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1. GIRIS

Kanser, gilinlimiizde goriillme sikligi gittikce artan, mortalitesi oldukga
yiiksek olan bir saglik problemidir. Istatistiklere gore kanser, kalp ve damar
hastaliklarindan sonra 6liimlerin ikinci en sik sebebidir. (1,2)

Kanser olgulan tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye'de de 6nemli bir halk
saglig1 sorunu haline gelmistir. Diinyada her y1l yaklasik 12 milyon kisiye kanser
tanist konuldugu ve yaklasik 8 milyon kisinin kanserden 6ldiigli bildirilmistir.
TUIK (Tiirkiye Istatistik Kurumu) verilerine gdre, 2002 yilinda kansere bagl
oliim oran1 % 12 iken bu oran 2012 yilinda % 21’e yiikselmistir. (3,4)

Kanser insidansindaki artisla beraber kanserle miicadelede kullanilan
tedavi yontemleri de giderek 6nem kazanmaktadr.

Kanser tedavisinde Kemoterapi, radyoterapi, immiinoterapi ve cerrahi gibi
birgok yontem kullanilmaktadir. Kemoterapi ile kanserli hiicreler yok edilip,
biiylime ve ¢ogalmalari engellenmek istense de bu sirada normal hiicre ile kanser
hiicreleri arasindaki yapisal benzerlikten dolayr normal saglikli hiicrelerin de
zarar gormesi s0z konusudur. Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapétik ajanlar
kansere bagli 6liim oranlarini azaltsa da, uzun donem sag kalimlarda biiyiime-
gelisme problemleri, kardiovaskiiler problemler ve sekonder malign tiimoérlerin
gelismesine neden olup yasam Kkalitesini etkilemektedir.(5)

Kemoterapotik ajanlarin ireme organlari iizerinde de toksik etkileri vardir.
Bu organlardan ovaryumlar kemoterapotik ilaglara son derece duyarlidir.

Kemoterapi follikiil havuzundaki primordiyal follikiillerin sayisinda azalmaya,



oosit, graniiloza ve teka hiicre hasarina, prematiir ovaryan yetmezlige neden
olarak reprodiiktif sorunlar olusturmaktadir. (6,7) Giiniimiizde kanser tedavisinde
kullanilan Melphalan, busulfan, nitrogen mustardlar, prokarbazine, ifosfamide,
thiotepa, 5-fluorouracil, sisplatin, vinkristine, methotreksate gibi ajanlar geri
doniisimlii ya da geri doniisiimsiiz infertiliteye neden olan antineoplastiklere
ornek olarak verilebilir. (8)

Sisplatin, bazi eriskin kanserlerde ve Wilms, Noroblastoma, germ hiicreli
timor, osteosarkoma gibi ¢ocukluk c¢ag1 kanserlerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ototoksisite, norotoksisite, nefrotoksisite sisplatin tedavisi
sirasinda karsilasilan ciddi yan etkilerdendir. (9) Bunlarin yani sira testislerde
sperm lretimini baskilamasi ve ovaryumlarda primordial follikiil ve graniiloza
hiicre hasar1 olusturmas1 gonadotoksik etkileri de oldugunu goéstermektedir. (8,
10, 11)

Kemoterapinin olumsuz etkilerinden ovaryumlarda yer alan germ
hiicrelerini korumak ve fertilitenin devamliligin1 saglamak amaciyla kemoterapi
Oncesi 00sit ve embriyo dondurma yontemleri gibi alternatif onlemler ve yeni
alternatif tedaviler gelistirilmistir. (6, 12, 13, 14)

Alternatif tedavilerden birisi antioksidan kullanimidir. Sisplatin tedavisi
sonucu ototoksisite ve nefrotoksisite olugmakta ve bu hasar serbest oksijen
radikallerinin olusumuyla agiklanmaktadir.(15) Antioksidanlar, serbest oksijen
radikal hasarini Onleyici/azaltic1 etkiye sahip ajanlardir. Giiniimiizde kullanilan
baslica antioksidan ajanlar; selenyum, vitamin C, vitamin E, asetil L-karnitin,

melatonin dir. Asetil L- karnitin, hiicrenin enerji {iretimi i¢in gerekli olan yag



asitlerinin mitokondriye gegisinde kullanildigi bir kofaktordiir. Ayni zamanda
mitokondri fonksiyonlarinda 6nemli rol oynayan protektif bir ajandir. (16, 17)

Bu ¢alisma, sisplatinin ovaryumlardaki toksik etilerini ortaya koymak ve
bu etkilere kars1 asetil L-karnitinin koruyucu etkilerini oosit maturasyonunda ve
follikiil gelisiminde ©nemli rolleri olan p34cdc2, konneksin 43 ve BMP-6

ekspresyonu ilizerinden aciklamak amaciyla planlanmastir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1 Ovaryum Embriyolojisi

Cinsiyet farklanmasi ve farklanan disi tlireme organlarinin gelisimi
kompleks bir stirectir. Bu stiregte SRY, FIGa, Wnt4,R-SPONDIN1-a, Dax1 gibi
birgok gen rol alir. (18). Testis Belirleyici faktor Y kromozomunun kisa kolunda
yer alan SRY geninin protein trliniidiir, SRY geni etkisi altindaki embriyo
erkeklik yoniinde farklanacaktir. Primordial germ hiicreleri, gelisimin 2. haftasi
boyunca epiblast i¢inde olusur ve vitellus kesesi duvarindaki endoderm hiicreleri
arasinda belirir. 4. haftada ameboid hareketlerle allantoise yakin dorsal mezenter
boyunca ilerleyerek 5. haftanin basinda primitif gonadlara ulasirlar. Gonadlar
fotal 5. haftada intermedier mezodermin lateralinde gonadal kabarikliklar olarak
gelismeye baslar. Posterior abdominal duvari doseyen kdlom epitelinin prolifere
olmasi ve altindaki mezensimin yogunlagmasiyla kalinlasir ve gonadal sirtlar
belirir. 6. haftada primordial germ hiicreleri gonadal sirtlari isgal ederler. (19, 20)

Primordiyal germ hiicre gogliyle birlikte prolifere olmaya devam eden
kolom epiteli alttaki mezensim igerisine dogru hiicre kordonlar1 gondererek
primitif cinsiyet kordonlarin1 olustururlar. Bu evreye kadar her iki sekste de
gonadlar ayn histolojik 6zelliklere sahiptir. Bu nedenle 7. haftaya kadar olan bu
doneme farklanmamis evre adi verilmektedir. (20)

Embriyo XX kromozomuna sahipse primitif cinsiyet kordonlar1 kdlom
epiteli ile olan baglantisin1 kaybederek diizensiz hiicre kiimeleri halini alir ve

gelisecek olan ovaryum medullasinin vaskiiler yapilarini olusturur. (18,20)



Disilik yoniinde farklanacak olan embriyolarda yiizey epiteli prolifere
olmaya devam eder ve ikinci bir hiicre gogiiyle kortikal kordonlar1 gelistirir. 4.
ayda kortikal kordonlar hiicre kiimelerine ayrilarak primitif germ hiicrelerini
cevreler ve primordial follikiilleri olustururlar. Boylece ovaryumlarin korteks

bolgesi gelismis olur. (19, 20)

2.1.1. Oogenezis

Disi gonada ulasir ulasmaz oogonyuma farklanan primordial germ
hiicreleri erken fetal yasamda ard arda mitotik boliinmeler gecirirler ve ¢ogalirlar.
Cogalan oogonyumlar primer oosite doniisiir ve I. Mayoz bdliinmenin profazinin
diploten evresine girer, béliinmeyi durdurarak puberteye kadar bekler. Intrauterin
hayatin 5. ayinda ovaryumlarda yaklasik olarak 7.000.000 iireme hiicresi bulunur.
Bunlar zamanla apoptozisle azalirlar ve ovaryum yiizeyine yakin olanlar kalir.
Kalan tireme hiicrelerinin ¢gogunlugu primer oositlerdir. Primer oositlerin ¢evresi
tek katli yassi hiicrelerle ¢evrelenir ve primordial follikiilleri olusturur. Dogumda
ovaryumlarda yaklasik olarak 700 000- 2 milyon primordial follikiil bulunur. Bu
oositler puberteye kadar 1. Mayoz boéliinmenin profazinin diploten evresinde
bekler. Ayrica puberteye kadar ¢ogunlugu atreziye ugrar ve pubertede de yaklasik

