikluslarinin takip edilmesi ve bu siklus iizerine etki eden faktorlerin
ortaya konmasi gerekir. Disi ratlarin yetiskin agirligi 250-350 gr arasindadir. Gida alimi 5-
10g/100 g, su alim1 10 ml/100 g’dir. Yaklasik 3-4 yil yasarlar. Eriskinlige ge¢is donemi 50-60
giin arasindadir. Sikluslar1 65-110 giin arasinda gerceklesir. Disi ratlarda ergenlik donemi
dogumdan sonraki dordiincli haftada LH saliniminin ardindan ovaryum olgunlagmasiyla
baglar (Andrews ve ark, 1981). LH salinimi prodstrustran sekiz giin dnce gozlenir. Bu evreye
andstrus denir (Urbanski ve Ojeda, 1985). Gebelik siiresi 20-23 giin arasindadir. (Richardson
ve Backues, 2003).

Disi ratlar yil boyu poliostrik hayvanlar olup 4-5 giinde bir diizenli kizginlik
gosterirler. Ostrus siklusu prodstrus, dstrus, metedstrus ve didstrus olmak iizere dort evre
igerir. Proostriis 12 saat, Ostriis 9-15 saat, metadstriis 21 saat ve didstriis 57 saat stirmektedir
(Lohmiller ve Swing, 2006). Ovulasyon prodstrus 6gleden sonrasinda baglar ve Ostrus
ogleden Once biter. Ovulasyon gergeklestikten sonra yerinde korpus luteum sekillenir. Korpus
luteum en fazla erken diostrus doneminde biiyiir ve en yiiksek progesteron degerlerine de
oOstrus siklusunun ikinci giiniinde ulasilir (Gallo, 1981; Dluzen ve Ramirez,1986).

Ovaryumda hormonal salimimlar, 6n hipofizden salinan, ovaryumda degisimlere neden
olan gonadotropinler tarafindan diizenlenir (Sekil 1). FSH folikiil gelisimini sitimule ederken
LH folikiilden ovulasyonu uyarir ve korpus luteum sekillenir (Hamid ve Zakaria, 2013). FSH;
prodstrus evresinin 6gleninden Ostrus evresinin 6glenine kadar artis gosterir. LH, prolaktin ve

progesteron proostrus evresinin ogleninden gece yarisina kadar artis gosterir (Monroe ve
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ark,1969; Piacsek ve ark, 1971; Smith ve ark, 1975; Spornitz ve ark, 1999). Prodstrus
evresinin sabahinda ise stradiol pik seviyeye ulasir. Ogleden itibaren LH artis gdstererek pik
seviyeye ulasir. LH’nin etkisiyle artis gosteren progesteron, prodstrus 6gleninden ovulasyon
gerceklesene kadar yiiksek seviyelerde goriilir (Mendoza-Rodriguez, 2003). Didstrusun
baslarinda 6stradiol saliniminin az oldugu, sonlarina dogru arttig1 bildirilmistir. FSH artis1 ile
folikiil gelisimine yardim eden dstradioliin salimminin adenohipofizden ovulasyon 6ncesi LH
salinimi i¢in baglama uyarisi oldugu ileri siiriilmiistiir (Levine ve ark, 1985).

LH atimli (pulsatile) olarak salinir ve en yiiksek frekansa prodstriiste en diisiige de
Ostrusta ulagir. LH atimi (pulse) GnRH saliniminin artigina baghdir (Dluzen ve Ramirez,
1986; Levine ve Duffy, 1988; Levine ve Levine, 1989; Levine ve ark, 1991). Prodstrus
sirasinda salinan LH dalgalar1 preovulatuvar follikiillerde (preovulatér follikiil 0,9-1,0 mm
capinda) ovulasyonun meydana gelmesine ve korpus luteumun sekillenmesine neden olur. iki
adet preovulatuvar FSH dalgasi kiiciik follikiillerin gelisimini stimule eder (Peluso, 1992;
Fortune, 1994). ilk dalga LH dalgas1 ile alakali ve ikinci dalga ovulasyon sonrasi inhibindeki
azalma ile iliskilidir (Ackland ve ark, 1990; Haisenleder ve ark, 1990).

Rat follikiillerinde yapilan c¢alismalar 17-a-Hidroksilaz ve aromataz mRNA diizeyinin
preovulatér LH dalgasindan once artis gosterdigini ortaya koymustur (Richards ve ark, 1987,
Findlay, 1993). Metaostrus boyunca, korpus luteumdan progesteron salinir. Progesteron
seviyesi diOstrusta azalir ve artan Ostradiol-178’ya bagli olarak folikiiler gelisim tekrar baslar.
Siklus proostrusta meydana gelen Ostrojen piklerinin ovulasyona neden olan gonadotropin
salimmini indiiklemesi ile tamamlanir (Freeman, 1988). Ratlarda 5 giin devam eden Gstrus
siklusu, 4 giinliik siklusa benzer fakat LH ve 0Ostrojen sekresyonu, luteolozis ve uterus

degisiklikleri 24 saat gecikmeli olarak meydana gelir (Astwood, 1939).
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Sekil 1: Ostriis siklusundaki evrelerde hormonlarin salintmlar1 (Web_1)

2.2.1. Ratlarda Vaginal Smear

Ratlarda 4-5 giinliik siklusu belirlemek i¢in vaginal smear yontemiyle hiicre tipleri
belirlenerek evreler tanimlanir (Long ve Evans, 1922; Freeman, 1988). Ostriis siklusunun
evreleri vaginal smear drneklerinde goriilen ii¢ tip hiicrenin oranina gore karakterize edilir. Bu
hiicre tipleri epitel hiicreleri, kornifiye hiicreler ve 1okositlerdir (Marcondes ve ark, 2001).
Proostrus evresinde ¢ok sayida cekirdekli epitelyum hiicreleri ve bunun yaninda notrofil
16kositler ve ¢ekirdeksiz hiicreler goriiliir (Sekil 2a). Ostrus evresinde sadece cekirdeksiz iist
iiste gelmis yassi hiicreler goriiliir (Sekil 2b). Metadstrus evresinde ii¢ hiicre tipi de goriiliir
fakat yogun olarak c¢ekirdeksiz hiicreler ve nétrofil 16kositler goriillmektedir (Sekil 2c).
Didstrus evresinde ise notrofil 16kositler yogun bir sekilde goriiliirken az sayida da ¢ekirdekli
hiicreler goriilmektedir (Sekil 2d) (Marcondes ve ark, 2001; Westwood, 2008; Paccola ve ark,
2013).
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2.3. Oksidatif Stres

Oksidatif stres; oksidan olusumu ve antioksidan savunma arasindaki dengenin
oksidanlar yoniinde bozulmasidir. Bu bozulma sonucu serbest radikaller (oksidan molekiilii,
reaktif oksijen) olarak adlandirilan, hiicre yap:1 ve fonksiyonlarin1 bozan oksijen bilesikleri
meydana gelir. Buna engel olan antioksidan savunma sisteminin yeterli olmadigi durumlarda
viicutta serbest radikallerin artmasiyla oksidatif stres olusur (Atalay ve Laaksonen, 2002;
Sork, 2004). Serbest radikaller pozitif, negatif ya da notr yiikli olabilirler (Halliwell, 1989).
Bu radikaller oncelikle siiperoksit anyonu (O»-), hidroksil radikali (OH), peroksil radikali
(ROO), nitrik oksit (NO) ve hidrojen peroksit (H,0,)’dir (Babior, 2000).

