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OZET

RAT OVERINDE ZnO NANOPARTIKULLER ILE OLUSAN HASARDA, L-
ARJININ AJANININ ETKIiSININ HISTOLOJIK VE BiYOKIMYASAL
OLARAK INCELENMESI

Cinko oksit nanopartikiillerin (ZnO NP), insan saghgmna etkisi iizerine
yapilan arastirmalarda bir¢ok dokuda hasara neden oldugu bilinmektedir. Bu dokular
arasinda ovaryum da bulunmaktadir. Doku yenilenmesinin gerceklesmesi gibi bir¢ok
sentezde ve metabolik yolakta rol alan, ovaryumda kan akisinin diizenlenmesinde ve
folikiillerin olgunlagsmasinda gorevli L-arjinin (L-A), olusan hasara karsi koruyucu
bir etkiye sahip oldugu ileri siiriilmektedir.

Calismanin hedefi; ZnO nanopartikiillerinin ovaryuma, folikiillere ve
menstrual dongiliye dokusal boyutta hangi biiyiikliikte hasara yol actigi; olusan bu
hasarlarin iyilestirilmesinde L-arjininin herhangi bir koruyucu etkisinin olup
olmadiginin anlasilmasi hedeflenmektedir. Molekiiler diizeyde DNA zinciri iizerinde
gerceklesen hasarin tespit edilmesi amaciyla apoptoz ilgili genlerinin ekspresyon
seviyesinin qRT-PCR yo6ntemi kullanarak dl¢iilmesi amaglanmustir.

Calisma icin disi ratlar 5 gruba ayrilmustir. Ilk grup, kontrol grubu olarak
secilmigtir. 2. ve 3. gruplara sirasiyla 100 mg/kg ve 200 mg/kg olmak tizere iki farkl
dozda ZnO NP uygulanmistir. 4. ve 5. gruba ise ZnO NP uygulamasina ilave olarak
1.3 gr/kg L-arjinin uygulanmigtir. Maddeler intraperitonel (IP) 21 giin boyunca
diizenli olarak verilmistir. Uygulamadan sonra ratlar prodstrus-ostrus fazindayken
sakrifiye edilerek gerekli analizlerin gerceklestirilmesi amaciyla ovaryumlari
cikarilmis ve kan Ornekleri progesteron seviyesi tespit etemk i¢in alimustir.
Histolojik incelemesinin gergeklestirilebilmesi i¢in ovaryumlarin yarist % 10’luk
formaldehit ¢6zeltisi igerisinde aktarildi.

Ovaryum kesitlerini incelendigimizde ZnO NP gruplarinda nekrotik ve
apoptotik doku fazlaligi gozlendi. Folikiil sayist azaldi. L-arg ile uygulanmis deney
gruplarinda ise atrezik folikill sayis1 ¢inko oksit gruplarina gore oldukca diisiik
oldugu anlasildi. Hasarli graaf folikiil gézlendi. L-arg ile muamele edilen gruplarda,
ZnO NP toksisitesine bagli olarak meydana gelen hasarlarin kismen engellendigi
tespit edildi. Ayrica, ozellikle 3. grupta primordiyal folikiillerden sekonder
folikiillere kadar gelisimin farkli asamalarinda oosit ¢ekirdeklerinin kiiciik oldugu
bazi folikiilerde ¢ekirdek bulunmadigi da tespit edildi. Graniiloza hiicrelerinde zayif
bir boyama gozlendi.

Sonu¢ olarak, ZnO nanopartikiillerin ovaryum tizerine morfolojik ve
fizyolojik zararli etkenleri ortaya konmus ve L-arjinin kullaniminin toksisitesine ve
strese bagli hasar1 engelleyerek klinige faydali saglayabilecegi kanisina varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, ZnO Nanopartikiiller, Folikil, L-arjinin,
Ovaryum.



ABSTRACT

HISTOLOGICAL AND BIOCHEMICAL CHANGES OF FEMALE RATS
OVARY BY ZINC OXIDE NANOPARTICLES AND POTENTIAL
PROTECTIVE EFFECTS OF L-ARGININE

Research about zinc oxide nanoparticles (ZnO NP) shows many different
damage on human tissue. One of these affected tissues is ovarium. L- Arginine (L-A)
plays a key role in synthesis and metabolism of many pathways, ovarium blood
fluidity regulation, ovarian maturity, follicle development and protectional effect
against damages.

In this research we target to; Effect of damage of ZnO NP on ovarian tissue,
follicle and menstrual cycle and what is protection level and benefit of L-arginine on
mentioned tissue.

For this research the used 30 rats divide into 5 groups, each group contain 6
rats. First group we used as control group. 2. and 3. groups received two different
doses of ZnO NP, 100 mg/kg and 200 mg/kg ZnO NP. Fourth and fifth group with
doses of ZnO NP received 1.3 gr/kg of L-A amino acid. All substance is given on
intraperitoneal (IP) way during 21 day.

After 21 day rats were sacrificed during proestrus- estrous phase. For planed
analysis blood was collected into serum tube and one part of ovarium. For
histological research ovarian tissue was placed into 10 % formaldehyde.

Ovarium example observation in groups with application of ZnO NP, we
recognized necrotic and apoptotic cells. Level of follicle decreased. Groups obtained
with L-A, we found that atretic follicle size were lower comparing with group
obtained with ZnO. However, insightful damage induced by toxicity in ZnO groups
were reduced by L-A.

In addition, in 3th group we found that seconder and primordial follicle
generation oocytes were small. Comparing with control morphological degeneration
of follicle and tissue has been reported in every group.

To conclude, in this research, detrimental influence of ZnO NP on ovary
were recognized and inevitable morphological and physiological, effect of L-A in
regeneration and blocking damage induced by stress and toxicity were noticed.

Key Words: Apoptosis, Follicle, L-arginine, Ovarium, ZnO Nanoparticle
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1. GIRIS VE AMAC

Nanoteknoloji alaninda yasanan biiyiik gelismeler, nanoteknolojik iiriinlerin
kullaniminda artis gosterdigini ve nanopartikiillerin ¢evre ile etkilesiminin de
artmasina neden olmustur (1). ZnO NP giines kremleri, kozmetik iiriinlerinde,
biyogdriintiileme, plastik iiriinlerinin ve gida paketleme i¢in kullanilan ambalajlarin
yapiminda ve kanser ilaglarinda olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir (2, 3). ZnO
hiicre membranin hasari, DNA hasari, apoptoz indiiklenmesi, sitotoksik, genotoksik,
oksidatif stres, mitokondrinin fonksiyon bozuklugu, inflamatuar cevabi ve serbest

radikallerin olusumunu problemlere neden oldugu da bilinmektedir (4, 5, 6, 7).

Farkli boyutlarda ki nanopartikiiller doku, hiicre ve organlarda farkli etkiler
gostermektedir (8, 9). Kiiclik boyuttaki partikiillerin nispeten daha biiyiik boyuttaki
partikiillere oranla ¢ok daha fazla hasara neden oldugu bilinmektedir (10). 35-50 nm
boyutundaki ZnO NP kolaylikla hiicre membranini gecerek dstrojen ve progesteronu
inhibe etmesi, oosit hiicrelerine, adenokarsinoma hiicrelerine ve embriyonik
hiicrelere sitotoksik etkiye sebep oldugu da bilinmektedir (11, 13). NPlerin hiicrelere
niifuz ederek hiicrelerde ROS {iretimine veya hiicre i¢i oksidatif stresin artmasina
sebebiyet verdigi boylece biyolojik yap1 ve fonksiyonlarda bozukluklar meydana
getirdigi gosterilmistir (14, 15).

In vitro deneylerde ZnO NP'nin fetal yumurtaliklara niifuz ettigi ve esey ana
hiicrelerinde sito-toksisiteye neden oldugu agiklanmaktadir. Elde edilen veriler
dogrultusunda da ZnO NP'nin dogum Oncesi ve sonrasi oogenez ile ilgili siiregleri
etkileyebilecegini ve yumurtalik folikiil rezervini azalttigin1 gdsteren bulgular
bulunmaktadir (16). ZnO NP'lerin graniiloza hiicreleri tarafindan hapsedilebilecegini
ve bu nedenle ovumun hormon salgilanmasinda ve displazisinde degisikliklere yol
acabilecegi gostermistir (17). NP'lerin hiicrelere ve graniil hiicrelerine girebilecegini
ve normal fonksiyonlarini etkileyebilecegini, 6zellikle de bu hiicrelerden hormon

salgilanmasindaki anahtar rolleriyle ilgili oldugunu gdsteren iyi belgelenmis
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caligmalar bulunmaktadir. Yumurta hiicresinin salinmasindan once teka hiicreleri
tarafindan salgilanan androjen ve androstenedionlar, graniil hiicrelerine yayilir ve

sonrasinda steroid hormonlarina doniisiir (18).

L-Arjinin (L-A); nitrik oksit (NO), protein sentezi, ornitin ve iire sentezi,
glutamat sentezi, prolin sentezi, kreatin sentezi, poliaminlerin biyosentezinde
kullanilan bir aminoasittir. NO’nun kanda yiiksek seviyesi saglikli inflamasyonu
artirir. Bu aminoasit ¢esidi bliylime hormonunun daha fazla salgilanmasina ve kas
dokusunun daha etkili bir sekilde yenilenmesine yardimci olmaktadir (19). L-A
uterus ve yumurtada kan akisini diizelterek yumurtanin verimini arttirir ve
feritilizasyonu, implantasyonu daha verimli hale getirir. Anterior hipofiz
hormonlarinin salinimlart NO tarafindan diizenlenir ve ovaryum fonksiyonlar1 bu

yolla kontrol edilmektedir.

NO disi genital organlarin i¢in immun sistem, kan damarlarin yapiy1
korumasi ve noronlarin steroidojenik hiicreleri, hem otokrin hem de parakrin, direk
olarak etkisini gostermektedir. Ovaryum steroid sentezininde indirek yol ile islem
yapmaktadir. NO’in intraovaryan diizenleyici gorevinin disinda NO direk olarak

hipofiz gonadotropinlerinin sentez ve saliniminda diizenlemede rol oynar (20, 21).

NO, graniiloza hiicrelerindeki steroid sentezini azaltarak gereksiz Ostrojen
sentezini engeller. Graniiloza hiicrelerinin folikiiller olgunlagmasi i¢in vazgegilmez
olan steroidlerin ve biiyiime faktorlerinin sentezinde rol oynadigi ve bu mekanizma
boyunca NO ve membran proteinlerinin énemi oldugunu gérmekteyiz. Daha 6nce
bahsedilen calismalara dayanarak, ZnO NP ovaryum folikiilleri iizerindeki ROS ve
toksisitesi kaynakli etkilerini graniiloza ve teka hiicrelerinin iizerinden
gerceklestirdigini, folikiilogeneze etki ettigini, bunlara bagli olarak da folikiiller

atreziye ugradigini ve stereoid metabolizmasi degistigini belirtmekteyiz.

Bu tez calismasinda, rat ovaryumunda ZnO ile reaktif oksidatif stres ve
apoptotik hasarin mekanizmasini ve L-Arjin’inin bu hasara karsi potansiyel
iyilestirici etkisini biyokimyasal analiz, 151k mikroskop diizeyinde molekiiler ve
histobiyokimyasal yontemler ile inceleme yoluyla 6zellikle folikiilogenez ve gen
ekspresyonunu 6n plana c¢ikartarak arastirmayr amagladik. Bulgular literatiir

verileriyle karsilastirmali olarak ortaya konulmaya ¢alisildi.
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2. GENEL BILGILER

2.1 OVARYUM

Ovaryum; sadece disi bireylerde bulunan bir organ olup, pelvis adi verilen
kal¢a kemiginin olusturdugu boslugun yan duvarlarma dayali bir sekilde bulunur.
Cicek sekline benzeyen ovaryum, sag ve sol tarafta olmak iizere iki adettir.
Insanlarin da i¢inde bulundugu bircok memeli tiiriinde ovaryum bicim ve biiyiikliik
olarak bademe benzetilmektedir. Ovaryumun boyutu ve sekli, disi bireyin hayati
boyunca 2 farkli donemde (pubertenin basinda ve menepozun basinda) degismektedir
(Sekil 2.1). Her iki ovaryumun da birbirleri ile baglantili olarak iki fonksiyonu
bulunmaktadir. Bunlar; disi esey hiicrelerini tiretmesi ile bu iiretilen esey hiicrelerinin
islevsel hale getirilmesi (oogenesis) ve steroid hormonlarinin salgilanmasi
(steroidogenesis) olarak bilinmektedir. Ayrica; ovaryumlarin fonksiyonlari yasa bagl
olarak da degismektedir. Ovaryum tarafindan sentezlenen steroid hormanlarinin;
esey hiicreleri, esey organlar1 ve ayrica glandula mammaria’nin olgunlagmasi ve
gelismesinin kontrol edilmesi gibi bir¢ok rolii bulunmaktadir (22). Ovaryumun en
onemli gorevleri olarak, ikincil esey karakterlerinin olusumunda kilit rol oynayan
Ostrojen ve progesteron hormonlarinin kontrollii bir sekilde salgilanmasinin
saglanmasi ile menstural dongiiniin diizenlenmesinin kontrol altinda tutulmasi ve

tireme sisteminin diger organlari izerine etkisini gostermesi sayilmaktadir( 23).

UTERUS FUNDUS FALLOP TOPO

OVARYUM UAERUS

ENDOMETRIYUM L SERVIKS

MiYOMETRIYUM

VAJINA

Sekil 2.1. Ovaryumun ve rahimin yapist Ronald. W. Dudek, (2016 p.17)’den.
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2.1.1 Ovaryumun Embriyolojisi

Embriyonun cinsiyeti, genetik olarak hemen dollenme sirasinda belirleniyor
olmasina ragmen, gonadlarin gelisimin 7. haftasina kadar erkek ya da disi yapisal
ozeliklerine sahip olmadig1 kesin olarak bilinmektedir. Oncelikle gonad, gelisiminin
baslangicinda s6lom epitelinin ¢ogalmasiyla baslar ve onun altindaki mezens
dukusunun yogunlagmasiyla devam eder, ayrica bir ¢ift uzunlamasina diizenlenmis
gonadal kabartilar bulunur (24). Genetik agidan primordiyal germ hiicreleri, disi bir
gonada ulasir ulasmaz oogonyumlara doniisiirler. Gelisimin dordiincii haftasinda
yolk kesesi duvarina, daha sonra da heniiz farklilagmasini bitirmemis durumdaki
gonadlara go¢ eder, besinci haftanin bitiminde yolculugunu tamamlamis olur ve orda
sabit kalir. Arka arkaya mitotik boliinmelerle siirekli cogalan oogonyumlar, 3. aymn
bitiminde yassi epitel hiicreleriyle sarilmis kiimeler halinde dizilirler (Sekil 2.2).
Gelisimleri tek bir hiicre ile baglar ve folikiil hiicreleri overin yiizeyini kaplayan yassi

epitel hiicrelerinden koken alirlar (22, 23, 24).

Antral folikul

Atrezik folikul Olgunluga yaklasmis

Gec primer folikul folikul

Erken primer folikul Olgun

folikul

albicans

~ patlamis M
foliki salinmis

oosit

korpus
luteum

Atrezik folikul
korpus hemorrhagicum

Sekil 2.2. Ovaryumun yapisi; medulla ve korteks -Ross (2003 p. 567)’den.
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Oogonyumlarin biiytimesi iki sekilnde gerceklesir. Birgogu mitoz ile
bolinmeyi siirdiiriirken, geri kalan kismi boliinmesini, I. mayoz bélinmenin profaz
asamasinda durdurarak oradan primer oosit olusturur. Over igindeki germ
hiicrelerinin sayis1 yaklasik 7 milyona ulastiginda ise gelisimin besinci ayia denk
gelmektedir. Besinci aydan sonra planlanmis hiicre oliimii baslar ve ¢ok sayida

oogonyum ve primer oosit atreziye ugrar (25).

Primer oositlerde DNA miktar1 ikiye katlanir, I. mayoz bdliinmenin profazinin
diploten sathasina girer. Bu oositler puberte donemine ve hatta menopoz sonuna
kadar o safhada bir bekleme siireci gecirir. Primer oositler diploten safthasina girince
her biri yass1 ovaryum epitel hiicreleri ile ayri ayr1 sarilirlar, bu yapiya primordiyal
folikiil ad1 verilir (Sekil 2.3). Primordiyal folikiillerin primer oosit boyutu 25 um
capidadir. Gevsek kromatinli, hafif eksantirik yerlesimli biiytik bir niikleus ile iri bir
niikleolusa sahiptir. Folikiil hiicreleri stroma destegiyle bir bazal laminaya yerlesir ve
apikal kistm oositlere dogru bakar. OMI (oocyt maturation inhibitor factor) adi
verilen bir faktoriin etkisi altinda primordiyal folikiiller puberteye kadar baskilanir ve
bekler. Overlerdeki primer oosit sayisinin 600,000-800,000 doguma kadar diiser
(26). Puberte donemine kadar kalan bu oositlerin ¢ogunlugu atreziye ugramaya
devam ederek puberte donemi baslangicinda sayis1 40,000 civarina diiser. Ancak
bunlardan 500’den daha az1 disi bireyin dogurganlik periyodu i¢inde ovulasyonla
gonadlardan disar1 atilir. Puberte donemine girdikten sonra folikiilleri barindiran bir
folikiil havuzu olusur. Bu havuz, disi gonad primordiyal folikiillerinden beslenir.
Primordiyal folikiillerden bir kistmi 6lmeye devam ederken, bir kisminin ig¢inde

antrum adi verilen bir boslukta s1vi birikmeye baslar. Béylece bu yeni olusan duruma

antral veya vezikiiler evre denilir (25, 26).
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lameller

Sekil 2.3. Primordiyal folikiil — Ross ve Pawlina (2011 p.834)’den.

Primer oosit bilylimeye basladiginda, etrafindaki yassi folikiiler hiicreler 6nce
kiibiklesir, sonra bir kag¢ kat ¢ogalarak ¢ok katli bir epitel tabakasina, yani graniiloza
hiicrelerine doniisiirler. Ortaya ¢ikan yeni yapiya primer folikiil adi verilir (Sekil

2.4).

graniloza
hicreleri

Call-Exner
cisimcigi

lamina

% graniloza
hicreleri

damarlan 404 pellusida

Sekil 2.4. A) Primer Folikiil B) Sekonder Folikiil - Ross ve Pawlina (2011 p.
834)’den.
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One cikan folikiil, folikiiler biiyiimenin en son evresine ulasir ve ovulasyon
icin hazir hale gelir. Graniiloza hiicre proliferasyonu ile folikiil sivisinin olusumunun
devam etmesi sonucunda ¢ap1 yaklasik olarak 2,5 cm’ye ulasan bu folikiile, olgun
folikiil ya da Graaf folikiilii ad1 verilir (27).