400000 civar1 primer oosit bulunur. (19, 20)



2.2. Ovaryum Anatomisi

Ovaryumlar iki tarafli olarak pelvis minor’'un duvarindaki fossa ovarica
denilen cukurda yerlesmis badem sekilli disi iireme organlaridir. Intraperitoneal
organlardir. Ovaryumlar embriyonal yasamda ilk basta karin arka duvarinda yer
alirken daha sonra yavas yavas pelvise inerler ve 7. ayda fossa ovarica’ya
yerlesirler. Fossa ovarica’nin 6niinde a. umblicalis, arkasinda a. iliaca interna ve
ureter yer alir. (21, 22)

Her bir ovaryum yaklasik olarak 3 cm uzunlugunda, 1,5-2 cm genisliginde,
1 cm kalinliginda olup agirhigr da 4-6 gr civarindadir. Grimsi pembe renkteki
ovaryumlarin dis yiizeyi peritoneum’la Ortiiliidiir ve puberte baslayana kadar
diizgiin ve parlaktir, puberteden sonra ovulasyona ve dogurmaya bagli olarak dig
yiizeydeki diizgiinliik kaybolur ve matlasir. (21, 23, 24)

Ovaryumlarin facies lateralis ve facies medialis olarak iki yiizii, margo
liber ve margo mesovaricus olarak iki kenari, extremias tubaria ve extremias
uterina olarak iki ucu vardir. Facies medialis pelvis bosluguna bakar ve tuba
uterina ile ortiiliidiir. Facies lateralis pelvis duvaria bakar ve parietal periton ile
komsudur. Margo liber arka kenardir. Bu kenar serbest, hareketli ve konvekstir.
Margo mesovaricus 6n kenardir, periton katlantis1 olan mesovaryum ile lig. latum
uteri’nin arka-list yliziine tutunur. Mesovaryum’un iki yapragi arasinda damar ve
sinirlerin girip ¢iktiklar1 yere hilum ovarii adi verilir. Extremitas tubarina st
uctur. Bu uca igerisinden a.,v. ovarica ve plexus ovaricus’un dallar1 gegen periton
katlantis1 olan lig suspensorium ovarii ve fimbria ovarica tutunur. Extremitas

uterina ise alt uctur ve lig. ovari proprium araciligtyla uterusa tutunur. (21)



Ovaryumlar distan tek katli kiibik germinal epitelle ¢evrelenir. Bunun
altinda tunika albuginea adi verilen kalin bir bag dokusu katmani yer alir. Bunun
da altinda dista korteks ovarii ve i¢te medulla ovari bulunur. Medulla’da yer alan
hilum ovarii’den damar ve sinirler girip ¢ikar.

Ovaryumlar beslenmesini ¢ogunlukla a. ovarica araciligiyla az bir miktar
da a. uterina’nin ramus ovaricus’undan saglar. A. ovarica’lar aorta
abdominalis’ten L-2 seviyesinde ayrilir lig. suspensorium ovari igine girer,
mesovarium’da dallarin1 verir, hilum ovarii’den iceri girer ve follikiillerin
cevresinde kapiller aglar olusturur. Ovaryumun venleri plexus pampiniformis’i
olusturur ve hilum ovarii’den ¢ikar ve v. ovarica’yr olusturur. Sag v. ovarica v.
cava inferior’a, sol v. ovarica ise v. renalis sinistra’ya dokiiliir. Ovaryumlar lenf
drenajin1 nodi preaortici ve nodi aortici laterales’e agilan lenf damarlar ile saglar.
Inervasyonu ise plexus ovaricus tarafindan saglanir. Parasempatikleri n.

vagus’tan, sempatikleri ise M.spinalis’in T 10-11 segmentlerinden gelir. (21, 22)

2.3. Ovaryum Histolojisi

Viicutta bir ¢ift halinde bulunan ovaryumlarin dig yiizeyleri genglerde tek
katl1 yassi eriskinlerde tek katli kiibik epitel olan germinal epitelle ¢evrelenmistir.
Germinal epitelin peritona bakan yiiziinde mikrovilluslar ve az sayida kinosilyalar
bulunur. Epitelin hemen altinda ise siki bag dokusundan olusan tunika albuginea
yer alir. Bu tabaka ovaryumlara dig goériinimdeki beyaz rengini vermektedir.

Tunika albuginea tabakasindan sonra da ovaryumun parankimasi yer alir.



Parankim dis tarafta yer alan korteks ve i¢ tarafta yer alan medulladan
olusur. Korteks parankimin biiyiik bir kismini olusturur, burada hiicreden zengin
bir bag dokusu ve sayisiz ovaryan follikiiller yer alir. Bag dokusu hiicreleri
disinda epiteloid Interstisyel hiicreler yer alir ve bunlar dstrojen sentezlerler.
Medulla ise kan damarlari, lenf damarlari, sinir lifleri ve gevsek bag dokusundan
olusur. Ovaryum medullasinda da epiteloid Interstisyel hiicreler yer alir.
Medullada yer alan bir diger epiteloid hiicre de Hilus hiicreleridir. Bu hiicreler de
organel igerigi olarak benzedikleri Leydig hiicreleri gibi androjen salgilarlar. (23,

24, 25, 26)

Granulosa cells Zona pellucida
Primary oocyte Secondary follicle
Primary follicles — - et | Suspensory ligament of ovary

Medulla
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Tunica albuginea |
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Secondary cocyte
Zona pellucida

Ovarian ligament .
- Corona radiata
S Zona pellucida
e — Ovulated secondary oocyte
Corpus albicans Corpus Developing Cortex
luteum  corpus luteum

Sekil 1. Ovaryumun korteksinde ve medullasinda bulunan genel yapilar (23)



2.3.1. Ovaryum Follikiilleri

Primordial Follikiil: Ovaryumlarda ilk kez fetal hayatin 3. ayinda
goriiliirler. Kortekste tunika albugineanin hemen altinda yer alirlar. Primer oosit
ve oositin etrafin1 saran tek sira yassi follikiil hiicrelerinden olusurlar. Oositin
blyiikligl yaklasik 25-30 um dir. Follikiil hiicrelerini distan sinirlayan bazal
lamina follikiilii vaskiiler stromadan ayirir.

Oosit organelden zengindir. Elektron mikroskobik olarak belirgin golgi
kompleksi, yaygin endoplazmik retikulum, bol mitokondriyon, lizozom ve
annuler lameller bulunmaktadir. Bu organellerin sitoplazmada yogunlagsmasiyla
olusan yapilara ise Balbiani cisimcigi adini alir. Her ovarian siklusta yaklagik 15-
20 adet primordial follikiil gelisim gostermektedir. (23, 24, 25, 26)

Primer Follikiil: Puberteye girildiginde hipofizden FSH hormonunun
salmimiyla primer follikiiller gelismeye baglar. Tek kathi yassi follikiil hiicreleri
kiibik hiicrelere doniisiir ve bu evredeki follikiile unilaminer primer follikiil ad1
verilir. Follikiil hiicrelerinin hizla prolifere olmasi sonucu ¢ok katli forma doniisiir
ve multilaminer primer follikiil adin1 alir. Primer oositin biiyiikligi 100 um ye
ulagir. Follikiil hiicreleri ince sitoplamik uzantilar gondererek oositin
mikrovilluslariyla temas ederler. Bu temas bolgelerinde oluklu baglantilar (gap
junction) yer almaktadir. Boylelikle follikiilin normal gelisimi igin, 00sit ve
graniiloza hiicreleri arasindaki besin maddeleri ve sinyal molekiillerinin gegisinde
iletisim saglanmig olur. Bu baglanti oosit tarafindan sentezlenen spesifik
proteinlerce desteklenir ve ekstraseliiler bir kilif olan Zona pellusida olusur. Zona

pellusida 5-10 um kalinliginda, 151k kirici ve homojen bir tabakadir. Oosit



tarafindan sentezlenen proteinler; stlfath asidik ZP1l, ZP2 ZP3 ve ZP4
glikoproteinlerini igerir. ZP3 bunlardan en 6nemlisidir. Spermatozoa baglayici
reseptor gorevi goriir ve akrozom reaksiyonunu indiikler. ZP4’{in de akrozom
reaksiyonunu indiikleyici rolii vardir ama biitiin tiirlerde tanimlanamamistir. ZP2
sekonder SBP (sperm binding protein) dir. ZP1, ZP2 ve ZP3 heterodimerleri
arasinda ¢apraz baglar olusturarak zona pellusidanin biitiinligiint saglar (23, 24,
25, 26,27, 28).