Bir serbest radikal ii¢ yolla ortaya cikabilir.

1. Kovalent bag tagiyan normal bir molekiiliin homolitik yikimi sonucu olusurlar.

2. Normal bir molekiilden tek bir elektron kayb1 ya da bir molekiiliin heterolitik olarak

boliinmesi ile olusurlar.
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3. Normal bir molekiile tek bir elektron eklenmesi ile olusurlar (Cheeseman ve Staler,
1993).

Serbest radikallerin oksijen kaynakli olanlar1 ROS olarak isimlendirilirler (Sugino
2006). Oksidan molekiillerin sitotoksik etkileri sonucu, hiicrelerin membran fosfolipit
yapilarinin bozuldugu, membran gecirgenliginin arttig1, enzim aktiviteleri ve DNA yapilarinin
hasara ugradigi ve hiicre oliimlerine neden oldugu gozlenmektedir (Anne ve Jacquez, 2002;
Malgorzata ve ark, 2003; Eleanora ve ark, 2004).

ROS’un organizmada fizyolojik fonksiyonlar1 da vardir. Disi genital sistem bunun i¢in
glizel bir Ornek olusturmaktadir. ROS’un disi reproduktif sistemde oosit olgunlagmasi,
ovulasyon, korpus luteum sekillenmesi, steroid sentezi, luteolizis, embriyo gelisimi ve

gebelige kadar dollenme ve tireme ile ilgili fizyolojik islemlerde etkili oldugu bildirilmistir

(Gonzalez-Fernandez ve ark, 2005; Sugino, 2006; Rizzo ve ark, 2012; Ciani ve ark, 2015).

2.3.1. Disi Reproduktif Sistemde ROS

Ovaryumda folikiiller ve korpus luteumda bulunan nétrofil ve makrofajlar ROS
kaynagidir (Brannstrom ve ark, 1993; Suzuki ve ark, 1998; Nakamura ve ark, 1999).
Siiperoksit radikalleri normal metabolizma ve steroidogenezis sirasinda sitozol ve
mitokondride iiretilmektedir (Sugino, 2005). Orta konsantrasyonlarda ROS'un biiyiime ve
apoptozdan korunma ile ilgili sinyal transdiiksiyon siireg¢lerinde de rol oynadigi One
strtilmiistiir (Ciani ve ark, 2015).

Folikiiler sivi mikrogevresi, folikiillerin olgunlagmasi ve granulosa hiicrelerinin
fonksiyonlar1 i¢in 6nemlidir (Paszowski ve ark, 1995). Folikiiler sivi; graniilosa hiicreleri,
endotel hiicreleri ve l0kositler tarafindan iiretilen diger faktorlerin yani sira steroid
hormonlari, biiylime faktorleri, sitokinler, ROS ve antioksidanlar igeren metabolik olarak aktif
bir mikrogevredir (Attaran ve ark, 2000; Pasqualotto ve ark, 2004). Fertilize oositlerin
folikiiler sivisinda glutatyon peroksidaz (Glutathione peroxidase/ GSH-Px ) aktivitesi daha
yiiksek bulunmustur (Paszkowski ve ark, 1995). Yapilan calismalar sonucu fertilize olan
oositlerin total antioksidan kapasitesinin yiiksek oldugu belirlenmistir ve yiiksek total
antiosidan kapasitesinin fertilizasyon potansiyelini tahmin etmede kullanilabilecegi one

stiriilmiistiir (Oyawoye ve ark, 2003).
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Folikiiler duvarin zayiflamasi ovariyal duvarin yirtilmasina neden olur. Ineklerde kistik
ovaryum hastaliklarinda folikiiler sividaki ROS konsantrasyonun saglikli ineklerden diisiik oldugu
gosterilmistir (Rizzo ve ark, 2009a). Kopeklerde dstrus siklusunun 6strus doneminde preovulator
periyotta ROS en yiiksek seviyede bulunmustur. Burada ROS miktarindaki artis, yiiksek seviyedeki
Ostrojen ile immun ve metabolik aktivitelerindeki artis ile ovulasyon sirasindaki akut inflamasyonla
iligkilidir (Rizzo ve ark, 2009b). Folikiiler ROS apoptozu arttirirken, GSH-Px ve FSH biiyiiyen
follikiildeki bu hareketi dengeler. Ostrojen, FSH'ye yanit olarak artar, folikiilde katalaz olusumunu
tetikler ve boylece apoptozu engeller (Sugino, 2006).

Oosit gelismesinin metafaz 11 asamasinda CuZn-superokside dismutase (CuzZn-SOD),
GSH-Px ve Mn-SOD enzimleri antioksidan savunma mekanizmalar1 6nemli rol oynamaktadir
(Ruder ve ark, 2008). GSH olgun oositlerde canlilik i¢in iyi bir biyokimyasal belirtectir ve
oositlerin olgunlasmasinda in vitro GSH-PX uygulamasinin olumlu etkileri oldugu
bildirilmistir (Zuelke ve ark, 2003; Curnov ve ark, 2010).

Oosit GSH sentezi diisik molekiiler agirlikli tiol bilesikleri (sistein, sisteamin, [
merkaptoetanol) ile stimule edilir. In vitro maturasyon siiresinde koyun oositlerine sisteamin
desteginin morula ve blastokist gelisimini arttirdigi, B merkaptoetanol ve sisteamin desteginin
GSH sentezini arttirdig1, peroksidaz igerigini azalttigi bulunmustur (De Matos ve ark, 2002).
Hayvanlarda yapilan ¢alismalarda -karotenin sitoplazmik maturasyonu arttirdig goriilmiistiir
(Ikeda ve ark, 2005).

Ovulasyonun olmasi i¢in preovulatuar folikiilde iiretilen ROS 6nemlidir (Ruder ve ark,
2009). Ovulasyon igin gerekli olan luteinizasyon hormonu pikinden sonra olusan inflamatuar
prekursorler ROS’larin olusumuna neden olur. Diger deyisle inflamatuar prekursorlerin azlig1
ovulasyonu olumsuz yonde etkiler (Shkolnik ve ark, 2011).

Ovulasyon akut inflamasyonla benzer mekanizmalara sahiptir (Espey, 1994). Ornegin
ovulasyon sirasinda sitokin ve prostaglandin {liretimi, matriks metalloproteinaz gibi protelitik
enzim aktivasyonu ve damar gegirgenligi artar. Folikiil yirtilmasinda ROS’un neden oldugu
inflamatdr reaksiyon agiga cikar. Ozellikle ROS folikiil ¢evresinde oksidatif stresi indiikler,
granulosa hiicrelerinde apoptozise neden olur ve ovulasyon gergeklesir (Kodaman ve
Behrman, 2001).