Ovulasyonun gergeklesmesinin hemen 6ncesinde antrum havuzunda biriken
stvinin siirekli artmasiyla folikiiller iyice sismis duruma gelir. Bu evreye kadar gelen
folikiillere olgun vezikiiller veya (matur) graafian folikiil denir (Sekil 2.5). Folikiil
stvist artinca folikiil boslugu giderek genisler ve biiyiir. Graniiloza hiicrelerinden
olusan ve oosit kiimiiliis ooforus adi verilen sap ile folikiil duvarina bagh konuma
gecer. Graniiloza hiicrelerinin ¢evrelerindeki over’i bag dokusundan ayiran ve teka
folikiilii adiyla adlandiran bir bazal membran iizerine otururlar. ilk basta oositin
cevresinde ince bir tabaka halinde bulunan zona pellusida; graniiloza hiicreleri ve
oosit tarafindan salgilanan glikoproteinlerce olusur. Daha sonra zona pellusida
tabakas1 daha kalin ve kararli, siki bir hal alir (24, 28). Bir taraftan folikiiller
bliylimeye devam ederken diger taraftan da folikiillerin teka hiicrelerinin gelisimi,
paralel olarak devam etmektedir. Teka internanin i¢ kisimi sekretuvar hiicrelerden,
dis kisim teka eksterna fibroz kapsiillerden olusur (29). Graniiloza hiicrelerin
arasinda gelisime devam ederken, i¢i sivi seklinde bosluklar belirir. Bu bosluklarin
birbirleriyle birlesmeleriyle antrum olusur ve bu yapiya folikiiler vezikiiler veya
antral folikiil denir. Oositin etrafindaki graniiloza hiicreleri sekilleri bozulmadan
kiimiiliis ooforusu meydana getirirler. Yasam boyunca her siklus déneminde birden
fazla folikiil gelisim siirecine girer. Saglikli ve gelisiminin tamamini bitirmis olarak

ancak bir ya da iki folikiil olur (29).
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Sekil 2.5. Graaf folikiilii -Ross (2011)’den

Sekonder folikiiliin olgunlagsmast bitince, Liiteinizan hormonun (LH) etkisiyle
preovulatuvar biiylime evresi baslar. I. mayoz boliinme tamamlanir ve her biri 23’er
cift kromozoma sahip iki yavru hiicre olusur. Kromozomlar1 igeren yavrulardan biri
sitoplazmanin tiimiinii alarak sekonder oosite doniisiir. Diger yavru sitoplazma
icermedigi i¢in birinci polar cisim adi verilen yapiy1 olusturur (24). Bu iki yavru
hiicrelerden biri sitoplazmanin tiimiinii alarak sekonder oosit olusur. Digeri ise
sitoplazma icermeyen 1. polar cisim haline doniisiir. Bu polar cisim, yavas yavas
kenara kayarak, sonunda zona pellusida tabakasinin i¢ kisminda ve sekonder oositin
hiicrenin perivitellin denilen bosluguna yerlesir. Sekonder oosit II. mayoz fazina
girer. Boliinme gerceklesir ancak ovulasyon baglamadan ii¢ saat once metafaz
fazinda duraklar. 1I. Mayoz bdliinme gerceklestiginde isi tamamlanir. Dollenmenin
gerceklesmedigi durumda ovulasyondan bir giin sonra dollenmeyen oosit dejenere

olur (25, 26).
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2.1.2 Ovaryumun Histolojisi

Ovaryumlarin mezovariyum olarak isimlendirilen bir mezenter yapiya sahiptir.
Mezovariyum ovarymun hilumundaki olduk¢a genis olan ligamente baglanir.
Visseral peritondan farklilasan bir ortii ile ovaryumlar sarilidir. Bu yap1 orijinal
olarak germinal epitel adiyla bilinir, ancak daha sik kullanilan bir terim olan
“ovaryum ylizey epiteli” olarak da kabul edilir (31). Ovaryuma sahip olan her

organizmanin ovaryumunun iki farkli boliimii vardir. Bunlar;
a. Dais kisim korteks
b. i¢ kistm medulla olarak bilinmektedir.

Korteks ve Medulla boliimlerinin arasindaki sinir belirgin degildir ve i¢ ice
bulunan iki bolimlerdir (Sekil 2.6). Tunika al fibroz bag doku yapisindan olusur ve
ovaryumun etrafini sarar. Korteksin diger kisimi helezonik paternde diizenlenmis
hiicrelerden zengin bag doku yapisindan olugmaktadir. Korteks kisminda
olgunlagmanin ve dejenerasyonun farkli fazlari gergeklesir. Oositle birlikte farkli
boyutlardaki ovaryum, folikiilleri igerir (31). Korteks ve medulla arasinda sinirlar
belirgin olamadigi gibi, folikiiller ve medulla arasindaki sinirlar belirgin degildir.
Bunun sebebi medullanin ¢ok fazla sinir, gevsek bag dokusunda lenfatik yap1 olmasi

ve ¢ok fazla kan damarlari igermesidir (32).

Sekil 2.6. Korteks Medulla histolojik yapisi, Ovaryum korteksi. H&E. Anthony L.
Mescher (2015)’den.
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Biitiin oogonyumlar, dogumla birlikte, profaz sathasina kadar ilerlemis olan
primer oositlere farklilagirlar. Kortekste bekleme durumundaki folikiillerden olan
primordiyal folikiiller, primer ve sekonder folikiiller olarak bilinen, olgunlagmakta
olan folikiiller ve olgun (matur) Graaf folikiiller gibi farkli evrelerdeki folikiiller de
yer alir. Tunika albuginea’nin altinda primordiyal folikiiller yer alir ve heniiz
gelisimi baglamamistir (33). Primer oosit, nukleusu belirgin olarak goriilen eksentrik
bir nukleolusu igermektedir. Primer oositi yassi epitel hiicrelerinin olusturdugu
folikiil hiicreleri c¢evreler. Bu hiicrelerin dis yiizeyi lizerinde uzanan ince bir bazal
lamina bulunur ve hiicreleri ¢evredeki bag dokusu tarafindan stromadan ayirir.
Oositlerin etrafin1 ¢evreleyen folikiil hiicreleri, boliinmeler gegirerek kiibik form
alirlar.  Kiibik bicimli folikiiller hiicrelerin sitoplazmalar1 graniiller bir goriinim
aldigindan, bu evreden itibaren artik graniiloza hiicreleri olarak isim alirlar ve distan
bir bazal lamina ile kaplanirlar. Stroma hiicreleri diger adiyla teka interna hiicreleri

olarak bilinen konsantrik bir kilifa farklilasirlar (24, 34).

Folikiil epiteli ve g¢evresindeki stroma, folikiillerin olgunlasmasi ile iligkili
olarak hem hiperplaziye hem hipertrofiye ugrar. Bu komponentler solid,
multilaminar 6zellikteki sekonder folikiilii olustururlar. Graniiloza hiicreleri folikiilde
mitotik olarak aktif bulunan, ¢ok katli duruma gelirler ve hiicrelerin sikica baglandigi
cok tabakali konsantrik bir yapiy1 olustururlar. Primer oositin ¢ap1 artar ve homojen,
eozinofilik ekstraselliiler bir tabaka seklindeki zona pellusida, hiicrenin plazma
membranini etrafinda ¢evreler. Proteoglikanlar1 bolca igeren zona pellusida, oosit ve
graniiloza hiicreleri tarafindan sentezlenir. Folikiill cap1 biiyiidilk¢ce graniiloza
hiicreleri 8-12 tabakaya ¢ikar, onlarin arasinda kiigiik, diizensiz sivi ile dolu bosluklar
kalir ve bu folikiil yapis1 artik sekonder (vezikiiler veya antral) folikiil yapisim

olusturur (35).

2.1.3 Ovaryum Folikiillerinin Yapisi

Hem folikiil hiicreleri hem de graniiloza hiicreleri, ovaryum folikillerinin
gelisimi boyunca yiliksek bir mitotik aktiviteye sahiptir. Bu hiicreler zona
pellusida’nin sentezi ve devamliliginin saglanmasindan sorumludur. Hiicrelerin

sitoplazmalari, graniillii endoplazma retikulum (GER) ve serbest ribozomlarca
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zengindir. Graniiloza hiicreleri arasinda baglanti kompleksleri igerir (36). Ovulasyon
esasinda folikiiliin yapisinin bozulmamasi gerekmektedir. Dolaysiyla, zona pellusida
ve korona radiyata’nin yapisal ve fonksiyonel biitiinliigiiniin korunmasindan sorumlu
dezmozomzlar bulunmaktadir. Hiicreler arasindaki iletisim ve etkilesim elektriksel
ve iyoniktir (37). Sferik sekilde ve eksentrik yerlesimli bir ¢cekirdege sahip, biiylik ve
yuvarlak oositterdir. Cekirdekteki kromatin diizeni daginik ve c¢ekirdek kilifi
diizensizdir. Cekirdek etrafindaki oosit sitoplazmasinda sikica paketlenmis
sitoplazma filamanlari, yuvarlak mitokondriler, serbest ribozomlar, endoplazmik
retikulum ve c¢esitli vezikiiller icerdigi organellerden bazilaridir. Folikiiliin graniiloza
hiicreleri, zona pellusida ve oosit ile aralarinda kalin ve belirgin bir ekstraselliiler

tabaka bulunur. Oosit ve graniiloza hiicrelerinden ¢ikan ince mikrovilluslar, zona

pellusida i¢ine uzanir ve onu kompakt hale getirir (36, 37) (Sekil 2.7).

Sekil 2.7. Primordiyal, primer ve fekonder follikullerin histolijik inceleme. Anthony
L. Mescher (2015)’den.

A) primordiyal folikiil, Ovaryum korteksinin bir¢ok primordiyal folikiil ve
yassi folikiiller hiicreleri (oklar) graniiloza hiicrelerin (G) primer oosit (O) etrafinda
tek katli kiibik bir tabaka, iki adet tek katmanli unilaminar primer folikiil
bulunmaktadir (UF). B) Primer Folikiil, graniiloza hiicreleri (G) bir¢ok {ist iiste
tabaka goriiniiyor. Oosit (O) ve onun tarafindan iiretilen zona pellusida (ZP) bulunur.
Folikiil g¢evreleyici yani graniiloza etrafinda stromadan ayiran bazal membranda

(BM) var C) Sekonder folikiil, hiicrenin iirettigi folikiiller siv1 ile dolu antral
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bosluklar veya vezikiiller (A) igerir. Oosit (O) zona pellusida (ZP) ve folikiiliin
duvarin1 graniiloza hiicreleri (G) tarafindan sarmistir Biiyiiyen folikiiliin digindaki
fibroblastik hiicreler teka interna (TI) ve onu donatan teka eksterna (TE) gelisimi

tamamlamak iizere. PT. Anthony L. Mescher (2015).

2.1.4 Korpus Luteum

Graaf folikiili ovulasyonda riiptiire olduktan sonra sekonder oositler
serbestlesir, folikiiller yapinin geri kalani ise korpus luteum (sar1 cisim) olarak
bilinen gegici glandular olarak adlandirilan bir yapiy1 olusturur. Folikiile kollabe
olur, iceriye dogru cok fazla ¢okiintii goriinimlii bosluklar ve kivrimlar olusur.
Liimeni fibrin i¢eren sivi ve kan ile dolar. Antral bosluktaki bu ¢okelti pihtiya
doniisiir ve daha sonra yerini fibr6z skar dokusu olusur. Bu korpus luteum olustuktan
sonra, erken korpus albikans yapiya doniisiir. Daha sonra eski korpus albikans yapi1

hali alir ve kaybolur (38).

Graniiloza hiicreleri ve teka interna hiicreleri arasinda bariyer olarak gorev alan bazal
membran pargalanir ve Onceden avaskiiler olan graniiloza hiicrelerinin vaskiiler
invazyonu gerceklesir. On hipofizden salgilanan liiteinizan hormon, hem graniiloza
hiicrelerini, hem de teka interna hiicrelerini belirgin histolojik degisiklikler
olusturacak sekilde tetikler ve bu hiicreler pes pese graniiloza lutein hiicreleri ve teka
liitein hiicreleri olarak adlandirilir (39). Bdylece hiicrenin sayisi ve boyutu artar.
Hafif eozinofilik boyanan graniiloza ve teka lutein sitoplazmalarinda ¢ok sayida lipid
damlaciklar1 birikir. Her iki hiicre tipi de steroid-sentezleyen hiicrelerle ortak
ozelliklere sahiptir (Sekil 2.8). Ayrica graniiloza lutein hiicrelerince progesteron

hormonu salgilanirken, teka lutein hiicreleri ise, 6strojen hormonunu salgilar (40).
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Sekil 2.8. Korpus luteum H&E Antony L. Mescher (2015)’den.

Folikiil ovulasyon siirecine katildiktan sonra geriye kalan artiklar biiyilik
endokrin sar1 cisim olarak adlandirilan bir yapidir. A) Ovulasyon sirasinda ufalan
teka eksterna gibi eski graniilozanin tabakalar ile biitiinlesen korpus luteum (CL).
Ovulasyon sirasinda teka interna tabakasindaki kan damarlarinin hasar gérmesi ile
olusan kan pihtist (BC) bulunur. B) Graniiloza lutein hiicreleri (GL) hipertrofiye
ugramis. Teka lutein hiicrelerinin (TL) boyutlar1 biiyiimeye basliyor, graniiloza lutein

hiicrelerine gore daha koyu. H&E Antony L. Mescher (2015).

2.1.5 Ovaryum Medullasi

Ovaryum'un merkezinde bulunan medulla gevsekge Orgii olusturan kollajen,
fibroblastlar ve elastik lifleri i¢eren bag dokusundan olusur. Bag dokusunun yani
sira, biiylik kan ve lenf damarlar ile sinir lifleri medullanin yapisinda yer alir (38).
Folikiiller atrezi sirasinda graniiloza hiicreleri ile oositler yikima ugrarken, teka
interna hiicreleri etkin steroid salgi yapmaya devam eder. Medullada artik yerlesmis
bu epiteloid hiicrelere “interstisyel hiicreler’ denir. Bu hiicreler, kiimeler olusturmak
amaciyla bir araya gelirler ve ‘intersitisiyel bezleri’ insa ederler. Islevlerini puberteye
kadar yapmayan intersiyel hiicreler puberteden baslayip menapoz’a kadar siirdiiriirler

ve Ostrojen salgilarlar (39, 40). Ovaryum medullasindaki diger epiteloid hiicre tipi
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hilus hiicreleridir. Bu hiicreler testislerdeki Leydig hiicreleriyle 6zdes organel icerigi

ve sitoplazmik 6zellige sahiptirler. Onun disinda androjenleri salgilarlar (23, 37).

2.1.6 Ovaryumda Steroid-Salgilayan Hiicreler

Ovaryumdaki teka interna hiicreleri, graniiloza liitein ve teka liitein hiicreleri
steroid salgilayan hiicreler oldugundan daha 6nce de bahsedilmistir (36). Bu hiicreler
sadece disi tireme sisteminde degil, erkek iireme sistemindeki ve steroid iireten diger
organlardaki steroid salgilayan hiicrelerle ortak ince yapi1 Ozelliklere sahiptir.
Icerdikleri bircok yapisal 6zelliklere ek olarak kolesterol tutulumunu ve kolesterolii
steroid hormonlara doniistiirmeyi kolaylastirmaya yonelik gorevleri de vardir (41).
Bununla iligkili olarak hiicre yiizeyi tizerindeki plazma membranlarinda ¢ok sayida
mikrovillus ile kolesterol aliminda diisiik-dansiteli lipoproteinler igin reseptorler
iceren clathrin (klatrin) -kapli bogumlar yer alir. Mikrovilluslarin altinda,
mikrovilluslara dogru uzanan sikica paketlenmis bol miktarda filamanlarin
bulundugu dar bir alanda ince yapili sitoplazmik zon uzanir. Steroid sentezinden
sorumlu organellerden olan diiz endoplazma retikulum (DER) ile tiibiilovezikiiler
kristali ¢ok sayidaki mitokondriyon spesifiktir. DER; kivrimli dalgali yapiyla,
birbiriyle iliskili ve interdijitasyonlar yapan sisternalardan olusur. Kolesterolun
biyosentezinde steroid hormon yapimiyla baglantili enzimler barindirir.
Sitoplazmada ayrica iy1 gelismis Golgi kompleksleri de yer alir. Serbest ribozomlar
ile GER elemanlariin oranlari, protein sentezi aktivitesine gore kategorize edilir (41,
42). Kolesterol deposu olarak bilinen lipid damlaciklari da ¢ok miktardadir.
Hiicrelerin ¢ogu, cok sayida mikrovillusun bulundugu ve bir perikapiller boslugu
sinirlayan serbest bir ylizeye sahiptir. Hiicreler, perikapilleri boslukta ince bir bazal
lamina ile sinirlanirlar. Steroid sentezleyen hiicreler birbirlerine ¢ok sayidaki baglanti
ile (gap junctionlar) baglanmiglardir, bu baglantilar olasilikla hiicrelerin hormonal
aktivitesinin kontroliinde mekanizma bulunur. Hiicrelere komsu kapillerler klasik bir
fenestrali kapillerlerdir, endotel gecirgenligi yiiksektir ve bdylece salgi olusturan

tirtiniiniin dolagima hizl1 ve etkin bir gegisi saglanir (42).

2.1.7 Ovaryumdaki Steroid-Salgilayan Hiicreler

Ovaryum, diside gamet hiicresinin {liretilmesi ve steroid yapidaki hormonlarin

sentezlenip salgilanmasi iglemlerinin gerceklestirildigi tek yerdir. Ovaryumda baslica
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iki 6nemli hormon salgilanir; bunlar dstrojen ve progesterondur. Ostrojen genital
organlarin i¢ ve disg bolgelerinin biiylimesinden sorumlu olmak ile birlikte; puberte
doneminde disilik karakterinin olusumundan ve gelisiminden sorumludur.
Progesteron ise basta uterus olmak iizere i¢ genital organlarin gebelige hazirlanmasi
ve lobiiler proliferasyonu uyararak da meme bezinin laktasyona hazir hale

getirilmesinden sorumludur (43).

2.2 CINKO OKSIT NANOPARTIKUL

Nanopartikiiller; biyolojik, kimyasal ve fiziksel siire¢ler sonucunda olusan,
dogal ortamda bulunabilen ve boyutlar1 1 ile 100 nm arasinda degisen kiigiik
partikiiller olarak tanimlanmaktadir (44). Nanopartikiillere maruz kalmanin insan
viicudu ve gevre i¢in potansiyel olarak tehlikeli oldugu bilinmekle birlikte; insan
sagligr tlizerindeki olumsuz etkileri, bireyin genetik yatkinligt ve mevcut
hastaliklarinin yani sira maruz kalinan nanopartikiillerin sahip olduklar sekil, boyut,
yapi, organik ve inorganik kaplamalar gibi bircok 6nemli 6zellige bagli oldugu da
bilinmektedir (45, 46). Ayrica, nanopartikiillerin olduk¢a kiigiik pargacik
biiylikliigiine ve nispeten yiiksek bir yiizey alanina sahip olmasi sebebiyle
solunmasinin, yutulmasmin ve hatta dermal absorpsiyon (deri emilimi) yoluyla bu

partikiillere maruz kalinmasinin daha da artmas1 muhtemel goriilmektedir (47, 48).

Son yillarda gerceklestirilen bircok c¢alismada nanopartikiillerin (6zellikle
metal nanomalzemeler, nanometre-oksitler, karbon kapl nanopartikiiller ve kuantum
noktalar:) sebep oldugu toksik etkilerden siklikla bahsedilmistir  (49).
Nanopartikiillerin hiicrelere niifuz ederek hiicrelerde ROS iiretimine veya hiicre ici
oksidatif stresin artmasina sebebiyet verdigi boylece biyolojik yap1 ve fonksiyonlarda
bozukluklar meydana getirdigi gosterilmistir (45). Nanopartikiillerin neden oldugu
toksik etkiler, apoptoz veya hiicre Oliimii ile sonuglanan doku iltihaplanmasi ve

hiicresel redoks durumundaki dengesizlikler seklinde tanimlanmaktadir (49-52).

Ornegin, altin ile kapli NP'lerine (Au NP'ler) maruz kalmanin insan fetal
akciger fibroblastlarmdaki 19 genin ekspresyonunu degistirdigi bildirilmistir (53). In

vitro deneylerde ayrica, 10 nm nanogold partikiillerinin graniiloza hiicreleri
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tarafindan absorbe edilmesinin steroidogenez dengesizligi ve ovum displazisi ile

sonuglanabilecegi belirtilmektedir (54).

Kullanilan bazi NP’lerin ovaryum, oosit ve embriyo iizerindeki etkileri

Cizelge 2.1°de gosterilmistir.