Follikiiliin ¢ok katmanli hale gecisinde graniiloza hiicrelerinin proliferatif
aktivitesini uyaran oosit kaynakli aktivin sinyal molekiilii rol alir. Follikiil tek
tabakaliyken zona pellusida kesintiliyken, multilaminar follikiilde devamlidir.

Follikiil hiicreleri ¢ok tabakali hale gectikten sonra artik graniiloza
hiicresi olarak adlandirilir. Follikiili ¢evreleyen stromal hiicreler teka
hiicrelerini olusturur. Teka iki tabakadan olusur; i¢ tabaka teka interna, dis
tabaka ise teka eksternadir. Graniiloza hiicreleri ile teka interna hiicreleri
arasinda bir bazal lamina vardir. I¢ ve dis teka tabakalar1 arasindaki sinir ile teka
eksterna ve etrafindaki stroma arasindaki sinir belirgin degildir. Teka interna iyi
damarlanan bir bolgedir ve burada bulunan hiicreler LH reseptorii bulundurur ve
androjen sentez ve sekresyonundan sorumludurlar. Teka eksterna tabakasi ise diiz
kas hiicreleri ve kollagen demetleri ve teka internanin kapiller agin1 olusturacak
olan damarlari igerir.

Sekonder Follikiil: Biiylimeye devam eden follikiillerde graniiloza
hiicreleri tarafindan sentezlenen likor follikiili hiicreler arasinda birikmeye baslar,

i¢i s1v1 dolu bosluklar birleserek follikiil antrumunu olusturur. Bu evrede Primer
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oositin biiylikliigli yaklasik olarak 125 mp, follikiil ¢cap1 ise yaklasik olarak 200
mpu dir. Bu donemde graniiloza hiicreleri tarafindan antral siviya salinan Oosit
Maturasyon Inhibitorii (OMI) ile oositin biiyiimesi durur. Ancak graniiloza
hiicreleri ¢ogalmaya devam eder. Graniiloza hiicrelerindeki bu ¢ogalma 6n hipofiz
bezinden salinan FSH’a baglidir. Graniiloza hiicreleri FSH etkisi altinda hem
cogalir hem de hiicreleraras1 bosluga follikiil sivisini biriktirir. Follikiil sivisinin
yapisinda; biiylime faktorleri, hiyaluronat, plazminojen, hepran siilfat, fibrinojen
ve steroid baglayici proteinlerle birlikte steroid hormonlar yer alir. Follikiil
biliyliylip antrum genisledik¢e graniiloza tabakasinin oositin etrafinda yer alan
kismi1 kumulus ooforus adini alir. Oositi hemen distan g¢evreleyen ilk sira
kumulus hiicreleri de korona radiyata olarak adlandirilir. Korona radiyata
hiicreleri zona pellusidanin yapisina katilan mikrovilluslara sahiptir bu
mikrovilluslar oositin mikrovilluslar ile oluklu baglantilar (gap juntion) aracilig
ile iletisim kurar. Graniiloza hiicrelerindeki mikrovilluslarin sayist serbest antral
yiizdeki LH reseptor artigina paralel artig gosterir.

Graaf (tersiyer/ preovulatuar/ olgun) Follikiilii: Follikiil cap1 yaklasik
olarak 15-20 mm dir. Artan antrum sivisi nedeniyle i¢ ve dis basing artarak
follikiil ovaryum yiizeyine dogru kabarmaya baglar. Kumulus ooforus follikiil
duvarindan ayrilarak antrumda serbest halde yiizer duruma geger. Bu evrede oosit
maturasyonunu tamamlayarak 1. Mayoz boliinmeyi gergeklestirir, sekonder oosit
olusur ve o0osit ovaryumdan atilmaya hazir duruma gelir. Diger taraftan da teka
interna hiicrelerinin sitoplazmasinda yag damlaciklar1 goriiliir, steroid sentezleyen

hiicre goriiniimii kazanirlar. LH teka interna hiicrelerini androjen salgilamasi igin
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uyarir. Androjenler graniiloza hiicrelerindeki DER’e tasinir ve FSH’n etkisi ile
graniiloza hiicreleri aromataz enzimi araciligi ile androjenleri dstrojene gevirir.

Atretik Follikiil: Bir¢ok follikiil olgunlasma siirecine girer ama tek bir
follikiil bunu tamamlar (dominant follikiil). Olgunlagsmayacak olan follikiiller
gelisimin herhangi bir evresinde atreziye ugrar. Atrezi sirasinda 6nce oosit daha
sonra da graniiloza hiicreleri dejenere olur. Graniiloza hiicrelerinde mitoz
durduktan sonra apoptozis baslar, olusan apoptotik cisimcikler fagosite edilirler.
Graniiloza hiicreleri ve teka hiicreleri arasindaki bazal membran da kalinlasip
hiyalinize bir bant olan cams1 membram (Glassy membran) olusturur. Zona
pellusida da parcalanir ve fagosite edilir. Teka interna hiicreleri hipertrofiye ugrar,
follikiil antrumu bag dokusu ile dolar. Bu yap1 korpus albikansa benzer ama daha
kiigiiktiir. (23, 24, 25, 26, 27)

Ovulasyon: Ovulasyon menstrual dongiiniin 14. giiniinde gergeklesen
olgunlasan oositin beraberindeki yapilarla birlikte ovaryum {izerinden karin
bosluguna atilma islemidir. Her menstrual siklusta bir ya da iki adet
maturasyonunu tamamlamig oosit atilir.

Follikiil hiicrelerince salgilanan Ostrojen nedeniyle kandaki &strojen
seviyesi giderek artar. Ostrojen etkisiyle hem graniiloza hiicreleri artmaya devam
eder hem de ovulasyona yakin seviyeleri artan &strojen ovulasyondan 12-24 saat
once LH seviyesinde hizli bir artisa yol acar. LH’deki artigla follikiilde
progesteron ve prostoglandinlerin sentezi artar, proteolitik enzimler aktive olur ve
follikiil duvar riiptiire olur. Maturasyonunu tamamlamis sekonder oosit kumulus

hiicreleri ve diger yapilarla birlikte atilir. (24, 25, 26)
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Korpus Luteum: Ovulasyondan sonra teka internadaki damarlar yitilir ve
oositten arta kalan follikiil liimeninin i¢ine az miktarda kanama olur ve korpus
hemorajikum olusur. Follikiilii bag dokusu hiicreleri doldurur, graniiloza ve teka
hiicreleri morfolojik degisikliklere ugrar. Graniiloza hiicrelerinin grantiloza lutein
hiicrelerine ve teka internadaki hiicrelerin teka lutein hiicrelerine doniisiimiiyle
olusan yap1 korpus luteum olarak isimlendirilir. Sitoplazmalari lipid damlaciklar
ile dolan graniiloza lutein hiicreleri soluk boyanirlar ve progesteron sentezlerler.
Teka lutein hiicreleri, graniiloza lutein hiicrelerinden daha kiigiiktiirler dstrojen
sentezlerler. Dollenme gerceklesmedigi taktirde korpus luteum sadece 14 giin
aktif kalir ve menstruasyon korpus luteumu olarak adlandirilir. Daha sonra
yagli dejenerasyon gelisir, hiicreler kiiciiliir ve damarlanma azalir. Bag dokusunda
hiyalinizasyon geligir. Beyaz bir skar dokusu halinde korpus albikans olusur.
Dollenme gerceklestigi takdirde korpus luteum hiicreleri daha da biiyliyerek
korpus luteum pregnansiyi meydana getirir. Korpus luteum pregnansi de
gebeligin 4.-5. aylarindan itibaren fonksiyonlarini plasentaya devreder. (23, 24,