ROS, ovaryumda makrofajlar, paransimdeki steroid sentezleyen hiicreler ve endotel
hiicreleri tarafindan olusturulur (Halliwel ve Gutteridge, 1988). Teka hiicreleri, granulosa
hiicreleri ve hilus hiicreleri gii¢lii oksidatif enzim aktivitesine sahiptir (Scully ve Cohen,

1964).
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Serbest radikaller ve yas faktorii fertilitede olumsuz etki gostermektedir. Folikiiler sivida
yas ilerledik¢e serbest radikal miktarinin arttigt bulunmustur (Wiener ve ark, 2004). Yas
arttik¢a artan ROS miktar1 mitokondrial DNA’ya zarar vererek oosit kalitesinin diigsmesine
neden olur (Agarval ve ark, 2012). DNA hasarimin biomarkeri olan 8-hidroksi deoksi
guanozin (8-hydroxy-2' —deoxyguanosine/ 8-OHdG) yasli oositlerde daha yiiksek diizeyde
bulunmustur (Salmon ve ark, 2010). Yine yasla beraber granuloza ve kumulus hiicrelerinde
apoptozis artar (Sadraie ve ark, 2000). Takahashi ve ark (2003) ROS’lara maruz kalan oositin
kalsiyum homeostasisinin bozuldugunu ve gelismesinde gerilemeye neden oldugunu
bulmuslardir. Koruyucu enzim olan GSH’nin konsantrasyonundaki azalma gametlerin
dollenme kabiliyetini etkileyebilir (Paszowski ve ark, 1995). Carbone ve ark (2003) yash
kadinlarda katalaz aktivitesinin diisiik, SOD aktivitesinin yiiksek oldugunu, genclerde ise

GSH transferaz aktivitesinin yliksek oldugunu tespit etmislerdir.

2.3.2. Oksidatif Stres ve Korpus Luteum

Korpus luteumda ROS iiretimi olur. Midluteal (folikiil faz1) fazda korpus luteumda
progesteron ve CuZn-SOD diizeyleri artarken, regresyon fazinda azalma izlenir. Regresyon
fazinda ROS diizeyleri ve MnSOD diizeyleri artar. Regresyon fazinda CuZn-SOD
diizeylerinin azalmasi bu fazda yiikselen lipid peroksit diizeylerini aciklayabilir. CuZn-SOD
diizeyinin disiikligi ovaryum kan akiminda azalma ya da PGF2a diizeyi ile makrofaj
diizeylerinde artma ile agiklanabilir (Behrman ve ark, 2001). Korpus luteumdaki iiretilen
progesteronu inhibe eden PGF,a, ayn1 zamanda ROS’un artmasina da aracilik eder (Hayashi,
2003).

Graaf folikiiliinde artan peroksidasyon, oositin normal gelisimini olumsuz etkileyebilir
(Jozwik ve ark, 2005). Siganda prostaglandinF,a’nin liiteolitik etkisinin H,0, ve lipid peroksit
olusumuyla iliskili oldugu diistiniilmektedir (Shimamura ve ark, 1995).

ROS, PGF,a sentezi igin Onemli enzimler olan korpus luteumda fosfolipaz A2
aktivitesini ve siklooksijenaz-2’yi aktive edebilir (Wu ve Carlson, 1990). Boylece, PGF2a ile
ROS arasinda yakin bir iliski oldugu bildirilmistir (Nakamura ve Sakamoto, 2011).

Regresyon fazinda Mn-SOD konsantrasyonlarinin artmasinin, ROS’ lar1 yok etmek
icin kullanildig1 distiniilmektedir. Korpus luteumun komplement yikimi ile Mn-SOD

diizeyleri diiser ve hiicre hizla apoptozise gider. Bir baska deyisle Mn-SOD luteal hiicreleri
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oksidatif stresten korur. Korpus luteumda yiiksek diizeyde -karoten, vitamin C ve vitamin E

tespit edilmistir (Rodgers ve ark, 1995).

2.3.3. Oksidatif Stres ve In vitro Fertilizasyon

Oksidan molekiillerin sitotoksik etkileri sonucu hiicrelerin membran fosfolipit yapilari
bozulmakta, membran gecirgenligi artmakta, enzim aktiviteleri ve DNA yapilar1 hasara
ugramakta ve hiicre dlimleri gozlenmektedir. Oksidan molekiillerin reprodiiktif fonksiyon
iizerindeki etkileri ise sperm ve oosit flizyonunun engellenmesi, fertilize oositin erken donem
gelisiminin bloke edilmesi, embriyonik 6liim ve endometritis olarak siralanabilir (Anne ve
Jacquez, 2002; Malgorzata ve ark, 2003).

Oksidatif stres in vitro fertilizasyon basarisinda onemli bir faktordiir. Oosit ve
granulosa hiicreleri metabolik bir birliktelik olusturur. Granuloza hiicreleri oositin gelisim ve
maturasyonu ve fertilizasyonu igin faydalidir ve antioksidanlar1 treterek oositi oksidatif
stresin indiikledigi apoptozisten korurlar (Tanghe ve ark, 2002). Folikiiler sivida
antioksidanlarin yoklugu ROS seviyelerinde artisa neden olur (Oyawoye ve ark, 2003).
Folikiiler s1v1 ve granuloza hiicreleri oositle yakin iliskide olduklarindan bunlarin incelenmesi
ile elde edilen sonuglar in vitro fertilizasyonun basarisini tespit etmede kullanilabilir (Seino
ve ark, 2002).

Yardimci lireme tekniklerinde elde edilen basari oranlari gamet ve embriyo kalitesi
tarafindan etkilenir. Folikiiler sivida ROS’larin fizyolojik miktarlar1 saglikli oosit gelisimi i¢in
gostergedir (Attaran ve ark, 2000). Folikiiler sivida saniyede 107 fotondan az ROS seviyeleri
negatif in vitro fertilizasyon parametreleri ile iliskili bulunmustur. Fakat oksidatif stres
durumu oosit kalitesini dolayisiyla fertilizasyonu bozar. Yapilan calismalarda fragmante
embriyolar ile nonfragmante embriyolar karsilastirildiginda fragmente embriyolarda hidrojen
peroksit ve oksidan diizeyinin yiikksek oldugu bulunmustur (Yang ve ark, 1998). Oosit
icindeki lipidlerdeki oksidatif hasar oosit kalitesini diisiiriir. Fotal ovaryum igindeki germ

hiicrelerinin gelisiminde toksik maddelere ve iyonize radyasyona karsi oksidatif stres

indiikleyicidir (Ciani ve ark, 2015).
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2.3.4. Oksidatif Stres ve 8-OHdG

Reaktif oksijen tiirleri, aerobik organizmalarin hiicrelerinde fizyolojik, metabolik ve
biyokimyasal reaksiyonlarin bir parcgasi olarak sekillenir. Endojen olarak iiretilen ROS ve
serbest oksijen radikalleri Onemli fizyolojik fonksiyonlara sahiptirler fakat reaktif
yapilarindan dolay1 hiicre mebranlarinin lipidlerinde, proteinlerde ve DNA’da hasara neden
olabilirler (Kehrer, 1993; Shi ve ark, 2016). Protein, membran lipidi ve DNA gibi bazik
biyomolekiillere zarar veren en 6nemli serbest oksijen radikali hidroksildir (OH). Hidroksil
DNA iplik¢igine saldirdigi zaman, DNA bazlarina yeni radikallerin eklenmesine ve yeni
cesitli oksidasyon iiriinlerinin olusumuna neden olur (Valko ve ark, 2004). OH’in guanin gibi
DNA iplik¢iginin niikleobazlar1 ile etkilesimi C8-hidroksiguaninin veya onun niikleosid
formu deoksiguanosinin (8-hidroksi-2P-deoksiguanosin) olusumuna yol agar. Ilk olarak OH
ilavesi radikal addiiksiyonlarin olugsmasina yol acar daha sonra bir elektron soyutlanmasi ile
8-OH-2dG olusur (Kasai, 1997). Sekiz-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG), oksidatif
stresin sonucu olarak DNA hasariin hassas bir gostergesidir (Shi ve ark, 2016).