Ayrica, bazi nanopartikiiller kan-testis bariyerine, plasenta bariyerine ve kan-
beyin bariyerine niifuz edebilir ve hatta farkli hiicrelerde de birikebilir (55-57). Bu
nedenle de nanopartikiillerin neden oldugu iireme toksisitesi giin gectikce Onem
kazanmaktadir. Son zamanlarda yapilan ¢aligsmalar, solunum yolu ile alinan, yutulan
veya deri yolu ile emilen nanopartikiillerin dolasim sistemi boyunca yer
degistirebilecegini ve hatta farkli iireme organlarinda ve fetiiste birikebilecegini
gostermistir (55, 58). Ozellikle de nanopartikiillerin kadm {ireme sistemindeki
toksisitesi iizerine yapilan arastirmalar temel olarak su bashiklar1 kapsamaktadir:
Ureme kabiliyeti, embriyonik gelisim sirasinda teratojenik etkiler ve perinatal

donemdeki doller tizerindeki etkisinin incelenmesi (54, 59).
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Cizelge 2.1. Metal oksit NP’lerin ovaryum, oogenezis ve embriyo tizerinde toksik etkileri,
Cong-Cong Hou and Jun-Quan Zhu (2017)’den.

Metal oksit NP’lerin ovaryum, oogenezis ve embriyo iizerinde toksit etkileri

NP Boyut Konsantrasyon Model Etki Referans

TiO: 5106 nm 10mg/kg Fare Premature oogenezis,ovaryumda [19]

apoptoz sebebi, gelisimdeki primer
ve sekonder follikiilerin atrezi orani

artirir
TiO; 25 nm Unknown Rat Follikiil biiylimenn deformasyona  [36]
nedm olur, oositin olgunlasmasim
inhibe ediyor
TiO; 20+7 nm 1-5 pg/mL [37]
CHO-KI Genotoksisitesi ve sitotoksisitesi
cell
line
10, Unknown 2.5,5,and 10 Genlerin gen ekspresyona nedem [41]
mg/kg of body Fare oluyor
weight
TiO: Unknown 0.001-100pg /ml  Invitro P4 ve E2 diizeyi etkiliyor, [51]
reprodatktif fonksyonlar durduruyor
TiOs 25-75 nm | pg/ul Fare (58, 74]
TiO: 10 nm 100 mg/kg of Rat PB geciyor ve fetal merkez sinir [71, 73]
body weight sistemin gehisimi etkiliyor
10, <100 nm 100 mg/kg of Rat Norotoksisitesi olusturur, apoptoz [72]
body weight artirir norogenezis azaltir
TiO, 35 nm 0.8 mg per Fare Fetal kara(:l.écrc ve beyine ycr.l?asq‘or (76]
mouse Plas;ntanm trlcc:f?llalasltlcr ctl;:lhyor
- 3 N Plasenta toksisitesine sebe
no; dnm 9810 mg Fxvivo Genotoksisitesi ve sitotoksisiltjcsi (83]
AlLO; 28419 nm 1-25 pg/mL CHO-KI [37]
cells
CeO: 35 nm 100 uM Fare Endositoz yolu ile Follikul hucrede [28]
CeO: 35 nm 10 and 100 mg/L Fare toplanir ve zona pelusidayi donatir [39]
Zinc oxide <100 nm 500 mg/kg Rat Endositoz yolu ile Follikul hucrede  [g0)
Atretik follikul artirir, E2 ve P4
sentezlenmesine engeler, sinyal
- . . yolaklarin sentezlenmesini engeler,
Zinc oxide ~20nm 50 m:‘kinr 100 Rat din flamasyon, oksidatif stres, l‘i o S- [47]
g/kg

Ovulasyon orani azaltir

Ayrica, nanopartikiillerin in vitro ¢alismalarda, farkli hayvan hiicrelerinde
tireme toksisitesi iizerinde; in vivo calismalarda ise hayvan modelleri iizerinde
giderek daha fazla rapor edilmektedir. Metal oksit nanopargaciklarindan biri olan
¢inko oksit nanopargacik (ZnO NP), kozmetik sektoriinde (giines koruyucu losyon ve

kremler, ayak bakim {irlinleri, merhemler ve regetesiz yerel tirlinler), pigment 6zelligi
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gosteren triinlerde, kaplamalarda ultraviyole [UV] koruma, boyalarda, mantar
ilaclarinda), elektronik cihazlarda ve katalizorlerde yaygin olarak kullanilmaktadir
(60). ZnO NP'lerin yaygin olarak kullaniliyor olmasma ragmen, insanlar igin
gilivenilirligi hala tartisilmaktadir. Son zamanlarda yapilan bir arastirma, ZnO (ve
CuO) NP'lerinin, bilesigin yiiksek ¢oziiniirliglinden dolay1r metal oksit NP'leri ailesi
icinde ayr1 bir grup olusturdugunu gostermistir. Test edilen cogu metal oksit NP i¢in,
in vivo ve in vitro toksisite, bant araligi enerjileri *band-gap energy’ ile tahmin
edilebilirken, ZnO (ve CuO) NP toksisitesi, doku veya hiicre igerisindeki

¢oOziiniirligliyle belirlenmektedir (61).

Cesitli metal NP'leri arasinda, ZnO NP'leri, hiicrenin antioksidan kapasitesi
asildiginda, oksidatif strese ve sonunda hiicre Oliimiine yol agan reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) olusmasiyla gelismis sitotoksisite gostermektedir (58). ZnO
NP'lerin ¢esitli kanser hiicrelerinde neden oldugu sitotoksisite arastirildiginda; artan
oksidatif strese bagli olarak, hiicre ici (Ca*?) diizeyinde artis gdzlenirken ve MPT de
diisiisiin gorildiigii bildirmistir. ZnO NP'leri BEAS-2B brons epitel hiicrelerinde ve
AS549 alveoler adenokarsinom hiicrelerinde interlokin (IL) -8 tiretimini uyardigi (55),
ve bunlar RAT264. 7 hiicrelerinde MPT'yi, membran biitiinliigli kaybin1 ve p53
yolunun aktivitesini azalttigr bildirilmistir (62, 63) ZnO NP'leri sadece
sitotoksisitenin indiiklenmesiyle kalmaz, aynm1 zamanda da A431 insan epidermal
hiicrelerinde DNA hasar1 (57), ve insan SHSY5Y noronal hiicrelerinde mikrontikleik
tiretimi, H2AX fosforilasyonu ve DNA hasar1 da dahil olmak iizere ¢esitli hiicrelerde
farkli genotoksisiteye neden de oldugu bilinmektedir (64). Ayrica; ZnO'nun
toksisitesi, hayvan modellerinde testisleri de dahil olmak {izere cesitli organ ve doku
ornekleri kullanilarak arastirilmistir ve gergeklestirilen bazi ¢alismalarda nZnO'nun
daha ¢ok kadin iireme sistemini ve dogurganlik oranini olumsuz ydnde
etkileyebilecegi gosterilmistir. Bu baglamda kullanilan civciv oositlerinin nZnO'ya

maruz kalmasinin civciv gelisimlerini engelledigi belirtilmistir (65).

Zhai ve ekibinin 2018 yilinda fareler iizerinde gergeklestirdigi ¢aligmada; in
vitro deneylerde ZnO NP'nin fetal yumurtaliklara niifuz ettigi ve esey ana
hiicrelerinde sito-toksisiteye neden oldugu aciklanmaktadir. Ayrica, ZnO NP'ye
maruz kalmanin, temel olarak hiicresel DNA hasarini indiiklemis olacagini ve bunun

sonucu olarak da, fetal yumurtaliklarda apoptozla iliskili proteinlerin
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ekspresyonunun artmastyla sonuglanmis olabilecegi belirtilmektedir. Elde edilen
veriler dogrultusunda da ZnO NP'nin dogum Oncesi ve sonrasi oogenez ile ilgili
siirecleri etkileyebilecegini ve DNA hasarin1 arttirdigin1 ve yumurtalik folikiil
rezervini azalttigin1 gosteren bulgular elde ettigi bilinmektedir. Sonug olarak; Metal
nanopargaciklarin elektronik triinler ve tablolar-resimlerde dahil olmak {izere pek
cok alanda yaygin olarak kullanilmasi bu maddelere maruz kalma ihtimalini biiyiik
Olclide arttirmistir (56-60). Bu nedenle de NP’lerin kullanimi1 ve toksik etkileri
tizerine gergeklestirilen calismalara biiyiikk Ol¢iide onem verilmektedir. NP'lerin
plasenta bariyerine niifuz edebilmeleri ve embriyoda toksisitesiye neden olmalari
nedeniyle, embriyo ya da fetusun gelisim sirasinda NP'lerin maruziyetine karsi
savunmasiz kaldigi bilinmektedir (55). Karbon ve giimiis ile kaplanmis NP'lerin
iireme ve gelisim lizerindeki toksisiteleri yakin zamanda arastirilmistir (54). Ayrica,
hayvan modellerinde gergeklestirilen galismalarda ZnO'nun toksisitesi, testisler dahil
olmak tiizere ¢esitli organ ve dokular1 da etkiledigi elde edilen bulgular arasindadir ve
hatta bazi aragtirmalar ZnO'nun kadin iireme sistemini ve dogurganligini olumsuz
yonde etkileyebilecegini gostermistir (56-59,62, 65). Bununla birlikte, dogum 6ncesi
donemde maternal olarak ZnO'ya maruz kalmanin sonuglar1 ve bu maruziyetin sebep
olacag1 yavru dollerdeki oogenez iizerindeki etkiler hakkinda heniiz yeterli bilgi elde
edilememistir. Ornegin, in vitro calismalar, bazi NP'lerin graniiloza hiicreleri
tarafindan hapsedilebilecegini ve bu nedenle ovumun hormon salgilanmasinda ve
displazisinde degisikliklere yol agabilecegini gostermistir (56). NP'lerin hem
hiicrelere hem de graniil hiicrelerine girebilecegini ve normal fonksiyonlarim
etkileyebilecegini, ozellikle de hormon salgilanmasinda anahtar rolleriyle ilgili
oldugunu gosteren iyi belgelenmis c¢alismalar bulunmaktadir (56).Yumurta
hiicresinin salinmasindan once teka hiicreleri tarafindan salgilanan androjen ve
androstenedionlar, graniil hiicrelerine yayilir ve sonrasinda steroid hormonlarina
dontigiir. Bu siiregte, NP'ler yumurtaliklarda bu salgi hiicrelerini tahrip ederek
cinsiyet hormonlarmnin salgilanmasini dogrudan etkileyebilmektedir (66, 67). In vivo
calismalar, disi farelerde titanyum dioksit NP'lere (TiO2-NP) maruz kalmanin uzun
siire (90 giin boyunca) cinsiyet hormonlarinda ve mineral element dagiliminda
dengesizlikle sonuglandigini, gebelik oranmin diismesine, oksidatif stresin ve

yumurtaliktaki gen ifadesinin bozulmasina neden oldugunu gostermistir (55, 56).
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Dahasi, siganlarda yapilan in vivo deneyler 34.9 + 14.8 nm biyiikligiindeki giimiis
NP'lerin anneden plasenta ve anne siitii yoluyla yavrulara aktarilabilecegini
gostermistir (68). Oogenez, yumurtalik folikiillerinde meydana gelen ve oogonia'dan

olgun bir yumurta olusumunu igeren gelisimsel bir siiregtir (69) (Sekil 2.9).

Teka hiicreleri tabakasi

NP’ler graniiloza ve teka
hiicrelere
niifuze eder (agik gri)

Graniiloza hiicreleri tabakasi
Normal graniiloza hiicresi
Apoptotik hiicreler

NP’ler ile graniiloza hiicreleri -
8 NP’ler oositin etrafin

sarar (acik gri) (29)

Zona pelusida Anormal oosit

Sekil 2.9. Nanopartikiillerin hiicreye etkisi. Cong-Cong Hou ve Jun-Quan Zhu
(2017)’den.

Nanopartikiiller gelisen folikiillere penetre oluyor ve oositin olgunlasmasina
karisir. NP sitoplazmada, teka ve graniiloza hiicrelerinin nukleuseunda birikir. Bu
NP’nin birikimi ovaryumun hiicrelerinde apoptoza neden olur. Antrumun boslugun
biiylimesinin hizlandirmasina nedeni olur. En biiyliik NP birikim Oositi ¢evreleyen
kiimiiliis hiicreleri tabakasinda gerceklesir. Daha az miktarda zona pellusida da
bulunur, onun kalin ve siki baglantisindan dolayidir. Cong-Cong Hou ve Jun-Quan
Zhu (2017)’den.

Folikiiler atrezi (Folikiillerin dogustan tikali olmasi), memelilerde folikiillerin
gelisimi, folikiillerin olgunlasmasi ve yumurtlamanin gerceklesmesi i¢in dogal bir
fizyolojik stirectir. Folikiil atrezisinin hormonal olarak diizenlenmesi 6strojen,
gonadotropin salgilayan hormon (GnRH), gonadotropik hormon, androjen ve
biliylime hormonu tarafindan gergeklestirilir (70, 71). Tipik bir folikiil, disaridan ice
dogru incelendiginde; teka hiicre tabakasi, bazal membran, graniiloza hiicre tabakasi,

zona pellusida ve oosit katmanlarindan olugsmaktadir.
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Son raporlar, NP'lerin tekal hiicreleri ve graniiloza hiicreleri tarafindan
endositoz olabilecegini, bu da anormal hormon salgilanmasina ve in vivo 00sit

gelisiminin sona ermesine yol agabilecegini gostermistir (72).

Baska bir deyisle, belirli bir biiyiikliikteki NP'ler salgi hiicrelerinde birikebilir ve
yumurtaliklarda hormon salgilanmasini dogrudan etkileyebilir. Bununla birlikte,
NP'lerin aslinda oositlere niifuz edip iglerinde birikebilecegini gosteren hi¢bir kanit
yoktur. Bunun nedeni ¢oklu folikiil katmanlarina ve zona pellusida'nin 6zel yapisina

baglanabilir (73).

NP'ler kan-beyin bariyerini (BBB) gecebilir veya cevreleyebilir ve merkezi sinir
sisteminde (CNS) birikir. NP’lerin sinir sistemini bu sekilde uyarmasinin olasi zararl
etkilerinden biri, hormon salgilanmasimin bozulmasidir. GnRH, folikiil uyarici
hormon (FSH) ve hipotalamus tarafindan salgilanan luteinize edici hormon (LH) gibi
norohormonlar, oogenez sirasinda pozitif ve negatif geri besleme diizenlemesinde

onemli rol oynar. NP'ler dolayli olarak bu cinsiyet hormonlarinin dengesini bozarak

oogenez ve yumurtalik sagligini etkileyebilir (74) (Sekil 2.10).

Ovaryum o S
% Teka hiicreleri >

.o fe . ¢
) 4&(- Granlloza
> > ¢ ‘_;._ hiicreleri
i i L y  Z lusid
g o Primordiyal follikil &gy T
§ e GnRH Lo el te Primer oosit (erken) e
g /‘ Primer oosit (olgun)
~ o Ostrojen
..o. ,_=:§- i o S Progesteron
H \\
T\
2 ° 5
= Hipofiz
g. LHve FSH Graniiloza
hiicreleri
Kumulus hiicreleri — —
R
parasekresyon | Graaffollikiil Sekonder follikiil
parasekresyon

Sekil 2.10. NPlerin ovaryumun salgilayict hormonlara ve hipotalamik-hipofiz-
gonadal eksen iizerindeki etkisi. Cong-Cong Hou ve Jun-Quan Zhu (2017)’den.
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NPler iki sekilde hormon sekresyonunu etkileyebilir; 1. NP Kan beyin
bariyerini gegerek hipotalamusa ve hipofizin salgiladigt LH, GnRH ve FSH
hormonlar1 hiicrelere ulasir. Burada NP pozitif ve negatif hipotalamik-hipofiz-
gonadal eksen feedback’i inhibe eder ve ovaryumun Ostrojen ve progesteronun
normal salgilanmasina kismen etki eder veya tamamen durdurur. 2. NP dolasim yolu
ile yumurtaya girer, teka ve graniiloza hiicrelerinde birikir ve steroidogenezi etkiler.
Suana kadar yapilan arastirmalarda bu parasekresyonlarin ovaryum hastaliklarina ve
displazik oosite nedeni oldugunu arastirmaktadir. Cong-Cong Hou ve Jun-Quan Zhu
(2017)’den.

Nanoteknoloji ve nanomalzemelerin ticari kullanimlar1 diinya genelinde
artmaya devam ettikge, isyerinde istemeden maruz kalma ya da NP'lerin uygulama
riski artmakta ve gittikce daha fazla sayida NP, potansiyel kusak etkileri ile
embriyonik gelisimi bozabilir (61).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), proteinler, lipitler ve poliniikleotitler dahil
olmak iizere hiicresel makromolekiillerin oksidatif modifikasyonlar1 bakimindan
oldukca aktif olan oksijen metabolitleridir. Hiicresel redoks homeostazi, ROS {iretimi
ve hiicredeki antioksidan sistem arasindaki denge ile saglanir; ROS asir
uretildiginde veya endojen antioksidan kapasitesi azaldiginda, ayirt edici olmayan
oksidasyon zararli etkiler yaratarak “oksidatif stres” e neden olur. Bir¢ok ¢alisma,
asir1 oksidatif stresin hiicreye zararli oldugunu ve ciddi sitotoksisiteye neden
oldugunu kanitlamistir (62). Mitokondri, ROS kaynagidir. ROS seviyesi asildiginda,
mitokondriyal biitlinliik ve zar yapilar1 zarar goriir; nihayetinde redoks denge sistemi
tehlikeye girer ve bu sonugta mitokondriyal fonksiyon bozukluguna yol acar ve
ayrica hiicresel makromolekiillere, 6zellikle de DNA'ya ciddi hasar verir (54). DNA
hasar1 kapsaminda, hiicrenin kaderi; hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, DNA’nin
onarilmasi ve apoptotik yolaklarin aktivasyonu ile belirlenir (63, 64). Ayrica, DNA
hasar1 kromozomal kirilma ve mikroniikleus olusumuyla sonuglanabilmektedir.
Mitokondriyal membran potansiyelinin (MPT) kaybi, sitokrom c'nin intermembran
bosluguna salinmasina neden olur ve kaspazlarin aktivasyonundan bu sitokrom c
sizintis1 sorumludur (54) (Sekil 2.11). Bu nedenle, ROS, hiicre 6liimiine yol acan

hem apoptoz hem de otofaji i¢in dnemli ve kritik bir rol almaktadir (65).
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Cesitli metal NP'leri arasinda, ZnO NP'leri, hiicrenin antioksidan kapasitesi
asildiginda, oksidatif strese ve sonunda hiicre Sliimiine yol acan reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) olusmasiyla gelismis sitotoksisite gostermektedir (66). ZnO
NP'lerin ¢esitli kanser hiicrelerinde neden oldugu sitotoksisite arastirildiginda; artan
oksidatif strese bagli olarak, hiicre i¢i [Ca+2] diizeyinde artis gdzlenirken ve MPT de
diistisiin goriildiigi bildirilmistir. ZnO NP'leri BEAS-2B brons epitel hiicrelerinde ve
AS549 alveoler adenokarsinom hiicrelerinde interlokin (IL) -8 tliretimini uyardigi, (55)
ve bunlar RAT264.7 hiicrelerinde MPT'yi, membran biitiinliigi kaybini ve p53
yolunun aktivitesini azalttigir bildirilmistir (66, 67). ZnO NP'leri sadece
sitotoksisitenin indiiklenmesiyle kalmaz, ayn1 zamanda da A431 insan epidermal
hiicrelerinde DNA hasar1 (54) ve insan SHSYS5Y noéronal hiicrelerinde mikrontikleik
tiretimi, H2AX fosforilasyonu ve DNA hasar1 da dahil olmak iizere ¢esitli hiicrelerde

farkli genotoksisiteye neden de oldugu bilinmektedir (68).