25, 26, 27)

2.4. Ovaryum Fizyolojisi
Ovaryum fonksiyonlarini baslica; hipotalamustan salinan GnRH, 6n
hipofizden salinan gonadotropinler; FSH ve LH ve ovaryumdan salinan strojen

ve progesteron tarafindan kontrol edilir.
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Gonadotropinler tarafindan uyarilmayan ovaryumlar inaktif haldedirler.
Puberteyle birlikte GnRH’nin pulsatil salinimi ile fonksiyonlar baglar. GnRH
sekresyonu dopamin, B-endorfin, serotonin ve norepinefrin tarafindan diizenlenir.
Pulsatil olarak salinan GnRH de o6n hipofizden FSH ve LH hormonlarinin
salgilanmasini uyarir. Ve bu hormonlar da follikiil gelisimini baslatirlar. (27,29)

Ovaryan dongii follikiiler ve luteal donemlerden olusur.

Follikiiler Donem: Menstruasyonun ilk giiniinden baslayip ovulasyona
kadar siiren evredir, 10-15 adet primordial follikiil gelismeye baslar 1 ya da 2 adet
olgun follikiil olusur. Follikiiler donemde graniiloza hiicrelerinden &strojen
salinimi s6z konusudur.

Luteal Dénem: Ovulasyondan sonra baglayip korpus luteumun yikimina
kadar olan evredir. Ovulasyonun ardindan oositi atilan olgun follikiil korpus
luteuma doniisiir, dstrojen ve progesteron hormanlarinin kaynagi gorevini goriir,
dollenme ger¢eklesmediginde ise dejenerasyona ugrar.

Follikiiler donemde FSH diizeyinde erken donemde artis vardir, LH ise
sabit bir oranda salgilanir. FSH graniiloza hiicreleri, LH ise teka hiicreleri {izerine
etki eder. FSH graniiloza hiicrelerinin ¢ogalmasini ve dstrojen iiretimini indikler,
antrumun genislemesine destek saglar. Sentezlenen Gstrojen kana gecer ve plazma
ostrojen seviyesi belirli bir diizeyde tutulmus olur. Ostrojenin kendisi de
graniiloza hiicrelerinin ¢ogalmasini uyarir ve Ostrojen iiretimi daha da artar. LH
sadece teka hiicrelerinin ¢ogalmalarini ve bu hiicrelerden androjen sentezini de
uyarir. Androjenler difiizyonla graniiloza hiicreleri igerisine girer ve burada

aromataz enzimi tarafindan ostrojene doniistiirtiliir.
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Ikinci haftanin baslangicina kadar, bir follikiil dominant hale gelirken
gelismekte olan diger follikiiller dejenere olurlar. Bunun nedeni follikiillerin
canliligi ve atrezinin Onlenmesi i¢in en Onemli faktor olan FSH’nin plazma
diizeyinin azalmasidir. Dominant follikiiliin canliligini siirdiirebilmesi iki nedene
baghdir. Birincisi bu follikiiliin graniiloza hiicrelerinde FSH reseptorleri artmistir
ve FSH’ye duyarhilik da artmustir. Ikincisi ise, graniiloza hiicreleri bu dénemde
LH tarafindan da uyarilmaya baslar ciinkii artik graniiloza hiicrelerinde bol
miktarda LH reseptorii vardir.

Dominant follikiilde daha fazla Ostrojen salgilanir ve artan &strojen,
gonadotropin salgilanmasi {izerine negatif geri bildirim yapar. Ostrojenin bu etkisi
ile 6n hipofizden FSH ve LH salinimi azaltilir. FSH seviyeleri daha da diiser. FSH
m LH’den daha fazla azalmasimin nedeni graniiloza hiicrelerinin salgiladigi
inhibinin agirlikli olarak FSH sekresyonunu baskilamasidir.

Geg follikiiler donemde plazma Ostrojen degerlerinin bir veya iki giin
stireyle yiiksek diizeyde seyretmesi hipofiz bezinde LH serbestleyen
mekanizmalarin  GnRH’ye duyarlilifinin  artmasmna ve ayni zamanda
hipotalamustan GnRH salgisinin uyarilmasina neden olur. Bu da dstrojenin pozitif
geri bildirim mekanizmasidir. Sonug olarak hizla yiikselen 6strojen diizeyi biyiik
LH dalgasina yol acar. LH nin dongii ortasindaki bu artis1 ovulasyonu indiikleyen
esas etkendir (LH piki). Yiikselmis plazma LH diizeyleri sonucunda primer oosit
I. mayoz boliinmesini tamamlar, antrum biiytlikliigli ve follikiile gelen kan hacmi
artar, graniiloza hiicreleri tarafindan sentezlenen enzim ve prostoglandinler artar

ve follikiil-ovaryum membranlar: yikilmaya baslar. Stigma bolgesinin zayiflamasi
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sonucu oosit ve onu saran kumulus hiicreleri birlikte pelvik bosluga atilir. Yiiksek
diizeyde LH salgis1 sadece olgun follikiilden ovulasyonu degil, folikiilden geriye
kalan graniiloza ve teka hiicrelerinin korpus luteuma doniisiimiinii saglayan
reaksiyonlari da uyarir. Disiik ama yeterli miktarda LH, korpus luteum
fonksiyonunun 14 giin daha devam etmesini saglar. Gebe olmayan kadinda korpus
luteum, bol mitarda progesteron, dstrojen ve inhibin salgilar. Luteal fazin ilk
doneminde Ostrojen seviyesi yiiksek olsa da, progesteron biiyiik LH dalgalarinin
olusmasini engeller. Luteal evrede inhibin konsantrasyonundaki artis da FSH
sekresyonunun baskilanmasina katkida bulunur. Bu nedenle, dongiiniin luteal
evresinde goriilen gonadotropin degerleri oldukca disiiktiir. Gonadotropin
salgisinda artis olmadigi zaman korpus luteumun Omrii oldukg¢a kisadir. Bu
nedenle eger gebelik meydana gelmezse, iki hafta iginde dejenere olur.

Korpus luteumun dejenere olmasiyla birlikte, plazma Ostrojen ve
progesteron degerleri de diiser. Ostrojen ve progesteronun inhibitér etkisinden
kurtulan FSH ve LH hormonlarinin sekresyonlar1 tekrardan artar ve yeni bir

dongii baglamis olur. (29, 30, 31)

2.5. Follikiilogenezisin ko-regiilatorleri

Ovaryumlarin, fertilizasyon yetenegi olan oosit maturasyonunu saglamak
ve hormon {iretimi yapmak gibi gorevleri islevsel alt birimleri olan follikiillerle
saglanir. Bu da follikiilerin biiylime ve gelismesi ile ilgili intra/ekstra ovaryan

hormonlar ve biiyiime faktorleri arasindaki kompleks bir mekanizma ile saglanir.
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Follikiil gelisiminde, hipotalamustan salgilanan gonadotropin salgilatici
hormon (GnRH), hipofizden salgilanan follikiil stimiilan hormon (FSH) ve
luteinizan hormon (LH), ayrica ovaryumda sentezlenen otokrin ve parakrin etkili
lokal biiyltime faktorleri rol alir. Biiyiime faktorleri oosit, graniiloza hiicreleri ve
teka hiicrelerinde sentezlenip salinabilir. (23, 24, 25, 26) Hipofizden salinan
gonadotropinler ve metabolik hormonlar gibi dis faktorler digindaki
follikiilogenezise destek olarak katilan lokal iiretilmis olan ¢esitli biiylime

faktorlerine ko-regiilatorler denilmektedir.(32)

LH FSH

Androgen .