Immunohistokimyasal olarak 8-OHdG, sigara dumanina maruz birakilan ratlarin
akciger dokusunda parafin kesitlerde gosterilmistir (Aoshiba ve ark, 2003). Won ve ark
(1999) da iskemi uygulanan gerbillerin hipotalamusundaki hiicrelerde 8-OHdG’yi
immunohistokimyasal olarak gostermislerdir. Tip II diyabetik hastalarin pankreasinda
endokrin hiicrelerde 8-OHdG demonstre edilmistir (Sakuraba ve ark, 2002). Ovaryumda ise
kanserli vakalarda Karihtala ve ark (2005) 8-OHdG’yi immunohistokimyasal olarak

gostermislerdir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecg

Bu calismada, Aydin Adnan Menderes Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesi’nden
saglanan 200-300 g arasinda, 90 giinliik, 32 adet yetiskin ve daha 6nce ¢iftlesmemis Spraque
Dawley rat materyal olarak kullanildi. Konvansiyonel kosullarda, ad libitum su ve yem (rat
yemi, Optima) ile beslenen ratlar, 24+1°C ortam sicakliginda, 12 saat aydinlik/ 12 saat
karanlik olan ortamda tutuldular. Stres ve giiriiltiiden izole bir ortamda ¢aligsmaya alindilar.

Ostriis siklusunun dért dénemine ait sekizer hayvan belirlemek amaciyla ratlardan bes
giin arayla vaginal smear Ornekleri alindi ve Giemsa metodu ile boyand: (Long ve Evans,
1922, Freeman, 1988; Marcondes ve ark, 2001; Cora ve ark, 2015). Vaginal smear

sonuglarina gore her donem i¢in sekiz adet rat belirlendi.

3.2. Yontem
3.2.1. Vaginal smear yapim

Ucu pamukla sarilmis kiirdanlar, serum fizyolojik ile 1slatilarak, ratlarin vaginasina
stiriildii. Daha sonra vaginal dokudan alinan hiicrelerin lam {izerine aktarilmasi amaciyla,
stirinti lam tizerinde farkli bolgelere denk gelecek sekilde dokundurularak smear hazirlandi.
Preparat havada kurutulduktan sonra metanol ile tespit edildi. Takiben %10’luk giemsa ile 10
dk boyandi. Pipet yardimiyla distile su ile boya yikandiktan sonra %96 ve %100 alkolden
hizlica gegirildi. Lamlar daha sonra iiger dakika olmak iizere iki kez ksilolde bekletildi ve siire

sonunda entellan ile kapatildilar.
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3.2.2. Doku Orneklerinin Toplanmasi

Vaginal smearlarin incelenmesi ile Ostriis siklusunun hangi doneminde oldugu
belirlenen ratlarin viicut agirhiklar1 kaydedildi. Ratlarda ketamin/xylasin (20 mg/kg- 80
mg/kg, IP) anestezisi ile genel anestezi uygulandiktan sonra total oksidan/antioksidan ve total
protein parametrelerini 6lgmek amaciyla, kardiyak punksiyonla kan ornekleri alindi ve daha
sonra servikal dislokasyon ile hayvanlar sakrifiye edildiler. Kan ornekleri serum tiiplerine
alinarak 3500 rpm’de 15 dakika santrifiije edildi. Elde edilen serumlar ependorf tiiplere alindi
ve dlglim asamasina kadar -80 °C de olan dondurucuya kaldirildi (Song ve ark, 2011).

Ratlarin her iki ovaryumu da ¢ikarilarak % 10’luk nétral buffer formalin soliisyonunda
18-24 saat tespit edildi. Tespit isleminden sonra dokular rutin parafin doku takibi yontemi ile
takip edildi. Takip sonunda dokular 151tk mikroskobik inceleme icin kesit alinmak {iizere
parafine gomiildi. Parafin bloklardan 100 pum arayla 5 um kalinliginda kesitler alindi.
Kesitlere genel goriinimii incelemek amaciyla tglii boyama (Culling ve ark, 1985), dokuda
gerceklesen apoptozisi gozlemek amaciyla TUNEL (Zhao ve ark, 2010) ve dokuda oksidatif
stresi gosteren 8-OHAG’yi belirlemek amaciyla strept ABC metodu uygulandi (Takagi ve ark,
2004).

3.2.3. Uclii Boyama Metodu

Bu amagla asagida belirtilen islem siras1 izlendi.

1. Parafin kesitler deparafinizasyon i¢in iki defa 5' ksilolde tutuldu. Daha sonra

derecesi giderek azalan alkol serisinde (% 100 alkol-I.’de 3', % 100 alkol-II.’de 3", %

96’lik alkolde 3', % 80°’lik alkolde 3', % 70’lik alkolde 3') bekletildi.

2. Distile suda iki kez ¢alkalandiktan sonra 5' stireyle akan ¢esme suyunda yikandi.

3. Kesitler cekirdek boyamasi i¢in 8' olmak tizere Weigert’in hematoksilen
soliisyonunda bekletildi. Daha sonra 5' siireyle akan ¢esme suyunda yikandi.

4. Metil karbonatta 1' ¢alkalamadan sonra 5' akan ¢esme suyunda, 3' da distile su
icerisinde bekletildi.

5. Kesitler bu kez sitoplazma boyamasi i¢in asit fuksin boya soliisyonuna iki kez
batirilip ¢ikarildi. Daha sonra dort kez distile suda galkalandi.

6. Bag doku beyazlasincaya kadar yaklasik 14' fosfotungustik asitte bekletildi.

Sonrasinda iki kez 5' distile suda yikandi.
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7. Kesitler bag doku boyamasi i¢in 30 sn anilin blue boya soliisyonunda bekletildi.
Daha sonra dort kez distile suda galkalandi.

8. Kesitler % 2’lik asetik asitte 3' bekletildikten sonra, sirasiyla hizlica distile sudan ve
% 96 alkolden gegirildi.

9. Kesitler bu kez derecesi yiikselen alkol serisinden (% 96’lik alkolde 3', % 100 alkol-
I.’de 3', % 100 alkol-II.’de 3") gegirildi.

10. iki defa 5' ksilolde bekletildikten sonra entellan ile kapatilds.

3.2.3.1. Histolojik degisimlerin belirlenmesi

Her bir doneme ait doku Kesitlerinde antral ve Graaf folikiilleri ile korpus luteum

tipleri sayild1. Istatistiksel degerlendirme yapilarak donemler arasi farkliliklar ortaya kondu.

3.2.4. Strept ABC Boyama Yontemi

Her hayvandan organosilan ile kaplanmis lamlara aliman ii¢ kesite 8-OHdG’in
belirlenmesi i¢in strept avidin-biyotin kompleks (strept avidin biotin complex, SABC) boyama
metodu uygulandi. Bu amagla Anti-8 OHdG primer antikoru (Mouse monoclonal [15A3] to
hydroxyguanosine antibody, Abcam ab62623) kullanildi (Takagi ve ark, 2004).