ENDOSIITOZSUZ NP’lerin

ENDOSITOZA BAGLI NP’ler app
GIRISi

GIRISI

SIS RS e it . NP’ler Sitoplazmada Serbest
Lizozomal ortam tarafindan iyon salinimi :

(6rn.Ag*,Aul*/3+,Fe2*/3+Cd2*,vb.)

Artmis ROS
Spesifik iyon toksisitesi Aapoptoz
(enzim inaktivasyonu, - DNA Hasari
Mitokondri hasari

mitokondri membranin

depolarizasyonu) ve Membran hasari

lizozom hasari

Sekil 2.11. Nanopartikiillerin hiicreye girisi. Stefania S. Randy P. Carney, Virgilio
B. (2014)’den.
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NP hiicreye iki sekilde entegre olur: 1). Endositozla, enerji harcayarak
NPlerin hiicreye girisi gerceklestikten sonra vezikiiller, endozomlar ve lizozomlar
igerisinde hapsedilmis sekilde sitoplazmaya entegre olur. Lizozomal pH bozarak
ZnO NP toksik iyonlar1 sitoplazmada serbest hale kalirlar. Serbest bulunan toksik
iyonlar baska organellere girmeye baslar, enzimlerin inaktivasyonu ve proteinlerin
denaturasyonuna neden olur. Sonug olarak artmig ROS seviyesi, apoptoza, DNA ve

membran hasarina nedeniolur.

2). Higbir enerji kullanmadan tasiyici ihtiya¢ olmadan direk sitoplazmaya

giren NP etkiyi direk yaratir. Stefania S. Randy P. Carney, Virgilio B. (2014)’den.

2.3 L-ARJININ

Arjinin, temel aminoasitlerden biridir ve hiicresel fonksiyonlarda énemli rol
oynamaktadir. Proteinlerin yapisinda yer almasinin disinda, poliaminler, iire, nitrik
oksit (NO), kreatin ve agmatin fosfat gibi azotlu bilesiklerin sentezinde de gorev
almaktadir (69-74). Arjinin aminoasidinin biyosentez metabolizmasinda cesitli
yolaklar es zamanda ¢alismaktadir (Sekil 2.12). NO iiretimi araciligi ile hiicre ici
sinyal sisteminde, ornitin ve poliaminlere metabolize olarak hiicre proliferasyonunda
yer almaktadir. Arjinin NOS (nitrik oksit sentaz) izoformlarina ek olarak iki arjinaz
1izoformu araciligiyla bircok biyokimyasal reaksiyonda substrat olarak kullanilir (75,
76). Karacigerde bulunan ve L-arjinin’i ireye ve ornitine ¢eviren arjinaz enzimi; lire
dongiisiinde son enzim olarak da yer alir. L-arjinin, ¢ok sayida fizyolojik siirecte yer
alan katyonik, yar1 esansiyel bir aminoasittir. L-ornitin, L-prolin, poliamin, agmatin,
iire, kreatin, nitrik oksit (NO) ve protein sentezinde gorev alan bir 6ncii maddedir.
Ayrica ubikitin-proteozom yolu ile protein yikiminda da gorev alir. Biiyiime
hormonu, prolaktin, insiilin benzeri biiylime faktorii uyarimi gibi bir¢ok biyolojik

yolakta 6nemli etkileri de vardir (75).
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Sekil 2.12. Arjinin aminoasit Alternative Medicine Review (2005)’den

2.3.1 Arjinin Biyosentezi

Canli organizmalarda arjinin aminoasidi endojen yolla (protein yikimi ve iire
dongiisii reaksiyonlar1 yardimi) ve eksojen yolla (diyet yolu ile organizmaya
disaridan alim) olmak tizere iki farkli sekilde elde edilir (77). Endojen yol ile elde
edilen arjinin aminoasidinin seviyesi yeterli diizeye ulastiginda, artik esansiyel
(alinmasi1 zorunlu) bir aminoasit degildir. Bu durum enfeksiyon, inflamasyon veya
bir organin disfonksiyonu olustugunda eski hale doner, dolayisiyla arjinin, insan
sagligl i¢in ¢ok Onemli olup, yar1 esansiyel veya duruma gore esansiyel olarak
tanimlanmaktadir (78). Arjinin sentezi ile elde edilen arjinin, endojen yol ile iiretilen
arjininin sadece %5-15’ini olusturmaktadir. Proteinlerin yikimi sirasinda endojen
kaynakli arjinin aminoasidinin biiylik bir kismi agiga cikmaktadir (78,79) (Sekil
2.13).
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Sekil 2.13. Arjininin yer aldigi metabolik yolaklar Guoyao WU ve Sidney M.
MORRIS (1998)’den.

Ure dongiisii yolu ile glutamat ve prolin aminoasitleri iizerinden yapilan
arjinin sentezi i¢in gerekli olan enzimler sadece intestinal mukoza ve karacigerde
bulunur. Burada olusan sitrulin, ya arjinine doniisiir ya da dolasima gegerek
bobrekler tarafindan siiziiliir ve daha sonra arjinine doniisiir. Sonra da proteinlere

baglanarak diger organlara gecer (80).

2.3.2 Arjinin katabolizmasi

Arjinin katabolizmas1 (yikim reaksiyonu) bir¢ok metabolik yolak vasitasiyla
oldugu i¢in bir hiicre igerisinde, bu yollarin ayni zamanda gorev yapabilme
kabiliyetleri de vardir. Dolayisiyla, karsilikli olarak bir enzim, diger bir enzimin
{iriiniinii ya da aktivitesini baskilayabilir (79). Ornek olarak, NOS ara iiriinii olan N-

hidroksiarjininin arjinazin sentezinin devam etmesini baskilar. Enzimler farklh
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hiicresel boliimlerde bulunabilir; sitrulin ve ornitin aminotransferaz (OAT)
mitokondride ve ornitin dekarboksilaz (ODC) sitozolde sitrulin sitoplazmada
bulunmaktadir (78). Arjinin aminoasidinin yikiminda sorumlu olan glisin
aminotransferaz gibi enzimler yalmizca bazi organlarda bulunur. Bu organlar

karaciger, bobrek ve pankreas gibi organlardir (79) (Sekil 2.14).

Arjinin dekarboksilaz HOS
L-Agmatin < L-ARJININ > NO
Arjinin:glisi
amidinotrangferaz
Adirjaz L-Sitrallin
L Ure
Guanidinoasetat v Ornitin dekarboksilaz
Guanidinoasetat L-Ornitin P Piitresin
N-metiltransfgfaz

Ormjitin
Aminotransferaz

Kreatin

L-Prolin-5-karboksilat

p5C P5C

L-Pralin L-Glutamil-y-semialdehit

P5C dehidroggnaz

¥ Y

2-oksoglutarat L-glutamat L-glutamin

P S

Sekil 2.14. Arjinin yikimi1 Guoyao WU ve Sidney M. MORRIS (1998)’den.

2.3.3 Arjinaz Enzimi

Niikleotid ve aminoasit metabolizmasimnin bitiminde agiga ¢ikan azotun
atilmasi igin ana sorumlu {iriin ve iire dongiisiinde temel enzim arjinaz enzimidir.
Arjinaz enzimi arjinin aminoasidini hidrolize edebilmesi i¢in pH:9,3 ile pH:11

arasinda bazik bir ortama ihtiya¢ duyar (81). Ayrica katalitik aktivitesi i¢in kofaktore
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(Mn*?) ihtiya¢ duymaktadir. Ure dongiisiiniin metabolizmasi, sadece karacigerde
gerceklestirilse de; arjinaz enzimi beyin, akciger, dalak, bobrek, bagirsak, deri, meme
ve testis gibi dokularda da bulunmaktadir (79, 82). Arjinaz enziminin dokudaki
dagilimlarina, immiinolojik reaktivite — aktivitesine goére ve de hiicre iginde
bulundugu bolgeye gore iki farkli izoforma sahiptir. Bunlar; arjinaz | ve arjinaz 1l
olarak isimlendirilmektedir (83). Arjinaz [ enzimi, bol miktarda karaciger
hiicrelerinin sitozoliinde bulunur ve viicudun total arjinazi bu bolgedeki enzim
tarafindan olusturulur. Arjinaz II ise az miktarda karacigerde olmak iizere bol
miktarda bobrek ve prostat dokusundaki hiicrelerin mitokondrilerinde gorev
almaktadir (83, 84). Arjinaz I ve II enzimleri her ne kadar karacigerde ifadelerini
gosterseler de diger organlarda da bulunduklarindan, arjinaz enzimleri NO
metabolizmasinin diizenlenmesinde de biiyiik rol alirlar. NO ¢ok nadir olarak olsa da
toksik etkiler olusturabilir. Bu durumu 6nlemek amaciyla arjinaz I enzimi NOS’u
baskilayarak NO’nun diizenli ve gerekli miktarlarda iiretilmesini saglar. Yaralarin
tyilestirilmesinde goérev alan prolin ve poliaminlerin sentezi i¢in gerekli olan

ornitinin, Arjinaz Il enzimi tarafindan iiretildigi bilinmektedir (85).

Meme bezlerinde de arjinaz enzimlerinin sentezi goriilmektedir. Laktasyon
sirasinda prolin aminoasidinin biyosentez yolagi kullanilarak glutamat aminoasidinin
sentezlenmesi icin gerekli olan substrat saglanmis olur. Glutamat ve glutamin
aminoasitleri hiicre dis1 siitte ve sivida oldukga yiiksek miktarlarda bulunur, ancak bu
iki aminoasit, laktasyonun gerceklesebilmesi icin; ornitini substrat olarak kullandig:
ve siire¢ icerisinde veya sonrasinda Onemli rol aldigi anlasilmaktadir. Prolin
aminoasidi ise; ornitin tiim laktasyon siireci boyunca biitiin gorevlerini aktif bir

sekilde yerine getirmektedir (83-86).

2.3.4 Nitrik Oksit (NO)

Nitrojen ve oksijen atomundan olusan zayif bir oksidan olsa da, bir¢ok
reaksiyonu etkilemektedir (87). Ayrica hem hiicre ylizey reseptorleri ile bagimsiz
olarak difiize olarak hem de tek basina bir sinyal molekiilii olarak bilinmektedir. Bu
ozelligi ile cesitli fizyolojik ve patolojik yanitlarin diizenlenmesinden sorumludur.
NO serbest bir radikaldir ve inorganik olarak indirgeyici bir bilesen olma 6zeligine

sahiptir (88). Degisen rezonans stabilitesinden dolay1 (nitrojen ve oksijen atomlar
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tizerinde yer degistirebilen elektronlardan dolay1 oksitlenerek hem nitrat (NO3) hem
nitrit (NO2) olusabilir) hiicre zarindan oldukg¢a kolay gegebilen, hiicre i¢i ve hiicreler
arasi sinyal iletiminden sorumlu, diger reaktif molekiillere kiyasla ¢ok kisa omiirlii

bir sinyal iletim ve hiicresel uyarim elemanidir (89, 90).

Hiicreler arasinda sinyal iletiminde yer alan hormon, nordtransmiter ve
biiyiime faktorleri gibi molekiillerin ¢ogu, siklikla plazma membran ile baglantili
olan spesifik protein reseptorleri seklinde gorev yaparken, NO f{iretildigi hiicreden
disar1 diffiize olmakta ve spesifik molekiiler hedeflerinin bulundugu hedef hiicrenin
icine girerek etkisini gostermektedir (91). NO radikalleri endotel hiicrenin digta
bulunan adezyon molekiilerinin ekspresyonunu durdurarak endotel hiicresini olasi
hasarlardan korur (87,92). Damar igerisindeki diiz kaslarda bulunan Guanilat Siklaz
(GC) enzimini aktiflestirerek  siklik  guanozin  monofosfat (cGMP)’in
yiikseltgenmesini  saglar. Ayrica,  Intraseliiler Ca*? diizeyini ve miyozin
defosforilasyonunu tetikleyerek kasin gevsemesine yardimci olur (93, 94). Sonug
olarak nitrik oksit; bazi ekspresyonlarin durdurucusu, molekiiler boyutta aktiflestirici
ajan ve bazi metabolik yolaklar1 inhibe ederek metabolik reaksiyonlarin
fonksiyonunu diizenleyen bir sinyal molekiiliidiir. Tiim bunlara ek olarak; vaskiiler
proliferasyonu da engelledigi, vaskiiler diiz kasinin vaskiiler tonusunun diizenli

caligmasi lizerine yapilan arastirmalar sonucunda ortaya konulmustur (95).

2.3.5 NO’nun Ovaryum Uzerine Etkisi

Ovaryum hem endokrin hem de ekzokrin bir organ olup, 6zelikle ostriis fazi
sirasinda birgok fonksiyonel ve yapisal faktorler tarafindan kontrol edilmektedir (96).
Anterior hipofiz hormonlarinin salinimlart nitrik oksit tarafindan diizenlenir ve
ovaryum fonksiyonlari bu mekanizma sayesinde kontrol edilmektedir (97). Bunun
yani sira, NO ajanlik gorevi gormektedir. Dolaysiyla, disi genital organlarin igin
immiin sistemin dizenlenmesi, kan damarlarin bozulmamasi ve noronlari
steroidojenik hiicreleri i¢in otokrin ve parakrin sekilde etki etmektedir. Bu ovaryum
steroid setentezlerinde direkt veya indirekt etkisini gostermektedir (93-95). Ayrica,
NO intraovaryan diizenleyici gorevinin disinda, direkt olarak hipofiz
gonadotropinlerinin sentez ve saliniminda diizenleme rolii oynar (95). NO, graniiloza

hiicrelerindeki steroid sentezini azaltarak gereksiz Ostrojen sentezini engeller. Bu
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inhibisyon iglemini P-450 enzimi ve bu enzime bagimli olarak c¢alisan aromataz
enziminin inhibisyonu ile ger¢eklestirmektedir. Bazi yapilan ¢aligmalarda NO’nun
Ostrojen sentezini engelledigi belirtilmektedir (96). Ancak Al-Hijji ve arkadaslar
tarafindan gergeklestirilen deneylerde; NO sentezine Ostrojenin aracilik ettigi ve
uyarimlardi bulundugu 6ne siiriilmiistiir (98). Baska bir arastirmada ise; NO, sadece
Ostrojeni uyarabilmekle kalmadigi, ayn1 zamanda da ovaryum ve atreziyi etkiledigi

ve ayrica folikiillerin gelisimine de katkida bulundugu bildirilmektedir (99).

INOS (inducible nitric oxide synthase-induklenebilir nitrik oksit sentezi) ile eNOS
(endotehelial nittric oxide synthase-endotelial nitrik oksit sentezi) tarafindan tiretilen
NO’nun 0Ostrus  siklusu sirasinda, ovulasyona ve folikiillerin ovulasyona
hazirlanmasina yardimci oldugu bilinmektedir (100). NO’nun damar yapisindaki
destekleyici ve damar genisletici 6zelliginden dolayr ovulasyonu da bu sebeple

etkiliyor olabilecegi arastirilmaktadir.

Ratlar tizerinde yapilan arastirmada; LNAME (N omega-Nitro-L-arginine
methyl ester hydrochloride- N omega nitro-L-arjinin metil ester hidroklorid)

uygulamasindan sonra rat orneklerindeki ovulasyon oraninin artti§i bulunmustur

(99).

Rodent hayvan modeller {izerinde in vitro ve in vivo yapilan bir arastirmada
NO inhibitorlerinin ovaryumda bulunan ve fretilen NO’yu baskilandigimi ve
ovaulasyonun azalmasina sebep oldugu iddia etmektedir. Periovulatuar ya da folikiil
gelisimi fazinda, NO noksanliginin oositlerin maturasyonunda hasar olusturdugu

bildirilmektedir (101).

Luteal dokuyu olusturan hiicrelerin; steroid hormonlar, biiyiime faktorleri ve
sitokinler gibi molekiiler bilesikleri iirettigi, bunun yanisira NO’nun da korpus
luteum (KL)’un fonksiyonlarini diizenleyebilecegi belirtilmektedir. (96) Jaroszewski
ve arkadaglar1 gergeklestirdikleri c¢alismalarda (97); sigir KL’sinde belirlenen
NADPH-d aktivitesinin seksiiel siklusun, orta ve ge¢ luteal evrelerinde daha ytiksek
oldugunu bildirmektedir. Ayrica eNOS ve iINOS immunohistokimyasal
boyamalarmin sigir KL’sinde ge¢ diostriis evresinde daha giiclii oldugu
belirtilmektedir. Baz1 NOS inhibitorlerinin (L-NAME ve LNOARG) kiiltiire edilmis

sigir luteal hiicrelerinde P4 sekresyonunu uyardig1 ancak PGE2 veya PGF2 iiretimini
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etkilemedikleri ifade edilmektedir (102). NO’nun rat KL’sinde steroidogenezis
tizerindeki negatif etkisi nedeniyle luteolitik bir rolii oldugu belirtilmektedir.
Bununla birlikte, oksitosinin NO’nun  luteolitik etkisine aracilik edebildigi

aktarilmaktadir (103).

Ostrojenin genital organlarda ve sirkiile edilen kanda NO seviyesini
arttirmasindan dolayi, Ostrojenin gebelik ve folikiiler evre sirasinda NO diizeyinin
artiindan sorumlu oldugu da ileri siiriilmektedir (104). Ovaryumlar1 uzaklastirilmig
koyunlarda, Gstrojen uygulamasinin uterustaki damarlarda genislemeyi uyardigi ve
bu etkinin L-NAME tarafindan antagonize edildigi belirtilmektedir (105) Bu nedenle
NO’nun 0Ostrojenin bu gevsetici etkisine aracilik ettigi diistiniilmektedir. (101) NO
sentezi iizerinde Ostrojenin etkisi, Ostrojenin miktarina ve etki siiresine gore
degismektedir. Diisiik seviyede seyreden oOstrojen, NO fretimini arttirmaktadir.
Erken gebelik doneminde artan Gstrojen miktarina yanit olarak NO seviyesinde de
artig izlenirken gebeligin sonuna dogru artan Gstrojen, NO salinimini engellemektedir
(102).
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3. GEREC VE YONTEM

"Rat overinde ZnO nanopartikiiller ile olusturulan hasarda, L arjinin ajaninin
etkisinin histolojik ve biyokimyasal olarak incelenmesi" baslikli bilimsel ¢alisma,
SBU Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun 12.09.2018 tarih ve 2018-05/01 sayili
toplantisinda goriisiilerek, ¢aligmanin bagvuru dosyasinda belirtilen merkezlerde ve

sunulan prosediire uygun olarak karar verilmistir.

3.1 DENEKLERIN TEMINi VE OZELLIiKLERIi

Calismada kullanilan toplam 30 adet 7-9 haftalik, ortalama 170-230 gram
agirhginda saghkli Wistar tiirii disi denek, Saglik Bilimleri Universitesi Deney

Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma laboratuvarindan temin edilmistir.

3.1.1 Calismanin Deney Gruplari

Yakin biyolojik ve fizyolojik ozelliklere sahip denekler, viicut agirliklart
birbirine yakin olan ratlar ayn1 grupta olacak sekilde biri kontrol, dérdii deney olmak
lizere toplam bes grup olusturuldu. Deney siiresi boyunca tiim deneklerimiz gereken
laboratuvar kosullar1 altinda, oda sicakliginda (12-saat aydinlik/12 saat karanlik
dongiisiinde) giinliik su ile beraber % 21 oraninda protein iceren standart pelet
yemlerle (purina) beslendi (102). Tim deney hayvani prosediirleri standart etik

kurallara uygun olarak gerceklestirildi.
Caligsmada; 5-ayr1 grup olusturuldu.
Olusturulan gruplar sirasiyla asagidaki gibi adlandirildi:

1. Grup (6 hayvan): Kontrol grubu: Hayvanlara 20 giin boyunca %0,9 NaCl ¢ozeltisi

(1 mL) intraperitoneal (ip) olarak verildi
2. Grup (6 hayvan): 100 mg/kg ZnO NPs (diisiik doz) ile muamele

Hayvanlara 20 giin siiresince 100 mg/kg/giin ZnO Nanopartikul ¢ozeltisi (1 mL) ve 1
mL fizyolojik serum ip olarak uygulandi. Toz halindeki ZnO NP ¢6zmek icin saf
dH20 kullanild1 (103).