TGF-u e “ Activin
TGF-p Follistatin
IGFIIGFBP @ Steroids
Inhibin GDF-9
Activin BMP-15
Follistatin
Theca IGF/IGFBP Granulosa Oocyte

Sekil 2. Follikiil gelisiminde etkili olan biiytime faktorleri ve etkileri ( 32)

Baslica biyiime faktorleri ve diger faktorler;

e Doniistiiriicti biiyiime faktorii (TGF-p) ailesi (TGF-p, GDF9, BMP6,
BMP7, BMP15, AMH, Aktivin, inhibin)

e Insiilin benzeri biiylime faktorii ailesi (IGF)

e Temel Fibroblast biiylime faktorii (bFGF)
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e c-Kit reseptorleri

e Interferonlar (IFNo, IFNB)

e Norotropinler

e Smadlar (smad-2,-4),

e Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF)

e Ovaryan Oluklu Baglantilar/Gap Juntionlar (Cx26, Cx30.3, Cx32,
Cx37, Cx40, Cx43, Cx45 ve Cx57)

e Olgunlasmay1 Saglayan Faktor/MPF (p34Cdc2 kinaz ve siklinB1l
heterodimeri)

e  Koloni Stimiile Edici Faktor (CSF)

e Ret Finger Protein-Like 4 (RFLP4) geni (27, 33, 34, 35)

Primordiyal follikiilden primer follikiil olusmas1 6n hipofiz hormonlarin
siklik degisikliklerinden bagimsizdir, ko-regiilatorler etkili olabilir. Primer follikiil
olustuktan sonra follikiillerin ileri gelisimi gonadotropinlerin (FSH, LH) ve ko-
regiilatorlerin etkisi ile olmaktadir. Ko-regiilatorlerden BMP-15, GDF-9, BMP-6
ve c-Kit oosit kaynaklidir. AMH, EGF, bFGF, BMP-2, BMP-5, BMP-6, inhibin
ve aktivin graniiloza hiicre kaynaklidir. TGF-p, BMP-2, BMP-3, BMP-4, BMP-7
teka hiicre kaynaklidir. BMP-6, BMP-2 gibi baz1 regiilatorler ise birden ¢ok hiicre
kaynaklidir. Tiim bu faktorler, otokrin ve parakrin etkileriyle bir biitiin olarak

uyum igerisinde fonksiyon gosterirler. (27, 33, 34, 35)
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2. 6. Kemik Morfogenik Protein (BMP 6)

TGF- B en az 35 tiyesi olan bir protein grubudur. Bu proteinler tiim viicuda
dagilmis durumdadirlar ve intrauterin ve postnatal yasam boyunca sayisiz
fizyolojik yolakta ekstraseliiler ligand olarak gorev yaparlar. TGF- B siiper ailesi,
gelisimsel olarak ovaryan somatik hiicrelerden ve oositten eksprese edilerek
follikiilogenezisin intraovaryan regiilatorii gibi gorev alirlar.

Bu grubun iiyeleri arasinda; BMP ailesi, GDF ailesi, activin/inhibin ailesi,
GDNF ailesi, AMH ve nodal yer almaktadir. (35)

BMP-6 gen ifadelenmesinin activin-A ve BMP-7 ile arttig1 tespit edilmis.

BMP-6 ve aktivin arasinda resiprokal etkilesim olabilir. BMP-6
follikiilogenezisin ilk evresinde aktivin indiikleyicisi olarak rol oynayabilir.

BMP-6, primordial ve primer follikiillerde yogun olarak eksprese edildigi
halde bu follikiillerde FSH reseptoriiniin eksprese edilmemesi aktivinin follikiil
biiyiimesinde rol aldigin1 ortaya koymaktadir.

Graniiloza hiicrelerinden salinan aktivin A, BMP-7 ve BMP-6 mRNA
seviyesini arttirir. Bu ikisi FSH reseptoriinii uyaran proteinlerdir. Ayrica Aktivin
A ve BMP-7'nin FSH reseptorlerini BMP-6 up regiilasyonu {izerinden
diizenleyebilecegi de belirtilmistir. (35)

Oositten ve graniiloza hiicrelerinden eksprese edilen BMP-6, graniiloza
hiicreleri iizerinde proliferasyonu saglar ve prematiir luteinizasyonu onleyerek
follikiiliin maturasyonunu destekler. Yapilan c¢alismalarda BMP-6’nin BMP-15,
BMP-7, GDF-9 ile birlikte, erken liiteinizasyonu Onleyerek follikiilogenezisi

stirdiirdiigt bildirilmistir. (35, 36)
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BMP-6’nin follikiilogenez 1lizerindeki etkileri tiirler aras1i farklilik
gostermektedir.

BMP-6 ratlarda graniiloza hiicrelerinde FSH reseptorii, inhibin a,
inhibin/aktivin B alt tinitelerinin mRNA ekspresyonunu azaltarak follikiilogenezisi
etkilerken, sigir graniiloza hiicrelerinde ise inhibin A ve aktivin A {retimini
arttirir.

Graniiloza hiicrelerinin BMP-6 ile inkiibasyonunda ise inhibin/aktivin BA
ve BB alt {initelerinin ekspresyonunun anlamli arttig1, inhibin a nin etkilenmedigi
goriilmiis. FSH reseptor mRNA ekspresyonunun 3 kat arttigi AMH mRNA
ekspresyonunun da anlamli arttigi goriilmis.

Rat graniiloza hiicrelerinde BMP-6 mRNA seviyelerinin dominant follikiil
secimi sirasinda azaldig: bildirilmistir.

Insanlarda da BMP-6'nin dominant follikiil se¢imi sirastnda mRNA
seviyelerinin anlamli bir sekilde diistiigt tesbit edilerek, bunun sonucunda BMP-
6’nin FSH aktivitesini siiprese ettigi diisiiniilmiistiir.

Insan ovaryumlarinda BMP-6 ekspresyonu primordial ve primer
follikiillerin oositlerinde belirgin gozlenirken, primordial follikiil hiicrelerinde
nadir, primer ve sekonder follikiil hiicrelerinde ise az olarak gézlenmistir, tersiyer
follikiil hiicrelerinde yiiksek, atretik follikiil hiicrelerinde ise oldukca zayif

gozlenmistir. (35, 36, 37, 38, 39)
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2.7. Konneksin 43

Oluklu baglantilar; inorganik iyonlarin, amino asitlerin, vitaminlerin,
niikleotidlerin, ikincil mesajcilarin, kii¢iik metabolitlerin geg¢isine izin veren
hiicreler aras1 baglant1 birimlerdir. Transmembran protein molekiillerinin 6zel bir
sekilde diizenlenmesiyle olusurlar. Bu proteinlere konneksin denir. 6 adet
konneksin konneksonu olusturur, komsu hiicrelerin es hizadaki 2 konneksonu da
oluklu baglantiy1 olusturur.

Oluklu baglantilar araciligiyla hiicreler kendi aralarinda hem elektriksel
hem de metabolik olarak haberlesirler.