Asagida belirtilen islem sirasi izlendi.

1. Organosilane ile kapli lamlara alinan parafin kesitler bir gece boyunca 37°C’deki etiivde
tutuldu.

2. Ertesi giin deparafinizasyon igin parafin kesitler iki defa 5' ksilolde tutuldu. Daha sonra
derecesi giderek azalan alkol serisinden (% 100 alkol-I’de 5', % 100 alkol-II’de 5') gegirildi.
Kesitler sitrat bufferda mikrodalgada 15' kaynatildi ve 30" oda sicakliginda sogutuldu ve fosfat
buffer soliisyonunda (PBS) iki kez 5' yikandi.

3. Endojen peroksidazi yok etmek i¢in metanol peroksid ile 6n muamele yapildi. Oda
sicakliginda 30" inkiibe edildi.

4. Kesitler 0,1 M’lik PBS’te ti¢ kez beser dakika yikandi.

5. Protein bloking soliisyonunda bir saat inkiibe edildi.
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6. Daha sonra oda 1sisinda primer antikorda (1/100 diliisyon) 4 saat inkiibe edildi. Diliisyon
sivist PBS olup, % 0,3’liikk Triton x-100, % 0,08 sodyum azot ve % 2 N ke¢i serumu igerecek
sekilde hazirlandi.

7. Kesitler, PBS’te 3 kez 10 ar dakika yikandi.

8. Sekonder antikorda 3 saat inkiibe edildi.

9. Kesitler, PBSte ii¢ kez beser dakika yikandi.

10. Diaminobenziolin (DAB) soliisyonunda 1,5' tutuldu.

11. Kesitler, PBS’te ii¢ kez beser dakika yikandi.

12. Devaminda ticer dakika artan alkol seviyelerinden gegirilerek, ksilol serilerinde beser

dakika bekletildikten sonra faramount ile kesitlerin tizeri kapatildi.

3.2.5. Serum Orneklerinde Total Oksidan /Antioksidan ve Total Protein Seviyelerinin

Belirlenmesi

Serum &rnekleri bulunduklari -80 °C ortamindan bir giin 6nce -20 °C ye alindi. Sabah
+4 °C’ye alinan serumlarin ¢6ziinmesi beklendi. Daha sonra sirasiyla asagidaki islemler
uygulandi. Analizler i¢in spektrofotometre (Shimadzu UV-1601, Kyoto, Japan) kullanildi.
Okuma islemi; spektrofotometre 560 nm dalga boyuna ayarlandiktan sonra, plastik kiivetlere
distile su konuldu ve spektrofotometre sifirlandi. Spektrofotometrenin uzak olan boliimiindeki
distile suya karst 6rnek numuneler okutuldu. Korlerin absorbansi alindi. Daha sonra

numuneler okundu.

3.2.5.1. Malondialdehit (malondialdehyde/ MDA) 6l¢iimii

1. Gruplarin yazili oldugu cam tiiplere 500 ul tiyobarbiturik asit (TBA), 1250 ul trikloroasetik
asit (TCA) ve 250 ul numuneden eklendi ve vortekslenerek karismasi saglandi. Kapak ve
folyo ile iyice kapatilarak hava giris ¢ikist 6nlendi.

2. Daha sonra 95 °C de 30' kaynatildi ve buz dolu kapta sogutuldu.

3. Uzerine 1 ml n-butanol eklendi ve vortekslenerek karismasi sagland.

4. Takiben 3000 rpm de 10' santrifiij edildi.

5. Ustte kalan seffaf kisim havaya kars1 535 nMde okutuldu.
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3.2.5.2. Siiperoksitdismutaz (siiperoxide dismutase/ SOD) 6l¢iimii

1. Numune sayisi kadar ependorfa 0,5 ml serum konuldu. Daha sonra 250 pl etanol (% 99,9),
150 pl kloroform eklenerek vortekslendi.

2. Karisim ependorf rotarinda 12000 rpmde 10 dakika +4 °C de santrifiij edildi.

3. Numune sayis1 kadar 5 ml’lik cam tiipe 1225 pl reaktif karistmi ve bunun tizerine 250 pl
numune eklendi.

4. Ayrica kor deneyi i¢inde 3 ayr1 5 ml’lik cam tiipe 1225 pl reaktif karigimi ve bunun iizerine
250 pl distile su ilave edildi.

5. Takiben 25 ul ksantin oksidaz ilave edildi. Yirmi dakika siireyle 25 °C su banyosunda
bekletildi.

6. Daha sonra 0,5 ml CuCl; ilave edildi.

7. Sonug¢ 560 nm’de 1,5 ml’lik dar plastik kiivetlerde okutuldu.

3.3. Istatistiksel Analiz
Ratlarin ovaryum goériintiilerinde, donemler arasindaki farkliliklar ortaya koyabilmek
icin her bir hayvanda 15 adet kesitte antral ve graaf folikiiller ile korpus luteum tipleri sayildi.

Veriler tglii ve dortli Kruskal ve Mann Whitney U testi yontemiyle degerlendirildi. Bu
amacla SPSS-22 paket program kullanildi (Tekin, 2003).

27



4. BULGULAR

Denemede kullanilan ratlarin ortalama agirliklarinin ortalama 246+23,51 gram oldugu
goriildii. Ostriis siklusunun evreleri vaginal smear goriintiilerine bakilarak belirlendi.
Mikroskopik inceleme sonucunda cogunlukta cekirdekli epitelyal hiicreler olmak iizere

notrofil 16kosit ve az miktarda kornifiye hiicre goriildiiglinde donem prodstrus olarak
belirlendi (Sekil 3).
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Sekil 3. Proostriis evresinde vaginal smear goriintiisii. Giemsa boyama yontemi. Cekirdekli

hiicreler (siyah oklar), 16kositler (ok baslar1), kornifiye hiicreler (beyaz ok).

Preparatlarda sadece ¢ekirdeksiz kornifiye hiicreler oldugunda ise donem Ostrus olarak
kaydedildi (Sekil 4).
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Sekil 4. Ostriis evresinde vaginal smear goriintiisii. Giemsa boyama ydntemi. Cekirdeksiz

kornifiye hiicreler (oklar).

Gorlintlide ii¢ tip hiicrenin yaklasik esit olarak bulundugu donem metadstrus olarak

belirlendi (Sekil 5).

Sekil 5. Metostriis evresinde vaginal smear goriintiisii. Giemsa boyama yontemi. Cekirdeksiz

kornifiye hiicreler (beyaz ok), ¢ekirdekli hiicreler (siyah ok), notrofil 16kosit (ok bast).
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Notrofil Iokositlerin ¢ogunlukta oldugu ve az sayida ¢ekirdekli hiicre igeren

smearlarda ise donem digstrus olarak kaydedildi (Sekil 6).
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Sekil 6. Diostriis evresinde vaginal smear goriintiisi. Giemsa boyama yontemi. Notrofil

l16kosit (oklar), ¢cekirdekli hiicre (ok bast).