3. Grup (6 hayvan): 100mg/kg ZnO NPs ve 1,3 g/kg L-Arg ile muamele.
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Hayvanlara 100 mg/kg/giin ZnO NP (1 mL) ve 1.3 g/kg/giin L-arg ¢ozeltisi 20 giin
stiresince ip olarak verildi. ZnO NP 1 mL dH2O ¢ozeltisinde, L-arg dH20 da

¢Ozildii.

4. Grup (6 hayvan): 200mg/kg ZnO NPs (yiiksek doz) ile muamele. Hayvanlara 20
giin siiresince 200 mg/kg/giin ZnO Nanopartikul ¢ozeltisi (1 mL) ve 1 mL fizyolojik

serum ip olarak uygulandi.
5. Grup (6 hayvan): 200 mg/kg ZnO NPs ve 1,3 g/kg L-Arg ile muamele

Hayvanlara 200 mg/kg/giin ZnO NP (1 mL) ve 1.3 g/kg/giin L-arg ¢ozeltisi 20 giin
stiresince ip olarak verildi. ZnO NP 1 mL dH20 ¢oézeltisinde, L-arg dH200 da
¢ozildi (104).

3.1.2 NP ve L-Arg Hazirlanmasi ve Ratlara Uygulanmasi

Sigma firmasindan alinan ZnO NP (nanopowder, 30-60 nm partikiilleri % 40
w.t. konsantrasyon) 100 gr uygulanacak doz oranlarina gore distile su yardimi ile

sonikator cihaziyla 25-30 dakika karistirilarak soliisyonlar hazirlandi.

Sigma firmasindan alinan L-Arjinin (%99 konsantrasyon) uygulanacak doz
oranlarma gore distile su yardimi ile sonikator cihaziyla 10-20 dakika karistirilarak

soliisyonlar hazirlandi.

3.1.3 Vajinal Yayma

Folikiil ve progesteron hormon seviyesinin degerlendirilebilmesi i¢in dstrus
dongiisii hakkinda bilgiye sahip olunmasi gerekmektedir. Her bir denek Ostrus
durumu, deneye baslamadan 6nceki 10 giin boyunca (yaklasik 2-3 siklus siiresi) her
giin ayni saatte vajinal yayma metoduyla tespit edildi. Vajinal yayma 13:00-15:00
saatleri arasinda yapildi (105).

3.1.4 Vajinal Yayma Metodu

Ince cam pipete yaklasik 1 mL serum fizyolojik ¢ekildi. Yayma uygulanacak
ratin ventral kism1 yukar1 bakacak sekilde tutularak pipet ucu 1 cm kadar vajinaya
yerlestirildi. Serum fizyolojik iceri piskiirtiiliip, pipetin ucu disar1 ¢ikarilmadan,
vajinaya piskiirtillen serum tekrar pipetin igine cekilerek, bu islem iki ii¢ kez

tekrarlanir. Son olarak pipetle alinan vajinal siviy1, bir lamin {izerine kenarina smear
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yapild1 (106). Smear preparatlari kurumasi ve sabitlenmesi i¢in bekletildi. Birkag
saat sonra preparatlar1 tamamen ortecek sekilde metilen mavisi damlatilip 10 dakika
(dk) siiresince bekletildi. Preparatlar1 boyadan uzaklastirmak i¢in ¢esme suyunda
yikandi ve kurutuldu. Epitel hiicre, 16kositlerin ve mukusun varlig1 tespit edilerek

siganlarin Ostriis fazi saptandi (107).

3.1.5 Sakrifikasyon

Her gruptaki tiim hayvanlar Ostriis fazinda iken Ketasol (75 mg/kg; ip) ve
Rompun (10 mg/kg; ip) anestezi uygulandi. Ratlarin bilinci kaybolduktan sonra
batinlar1 agilarak, kalplerinden 2 mL kan sar tiip igerisinde alinarak (kardiyak
ponksiyon) sakrifiye edildi. Sag ve sol ovaryumlar1 alindi. Kalpten alinan kan
ornekleri ile ‘SAGLIK BILIMLERI UNIVERSITESI Tip Fakiiltesi Biyokimya
Laboratuvarinda’ serum progesteron belirteclerinin seviyeleri ELISA kit yontemi ile

belirlendi.

3.2 CALISMANIN DEGERLENDIRILMESINDE KULLANILAN
UYGULAMALAR

3.2.1 Gen Ekspresyon Seviyesinin Real-Time PCR ile Belirlenmesi

Rat over dokusundan cDNA kiitiiphanesi hazirlamak i¢in RNA izolasyonu
ABM Cat. No. G487 ultRNA Column Purification kiti protokoliine gére asagidaki
sekilde gerceklestirildi:

Kit igerigi:

RNA Binding Columns/Collection Tiip 50 adet
Recovery tiip 50 adet
Lysis Buffer 45 mL
Wash Buffer (concentrate) 20 mL
DD Buffer 45 mL
RNase free H.0 10 mL

1. Over dokusundan 30 mg alinarak 2, 5-mL’lik ependorf tiiplerine konuldu.
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2. Uzerine 700 pL Lyzis Reagent eklendi.
3. Doku, homojenizatdr yardimiyla 4 dk boyunca son hizla pargalandi.

Ardindan RNA izolasyon yapildi.

3.2.2 RNA Eliisyon

1. Ependorf tiiplerdeki homojen hale gelen doku 3 dk 14000 RPM de santrifiij
edildi.

2. Supernatant yeni bir ependorf tiipline aktarildi, pelet kullanilmada.

3. Supernatan esit miktarda %70 etanol eklendi, 30-saniye vortex yapildi.
*RNA oOrneklerini temizleme amaciyla 250 pL %96’lik etanol eklendi, 30
saniye boyunca vortekslendi.

4. RNA lizat1 filtreli tiipler i¢cine aktarildi ve 1 dk 14000 RPM de santrifiij
edildi. Siv1 kisim atild1.

5. 700 uL DD buffer eklendi ve tekrar 1 dk boyunca 14000 RPM de santrifiij
edildi. S1vi kisim atildi.

*RNA oOrneklerini temizleme amaciyla 5 basamak tekrar uygulandi.

6. 700 uL Washing Buffer eklendi ve 1 dk 14000 de santrifiij edildi. S1v1 kisim

atildi. Bu islem tekrarlandi.

7. Swvi kisim atildiktan sonra filtreli tiip kurumasi amaciyla 1 dk 14000 RPM de
tekrar santrifiij edildi.

8. Filtreli tiipler yeni ependorf igerisinde yerlestirildi. 50 pL. Rnase-free H20
eklendi 3 dk oda sicakliginda inkube edildi, ardindan 1 dk 14000 RPM de
santrifiij yapildi.

Filtreli tiipler atildi, nanodrop cihaziyla RNA’nin miktar dl¢iildii.

9. RNA ornekleri -80°C’de sogutmali olarak saklandi.

3.2.3 cDNA Kiitiiphanesinin Hazirlanmasi

cDNA Kkiitiiphanesi hazirlanirken Abm OneScript Plus c¢cDNA Synthesis Kit
kullanildi.
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Kit icerigi:

Random Primers 40 uL
dNTPs 40 uL
RNaseOFF Ribonuclease Inhibitor 15 uL
5X RT Buffer 150 pL.
Nuclease-free H,O 1mL
cDNA Synyhesis Yontemi:

1. Buz iistiine tiim RNA Ornekleri ve kiti yerlestirilerek steril bir mikrosantrifiij

tuptne;

Total RNA 2 uL

Random Primers 1uL

dNTP Mix (10 mM) 1 uL 500 pM
Nuclease-free H,O 10.5 pL eklendi.

2. Karisim 65°C’de 5 dk inkube edildi, ardindan buz iizerinde 1 dk bekletildi. Hafif
spin yapildi.

3. Karisima asagidaki soliisyonlar sirayla eklendi;

5X RT Buffer e
RNaseOFF Ribonuclease Inhibitor 0.5 uL
OneScript® Plus RTase 1L
Total hacim 20 uL.

4. Random primer kullanildigi i¢in karigim 25°C’de 10 dk inkiibe edildi.
50°C’de 15 dk inkiibe edildi.
85°C’de 5 dk inkiibe edildi.

6. Reaksiyon sonlandirildi ve gqRT-PCR ig¢in kullanilana kadar -20°C’de sogutmali

olarak saklanda.
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3.2.4 Kantitatif Gen Ekpresyonu (qReal-Time PCR)

PCR, cDNA veya DNA fiizerinde spesifik bir veya birka¢ bélgenin in vitro
sartlarda cogaltilmasimi gergeklestiren bir yontemdir. ilk PCR, Nested PCR, Real-
Time PCR Mullis ve arkadaslar tarafindan 1983 yilinda icat edildi. Daha sonra bu
bilim adamlarina 1983 yilinda kimya alaninda Nobel o6diilii verildi. Molekiiler
diizeydeki ¢alismalara ve modern bilim diinyasinda ¢i1gir acan bu bulusun ardindan

Gradientli PCR, Multipleks PCR gibi yeni PCR yontemleri gelistirilmistir.

Real-Time PCR olarak adlandiran, PCR reaksiyonu esnasinda ¢ogaltilan
DNA veya cDNA’nin floresan boyalar ekleyerek gercek zamanli kantitatif PCR
tespitidir. PCR reaksiyonu esnasinda ¢ogaltilan {irlin miktar1 ve hangi dongiide ne
oranda arttig1 reaksiyon sirasinda floresan boyalarin verdigi sinyal ile dogru orantili
olarak belirlenebilmektedir. Normal klasik PCR’da bu o6zelik bulunmamaktadir.
Floresan boyalarin verdigi bu sinyali cihaz igerisinde bulunan filtrelerden belirli
dalga boylarinda gonderilen 15181in absorbe edilmesiyle tespit edilmektedir. Real-
Time PCR’da klasik PCR’daki gibi istenilen {iriiniin ¢ogaltilip cogaltilmadigini jel
elektroforezi yontem belirlenmesine gerek kalmadan kontaminasyon riski de ortadan
kaldirilir. Reaksiyon sirasinda istenilen {iriin amplifikasyonu miktar olarak
izlenebilir. Ancak Real-Time PCR’da ¢ogaltilan iiriiniin kantitatif miktar1 hakkinda

bilgi edilse de lirliniin uzunlugu hakkinda herhangi bir bilgi verilmemektedir (108).

Bu calismada belirlenen genlerin ekspresyon miktarlarii 6lgmek igin
floresan isaretli TagMan prob kullanildi ve Real-Time PCR yapildi. Analiz kontrol
ve muamele gruplarina her bir cDNA i¢in 3 tekerriirlii olarak gerceklestirildi.

3.2.5 gRT-PCR Protokolii

PCR islemi i¢in istenilen bolgeye spesifik primerler ve problar dizayn ABM
good sirketine yaptirildi. PCR karigimi asagidaki gibi hazirlandu:

Apoptozu indiikleyen genler ve spesifik primerler:
Kaspaz-3
F: 5-GTGGAACTGACGATGATATGGC-3'

R: 5-CGCAAAGTGACTGGATGAACC-3'
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Bax

F: 5-CGGCGAATTGGAGATGAACTGG-3'

R: 5-CTAGCAAAGTAGAAGAGGGCAACC-3

Bcl-2

F:5-TGTGGATGACTGACTACCTGAACC-3

R: 5-CAGCCAGGAGAAATCAAACAGAGG-3'

Cas9
F:5-GAATTCCAGCAATCCGCTAGCCATGGAGG-3'
R: 5'-GAATTCAACTCATGAAGTTTAAAGAACAG-3'
[-actin

F: 5-AAGATCCTGACCGAGCGTGG-3

R: 5-CAGCACTGTGTTGGCATAGAGG-3’

Metod:

1. Buz iistiine tim cDNA ornekler ve kiti yerlestirilerek steril bir mikrosantrifiij

tupline:

BrightGreen 2X gPCR MasterMix 10 pL

Forward Primer (10 uM) 0.6 pL

Reverse Primer (10 uM) 0.6

cDNA 06rnek 3 puL

Nuclease-free H205.8 uL

Toplam 20 pL eklendi

2. RT-PCR kit’in protokole gore reaksiyon olusturuldu:
Enzim Aktivasyon 95°C 10 dk

Denaturasyon 95°C 15 saniye 40 dongii

Annealing/ Extension 60°C 60 saniye 40 dongii
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Reaksiyon bittikten sonra melting curve spesifik kit kitapciga gére yorumlandi.

Sentez diizeylerinin kantitasyonunda “Comparative CT (Comparative Threshold
Cycles -AACT-Delta Delta CT)” analizi kullanildi. Hedef genler ve housekeeping
gen (B-aktin) sentez diizeylerindeki farkliliklarin belirlenmesinden elde edilen AACT
degerleri kullanilarak 2-AACT hesaplanmistir ve arastirilan genlerin sentez diizeyi

belirlenmistir.

3.3 HISTOLOJIK INCELEME

3.3.1 Dokularin Takibi

Ratlardan alinan ovaryumlar 151k mikroskop incelemesi i¢in takibi uygulamak
tizere fosfat tamponlu %10’luk formalin soliisyonuna konularak fikse edildi. Daha
sonra artan dereceli etanol serilerinde %70 alkol ile baslayarak, %90, %96 ve

90100’e kadar 24 saat tutularak dehidrate edildi.

%100 etanolde 2 kez 30 dk siireyle tutuldu ardindan toluen iginde 20 dk
stireyle seffaflagtirma islemi gergeklestirildi.

56°C’de 45 dk etiivde yumusak parafin i¢inde dokular bekletildi.

Ayni sicaklik derecesinde dokular 45 dk sert parafin iginde bekletildi.
Ardindan Leica marka doku gomme cihazi ile doku gomme yapildi. Soguk alan

tizerinde doku bloklar1 sogumaya birakildi.

Bloklar 6nce Lecia marka mikrotom cihazi ile 10 um kalinliginda tiraglandi
daha sonra boyama i¢in 3 um kalinliginda kesit alindi. 40°C distile su yiizeyinde
diizgiin olarak yayilan doku kesitleri su havuzundan lamlar {izerine alindi. Kesitler

tizerindeki parafini arindirmak amaciyla 58°C’de etiivde (Thermo fisher) 1 saat
bekletildi.

Kesitler 1s1k mikroskobu arastirmalar1 i¢in Masson Trikrom, Hematoksilen-

Eosin ve PAS boyama yontemleriyle boyandi.

3.3.2 Masson Trikrom boyamasi
Masson-goldner staining kit 10048 Sigma Aldrich kullanildi.

Kit igerigi:
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Weigert demirli hematoksilin-A ¢ozeltisi: 30 mL

Weigert demirli hematoksilin-B ¢o6zeltisi: 30 mL

Pikrik asit alkolik ¢6zeltisi: 50 mL

Gelincik kizil1 fuksin ¢ozeltisi: 50 mL

Fosfomolibdik asit ¢ozeltisi: 50 mL

Masson anilin mavisi ¢ozeltisi: 50 mL

Masson Trikrom boyama metodu kit prosediiriine gére uygulandi:

1. Boyama baglamadan once lamlar iizerindeki doku sinirlar1 PAP pen kalem ile fazla

boya gitmemesi amaciyla isaretlendi.

2. Doku kesitini 5 damla A- Weigert demirli hematoksilin ve 5 damla B- Weigert

demirli hematoksilin karistirildi.

3. Doku iizeri boya karisimi ile kaplandi.

4. 10 dakika sonra lamu silkeleyerek preparattan ayrac uzaklastirildi.
5. 30-60 dakika boyunca kurumaya birakildi.

6. Yikama islemi olmadan, doku kesiti 10 damla Pikrik asit alkolik ¢ozeltisi ile

boyandi. 4 dakika sonra lamu silkeleyerek preparattan ayrag¢ uzaklastirildi.

7. Distile suyla 3-4 saniye yikandi.

8.Doku kesitine 10 damla Gelincik kizili fuksin ¢ozeltisi damlatildi.

9. 4 dakika sonra lamu1 silkeleyerek preparattan ayrag¢ uzaklastirildi

10. Distile suyla 3-4 saniye yikama iglemi uygulandi.

11. Doku kesitine 10 damla Fosfomolibdik asit ¢6zeltisi damlatildi.

12. 10 dakika sonra lam silkelenerek preparattan ayra¢ uzaklastirildi

13. Yikama uygulanmadan 10 damla Masson anilin mavisi ¢ozeltisi damlatildi.
14. 5 dakika sonra lamu silkeleyerek preparattan ayrag¢ uzaklagtirildi.

15. Distile suyla boya yikandi.
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16. Alkol serilerinden toplam 1 dakikanin altinda olacak sekilde gegirilerek
susuzlastirildi, temizlendi, kurutuldu ve otomatik lam kapama cihazi ile preparat
kapatildi.
3.3.3 PAS Periodic Acid Schiff Boyama
PAS Kit’i PAS5-100T (5 x 30 mL) Biognost
Periyodik asit % 0.8 soliisyonu 30 mL
BioSchiff soliisyonu 30 mL
Sodyum metabisiilfit soliisyonu 30 mL
HCL P.A.S. reaktifi 30 mL
Hematoxylin ML 30 mL
Boyamada kullanilan diger soliisyonlarin hazirlanmasi:

Siilfit soliisyonu 10 mL Sodium Metabisulfite soliisyonunu 10 mL HCI P.A.S reaktifi
ile karistirildi, 200 mL ¢esme suyu eklendi ve homojen hale getirildi.

PAS boyama metodu:

1. % 0,8’lik Periodic Acid soliisyonu uygulandi, (en az 2 damla) 5 - 10 dakika

arasinda bekletildi.

2. Cesme suyu ile yikandi.

3. BioSchiff reaktifi uygulandi, (en az 5 damla) 10 dakika bekletildi.

4. Sulfite soliisyonu uygulandi (en az 5 damla) 3 degisim, her biri 2 dakika yapildi.
5. Cesme suyunda 3 dakika yikandi.

6. Hematoxylin ML ile (en az 5 damla) 1 - 3 dakika aras1 boyandi.

7. Cesme suyu ile 3 dakika yikandi.

8. %70 alkol ile (Histanol 70) yikandi, bu islem 5 kez daldirip ¢ikartarak
gerceklestirildi.

9. %95 alkol ile (Histanol 95) yikandi, 5 kez daldirip ¢ikartarak islem uygulandi.

10. Preparatlar kurutuldu ve otomatik lam kapama cihaz ile kapama yapildi.
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3.3.4 Hematoksilen Eozin Boyama
Gerekli kimyasallar;
Crystal hematoxylin
%095’lik etil alkol
Potasyum alum (veya Amonyum alum)
Merkiirik oksit
Asetik asit
Eosine-Y (Yellowish)
%95°1ik etil alkol
%80’lik etil alkol
Glacial acetic acid
Distile su
Hematoksilen Eozin boyama metodu:
1. Dokular hematoksilen igine daldirilip 5-6 dk boyunca tutuldu.

2. Hematoksilenden ¢ikarilan dokular ¢esme suyu altinda yaklasik olarak 5-10 dakika

boyunca yikandi.