Viicudumuzda bir ¢ok hiicre arasinda iletisim saglamak amaciyla yer alan
oluklu baglantilar kemik, kemik iligi, beyin, kalp gibi bir ¢cok organin gelisiminin
diizenlenmesinde rol alirlar. (40, 41, 42, 43)

Kalpte hiicre proliferasyonu, hiicre farklanmasi ve elektriksel aktivasyonda
onemli rolleri vardir. Yapilan bazi ¢caligmalarda transmembran proteinlerinden biri
olan konneksin 43 eksikliginin kardiak malformasyonlara neden oldugu igin
yasamla bagdasmadig belirtilmistir. (44, 45, 46, 47)

Ayrica daha oOnceki ¢aligmalarda oluklu baglantilarin  apoptozisi
onlemedeki rolleri gosterilmistir. Francis RJ ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada
konneksin 43 {in apoptozisi Onledigi ve graniiloza hiicrelerinin yasamlarinin
devamliligi i¢in gerekli oldugu belirlenmis ve bu bilgi Onceki bulgular
desteklemistir. (48)

Tiim bu fonksiyonlarla beraber oluklu baglanti proteinlerinin disi ve erkek

ureme sistemlerinde de Onemli rolleri bulunmaktadir. Erkek tireme sisteminde
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proliferasyonu, germ hiicre mayozunu ve diferensiasyonunu, bu hiicrelerin
epididimisteki final maturasyonlarin1 ayrica seminal vezikiil, prostat ve korpus
kavernozumun gelisimini sagladigi gosterilmistir. (49)

Disi tireme sisteminde ise ovaryan follikiil gelisiminde; hem follikiil i¢inde
oosit ve graniiloza hiicreleri arasinda hem de follikiil hiicrelerinin birbirleriyle
iletisiminde oluklu baglantilar 6nemli gorevler istlenirler. Ayrica,  00sit
maturasyonu, corpus luteum bicimlenmesi, embriyonun implantasyonu igin
uterusun hazirlanmasi, trofoblast invazyonunun diizenlenmesi ve plasental
fonksiyonlar i¢in gerekli oldugu gosterilmistir. Memeli oositleri onlar1 ¢evreleyen
kumulus hiicreleri ile iletisimlerini oluklu baglantilar araciligi ile yaparlar. Ayrica
kumulus hiicreleri ve graniiloza hiicreleri arasinda da zengin bir oluklu baglanti
iletisim ag1 mevcuttur. (50, 51, 52)

Cx26, Cx30.3, Cx32, Cx37, Cx40, Cx43, Cx45 ve Cx57 gibi konneksinler
tire bagiml olarak oosit ve graniiloza hiicre kompleksi iginde eksprese olurlar.
(40, 41)

Yapilan c¢aligmalarda konneksin 37°nin oosit ve somatik hiicreler
arasindaki oluklu baglantilarin olusumunda ana konneksin oldugu, konneksin
43’lin ise graniiloza hiicreleri arasindaki oluklu baglantilarin diizenlenmesinde
esas rol alan konneksin oldugu bildirilmektedir. (53, 54, 55)

Konneksin 43 ovaryumda bol bulunan multifosforile bir proteindir ve onun
fosforile hali oluklu baglantinin iletkenlik ve gecirgenligini belirler. (56)

Konneksin 43 ile ilgili yapilan c¢alismalarda farkli tirlerde farkli

ekspresyonunun oldugu gosterilmistir. Konneksin 43 ilk primordial follikiillerde
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yapilanirken,  pre-graniiloza  hiicrelerinde  goriilmeye  baglar.  Domuz
ovaryumlarinda yapilan c¢aligmalarda primer follikiillerin graniiloza hiicrelerinde
saptanmig ve follikiil biiyiikliigii arttikca ekspresyonunun da arttigi belirlenmistir,
bazi ¢alismalarda ise ekspresyonun sekonder follikiilden itibaren basladig
saptanmustir. (57, 58)

Koyunlarda konneksin 43 antral follikiilerin hem granuloza hiicrelerinde
hem de teka hiicrelerinde saptanmis. Sigirlarda primer follikiil hiicrelerinden
itibaren artan diizeyde graniiloza hiicrelerinde goriilmiis. En yiiksek diizeyde
saglikli antral follikiiller ve korpus luteumda eksprese edildigi saptanmigtir. (55,
59)

Granot ve arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢alismada sigan ve farelerde
oositte konneksin 43 mRNA ve protein {iriinii belirlenmis olsa bile yapilan diger
caligmalar bunu desteklememistir, konneksin 43 ekspresyonunun graniiloza
hiicreleri ile sinirlt oldugu saptanmustir. (56)

Konneksin 43’iin follikiil gelisimdeki roliinii anlamak igin konneksin 43
knock out fareler kullanilmig. Konneksin 43 eksikligi yasamla bagdagmayan bir
durum oldugu i¢in prenatal konneksin 43 knock out farelerin ovaryumlar: alinarak
in vivo ya da in vitro olarak postpubertal maturasyonlarini tamamlamak i¢in
gelismeye birakilarak konneksin 43 yoklugunda follikiil gelisiminin genelde
unilaminer primer follikiil evresinde kaldig1 goriilmiistiir. Bu da konneksin 43’iin
graniiloza hiicre proliferasyonunda rol aldigini diislindiirmektedir. Ayrica bu

follikiillerde bulunan oositlerin morfolojik olarak anormal olduklar1 gézlenmistir.
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Bu bulgular primer follikiilden eksprese edilen tek konneksinin konneksin 43
olabilecegini diistindiirmiistiir. (60)

Konneksin 43 gonadotropinlerle transkripsiyonel, translasyonel, post-
translasyonel seviyelerde regiile edilir. Normal ovaryan fonksiyonlarin yaninda
oluklu baglantilarin, 6zellikle konneksin 43’iin kanser siipresyonunda da rolii

vardir. (41)

2.8. Normal Hiicre Dongiisii

Hiicrenin, hiicre bilesenlerini esleyerek boliinmesi siirecine hiicre dongiisii
denir. Hiicre dongiisii G1, S, G2 ve M fazlarindan olusur. G1, S ve G2 fazlar
dongiiniin yaklasik %90 1n1 olusturur ve 16-24 saat siirerken M faz1 ise 1-2 saat
stirer. G1 fazi, DNA sentezi i¢in hazirlik asamasidir, S fazinda DNA replikasyonu
olur, G2 fazinda mitoza hazirlik proteinleri sentezlenir, M fazinda ise mitoz
tamamlanir. Donglideki bu gecislerin devamliligi i¢in katalizor gorevli siklin
bagimh kinazlar (cdk) ve regiilator gorevli siklinler bir kompleks olusturarak
birlikte fonksiyon goriirler. Cdk’lar protein fosforilasyonu yapan enzimlerdir.
Aktiviteleri DNA sarmalinin agilmast i¢in gereklidir ayrica gecis noktalarini
baslatan hedef proteinleri fosforilleyerek aktive ederler.

Hiicre dongiisiinde bir faz tamamlanmadan sonraki faza gegilirse genetik
materyalde dogru kopyalanma olamayacag1 i¢in hiicrede hasar meydana gelebilir.
Bunun 6nlenmesi i¢in de G1-S, G2-M ve Metafaz- Anafaz gecislerinde kontrol

noktalar1 bulunmaktadir. Bu kontrol noktalarinda hiicrenin dongiliye devam edip

24



etmeyecegine ya da bir sonraki faza gegilip gecilmeyecegine karar verilir.
Toksinlere ya da diger cevresel etkenlere maruz kalan hiicrede DNA da hasar
meydana gelirse bu kontrol noktalarinda hiicre durur, hiicreye tamir i¢in zaman
saglanir, tamir gergeklestirilirse hiicre dongiye devam eder, tamir
gergeklestirilemezse hiicre apoptozise gider.

Normal hiicrede bu kontrollerde tiimdr baskilayici genler islev goriir. DNA
da bir hasar varsa bu genler siklin bagimli kinaz inhibitérleri (CKI) {izerinden
siklin bagimli kinazlarin ya da siklin/cdk kompleksinin inhibisyonu ile dongiiyii
durdurur. Ornegin G1-S gegisinde; p53 tiimdr baskilayici geni, p21 (CKI)
ekspresyonunu arttirir. p21 ise siklin/cdk kompleksini inhibe ederek ya da PCNA
(proliferating cell nuclear antijen)’y: inhibe ederek dongiiyii durdurur. G2- M
gecisinde ise DNA hasarina yanit olarak dongi  durdurulup cdkl
defosforillenmesinin inhibisyonu saglanir. Burada Chkl ve Chk2 ‘ler devreye
girer ve bunlar da cdc2 (cdkl) / siklin B kompleksini defosforile ederek aktive
eden ¢dc25C’yi fosfatlayarak inhibe ederler ve hiicre dongiisii G,‘de durdurulur.