4.1. Histolojik Bulgular

Ovaryumlar  mikroskobik olarak incelendiginde, herbir ovaryumda hem
folikiilogenezisin farkli asamalar1 hem de korpus liiteumun farkli gdriintiilerinin bulundugu
gozlendi. Goriintiilerde oosit etrafinda tek katli yassi epitel hiicreleri ve bunlara ilaveten tek

tiik kiibik hiicre bulunduran folikiiller, primordial folikiil olarak belirlendi.
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Primer folikiillerde oosit etrafinda tek sira kiibik epitel hiicreleri goriildii (Sekil 7).

Sekil 7. Ovaryumun mikroskopik goriintiisii. Uclii boyama yontemi. Primer folikiiller (ok
bagslar1), antral folikiiller (a).

Oosit etrafinda iki sirali kiibik epitel bulunduran ve antrum igermeyen folikiiller,
sekonder folikiil olarak kaydedildi (Sekil 8). Teka folikiilii sekonder folikiilden itibaren

izlenmeye baslandi.
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Sekil 8. Sekonder folikiiliin mikroskopik gériintiisii. Uglii boyama ydntemi. Zona pellusida (z)

granuloza hiicreleri (g), teka interna (ok basi), teka eksterna (ok).

Epitel hiicreleri arasinda bosluklarin goriildiigi folikiiller, antral folikiil olarak

belirlendi (Sekil 9).

Sekil 9. Antral folikiilin mikroskobik goriintiisii. Uclii boyama ydntemi. Antrum (a),

granulosa hiicreleri (gc), teka hiicreleri (tc).
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Tek bir biiyiik bosluk igeren ve oositin kenara itildigi folikiiller, Graaf folikiilii olarak
degerlendirildi (Sekil 10).
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Sekil 10. Graaf folikiiliiniin mikroskobik goriintiisii. Uglii boyama yontemi. Antrum (a),

granulosa hiicreleri (gc), teka hiicreleri (tc).

Ovaryum kesitlerinde korpus luteum goriintiileri yeni, olgun ve gerilemis korpus
luteum olarak smiflandirildi. Yeni sekillenen korpus luteumda (Sekil 11) yuvarlak sekilli

hiicreler, aralarda kapilar damar goriintiileri ve kiiciik bir bosluk izlendi.
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Sekil 11. Yeni korpus luteumun mikroskobik goriintiisii. Uclii boyama yéntemi. Korpus

luteum (CI).

Olgun korpus luteumda yuvarlak hiicrelerin aralarinda bag dokuya ait goriintiilere

rastlandi. Ayrica bosluk icerisinde sivi goriintiisii izlendi (Sekil 12).

Sekil 12. Korpus luteumun mikroskobik gériintiisii (A, B). Uglii boyama ydntemi. Olgun
korpus luteum (CI).
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Gerilemis korpus luteumda liiteal hiicrelerin involiisyonu, bag doku miktarinda artis ve

merkezi boslugun artis1 gézlemlendi (Sekil 13).

Sekil 13. Korpus luteumun mikroskobik gériintiisii (A, B). Uclii boyama yontemi. Gerilemis
korpus luteum (CI).

Ratlarda donemler arasindaki farkliliklari ortaya koyabilmek i¢in her bir hayvanda 15
adet kesitte antral ve Graaf folikiilleri ile korpus luteum tipleri sayildi. Veriler istatistiksel
olarak degerlendirildi (Tablo 1). Inceleme sonucunda dénemler arasinda antral folikiil
acisindan fark gozlenmedi. Graaf folikiiliiniin prodstriis doneminde daha fazla oldugu
belirlendi (Tablo 1). Yeni korpus luteum 6strus doneminde daha fazla olmak tizere (P<0,001)
Ostrus ve metadstrus doneminde gozlendi. Olgun korpus luteum sayisi metadstrus ve didstrus
doneminde farkli degildi. Prodstrus doneminde olgun korpus luteuma rastlanmadi. Gerilemis
korpus luteuma ise biitiin donemlerde rastlanmakla birlikte en az sayida proostrus doneminde

rastlandi (Tablo 1).
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Tablo 1: Ratlarda 6strus siklusu dénemlerinde folikiil ve korpus luteum sayilari

Donemler

Folikiiller Prodstrus Ostrus Metaostrus Didstrus P degeri
Antral 3,70+0,14 3,7340,16 3,95+0,18 3,5240,15 -
Graaf 0,68+0,05° 0,54+0,06° 0,26+0,05° 0,54+0,07" ek
Yeni CL 0,00+0,00 3,95+0,11 3,0240,11 0,00+0,00 *x (| testi)

skksk 143
Olgun Cl 3,33+1,11° 0,0040,00 3,99+0,10° 3,96+0,10° (3’1 Kruskal

Wailles)
Gerilemis Cl 3,64+0,11° 4,99+0,11° 4,22+0,10° 5,20+10,12° Ak

-: onemli degil ***:P<0,001

a,b,c: Her bir satirda gruplar aras1 fark 6nemlidir (P<0,05)

Olgun CL; Prodstrus, Metadstrus ve Didstrus gruplari arasinda karsilagtirildi.
Yeni CL; Ostrus ve Metadstrus arasinda karsilastirildi.



4.2. immunohistokimyasal Bulgular

Doku kesitlerinde oksidatif stresin sonucu olarak DNA hasarinin bir gostergesi olan 8-
OHdG, strept ABC metodu ile belirlendi. Yapilan mikroskopik inceleme sonucunda 8-
OHAG’nin hem ¢ekirdekte hem de sitoplazmada pozitivite verdigi gézlendi.

Antral folikiillerde, 6zellikle antrumu gevreleyen hiicrelerin ¢ekirdeklerinde 8-OHdAG
pozitivitesi gozlendi (Sekil 14).

Sekil 14. Antral folikiiliin mikroskobik goriintiisi. SABC boyama metodu. Antrumu
cevreleyen hiicrelerin ¢ekirdeklerinde 8-OHdG pozitivitesi (ok basglar), antral bosluk (a).

Graaf folikiillerinde de antrumu ¢evreleyen hiicrelerde 8-OHdG pozitivitesi goriildii
(Sekil 15).
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Sekil 15. Graaf folikiiliiniin mikroskobik goriintiisii.sABC boyama metodu. Graaf folikiilii
(gf), antrumu ¢evreleyen hiicrelerdeki ¢ekirdekler 8-OHAG pozitivitesi (ok baslari).

Gerilemekte olan ve gerilemis korpus luteumlarin 6zellikle orta kisimlarinda, bag

doku ile dolmaya baslayan kisimlarinda 8-OHdG pozitivitesi dikkati ¢ekti (Sekil 16).
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Sekil 16. Korpus luteumun mikroskobik goriintiisii. SABC boyama metodu. Gerilemekte olan

korpus luteum (Cl), hiicrelerin gekirdeklerinde 8-OHAG pozitivitesi (siyah oklar).
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4.3. Enzim histokimyasal (TUNEL metodu) bulgular

Ovaryum Kesitlerinde yapilan inceleme sonucunda apoptotik hiicrelere antral folikiiller
(Sekil 17), Graaf folikiilii, olgun korpus luteum (Sekil 18) ve gerilemis korpus luteumda
(Sekil 19) rastlandi.