3. Yikanan dokular asit alkole daldirild: birka¢ saniye soluk mavi renk alana kadar

tutuldu ve ikinci yikama yapildu.
4. 5-10 dakika kadar ¢gesme suyu altinda yikama islemi gergeklestirildi.
5. Yikamaya tabi tutulan dokular eozine daldirilip 3-4 dakika boyunca tutuldu.

6. Dokulardaki fazla eozini uzaklastirmak i¢in sirastyla %70, %80, %95 ve absoliit
alkolden gegirildi.

7. Ilk 3 alkole dokular daldirilip ¢ikarilirken absoliit alkolde 15-20 dakika tutuldu.
8. Dokular absoliit alkolden alind.
9. Birkac dakika disarida kurumaya birakildi ve preparatlar Xylol’e aktarildi.

10. 10’ar dakika 3 tane Xylol’den gecirildi.
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11. Preparatlar kurutuldu ve otomatik lam kapama cihaz ile kapama yapildi.

Kapatilan kesitler Zeeis YJ-2009P 151k mikroskopu ile incelendi. Folikiillerin sayimi
yapildi. Ayni1 folikiillerin sayilmamasi icin 4 seviyede alinan kesitlerin hepsi ayr1 ayri
sayildi. Ayirim yapildi ve toplandi. Total ovaryumdaki folikiillerin ortalama folikiil
sayist hesaplandi. Bir ovaryumdaki folikiiller sinifland1 (primordiyal, p. unilaminar,
p. multilaminar, sekonder ve Graaf folikiilii olarak gruplandirildi). Gruplar arasinda
her bir folikiil alt grubu icin ayr1 ayn folikiil sayilar1 ve bu folikiillerin arasinda

morfolojik 6zelliklerin degerlendirilmesi yapildi. Atretik folikiillerin ayirimi igin;
-antral kavitede graniiloza hiicrelerinin bulunmasi,

-piknotik nucleus graniiloza hiicrelerin tabakasinda bulunmasi,

-graniiloza hiicrelerin bazal membrandan ayrilmast,

-hasarl1 ya da hi¢ olmayan oosit,

-kalinlagsmis ve dejenere olmus zona pellusida ile atretik folikiillerin varlig1 ve tespiti

yapildi (109-114).

Cizelge 3.1. Folikiillerin Siniflandirilmasi

Folikiil Morfolojik Ozellikleri

Primordiyal Folikiil Tek katl yassi epitel, ovaryan korteks hiicreler, graniiloza
progenitor hiicreler, boyut ~40 pm

Primer Folikiil Zona pelusida, graniiloza hiicreler, oosit, bazal lamina, boyut
~100 pm

Sekonder Folikiilkii| | Bazal lamina, ¢ok Katli graniiloza hiicreler, zona pelusida,
gelismis oosit, tek tabak teka hiicreleri, boyut ~200 pum

ErkenTersiyer Teka Eksterna Teka interna, bazal membran, antrum bosluk,

(Graaf) Folikiil steroid hiicreler, zona pelusida, tamamen gelismis oosit, ¢ok
katli graniiloza, boyut ~400 um

Olgun Tersiyer Teka interna, teka eksterna, bazal membran, mural graniiloza

(Graaf) Folikiil hiicreleri, antral graniiloza hiicreleri, antrum, kumulus

hucreleri, korona radiata, biiyiik oosit, teka tabakasinda kan
damarlari, boyut ~500 um

3.3.5 Biyokimyasal Analiz

Kardiyak ponksiyon ile alinan kan ornekleri pithtilagma amaciyla 10-20 dk
oda sicakliginda bekletildi. 2000-3000 RPM’de yaklasik 20 dk santrifiij edildi ve
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siipernatanlar dikkatlice toplandi. Ayrilan serum -80°C’de muhafaza edildi. Elde
edilen serum ornekleri ile progesteron seviyesi tayini yapilabilmesi amaciyla ELISA

yontemi kullanilarak calisildilar.
Serumda progesteron seviyelerinin belirlenmesi:

Kuru tiiplerde alinan periferik kan orneklerinden santrifiij ile ayrilan ve -
80°C’de  saklanan serum  Orneklerinde elisa teknigi ile progesteron

konsantrasyonlarina bakildi.

Standart soliisyonlarin diliisyonu:

120 ng/mL  Standart No.5 120 pL Orijinal Standart + 120 pL Standart Diliient
60 ng/mL Standart No.4 120 uL Standart No.5 + 120 uL Standart Diliient
30 ng/mL Standart No.3 120 pL Standart No.4 + 120 pL Standart Diliient
15 ng/mL Standart No.2 120 pL Standart No.3 + 120 pL Standart Diliient
7.5ng/mL  Standart No.1 120 pL Standart No.2 + 120 pL Standart Diliient
Ornek enjeksiyonu:

1. Birinci kuyucuk Blank kuyucugu: 6rnek ve streptavidin-HRP ile isaretli anti-
P antikoru eklenmez kromojen reagent A&B ve stop soliisyonu eklendi; her bir

asama ayni1 anda ilerletilmesine dikkat edildi.

2. Standart soliisyon kuyucugu: 50 pL standart ve 50 uL streptomisin-HRP
eklendi.

3. Test edilecek 6rnek kuyucuklari: 40 pL 6rnek ve sonra 10 pL anti-PGR
antikorlar1 ardindan 50 pL streptavidin-HRP eklendi iyice pipet yardimiyla
pipetleme yapildi. Seal plate membrani ile plate’in iistii kapatildi ve 37°C’de 60 dk

inkiibasyona birakild.

*Yikama soliisyonlariin hazirlanmasi: Yikama konsantrasyonu (20X) distile su ile

dilue edildi.

4, Seal plate membran dikkatlice kaldirilip sivi bosaltildi ve kalan damlalar
silkelendi. Her bir kuyucuga yikama soliisyonu eklenip, 30 sn bekletildi ve bosaltildi.
Bu islem 5 kez tekrarlandi.
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5. Her bir kuyucuga 50 pL kromojen reagent A eklendi

6. Daha sonra her kuyucuga 50 pL kromojen reagent B ekleyerek hizli bir
sekilde pipetleme yapildi.

7. Renk olusumu igin karanlik bir ortamda yeni seal plate membran ile
kapatarak 37°C’de 10 dk inkiibasyona birakildi.

8. Reaksiyonu durdurmak icin her bir kuyucuga 50 pL stop soliisyonu eklendi.

Mavi renk sar1 renge dondii.

9. Stop soliisyonu 10 dk eklendikten sonra, plate 450 nm dalga boyu altinda

absorbans 0l¢timii yapildi.

Standartlarin konsantrasyonlart ve OD degerlerine gore, standart egrinin linear
regresyon denkligi hesaplandi. Daha sonra drneklerin OD degerlerine gore drneklerin
konsantrasyonlar1 hesaplandi.

3.3.6 istatistiksel Yontemler

Istatistiksel analiz i¢in ‘SPSS’ programi (Ver. 20.0) kullanildi. Biyokimyasal
P seviyelerinin ve histolojik folikiil sayimi, proliferasyon 30 indeksi,
degerlendirilmesinde  ONE WAY-ANOVA ve Bonferroni testi uygulandi.
Parametreler arasinda yapilan korelasyon analizinde degerlendirme ic¢in ‘Pearson’s
Correlation-two tailed’ testi kullanildi. Testler %95 giiven araligi i¢inde yapildi ve
p<0,05 anlamli olarak kabul edildi.

3.3.7 Kullamlan Cihazlar
Doku takip cihaz1 (Leica, Germany)
Gomme cihazi ((Leica, Germany)
Ben Mari (Leica, Germany)
Mikrotom (Leica, Gremany)
pH Metre (Metle Toledo MP 2200, UK)

Manyetik Karistirict (BIBBY Stuart, UK)

Isik Mikroskop (ZEEISYJ-2009P, Japan)
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Hassas Tart1 (Denver, USA)

Mikrodalga Firin (Argelik MD 554, Tiirkiye)
Mikropipetler- 10ul, 20ul, 200ul ve 1000ul- (Ependorf, USA)
+4°C Buzdolab1 (Samsung, KOREA)

-20°C Buzdolab1 (Samsung, KOREA)

-80°C Derin Dondurucu (Eppendorf AG, Germany)
Etiiv (Thermo fisher USA)

Otoklav (Thermo fisher USA)

Sogutmali Santrifiij (Thermo fisher USA)
Mikrosantrifiij (Bio-Rad, USA)

Homojenizator Tissue Lyser (Qiagen, Germany)
PCR Cihaz (Bio-Rad, USA)

Spektrofotometre (Bio-Rad, USA)

RT-PCR Cihazi (Bio-Rad CFX96, USA)

ELIZA Cihaz1 (Bio-Rad, USA)

3.3.8 Kimyasal Malzemeler
ZnO Nanopartikuller (Sigma)
L-Arginin % 99 Sigma
Rompun (Bayer)
Ketalar (Pfizer: 150086)
Formaldehyde (Merck Millipore: 103999)
Parafin (Merck Millipore: 107151)
Ethanol (Merck Millipore: 100983)
Etil Alkol % 99 (Alkomed: CAS 64-17-5)

Entellan (Merck Millipore: 107961)
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Toluen (Merck Millipore: 108327)

Metanol (Sigma: 24229)

Mayer’s Hematoxylin& Eosin boyama seti (Labvision: TA-125-MH)
Progesteron ELISA Kit (Bt-laboratory: YHB0673 China)

Real Time first strand Kit (ABM Cat. No. G487)

ultRNA Column Purification kiti (ABM Cat. No. G463)
OneScriptPlus cDNA Synthesis Kit (Cat. No. G236)
Masson-goldner staining kit (10048 Sigma Aldrich)

PAS Periodic Acid Schiff Boyama (PAS5-100TSigma Aldrich)
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4. BULGULAR

4.1 VAJINAL YAYMA BULGULARI

4.1.1 Ratlardan Alinan Orneklerden Smear Preparat Yaymalari
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Sekil 4.1. Vajinal yayma

A) Proostrus fazinda eritrosit hiicreleri koloni halinde goriildii. B) Ostriis
fazinda 16kosit goriildi, %75 ¢ekirdekli, %25 oraninda kornifiye hiicre formunda
gozlendi C) didstrus fazinda epitel hiicrelerinin seyrek ve kiiciik boyutlarda olmasina

karsilik ¢ok sayida serbest notrofil bulundu.

4.2 BIYOKIMYASAL BULGULAR

4.2.1 Serumdan Progesteron Seviyesi (P)

Kontrol grubuna ait ratlar ile gerceklestirilen deneylerde progesteron
seviyesinin normal diizeyde oldugu ve elde edilen verilerin anlamli sonuglar

gosterdigi anlasildi.

100 mg/kg ZnO NP uygulanan 2. Grup ornekleri, Kontrol grubu ile elde
edilen veriler karsilagtirlldiginda sonuglarin istatistiksel olarak anlamli bir azalig

gosterdigi izlendi (p<0,001).
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100 mg/kg ZnO NP + L-A uygulanan 3. Grup ornekleri, Kontrol grubu ile
elde edilen verilerle karsilastirildiginda ikinci gruptan ¢ok biiyiikk bir farklilik

olamasa da yine de artig goriildii, ancak kontrol grubuna gore azalis gézlendi.

200 mg/kg ZnO NP uygulanan 4. grup 6rnekleri, Progesteron seviyesi kontrol
grup ile karsilastirildiginda anlamli bir azalis gosterdi. Ancak ikinci grupla

karsilagtirma yapildiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalis izlendi.

200 mg/kg ZnO NP + L-A uygulandiginda (5 grup) Progesteron seviyesi 4.
ve 2. grup verileri ile karsilastinldiginda artis gozlendigi, ancak kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalis gosterdigi saptandi

(p<0,003, p<0,001) (Cizelge 4.1)

Cizelge 4.1. Progesteron seviyesi istatistiksel analizi

Progesteron X+ SD F P
Kontrol Grubu 29,8767+2,10948 | 50,131 | <0,001*
2. Grup 11,8133+2,67448
3. Grup 18,37+3,34123
4. Grup 7,804+0,61113
5. Grup 17,2883+3,86409

*P<0,05

Veriler ortanca (25-75 persantil) olarak sunulmustur.

p<0,05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
p<0.001. Kontrol ikinci ve dordiincii grubu ile kiyaslandiginda.
p<0.001. Kontrol ve tiim deney gruplar ile kiyaslandiginda.

Gruplar progesteron diizeyleri bakimindan karsilastirilmis ve gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu (p<0,001) tespit edilmistir. Farkliligin
hangi grup ya da gruplardan kaynaklandigini tespit edebilmek i¢in gruplar
Bonferroni yontemi ile ikiserli olarak karsilastirilmistir. Karsilagtirmalar neticesinde;
2. Ve 4. gruplarda yer alan ratlarin en diisiik progesteron degerlerine sahip olduklari,
3. Ve 5. gruplardaki ratarin ise kontrol grubundaki ratlardan daha diisiik progesteron

degerlerine sahip olduklar tespit edilmistir.
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4.3 HISTOLOJIK INCELEME -ISIK MiKROSKOP BULGULARI

4.3.1 Kontrol grubu- ii¢lii boyama bulgulari

H-E, PAS-HL ve MT boyama ile gerceklestirilen boyama verilerine gore;
kontrol grubunda gelisimsel asamalarda diizgiin ve saglikli folikiiller gézlendi. PAS
(+) boyama ile elde edilen verilerde, ZP ve bazal membran diizgiin bir sekilde ayirt
edildi. Saglikli folikiillerin gelisimi diginda, dogal yolu ile atreziye ugrayan
folikiillere rastlandi (Sekil 4.2a). Atreziye ugrayan folikiillerin graniiloza
hiicrelerinde, belli sayida piknotik niikleus gozlendi. Atretik folikiillerde piknotik
hiicrelerin varlig1 kolay tespit edildi. Bag dokuyu igeren stromalarin ¢ok diizgiin bir
bicimde folikiillerin ve korpus arasinda yer aldigi gozlendi. Ayrica atretik
folikiillerde teka hiicrelerinden interstisiyel bezler MT boyama ile kolay ayirt edildi.
Biiyiik ¢apl atretik folikiillerin merkezlerinde biiyiik nukleus bulundu (Sekil 4.2b).

Primer oositler, zona pellusida ve onu g¢evreleyen korona radiata ile kolay
tespit edildi. Ayrica korona radiatanin etrafinda graniiloza hiicreleri ve en dis
tabakada bazal lamina H&E boyama ile giizel gozlendi. Graaf folikiiliin oosit
etrafinda kumulus ooforus izlendi. Sekonder folikiillerde biiyilik ve diizgiin yayilmis
antrum boslugu fark edildi. ZP’siz oositlerin gevresinde tek tabakali ¢ogunlukla 4-6
yassi graniiloza progenitor hiicreler bulundu (Sekil 4.2c). Bu graniiloza progenitor

hiicreler grup halinde izlenen primordiyal folikiiller etrafinda bulunurlar.

Kontrol grubunun ovaryumlarda en dista bulunan germinal epitel, tek tabaka
kiibik seklinde c¢ok kolay segildi. Sinirlar1 olmayan korpus luteum ve medulla
yapilar1 izlendi. Bu yapilarin arasinda, daha ¢ok korpus kisminda kortikal stroma
hafif pembe renge boyandi. Primordiyal folikiillerin, folikiil hiicreleri yayik sekilde
izlendi. Primer oositlerde ve gelismekte olan oositlerde; teka interna ve teka
eksterna’ya ait i¢ ve dig tabakalar1 ayirt etmek ¢ok kolay oldu, bunun sebebi de kolay
ve ayirt edici teka interna hiicrelerinden dolayidir (Sekil 4.2d). Ayrica teka eksterna
tabakanin disinda hemen stroma bulunuyordu. Teka tabakalarinda hem kapiller hem

de kan damarlari izlendi.

65



66

Sekil 4.2. Kontrol grubuna ait 151k mikroskop incelemeler;

a) MT ile boyanan ovaryum korteks (K) ve medulla (M) bolgeler
goriinmektedir. Germinal epitel (GE), sekonder folikiil (SF) ve primer oosit (PO)
bulunur. b) A seklinde bulunan ayni ovaryum PAS boyama ile boyandi. ¢) Graaf
folikiil primer oosit (PO) etrafinda korona radiata (KR), onun hemen yaninda
antrum (A) bosluk bulunur. Heniiz antruma doniismeyen kisimlar germinal
hiicreler (GH) ile dosenmis. teka interna (TI) ve teka eksterna (TE) giizel ayirt
edilebilir. PAS. d) Henliz graafian folikiil olusmayan bir sekonder folikiil (SF)
primer oositle (PO). zona pellusida (ZP)  tabaka kalin bir g¢ember
olusturmaktadir. Antrum (A) bosluk yavas yavas olusmaya basladi. Graniiloza



hiicrelerin (GH) en dista bazal membran (BM) izlenir. Teka interna (TI) ve teka
eksterna(TE) kiibik hiicrelerle kalin bir tabaka olugsmaktadir.

4.3.2 ZnO NP Grubuna Ait Isik Mikroskobik Bulgular

4.3.2.1 100 mg/kg ZnO NP grubunun bulgulari:

21 giin boyunca 100 mg/kg ZnO NP uygulandiktan sonra sakrifiye edilen
ratlarin ovaryumlar {i¢lii boyama ile boyandi. Incelemesi yapilan her bir boyama
preparatinin ovaryumlarinda aym sekilde ¢ok fazla atretik folikiil izlendi. (Sekil
4.3a). Atretik dejenerasyon farkli sekillerde ve ovaryumun farkli boélgelerinde
gozlendi. Korteks kisimda bulunan folikiillerin daha az hasara ugradigi gozlendi.
Bazi bolgelerde primer ve sekonder folikiiller oositsiz goriindii (Sekil 4.3b). Bu
folikiillerde sadece antrum boslugunun oldugu, zona pelusidanin bu tiir folikiillerde
ayirt edilemeyecek kadar sekilsiz hal aldigi anlasildi. Graniiloza hiicrelerinin
arasinda ¢ok piknotik nukleusa sahip hiicreler tespit edildi (Sekil 4.3c). Ovaryum
dokunun en disinda bulunan germinal epitelin tek tabaka kiibik hali, ¢ogunlukla
kontrol grubu ile aymi Ozellikler gosterdi. Bazi bdlgelerde germinal epitel
deformasyon varligi goriildii. Germinal tabakanin hemen altinda bulunan korteks
alaninda, bazi kisimlarda neredeyse primordiyal folikiil hi¢ gdézlenmedi. Antral
folikiillerde atretik degisiklikler izlendi. Graaf folikiillerinde izlenen atretik
dejenerasyon graniiloza ve teka interna arasindaki bazal membranin olmadigi
gozlendi. Ayrica graniiloza tabakasindaki hiicrelerin ¢cogunun piknotik ¢ekirdege

sahip oldugu anlasildi. (Sekil 4.3d-e).