(61, 62)

2.9. p34cdc2

Olgunlasmay1 Ilerleten Faktér (MPF); hem iireme hiicrelerinde hem de
somatik hiicrelerde bulunan, hiicre dongiisiinde mitoza giris ig¢in gerekli olan bir
komplekstir. MPF ilk kez 1970’lerde kurbaga oositleri ile yapilan deneylerde fark

edilmistir.  1971°de Mausi ve arkadaslarinin yaptigi arastirmada Gy’de
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duraklatilmis kurbaga oositlerine Gp’den M’ye gecmis olan hiicrelerin
sitoplazmalar1 aktarilmis ve hormon uyarimi olmadan G, ge¢isinin indiiklendigi
gorilmiis ve sitoplazmada bulunan MPF’nin bunun i¢in yeterli oldugu
gosterilmistir. Daha sonra yapilan arastirmalar da MPF’nin p34cdc2 kinaz ve
siklin B1 alt birimlerinden olustugunu gostermis. Siklin B1 diizenleyici alt birim,
p34cdc2 de protein kinaz fonksiyonu olan katalitik alt birim olarak belirlenmistir.
(62)

Siklin B sentezi S evresinde baslar ve birikir. S ve G; evreleri siiresince de
cdc2 ile birlesir. Birlestikleri zaman cdc2, kinaz aktivitesi ic¢in treonin-161
tizerinden fosfatlanir. Treonin-14 ve tirozin-15 tizerinden fosfatlanarak ise inaktif
halde kalir. G, den M’ye gegiste ise cdc25C protein fosfatazi tarafindan treonin-14
ve tirozin-15 tizerinden defosforillenerek cdc2/siklin B aktif hale gelir. Aktiflesen
cdc2 protein kinaz da M evresini baglatan hedef proteinleri fosfatlar. Sonra siklin
B {ibukitinin aracili proteaz ile pargalanir ve cdc2 de inaktive olur, hiicre de
mitozdan ¢ikar. (61, 62)

MPF aktivitesi germinal vezikiiliin yirtilmasindan hemen 6nce goriiliir, 1.
metafaza kadar artar, anafaz-telofazda azalir sonra tekrar artar ve metafaz II de
maksimum seviyeye cikar.

Mitoz boliinme ile ¢ogalan oositler, fotal yasam esnasinda I. mayotik
boliinmeye baglar. Fakat dogumdan 6nce veya hemen sonra 1. mayoz béliinmenin
profaz evresinde puberteye kadar durur. Oviilasyondan hemen once MPF
aktivitesi artar, germinal kese yirtilir ve oosit mayoz I’i tamamlar. Bu alt

tinitelerden birisinin yoklugunda oosit |. mayozu tamamlayamaz. Ovaryumda
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oositin mayotik diizenleyicisidir, follikiil ¢ap1, oosit ¢ap1 ve oosit gelisimsel
yetenegi ile pozitif iliskilidir. (63, 64, 65)

Hiicre dongiisiiniin G; ve G; kontrol noktalar1 bulunmaktadir. G1 kontrol
noktasinda DNA hasar1 olursa tiimor siipressor gen olan p53 proteininin araciligi
ile hiicre dongiisii duraklatilir. P53, p21 ekspresyonunu arttirir. P21 de siklin
bagimli kinazlarla (cdk) etkilesir ve cdk/siklin kompleksini inhibe eder. S ve Gy
noktalarinda ise DNA hasarina yanit olarak Chk1l ve Chk2 ‘ler devreye girer.
cdc2/ siklin B kompleksini defosforile ederek aktive eden cdc25C’yi fosfatlayip

inhibe ederler ve hiicre dongiisti G,‘de durur. (61, 62)

2.10. Kemoterapi ve Antineoplastik Ajanlar

Kanser, viicutta bir grup normal hiicrenin kontrolsiiz ve anormal bir
sekilde ¢ogalip invaziv 6zellik kazanarak viicuttaki diger organlara yayilmasiyla
karakterize bir hastaliktir. (1)

Kanser olusumunda, hiicreler apoptozise gitmesi gerekirken, DNA hasari
ya da yanlis transkripsiyon sonrasi anormal sekil ve hizda biiylimeye ve
cogalmaya baslarlar boylece tiimor adi verilen kitle olusumuna yol acarlar. Ayrica
kanser hiicreleri sinirsiz bir sekilde g¢ogalabildikleri gibi gii¢lii hiicrelerarasi
baglara sahip olmadiklar1 viicudun diger bolgelerine yayilarak uzak yerlerde
cogalma yetenegi (metastaz) gelistirirler. Yayildiklar1 yerdeki doku ve hiicreleri

isgal ederek, islevlerini onlerler.
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Hastaya kanser tanist konulduktan sonra hastanin genel durumuna,
hastaligin agsamasina, tiimdriin histolojik yapisina ve metastaz yapip yapmamasina
gore tedavi belirlenir. Genellikle uygulanan tedavi yontemleri ise kemoterapi,
radyoterapi, immiinoterapi, kemik iligi transplantasyonu ve cerrahi tedavidir.
Hastaligin evresine gore bu tedavi yontemlerinden bir veya bir kagi
uygulanmaktadir. (66, 67, 68, 69)

Kemoterapi, tiim viicudu etkileyen genel bir tedavidi yontemidir.
Kemoterapide ana hedef kanserli hiicrelerin biiylimesini, ¢ogalmasini durdurmak
ayn1 zamanda yok etmek ve normal hiicrelere verilecek hasar1 en diisiik diizeyde
tutmaktir. Kemoterapi dogal veya sentetik kimyasal maddeler, biyolojik ajanlar
veya hormonlarla yapilan tedavilerin tiimiinii i¢ine almaktadir.

Kemoterapi uygulamalari; Kiiratif kemoterapi (primer tedavi amach),
Neoadjuvan kemoterapi (cerrahi ve radyoterapi O6ncesinde tiimor boyutlarimni
kiiciiltmek i¢in), Adjuvan kemoterapi (cerrahi ve radyoterapi sonrasi tedaviye
yardim i¢in), Palyatif kemoterapi (inoperabl olgularda semptom kontrolil i¢in),
Konkomitan kemoterapi (Radyasyon ve biyolojik tedavilerin daha iyi sonug
vermesi i¢in), Kombine kemoterapi (birden ¢ok kemoterapotik ajanin bir arada
verildigi) seklinde siniflandirilabilir.

Kemoterapi tedavisinde kullanilan antineoplastik ajanlar kimyasal yapilari
ve etki mekanizmalarma gore siniflandirilirlar:

Antimetabolitler: DNA ve RNA proteinlerin sentez zincirinin degisik
basamaklarinda substrat veya koenzim olarak rol oynayan ¢esitli dogal

metabolitlerin analoglaridir. Bu nedenle enzim iizerinde kendilerine 06zgii
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noktalara karsi onlarla yansirlar ve baglanmalarmi inhibe ederler, bazilar1 ise
yarisma s0z konusu olmaksizin aktif noktalara kovalent bagla baglanarak,
metabolit senteziyle ilgili bir enzimi geri doniistimsiiz bir sekilde inhibe ederler.
Folik Asit Antimetabolitleri (Metotreksat), Piirin Antimetabolitleri(  6-
Merkaptopiirin), Pirimidin Antimetabolitleri (5-Flourourasil).

Alkilleyici Ajanlar: DNA daki guanin bazlari arasinda geri doniisiimsiiz
baglanma olusturarak DNA’nin replikasyon ve transkripsiyonunu bozarlar. Bu
gruptaki ilaglara ornek: Klorambusil, Busulfan, Siklofosfamid, Mekloretamin,
Karmustin, Dakarbazin.