Sekil 17. Antral folikiiliin mikroskobik goriintiisii. TUNEL yo&ntemi. Antrum (a), antrumun

cevresinde gozlenen apoptotik hiicreler (siyah oklar).
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Sekil 18. Olgun korpus luteumun mikroskobik goriintiisii. TUNEL yontemi. Korpus luteum
(Cl), luteal hiicrelerde apoptozis (siyah oklar).

Sekil 19. Gerilemis korpus luteumun mikroskobik goriintiisi. TUNEL yontemi. Korpus
luteum (Cl), luteal hiicrelerde apoptozis (siyah oklar).
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4.4. Serumda MDA ve SOD Degerleri

Ostriis siklusunun farkli ddnemlerinde olan ratlara ait serumlarda belirlenen MDA ve
SOD degerleri Tablo 2°de verildi.

MDA degerinin ostriis doneminde en fazla oldugu (P<0.01) tespit edildi. Prodstriis,
metostriis ve didstriis donemleri arasinda istatistiksel olarak farklilik goriilmedi.

SOD degerinin metadstriis doneminde daha fazla oldugu (P<0.05) goriildii. Prodstriis

donemi SOD degerinin didstriisten fazla oldugu (P<0.05) tespit edildi.
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Tablo 2: Ratlarda Ostriis siklusu evrelerinde MDA (oksidan) ve SOD (antioksidan) degerleri

Donemler
Prodstrus Ostrus Metaostrus Didstrus P degeri
ROS
MDA 0,40+0,08% 0,54d:0,06bC 0,45+0,09% 0,39+0,04% **
SOD 64,8+14,8% 58,3+7,4% 70,5+9,7% 49,1+13,8° *

*:P<0,05 **:P<0,01
a,b,c,d: Her bir satirda gruplar arasi fark énemlidir (P<0,05)
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5. TARTISMA

ROS’un disi reproduktif sistemde oosit olgunlasmasi, ovulasyon, korpus luteum
sekillenmesi, steroid sentezi, luteolizis, embriyo gelisimi ve gebelige kadar doéllenme ve
treme ile ilgili fizyolojik islemlerde etkili oldugu bildirilmistir (Gonzalez-Fernandez ve ark,
2005; Sugino, 2006; Rizzo ve ark, 2012; Ciani ve ark, 2015).

Sunulan caligmada; ratlarda Ostrus siklusunun farkli donemlerinde, ovaryumdaki
oksidatif stres diizeyi ile ovaryumu etkileyen sonuglarinin belirlenmesi ve siklus dénemleri
arasindaki farkliliklarin ortaya konmasi amaciyla histolojik ve biyokimyasal veriler
toplanmustir.

Daha 6nce yapilan ¢alismalarda (Freeman, 1988; Marcondes ve ark, 2001) rat Ostrus
siklusunun 4-5 giin siirdiigii bildirilmis ve vaginal smearlarin hiicre kompozisyonuna gore
siklusun evreleri tanimlanmistir. Sunulan c¢alismada da ratlarin Gstrus siklusunun hangi
evresinde olduguna vaginal smear Ornekleri incelenerek karar verilmistir. Mikroskopik
inceleme sonucunda arastiricilarin (Long ve Evans, 1922; Freeman, 1988; Marcondes ve ark,
2001; Cora ve ark, 2015) bildirdigi sekilde ¢ogunlukla ¢ekirdekli epitelyal hiicreler olmak
iizere 10kosit ve az miktarda kornifiye hiicrenin goriildiigli 6rnekler prodstrus evresi olarak
belirlenmistir. Sadece kornifiye hiicrelerin goriildiigii ornekler Ostrus evresi olarak
kaydedilmistir. Goriintiide ii¢ tip hiicrenin yaklasik esit olarak bulundugu dénem metadstrus
olarak belirlenmistir. Notrofil 16kositlerin ¢gogunlukta oldugu ve az sayida ¢ekirdekli hiicre
iceren smearlar ise didstrus donemi olarak not edilmistir.

Ovaryumlar mikroskobik olarak incelendiginde, herbir ovaryumda hem
folikiilogenezisin farkli asamalar1 hem de korpus liiteumun farkli goriintiilerinin bulundugu
dikkati ¢ekmistir. Arastiricilarin bildirdigi gibi (Reynaud ve Driancourt, 2000; Pepling ve ark,
2010) oosit etrafinda tek katli yassi epitel hiicreleri ve bunlara ilaveten tek tiikk kiibik hiicre
bulunduran folikiiller, primordial folikiil olarak belirlenmistir. Oosit etrafinda tek sira kiibik
epitel hiicreleri goriildiigiinde folikiil primer folikiil olarak adlandirilmistir (Moore ve ark,
2011; Li ve Chian, 2017).

Sekonder folikiil, antral folikiil ve Graaf folikiilleri arastiricilarin (Sadler, 2005;
Skinner, 2005; Sugiura ve ark, 2011) verilerine gore belirlenmistir. Oosit etrafinda iki sirali
kiibik epitel bulunduran ve antrum igermeyen folikiiller, sekonder folikiil olarak

kaydedilmistir. Teka folikiilii sekonder folikiilden itibaren izlenmeye baslanmistir. Epitel
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hiicreleri arasinda bosluklarin goriildiigii folikiiller, antral folikiil olarak belirlenmistir. Tek bir
bliylik bosluk iceren ve oositin kenara itildigi folikiiller, Graaf folikiili olarak
degerlendirilmistir.

Ovaryum kesitlerinde korpus luteum goriintiileri yeni, olgun ve gerilemis korpus
luteum olarak smiflandirilmistir (Marusak ve ark, 2007; Westwood, 2008). Yeni sekillenen
korpus luteumda yuvarlak sekilli hiicreler, aralarda kapilar damar goriintiileri ve kii¢iik bir
bosluk izlenmistir. Olgun korpus luteumda yuvarlak hiicrelerin aralarinda bag dokuya ait
goriintiilere rastlanmistir. Ayrica bosluk igerisinde sivi goriintiisii izlenmistir (Stocco ve ark,
2007; Westwood, 2008). Gerilemis korpus luteumlarda bag dokunun oldukga arttigi ve luteal
hiicrelerin azaldig1 tespit edilmistir.

Arastiricilar (Westwood, 2008; Sato ve ark, 2016) folikiiler gelisimi ve korpus luteum
tiplerini inceleyerek Ostriis siklusundaki prodstrus, Ostriis, metadstriis ve didstriis evrelerini
tespit etmislerdir. Sunulan calismada da rat ovaryumunda donemler arasindaki histolojik
farkliliklar1 ortaya koyabilmek i¢in doku kesitlerinde antral ve graaf folikiiller ile korpus
luteum tipleri sayilmistir. Veriler istatiksel olarak degerlendirildiginde donemler arasinda
antral folikiil acisindan fark gézlenmemistir. Graaf folikiiliiniin prodstriis doneminde daha
fazla oldugu belirlenmistir. Yeni korpus luteumun 0strus déneminde metadstriis doneminden
daha fazla oldugu gozlenmistir. Ratlarda ovulasyonun prodstriis baslangicindan Ostriis
evresinin sonuna kadar gerceklesme olasiligi oldugundan (Young ve ark, 1941; Schwartz,
1964) elde edilen bulgu literatiir bilgiyle uyumludur. Proostriis ve didstriis déonemindeki
ovaryumlarda yeni korpus luteum bulunmamaktadir. Olgun Kkorpus luteum sayisinin
metadstrus ve didstrus donemleri arasinda farkli olmadigi goriilmiistiir. Prodstrus déneminde
olgun korpus luteuma metadstriis ve didstriis donemlerinden daha az olarak rastlanmstir.
Ostriis déneminde olgun korpus luteum bulunmamaktadir. Gerilemis korpus luteuma ise
biitiin donemlerde rastlanmakla birlikte en az sayida prodstrus doneminde rastlanmistir.
Sunulan ¢alismada ovaryumda Ostriis siklusunun evrelerine gore kaydedilen histolojik
bulgular, arastiricilarin (Hirsfield ve ark, 1978; Marusak ve ark, 2007; Westwood, 2008; Sato
ve ark, 2016; Wear ve ark, 2016) bildirdikleri ile uyumludur.