Istatistiksel olarak kontrol grup ile karsilastirma yapildiginda atretik
folikiillerin sayisinda anlamli Slgiide artis gézlendi (p <0.001)

Folikiil sayimi1 yapildiginda; primer ve primordiyal folikiillerin sayisi, kontrol

grubunun folikiil sayisina kiyasla oldukc¢a azaldig1 gézlendi (Sekil 4.3f).
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Sekil 4.3. 100 mg/kg ZnO NP grubuna ait 151k mikroskobik bulgular;

a) MT ile boyanan ovaryum preparati birgok atretik folikiil (AF) izlenir. Onun
disinda primordiyal folikiil (PrF), sekonder folikiil (SF) ve primer folikiil (PF)
goriinmektedir. Medulla kisminda ¢ok sayida vena (V) bulunur. b) Hematoksilen
Eozin ile boyanan preparatta ¢cok sayida atretik folikiil (AF) bulunur. Cok sayida
piknotik hiicre (PC) izlenir. ¢) Dejenere olmus bir Graafian folikiil (GF) etrafinda
diizgiin olmayan bir bazal lamina (BL) tabakasi, oositte ve antrum boslukta hava
kabarciklar ile dolmaya basladi. Piknotik hiicrelerin (PC) artis1 goézlendi. d)
Deformasyona ugrayan bir Primer folikiil (PF) apoptoza doniistiiren oositle bulunur.
e) Cok sayida piknotik hiicreler (PC) ve dejenere olmus bir primer oosit. f) Zona
pellusida (ZP) yirtilmis halde, bazi kisimlarda tamamen yok oldu. Gelisimi devam

edemeyecek bir primer folikiiliin (PF) oosit gozlendi.
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4.3.2.2 200 mg/kg ZnO NP grubunun bulgular::

Bu grupta yapilan mikroskobik incelemelerde, bazi folikiillerin bos oldugu
tespit edildi. PAS-HL ile boyanan kesitler, zona pelisudanin folikiil hiicrelerden
ayrildigin1 ve aralarda diizensiz kopukluklar izlendi. ZP’nin kivrimli hale geldigi ve
baz1 bolgelerde yuvarlak bosluklar bulundugu tespit edildi. Ancak ZP’nin
biitiinliigiini kaybettigi gozlemlendi (Sekil 4.4a).

PAS-HL ile boyanmis kesitler ile gergeklestirilen incelemede; en kiigiik
bliyiitme Olgiisiinde, ovaryumun ortasinda bulunan hilium kismi ve hilium’un

arasinda yayilan kan damarlarin etrafinda ¢ok fazla piknotik hiicreler goriildii.

Incelemesi gergeklestirilen bu grubun &rnekleri diger tiim gruplarla
karsilastirildiginda, folikiillerin tiimiine bakildiginda istatistiksel anlamda diisiis

izlendi. Korpus bolgesinde primordiyal folikiiller ¢ok az sayida goriildi (Sekil 4.4Db).

Ovaryumun en dis tabakasinda bulunan germinal epitel hiicreler bazi
bolgelerde tamamen yok oldugu gézlendi. Vezikiiller folikiiliin, sekonder oositin ve
zona pelusida’nin arasinda bosluklar izlendi. Sekonder oositin ¢ekirdekleri, PAS, MT
ve Hematoksilen Eozin boyamalarda ¢ok kiiciik ve diizgiin bir morfolojik yapiya
olmadig: tespit edildi. PAS boyama sonucunda Antral folikiillerde yiiksek oranda
atretik farklar gézlemlendi (Sekil 4.4c).
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Sekil 4.4. 200 mg/kg ZnO NP grubuna ait 151k mikroskobik bulgular

a) Hematoksilen Eozin ile boyanan preparatta artmig Primordiyal (PrF) ve
primer folikiil (PF) bulunur. atretik folikiil (AF) diizensiz korteks (K) kisimda yer
alir. b) PAS boya ile boyanan preparat Son derece dejenere folikiil (DF) olmus bir
Graaf folikiil izlendi. ¢) MT ile boyanan ve 10x mikroskop biiyiitmede degerlendiren
ovaryum preparat germinal epitel (GE) bazi kisimlarda diizensiz, icinde medulla (M)
ve ko luteum (KL), birkag¢ tane primer folikiil (PF) ve ¢ok sayida atretik folikiil (AF)

izlenir.
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4.3.3 ZnO NP + L-A Grubuna Ait Isik Mikroskobik Bulgular

4.3.3.1 100 mg/kg ZnO NP + L-A grubunun bulgular::

ZnO NP alan gruplar ve daha sonra L-A ile enjeksiyon alan ratlarin
ovaryumlart mikroskobik incelemede 3. gruba nazaran oldukca diisiik iyilestirme
etkisi gortilse de, bu iyilestirme amaciyla yapilan tedavide istatistiksel agidan anlaml
sonuca ulasildi. Folikiillerin geneline bakildiginda atrezi ve dejenerasyonun kismen
onlendigi tespit edildi (Sekil 4.5a). Ancak primordiyal folikiillerin artisinin
gdzlenmesinin yan1 sira ¢gogunlukla normal yapida ve saglikli olduklar elde edilen
sonuclar arasinda en dikkat g¢ekici olaniydi. Graniiloza tabakasinda graniiloza
hiicrelerinde piknotik ¢ekirdeklerde azalma fark edildi. Daha 6nceki gruplarda tespit
edilen sekonder ve Graaf folikiillerinde zona pellusida ve oosit arasindaki bosluklar
ve kopukluklar neredeyse yok denecek kadar azdi (Sekil 4.5b). Ancak atretik
folikiillerin oositlerinin dejenere olduklar1 ve tedaviye herhangi bir etki etmedigi
PAS ve MT boyama ile gerceklestirilen analizlerde net bir sekilde anlasiimistir.
Sekonder folikiillerde antrum boslugundan dolayi yayilan graniiloza hiicreleri, primer
oosit ile bir kenara tekrar toplanmaya baglayan ve yeni olusturan kiimiiliis ooforus,
L-A alinan ratlarda diizgiin bir sekilde deformasyon olmadan kiime halinde olustugu

gozlendi (Sekil 4.5c¢).
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Sekil 4.5. 100 mg/kg ZnO NP + L-A grubuna ait 151k mikroskobik
bulgular

a) 10X boyutta 151k mikroskopta yapilan incelemelerde germinal epitel (GE)
tabakasinda kiibik hiicreler daha diizgiin izlendi. Atretik folikiil (AF) ve dejeneratif
Graaf folikiil (dGF) sayis1 azalmis olsa da hala ¢ok fazla gozlendi. primordiyal
folikiil (PrF), graaf folikiil (GF), Sekonder folikiil (SF) ve primer folikiil (PF)
bulunmaktadir. b) 20X biiyiitmede atretik folikiiliin yaninda diizgiin gelisen bir graaf
folikiil bulunmaktadir. ¢) 40X biiyiitmede gelismekte olan Graaf folikiil (GF)
bulunur. Folikiiliin en i¢ kisminda oosit (O) bulunur. Oositi saran zona pellusida (ZP)
ve onu ¢evreleyen korona radiata (KR) yer alir. Biiylimekte olan folikiil sivi ile
dolmaya baglayan antrum (A) boslugu goriinmektedir. Piknotik hiicreleri ¢ok az

iceren graniiloza hiicreler (GC) tabakasi bulunmaktadir. Teka interna (TI) ve
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graniiloza hiicre (GC) tabakasinin arasinda bazal lamina (BL) yer alir. Teka eksterna

(TE) en dis bolgede bulunmaktadir

4.3.3.2 200 mg/kg ZnO NP + L-A grubunun bulgular:

PAS-HL boya ile boyanan kesitlerde, dordiincii grupla arasinda istatistiksel
anlamda bir fark olmadig1 tespit edildi. Bu gruptaki mikroskobik incelemelerde, bazi
oositlerin zona pellusidadan ayrildigi goriildi (Sekil 4.6a-b). 5. grupta epitel
yapisinin bazi bolgelerde daha kalin oldugu tespit edildi. Genel olarak bakildiginda
4. ve 5. grup arasinda istatistiksel olarak cok az diizeyde fark bulunmaktadir
(p>0,05). Bahsi gecen iki grup arasinda yapilan analizlerde, korteks bolgesinde
bulunan folikiillerin ¢esitleri agisindan herhangi anlamli bir farklilik gézlenmedi.
Teka interna ve teka eksternanin, her iki grupta da diizgiin bir sekil aldigi ve MT
boyama ile simirlarinin belirgin oldugu anlagildi. PAS boyama ile elde edilen
preparatlarda ise atretik folikiillerin fragmante vakuollerin oldugu oositler
gbozlemlendi. Zona graniilozada ikinci ve Tlg¢lincii gruplardaki c¢oklu piknotik

¢ekirdekler hem 4. hem de 5. grupta seyrek halde izlendi (Sekil 4.6¢, Sekil 4.6f).

Sekil 4.6. 200 mg/kg ZnO NP + L-A grubuna ait 151k mikroskobik
bulgular
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a) (EF) Erken folikiillerin yaninda primer folikiiller (PF) ve primordiyal
folikiiller (PrF) bulunmaktadir. b) Primer folikiil (PF) ve onu karakterize eden tek
tabaka Graniiloza hiicreleri (GH) yer almaktadir. Piknotik hiicreler (PC) ¢ok nadir
goriinmektedir. ¢) Oositi dejenere olmus ve etrafindaki zona pellusida tamamen
kaybolmus bir atretik folikiil (AF) izlenmektedir. Hemen altinda gelisimi diizgiin
baslayan bir primordiyal folikiil (PrF) bulunmaktadir. d) MT ile boyanan vena (V)
ve kan kanallar1 gozlendi. Biiyiik bir korpus luteumun (KL) yaninda bag doku (BD)
yer almaktadir. Sekonder folikiil (SF) ve ¢ok sayida atretik folikiil (AF)
bulunmaktadir. €) Primer oosit (PO) ve primer folikiil (PF) her ne kadar diizgiin
zona pellusidaya (ZP) sahip olsa da piknotik hiicreler (PH) ve apoptotik hiicreler
(AH) bulunmaktadir. Teka interna (TI) ve teka eksterna (TE) tabakalarinin bigimleri
cok diizgiin olmasa da hiicrelerin sekili prizmatik halindadir. f) H&E ile boyanan ve
40X boyuta incelenen preparatta nekrotik oosit (NO) izlenmekte. Oositin etrafinda
zona pellusida ve graniiloza hiicre tabaksi olmasi gerekirken bu inceledigimiz
folikiillerde bosluk olusmus. Oositi sarilan boslugun disinda ince ve diizensiz bir

graniiloza hiicreler (GH) tabakasi bulunmaktadir.

4.3.4 Follikiil sayilarinin degerlendirilmesi

Total ovaryumdaki folikiillerin ortalama folikiil sayis1 hesaplandi. Bir
ovaryumdaki folikiiller smiflandi primordiyal, p. unilaminar, p. multilaminar,
sekonder ve Graaf folikiilii olarak gruplandirildi (Sekil 4.7). Gruplar arasinda her bir
folikiil alt grubu i¢in ayr1 ayr folikiil sayilar1 ve bu folikiillerin arasinda morfolojik
ozelliklerin degerlendirilmesi yapildiktan sonra istatistiksel a¢idan anlamli sonuglar
elde edildi. Sayilan folikiilerin gruplar arasinda ortalama alindi ve anlamli sonuglar
elde edildi. En biiyiik fark ve folikiil azlig1 ikinci ve dorduncu gruplarinda izlendi.
Kontrol ve ikinci grubu ile kiyaslandiginda p<0,002 anlamli sonuglar alindi. Kontrol
ve Ugiincii grubu ile kiyaslama yapildiginda gii¢lu bir fark olmadigin1 p<0,21 tespit
edildi. Ancak kontrol grubu ve dordiincii grup arasindaki fark p<0,001 oldugunu
tespit edildi. Kontrol ve besinci gruplar istatistik sonuglar p<0,01 oldugunu tespit
edildi. Bu bakimda gruplar arasinda en ¢ok folikiil azalis1 dordiincii grupta izlenildi.
Istatistik agidan p<0,001 anlami sonuglar elde edildi. Bu grupta primer folikiillerin

ve graaf folikiillerin noksanlig1 yiiksek oranda izledi. Primordiyal folikiilerin azalis
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kontrol grup ile kiyaslama yapildiginda besinci grupta en ¢ok tespit edildi. Ancak
primer sekonder ve graaf folikiilerde bu azalis izlenmedi. Olgun yada graaf
folikiilerde en biiyiik azalis dordiincii grupta bulundu. Istatistiksel agidan bu sonuglar

anlami oldugunu tespit edildi (p<0,00003).

mgrupl mgrup2 mgrup3 mgrup4 mgrupd

40

o] w w
[$)] o 4,1

Folikiil Sayisi
S

15
10
5
0
Primordiyal f. Primer f. Sekonder f. Graaf f. Atretik f.
Folikul

Sekil 4.7. Kontrol (grup 1) ve deney gruplarindaki primordiyal,
primer, sekonder ve Graaf folikiillerin sayilar.

Atretik folikiilerde, kontrol grubu ikinci, liglincii ve besinci gruplar ile
kiyaslama yapildiginda artis izlenmektedir. Ancak bu {i¢ deney grup arasinda ¢ok
anlamli fark olmadigini sonuca varildi. Kontrol grup ikinci, ligiincii ve besinci grup
karsilastirmalar istatistiksel agidan anlamli oldugunu hespalandi ve p<0.000002
oldugunu tespit edildi. Atretik yada hasarli (apoptoza ugrayan) folikiilerde en biiyiik
artis  dordiincii grupta oldugunu tespit edildi. Atretik folikiilerin sayis1 gruplar
arasinda kasilastirma yaparken istatistik agidan sonuglar1 bir kez daha anlamlh

oldugunu tespit edildi (p<0,00005).
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4.4 RT PCR BULGULAR

Gen ekspresyon deneyimizde kullanilan apoptozu indiikleyen genler Bax, Bcl,
Kaspaz 3, Kaspaz 9 ve housekeping gen B-aktin Bonfferi yontem ile arasindaki fark
tespit edildi. Tum genler arasinda elde edilen sonuglar bakildiginda anlamli oldugunu
sonuca varildi p<0,02 (Cizelge 4.2). Apoptozu indiikleyen genler arasinda ve
housekeeping gen ile karsilastirma yapildiginda en yiiksek apoptoz oran1 Bax genden
izlendi. Bu sonuglar istatistik agidan anlamli olarak kabul edildi (p<0, 00003).

Cizelge 4.2. RT PCR yoOntemin istatistik sonuclari

OZET

Grup Say1 Toplam Ortalama Varyans
Kaspaz 9 5 137,49 27,50 8,97
Kaspaz 3 5 144,00 28,80 5,27

Bel 5 15,04 31,21 19,90
Bax 5 155,58 31,12 28,52
8-aktin 5 119,05 23,81 0,16
ANOVA

Kaynak SS df | MS F P-deger | F-Kritik deger
Gruplar arasi 186,37 | 4 46,59 | 3,71 | 0,020 2,87
Grup i¢i 251,24 120 | 12,56

Toplam 437,61 | 24

Veriler ortanca (25-75 persantil) olarak sunulmustur.
p<0,05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
p<0,02 kontrol ve diger gruplar kiyasladiginda.

RT PCR deneyinde grafik lizerinde elde ettigimiz sonuglarda B-aktin genin ve
kontrol gruplarin uyumlu oldugunu ve c¢ok biiyiik bir fark olmadigini tespit ettik
(Sekil 4.8). Gen ekspersyon tiim genlerde izlendi, en yiiksek oran Bcl ve Bax geninde
izlendi. Gen ekspresyonda diger yapilan analizlerin sonuglarla bakildiginda en biiyiik
hasar besinci grupta izlendi. Bu sonuglar tim genlerde neredeyse ayni oranda
saptandi. Yapilan PCR yontemde 40 dongii yapildi. Dongii sayisi (Ct) olarak
gosterildi. Boylece gruplar arasinda ve kontrol grup ile karsilastirma yapildiginda

istatistiksel acidan anlamli sonuglar elde edildi (p<0,020) oldugunu tespit edildi.

Dogal yolu ile olusan apoptoz ve indukleyen apoptozu ayirt edebilmek i¢in
ovaryum iizerinde etki eden B-aktin gen kulanildi ve sonuglar istatistik agidan

anlamli oldugunu tespit edildi (p<0,0003).
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EGRUP1 ®mGRUP2 =mGRUP3 GRUP 4 ®mGRUPS

Kaspaz 9 Kaspaz 3 B-aktin
Gen

Déngii sayis1 (Ct)
— — [ & [9%) [9%) B
o n o wn o wn o

h

Sekil 4.8. Kaspaz 9, Kaspaz 3, Bcl, Bax ve B-Aktin genlerin kontrol ve
deney gruplarinda gen ekspresyon degelendirmesi

Gruplar Kaspaz 9 gen ekspresyonlar1 bakimindan karsilagtirilmis ve gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlaml farklilik oldmadigini (p<0,059) tespit edilmistir.
Olmiis hiicrelerin en yiiksek oram dordiinii grupta izlenirken en diisiik 6lii hiicre

orani ikinci grupta bulundu (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Kaspase 9 genin gruplar arasinda degelendirilmesi

OZET

Grup Say1 Toplam Ortalama Varyans
Grup 1 5 154,60 30,92 21,92
Grup 2 5 155,15 31,03 25,76
Grup 3 5 119,40 23,88 5,01
Grup 4 5 116,26 29,07 22,42
Grup 5 5 142,96 28,59 3,53
ANOVA

Kaynak SS di |MS |F P-deger | F-Kritik deger
Gruplar arasi 168,55 | 4 42,14 | 2,741 0,05 2,90
Grup igi 292,10 | 19 | 15,37

Toplam 460,66 | 23

Veriler ortanca (persantil) olarak sunulmustur.
p<0,05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
p<0,05 Kontrol ve tiim gruplar ile kiyaslandiginda.
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Gruplar Kaspaz 3 gen ekspresyonlar1 bakimindan karsilastirilmis ve gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik oldmadigini (p<0,093) tespit edilmistir.
Diger genler ile kiyaslma yapildiginda en diisuk apoptoz orani bu gende izlendi.
Kaspas 3 gen i¢inde ve gruplar arasinda karsilastirma yapildiginda apoptoz seviyesi
en diisiik 4. Grupta tespit edildi. Istatistiksel sonuglar anlamli olarak kabul edilmedi

(Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Kaspaz 3 genin gruplar arasinda degelendirilmesi

OZET

Grup Say1 Toplam Ortalama Varyans

Grup 1 5 129,41 25,88 5,45
Grup 2 5 141,49 28,30 10,86
Grup 3 5 150,13 30,03 18,21
Grup 4 5 111,40 27,85 18,97
Grup 5 5 159,73 31,95 4,39
ANOVA

Kaynak SS df | MS F P-deger | F-Kritik deger
Gruplar arasi 104,41 | 4 26,10 | 2,33 | 0,093 2,90

Grup igi 212,54 | 19 | 11,19

Toplam 316,95 | 23

Veriler ortanca (persantil) olarak sunulmustur.
p<0,05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli1 kabul edilmemistir.
p<0,093 Kontrol ve tiim gruplar ile kiyaslandiginda.

Gruplar Bcl gen ekspresyonlari bakimindan karsilagtirllmis ve gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu (p<0,033) tespit edilmistir.
Farkliligin hangi grup ya da gruplardan kaynaklandigini tespit edebilmek icin gruplar
Bonferroni yontemi ile ikiserli olarak karsilastirilmistir. Karsilastirmalar neticesinde;
Kontrol grubu ve 2. grupta yer alan ratlarin daha diisiik Bcl gen ekspresyonu

degerlerine sahip olduklar1 tespit edilmistir (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5. Bcl genin gruplar arasinda degelendirilmesi

OZET

Grup Say1 Toplam Ortalama Varyans

Grup 1 5 123,67 24,73 9,24
Grup 2 5 148,52 29,70 61,07
Grup 3 5 173,32 34,66 19,48
Grup 4 5 154,48 30,90 48,54
Grup 5 5 180,22 36,04 14,43
ANOVA

Kaynak SS df MS F P-deger | F-Kritik deger
Gruplar arasi 398,01 4 99,50 | 3,26 | 0,033 2,87

Grup igi 611,02 |20 30,55

Toplam 1009,04 | 24

Veriler ortanca (persantil) olarak sunulmustur.
p<0,05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
p<0,033 Kontrol ve tiim gruplar ile kiyaslandiginda.

Gruplar Bax gen ekspresyonlar1 bakimindan karsilastirilmis ve gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu (p<0,004) tespit edilmistir.
Farkliligin hangi grup ya da gruplardan kaynaklandigini tespit edebilmek i¢in gruplar
Bonferroni yontemi ile ikiserli olarak karsilagtirilmistir. Karsilastirmalar neticesinde;
Kontrol grubu ve 2. grupta yer alan ratlarin daha diisiik Bax gen ekspresyonu

degerlerine sahip olduklar1 tespit edilmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Bax genin gruplar arasinda degelendirilmesi

OZET

Grup Say1 Toplam Ortalama Varyans

Grup 1 5 116,84 23,37 10,07
Grup 2 5 142,24 28,45 18,27
Grup 3 5 173,64 34,73 11,46
Grup 4 5 161,00 32,20 42,28
Grup 5 5 184,17 36,83 3,99
ANOVA

Kaynak SS df | MS F P-deger | F-Kritik deger
Gruplar arasi 570,32 4 142,58 | 8,28 | 0,0041 | 2,87

Grup igi 344,26 20 | 17,21

Toplam 914,58 24

Veriler ortanca (persantil) olarak sunulmustur.
p<0,05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
p<0,004 Kontrol ve tiim gruplar ile kiyaslandiginda.
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5. TARTISMA

Graniiloza hiicreleri, ¢esitli molekiil ve sinyal iletiminde rol alan parakrin ve
otokrin yol araciligiyla folikiillerin gelisimini saglamaktadir (115). Bu hiicrelerin
haberlesme ve graniiloza hiicrelerin folikiil gelisimi {izerinde goérev tstlendigi ile
ilgili pek ¢ok arastirma yapilmis olup ayni1 zamanda birbirleri ile ¢eliskili sonuglar da
ortaya koyulmustur (116). Ovaryum iizerinde yapilan c¢alismalarda ¢ok farkl
kisitlamalar ve zorluklarla karsilagilmaktadir. Bunlardan en sik rastlananlari;
ovaryum dokusunun ¢ok kiiciik olmast ve folikiillerinin gelisiminde rol oynayan
parakrin etkilesiminin in vitro olarak yapilamamasidir. Ayrica gergeklestirilen hiicre
kiiltiiri galismalarinda, ovaryum dokusunun g¢aligsma sirasinda medyum besinindeki
farkl faktorler ile yanlis etkilesimler yaptigi icin giivenilir sonuclar alinmamasi ve
verileri farkli yansitmasindan dolayr ovaryum ve folikiillere olan g¢alismalardan
kacinilmaktadir (117). Bu engeller ve sorunlar degerlendirilerek, ovaryumda ZnO
NP’nin folikiilogenez {izerine etkileri ve hasarlarina kars1 L-A aminoasitin potansiyel
iyilestirici etkisinin arastirildigi c¢alismamizda model organizma olarak ratlar
secilerek in vitro deneyler yapildi. 3 aylik Wistar Albino disi ratlarin gelisimi ve
modellenmesi 20-30 yaslarindaki insanin gelisimine denk gelmektedir. Dolayisiyla
hem molekiiler hem de histobiyokimyasal ¢alismamiz i¢in uygun yas ve model

aralig1 se¢ilmis olundu.

Disi reprodiiktif organlar {izerine yapilan in vivo g¢alismalarda menstrual
siklusu takip etmek ve belirlemek biiyiik 6nem tasimaktadir. Hayvan deneylerinde
kontrol ve deney gruplarinda fazlarin takip edilmesi gerekmektedir (118). Bu sebeple
deneklerin vajinal sitolojik yaymasi alinip degerlendirilerek Ostriis fazi belirlendi.
Ayrica tiim ratlarin folikiilogenezi ile ilgili bilgiye, anlamli degerlere ve bir 6nceki
ovulasyon doneminden folikiillerin gelisimine sahip olabilmek i¢in tiim ratlar

prodstrus-ostrus gegis fazinda sakrifiye edildi.

Disi reprodiiktif donem boyunca ovaryumlarda sadece birkac¢ adet folikiil
ovulasyona hazir hale gelir, geri kalani ise dogal yol ile atreziye ugrar. Folikiil atrezi
stirecinde ilk olarak apoptoza graniiloza hiicreleri ugrar (119). Folikiillerin dogal

dejenerasyonun disinda farkli etkenlerden dolay1 atreziye nedeni olmaktadir (120).
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ZnO NP nZnO'nun toksisitesi, hayvan modellerinde ovaryum da dahil olmak
lizere c¢esitli organ ve doku oOrnekleri kullanilarak arastirilmistir ve gergeklestirilen
bazi ¢alismalarda ZnO'nun daha ¢ok kadin {ireme sistemini ve dogurganlik oranini
olumsuz yonde etkileyebilecegi gosterilmistir (49, 55). Bu amagla kullanilan civciv
oositlerinin ZnO'ya maruz kalmasinin civciv gelisimlerini engelledigi belirtilmistir.
ZnO organlara ve hiicrelere farkli yollarla girmektedir; solunum sistemi, deri ve kan

yolu ile kan beyin bariyerini gecerek etki etmektedir (55-57).

In vitro deneylerde ZnO NP'nin fetal yumurtaliklara niifuz ettigi ve esey ana
hiicrelerinde sitotoksisiteye neden oldugu agiklanmaktadir (47). Ayrica ZnO NP'e
maruz kalmanin, temel olarak hiicresel DNA hasarini indiiklemis oldugunu ve bunun
sonucu olarak da fetal yumurtaliklarda apoptozla iliskili proteinlerin ekspresyonunun
artmasin neden olabilecegi belirtilmektedir. Elde edilen veriler dogrultusunda ZnO
NP'iin dogum Oncesi ve sonrasi oogenez ile ilgili siirecleri etkileyebilecegini ve DNA
hasarini arttirdigin1 ve yumurtalik folikiil rezervini azalttigin1 gosteren bulgular da
elde edilmistir. ZnO NP’nin etkisi nanopartikiillerin boyutuna gére degismektedir.
Daha kii¢iik molekiiller hiicreye daha kolay girmekte ve daha yiiksek toksik etkiye
neden olmaktadir. Baglanma giicii ve dolagim hiz1 daha yiiksektir. Dolayisiyla biz
calismamizda 30-50 nm arasindaki boyutlarda nanopartikiiller kulandik.
Intraperitonel yol ile ZnO NP vererek emilimi ve hiicreye girisinin daha kisa siirede

olmasini saglayarak istenilen sonuglarin elde edilmesini amagladik (121-126).

Caligmamizda ZnO NP’nin ovaryumda goriilen histopatolojik etkilerine karsi
L-A aminoasidinin potansiyel iyilestirici 6zelligi histobiyokimyasal, morfolojik ve

molekiler olarak incelendi.

ZnO NP uygulamasi sonrasinda hematoksilen eosin, mason trikrom ve
periyodik asit-shift boyama ile ovaryum morfolojik agidan incelendiginde germinal
tabakada dejenerasyon izlendi. Daha detayli ve biiylitmeli inceleme yapildiginda ise
dejenere zona pellusida, piknotik hiicrelerle bazal membran ve ayirt edilemeyen teka
interna ve teka eksterna izlendi. Ayrica atretik folikiiliin sayica fazla oldugu ve antral
kisimda apoptotik hiicrelerinin artti§1 goriildii. Primordiyal ve primer multilaminar
folikiiller seyrek halde olurken sekonder ve graaf folikiiller ¢ok nadir izlendi. ZnO

NP gruplarinda graaf folikiiller atretik folikiillere doniisti. Sekonder oositlerde
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oositler ¢cok gelismeden kaybolurken, zona pellusida burugsmus veya parcalanmis
olarak gozlendi. ZnO NP’lerin toksisite etkisinden dolay1 bir¢ok hiicre stabil olsa ve
savunma mekanizmalarimi  kulansa da graniiloza hiicreleri sitoplazmadaki

depozisyonla ortami terk etmeye baslamislardi.

ZnO NP'ler yalnizca sitotoksisiteyi indiiklemekle kalmaz, ayn1 zamanda da
A431 insan epidermal hiicrelerinde DNA hasar1 (122) ve insan SHSYSY noronal
hiicrelerinde mikroniikleik tiretimi, H2AX fosforilasyonu ve DNA hasar1 da dahil

olmak tizere ¢esitli hiicrelerde farkli genotoksisitelere neden olmaktadir (127).

ZnO NP uygulanan ratlarda, biyokimyasal incelemede elde edilen
bulgularimiz progesteron (p) seviyesinin azaldigini gostermektedir. Graniiloza
hiicrelerinde gergeklesen hasara bagli olarak graniiloza hiicrelerinin sekretuvar
aktivitesinin azaldig1 saptanmistir. Prodstrus fazin sonunda sakrifiye edilen ratlarin;
ZnO NP gruplarinda progesteron seviyesinin normal degerlere gore yiiksek diizeyde
oldugu gozlendi. Bunun sebebi de NP’nin kan beyin bariyerini gecerek hipotalamus
ve hipofiz bezinde LH, GnRH ve FSH hormonlarmin salgilandigi hiicrelere
ulagsmasidir. Uyarict hormonlara ulastiktan ve etkiledikten sonra NP, hipotalamik-
hipofiz-gonadal ekseni pozitif ve negatif feedback ile inhibe ederler ve ovaryumun
Ostrojen ve progesteronun normal salgilanmasina kismen etki eder ya da tamamen
durdurur (128). Elde edilen veriler dogrultusunda, ZnO NP'nin dogum Oncesi ve
sonras1t oogenez ile ilgili siiregleri etkileyebildigi, DNA hasarin1 arttirdigi ve
yumurtalik folikiil rezervini azalttigin1 gdsteren bulgular mevcuttur. Sonug olarak;
metal nanopartikiillerin elektronik tiriinler, tablolar ve resimler de dahil olmak tizere
pek cok alanda yaygin olarak kullanilmasi bu maddelere maruz kalma ihtimalini

biiylik 6l¢iide artirmistir (129).

Rat siklusu 4-5 giin siirer ve dort fazdan olusur: proostriis evresi yaklasik 12
saat, Ostriis evresi 9-15 saat, metdstrus evresi 21 saat ve didstrus evresi yaklagik 57
saat siirer (130). Korpus luteumun sekli ve boyutu en yliksek seviyesine didstrus
doneminde ulagmaktadir. Progesteron pik seviyesine prodstrus fazinin sonunda ve
Ostriis fazinin basinda ulagsmaktadir. Progesteronun seviyesi ylikselirken Ostrojenin
seviyesi bu donemlerde diismektedir (131). Ostriis evresine gegerken, ostrojen

seviyesinde hafif bir azalma gergeklesir, progesteron seviyesi ise sabit kalmaya
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devam eder. FSH seviyesinde yavas yavas bir artis izlenir (130). Ostriis fazinda LH
en diisiik diizeyde olup FSH ise en yiiksek degerine gelir. Ostrojen hormonunun
seviyesi diismeye devam ederken progesteronun seviyesi artmaya devam eder ve
Ostriisiin sonlarina dogru ovulasyon gerceklesir (132). MetOstrus fazinda Ostrojen
seviyesi artmaya baslarken, Progesteron seviyesi sabit kalmaya devam eder.
Metostrus evresinde korpus luteum olusumu gerceklesir. Progesteron seviyesinin

azalmasi pro0Ostrus fazindayken gergeklesmeye baslar (133).

L-A verilen ratlarin ovaryumlarinin morfolojisine bakildiginda genel anlamda
hasar ve apoptotik hiicrelerinin sayisinda azalma tespit edildi. Zona pellusida,
germinal epiteli, teka interna ve teka eksterna ve bazal membranin deformasyonunda
onemli degisiklikler go6zlendi. Ayrica, bu gruplarda graniiloza hiicrelerin

dejenerasyonunda ve piknotik hiicrelerin sayisinda 6nemli miktarda azalma gézlendi.

Oosit ve folikiil bakimindan degerlendirildiginde; L-A gruplarinda, ZnO NP
gruplarma gore daha saglikli ve daha az hasarli oosit ve folikiiller bulundugu
saptandi. Bu sonuglarin, kontrol grubu sonuglarina yaklasmis olmasi nanopartikiiller
ile tetiklenen hasarlara karsi L-A aminoasit tedavisinin yeterli olabilecegi anlamina

gelmektedir.

200 mg/kg ZnO NP gruplarinda apoptotik graniiloza hiicreleri en yiiksek
diizeyde graaf ve sekonder folikiillerde izlenirken, L-A uygulamasindan sonra bu
hasarin 6nemli miktarda azaldig1 saptandi. PAS boyama ile zona pellusida her grupta
diizgiin boyandig1 i¢in hasar ve iyilesme cok kolay tespit edilmektedir. Dolayisiyla
onceki gruplarda dejenere olan zona pellusida hiicrelerinin sabit ve sik halde

bulunduklar1 gézlendi.

200 mg/kg ZnO NP+ L-A ve 100 mg/kg ZnO NP+ L-A gruplarinda tiim
parametrelere bakildiginda graniiloza hiicrelerinde Progesteron seviyesindeki artis
hasarin azaldig1 anlamina gelmektedir. Bu degerlerin artmas1 ve kontrol grubundaki
degerlere yaklasmasi L+A aminoasidin iyilestirme potansiyelinin yiiksek olduguna
isaret etmektedir. Progesteronun metabolizmay1 iyilestirmesinin yansira, L-A
grubundaki nitrik oksittin (NO) ZnO NP’lerin yol actig1 hasar1 ve hipofiz tizerindeki

inhibisyon etkisini ortadan kaldirmasi da miimkiindiir.
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On hipofiz hormonlarinin salgilanmas1 NO tarafindan diizenlenir ve ovaryum
fonksiyonlart kontrol edilir (134). Ayrica, NO’nun intraovaryan diizenleyici
gorevinin disinda, hipofiz gonadotropinlerinin sentez ve salgilanmasinda dogrudan

diizenleme rolii de vardir (135).

NO, graniiloza hiicrelerindeki steroid sentezini azaltarak gereksiz Ostrojen
sentezini engellemektedir (136). Yapilan bir arastirmada, NO yalnizca Ostrojeni
uyarmadifi, ovaryum ve atreziyi etkiledigi ve ayrica folikiillerin gelisimine de

katkida bulundugu bildirilmistir (135).

Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve endoteliyal nitrik oksit sentaz
(eNOS) tarafindan sentezlenen NO, ostriis siklus sirasinda ovulasyona ve folikiillerin

ovulasyona hazir olmasina yardimci olmaktadir.

Progesteron ve Ostrojen es zamanli ve aymi sinyal iletim molekiilleri
tarafindan kontrol edildikleri i¢in, bu sinyal iletim molekiilleri NO tarafindan
diizenlenmektedir. Dolayisiyla NO tarafindan progesteronun ve Ostrojenin seviyesi

ayarlanmaktadir (136).

Oositin gelisimi graniiloza hiicreleri tarafindan gergeklesir. Ayrica graniiloza
hiicreleri oositin biiyiimesinin devamliligin1 ve mayoz fazinda duraklamasini saglar.
Graniiloza oosit iliskisi ¢cok 6nemlidir. Graniiloza hiicreler ve teka interna ve teka
eksterna hiicreler arasinda baglanti, iletisim ve besin tasima acidan ¢ok Onemlidir
(137). Calismamizda ZnO NP alan gruplarda bu baglanti ve etkilesimlerin zayif
oldugunu ve bunun sebebi olarak da apoptotik hiicrelerin artmis olmasiin oldugunu
diistinmekteyiz. Bunu biyokimyasal ve molekiiler incelemelerimiz ile de desteklemis
olduk. Oosit olmadan folikiillerin gelisimi gergeklesmez. Oosit tarafindan folikiiliin
olusumu ile iligkili bazi sinyal molekiilleri salgilanir. Oosit ayrica graniiloza
hiicrelerinin diizenli ¢ogalmasini ve steroid sentezinin diizenlenmesine katilan sinyal

molekiillerini de diizenler (138).

Elde edilen tiim bulgulara gore; ZnO NP tarafindan artan hasar ve toksisite
primordiyal folikiillerin fazla salgilanmasina, iiretilmesine, gelismekte olan primer
sekonder ve graaf folikiillerin sayisinin azalmasina, folikiillerin kaybina ve bitimine
neden olur. Bu nedenle ZnO NP’lerin tiiketimi ve viicutta bulunmasi oositlerin

kaybina, folikiil rezervinin azalmasina, ovulasyon oraninin diismesine, erken
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yaslarda menopoza ve inferitilite gibi daha biiyiik zararlara yol agmaktadir. Bu
calisma sonuglar1 degerlendirildiginde L-A aminoasidinin indiiklenmis hasari
azaltma etkisini bir tedavi olarak ve toksik maddeye karsi direngli bir ilag olarak
diistinmekteyiz. Her ne kadar L-A gelisme asamasindaki folikiilleri iyilestirse ve
olusan hasar1 dnlese de biiyiik ve olgun folikiillerde istenilen sonuglarin alinmamasi
dikkat ¢ekmektedir. flerdeki galismalarda daha iyi sonugclar alabilmesi i¢in dnerimiz
L-A aminoasidinin miktarinin artirtlmasi gerekmektedir. ZnO NP, follikiillogenezis
ve ovulasyonu etkilemesi nedeniyle feritilizasyonu da olumsuz yonde
etkileyebilecegine ihtimal verilmektedir. Bu durum olgun folikiiller i¢in gegici
amenore, heniiz gelismeyen yani primordiyal folikiiller i¢in kalici amenore veya

folikiil yetmezligi ile kars1 karsiya kalinabilir.
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6. SONUC

ZnO NP uygulamasi esnasinda ovaryum dokusunda gézlenen ve infertiliteye
neden olan hasari o6nlemede, L-Arjininin etkisini morfolojik, biyokimyasal ve
molekiiler agidan incelemek amaci ile planladigimiz ¢alismada asagida siralanan

sonuglar elde edilmistir;

A) Tiim gruplarm gelisimdeki folikiiller sayildi ve incelendi. incelenen
folikiil sayist 6zelikle ZnO nanopartikiil uyguladigmiz gruplarda (ikinci ve dordiincii
gruplar) primordiyal folikiil sayisinin {i¢ kat azaldigi gozlemlendi. Bu sonucun
istatistiksel agidan da anlamli oldugu tespit edildi. Atretik folikiil sayisi tim
gruplarda izlendi. Bu saymnin dordiincii ve besinci gruplarda daha yiiksek oldugu
tespit edildi, ancak istatistiksel agidan diger deney gruplari ile kasilastirildiginda

anlamli diizeyde olmadig1 goriildii.

B) Gruplara histolojik agidan bakildiginda 6zelikle 200 mg/kg ZnO NP
uygulamasinda asir1 hasarli doku tespit edilmistir. Sayisal verilere paralel olarak
germinal dokunun bolgesinde primordiyal folikiil goriilmedi. Diger deney

gruplarinda ¢ok sayida piknotik hiicreler gozlendi.

C) Progesteron seviyesinin, serumdan 6lgiim yapildiginda kontrol gruplarinda
beklenen seviyede oldugu tespit edildi. Diger gruplarda bu seviye goriilmedi.
Ozelikle 4. ve 5. gruplarda progesteron degerinin ¢ok diisiik oldugu tespit edildi ve
bu sonuglarin istatistiksel agidan anlamli oldugu sonucuna varildi. L-Arjinin verilen
gruplarda progesteron seviyesinin yiikseldigi ve kontol grubunun seviyesine

yaklastig1 gozlendi.

D) Gen ekspresyon tespitimizde, RT-PCR yo6ntemiyle apoptozu indiikleyen
genleri kullanarak hasar diizeyi 6l¢iildi. B-aktin geni ile karsilastirma yapildiginda
Kaspaz 9, Bax ve Bcl gen gruplarinda yiiksek diizeyde apoptotik hiicre tespit edildi
ve istatistiksel agidan anlamli sonuglar bulundu. Kaspaz 3 geninde apoptoz oraninin

daha diisiik olmas1 dikkat ¢ekmistir.
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