Yapilan arastirmada ovaryum kesitlerinde oksidatif stresin sonucu olarak DNA
hasarinin bir gostergesi olan 8-OHdG, strept ABC metodu ile belirlenmistir. Mikroskopik
inceleme sonucunda 8-OHdG’nin hem c¢ekirdekte hem de sitoplazmada pozitivite verdigi
dikkati ¢ekmistir. Sitoplazmadaki pozitivitenin mitokondriyal DNA’dan kaynaklandig ileri
siiriilebilir. Inceleme sonucunda antral folikiillerde ve Graaf folikiiliinde, 6zellikle antrumu

cevreleyen hiicrelerin ¢ekirdeklerinde, 8-OHdG pozitivitesi gézlenmistir. Gerilemekte olan
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ve gerilemis korpus luteumlarin 6zellikle orta kisimlarinda, bag doku ile dolmaya baslayan
kisimlarinda 8-OHdG pozitivitesi tespit edilmistir. Elde edilen bulgular ovaryumda
gerceklesen histolojik degisimlerle uyumludur. Hiicre yikimimin olmasi gereken yerlerde
oksidatif stres belirteci olan ve DNA kiriklarin1 gosteren 8-OHdG pozitivitesi gdzlenmistir.
Rizzo ve ark (2012) da ROS’un folikiiler gelisimde ve korpus luteumda etkili oldugunu
bildirmislerdir. Biiyliyen folikiildeki steroid tiretimindeki artigin, P450’nin artmasina ve buna
bagli olarak ROS iiretimine neden oldugu ve pre-ovulatuar follikiiller tarafindan iiretilen
reaktif oksijen tilirlerinin ovulasyon i¢in dnemli uyaricilar oldugu bildirilmistir (Ruder ve ark,
2009).

Shi ve ark (2016) ratlarda inhalasyon yontemi ile ozon verdikten sonra ovaryumda 8-
OHdG pozitivitesini incelemisler ve antral folikiiller ve gerilemis korpus luteumda oksidatif
stresi tespit etmislerdir. Yu ve ark (2018) ratlara sodyum arsenitin intra peritonel

enjeksiyonunun sekonder folikiil ve antral folikiillerde artirdigini tespit etmislerdir.

Sunulan ¢alismada apoptotik hiicreler enzim histokimya yontemi olan TUNEL metodu
ile belirlenmistir. Ovaryum kesitlerinde yapilan inceleme sonucunda apoptotik hiicrelere
antral foliktiller, graaf folikiilii, olgun korpus Iluteum ve gerilemis korpus Iluteumda
rastlanmigtir. Antrum olusmasinda, ovulasyonun ger¢eklesmesinde ve korpus luteumun
gerilemesinde hiicrelerin apoptoza ugramasi olagan bir durum olarak nitelendirildi. Nitekim
arastiricilar (Tilly ve ark, 1991; Behrman ve ark, 2001; Seki ve ark, 2002; Mendoza-
Rodriguez ve ark, 2003; Wu ve ark, 2004; Hussein, 2005; Sato ve ark, 2014) apoptozisin,
granulosa hiicrelerinde, atretik folikiillerde, luteal hiicrelerde ve gerilemis korpus luteumda
gortildiigiinii bildirmisglerdir. Carlson ve ark (1995) da oksdatif stres ve apoptozisin
steroidojenik hiicrelerin 6lmeleri ve korpus luteumun gerilemesinde anahtar rol oynadigini

bildirmislerdir.

Yapilan arastirmada oksidan belirteci olan MDA degerinin striis doneminde en fazla
oldugu (P<0.01) tespit edildi. Biiyliyen folikiillerdeki steroid iiretimindeki artis, P450’nin
artmasina ve buna bagli olarak ROS iiretimine neden olur (Hanukoglu, 2006). Pre-ovulatuar
follikiiller tarafindan iiretilen reaktif oksijen tiirlerinin ovulasyon igin 6nemli indiiktorler
oldugu bildirilmistir (Ruder ve ark, 2009). Yapilan arastirmada yeni Cl sayis1 da Ostriis
donemi ratlarda daha fazla bulunmustur. Progesteron sentezi sirasinda da ROS iiretimi
olmaktadir (Sugino, 2005). Ostriis donemindeki MDA miktarinin fazla olmasiin folikiiler

gelisim ve arkasindan Cl sekillenmesinden kaynaklandigi ileri siiriilebilir. Ovulasyon i¢in
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gerekli olan luteinizasyon hormonu pikinden sonra olusan inflamatuar prekursorlerin de
ROS’ larin olusumuna neden oldugu bildirilmistir (Shkolnik ve ark, 2011).

Sunulan galismada antioksidan olan SOD degerinin metaostriis doneminde daha fazla
oldugu (P<0.05) goriildii. Metostriis donemindeki SOD degerinin fazla olmast muhtemelen
ROS’un neden oldugu oksidatif stresi dengelemeye yoneliktir. Wang ve ark (2017) da
ovulasyondan sonraki SOD aktivitesinin Cl’un progesteron sentezi sirasinda a¢iga ¢ikan
ROS’un olusturacagi oksidatif stresten korumaya ydnelik oldugunu bildirmislerdir. Ayrica
prodstrus doneminde de SOD degerinin didstrus doneminde fazla oldugu goézlendi. Buradaki
antioksidan artiginin da folikiiler gelisim ile artan steroid sentezi sonucu agiga ¢ikan ROS’un

etkilerini dengelemeye yonelik oldugu diisiiniildii.
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6. SONUC

Sunulan c¢alismada ratlarin Ostriis siklusunun evreleri vaginal smear yodntemi
belirlenmis ve ovaryumlardaki histolojik degisiklikler evrelere gore tanimlanmustir. Ostriis
siklusunun farkli evrelerindeki ovaryumlar histolojik, immunohistokimyasal ve enzim
histokimyasal metotlarla incelenmis ve ovaryumda oksidatif stresin gerceklestigi noktalar
arastirilmistir.  Oksidatif stres belirteci olan 8-OHdG, antral folikiiller ve Cl’da
immunohistokimyasal olarak belirlenmistir. Histolojik bulgularla uyumlu olarak, kanda MDA
seviyesi Ostriis doneminde, SOD seviyesi metOstriis ve proostrus doneminde yiiksek
bulunmustur. Apoptotik hiicreler de immunohistokimyasal ve biyokimyasal verilere uygun

olarak antral folikiiller ve Cl’da gézlenmistir.
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