Antibiyotikler: DNA ile baglanip, RNA sentezini ve DNA’ya bagli protein
sentezini inhibe ederek hiicre boliinmesini engellerler. Ornek: Daktinomisin,
Doksorubisin, Daunorubisin, Bleomisin.

Enzimler: Hiicre metabolitlerini inhibe ederler ve protein sentezine engel
olurlar. Bu gruptaki ilaglara 6rnek: L-asparaginase’dir.

Hormonlar ve Hormon Antagonistleri: Hiicrelerin proliferasyonu bir
hormon tarafindan baski altinda tutulan ya da aktive edilen dokulardan
kaynaklanan kanserlerin tedavisinde etkilidir. Bu gruptaki ilaglara O6rnek:
Glukokortikoidler (Prednizon, Deksametazon), Antidstrojenler (Tamoksifen),
GnRH Analoglar1 (Formestan), Antiandrojenler (Siproteron Asetat).

Bitkisel Kaynakli laglar: Vinka Alkaloidleri. Hiicre dongiisiinde metafaz
asamasini engellerler ve hiicre 6liimiine neden olurlar (Vinkristin, Vinblastin).

Platinum Bilesikleri: Sisplatin, Karboplatin.

Monoklonal Antikorlar: Imatinib, Transtuzumap (66, 69, 70, 71)
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2.11. Sisplatin
2.11.1. Sisplatinin Yapisi ve Etki Mekanizmasi

Sisplatin kanser tedavisinde sik¢a kullanilan ajanlardan birisidir. Tek
basina ya da diger kemoterapi ajanlariyla birlikte kullanilir. Wilms timort,
noroblastom, hepatoblastom, beyin tiimdrleri, germ hiicreli timor gibi ¢ocukluk
cag1 timorlerinin ve 6zofagus, mesane, prostat, testis, bas-boyun, safra kesesi,
endometrium, akcigerin kiiciik hiicreli kanseri gibi eriskin tlimorlerinin
tedavisinde kullanilir. Kendisi tiimoérler {izerinde toksik etki gostermekle birlikte
tiimdr hiicrelerini radyoterapinin sitotoksik etkilerine karsi duyarli hale getirir.
(71)

Sisplatinin kesfi tesadiifidir. Michigan State Universitesinde, Rosenberg
ve arkadaslart 1965°te elektromanyetik radyasyonun memeli hiicreleri ve
bakteriler tizerindeki etkilerini arastirirken ¢alisma ortaminda Escherichia coli
bakterileri kullanmiglardir. Platin elektrotlarmin kullanildigi ortamda bakterilerin
biiylimeye devam ettigi ama boliinmelerinin durdugu fark edilmistir. Bu etkinin
de elektromanyetik radyasyondan degil de platin tiirevlerinden kaynaklandig:
anlasilmistir. Ilerleyen arastirmalar sonucunda ise buradaki biyolojik ajanin
sisplatin izomeri oldugu saptanmustir. Ik kez Michele Peyrone tarafindan 1845°te
cis-[Pt(NHs)2(Cl);] olarak tanimlanmistir .(71, 72)

Sisplatinin bakteri boliinmesine etkisi ilizerine tiimdr hiicrelerinin de
biiylimesini 0nleyebilecegi diisiiniildiigii i¢in kemoterapotik ajan olarak kullanimi

diistinilmiistiir.
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Sisplatin, merkezdeki iki degerlikli platin atomuna iki amonyum molekiilii
ve iki klor atomunun baglanmasindan olusur. Kapali formiilii PtCI2H6N2 dir.
Diger isimleri; cis-diaminedikloroplatinum (1), cis-platinum (1), cis-DDP, CDDP
dir. Divalent, inorganik suda ¢oziiniir bir molekiildiir. Molekiiler agirlig1 300.1
g/mol’ diir. Bilesik cis ve trans olmak iizere iki izomere sahiptir. Sadece cis formu
sitotoksik 6zellige sahiptir.

Sisplatin intravenéz ya da intraperitoneal olarak uygulanmaktadir.
Intravendz uygulamalardan sonra plazma yarillanma oOmrii 25-50 dakika
civarindadir. Platinumun %90 dan fazlasi kanda plazma proteinlerine baglanir.
Sisplatinin yiiksek konsantrasyonlar1 bobrek, KC, bagirsaklar, ve testiste bulunur.
Santral sinir sistemine gegisi ise azdir. {lk 1 saatte yaklasik %25 i bobreklerden
atilir, 5 giin igerisinde de %43 kadar1 bilier yolla atilir, intestinal yoldan atilimi
¢ok diisiiktiir.

Sisplatin hiicre i¢inde niikleik asit ve proteinlerle reaksiyona girer ve bu
sekilde kanser hiicreleri iizerinde etkilerini gosterir. Sisplatinin hiicre igine girisi
diffiizyonla ve aktif transportla olur. Pasif diffiizyonla alimi hiicre i¢i klor
iyonlarmim konsantrasyonuna baghdir. Aktif transportla aliminda ise bakir
transport proteini CTR1 rol almaktadir.

flag hiicre igerisine alindiktan sonra su ile reaksiyona girer ve klor
iyonlarin1 kaybeder. Boylelikle kaybettigi klor iyonlar1 yerine su molekiilii kazanir
ve genetik materyalle reaksiyona girecek olan pozitif yiiklii aktif form olusmus
olur. Bu aktif forma genetik materyal diginda memrandaki fosfolipidler,

mikrofilamanlar, tiyoller vb. de baglanir.
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[lacin sitotoksik etki gdsterdigi baslica hedef ise DNA dir. Sisplatin,
DNA’daki guanin bazinin olduk¢a reaktif olan 7. azot atomu ile kolayca
tepkimeye girerek tekli bag, DNA ile sitozol ve g¢ekirdekteki proteinler arasinda,
iki DNA zinciri arasinda (interstrand) ve en sik olarak da tek DNA zincirindeki
plirin bazlar arasinda (intrastrand) kovalent ¢capraz baglar olusturur. Boylelikle de
DNA’nin transkripsiyonunu ve replikasyonunu bozarak hiicre siklusunun G2
fazinda durmasina neden olur. Ayn1 zamanda S fazindaki ¢apraz baglar lizerinde
de etkileri diisiiniilmiistiir. Ortaya ¢ikan hiicre hasari1 tamir mekanizmalari ile
onarilmayacak boyutlardadir ve bu nedenle hiicre apoptozise gider. (70, 71, 73,
74,75)

Ayrica sisplatin  dokuda reaktif oksijen radikallerinin {iretimini
uyarmaktadir. Bu olusan serbest radikaller ise hem hiicre membrani lipidlerini
peroksidasyon ile bozarak hem mitokondrial islev bozukluguna yol agarak
hiicresel hasara sebep olmaktadir. Bununla birlikte sisplatin antioksidan sistemde
gorevli olan siliperoksit dismutaz, katalaz gibi enzimlerde azalmaya da neden

olmaktadir. (73, 74, 75, 76)

2.11.2.Sisplatin Toksisitesi

Bulanti/ kusma, tad alma duyusunda bozulma, ishal, istah kaybi sisplatinin
kisa donemde karsimiza ¢ikan yan etkileridir. Bu yan etkiler ciddi ve uzun siireli
de goriilebilir. Sa¢ dokiilmesi de goriilebilir ama tedavi bitiminde geri doner.

Hipomagnezemi, hipokalsemi, hipokalemi, hipofosfatemi gibi elektrolit
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bozukluklar1 goriilebilir. Hipokalsemi ve hipomagnezemiye bagli tetani
gelisebilir.

Acil ve ciddi yan etkiler ise; enjeksiyon yerinde agri, yanma ve kizariklik,
el ve ayaklarda uyusma, karincanlanma, sogukluk, mavi renk degisikligi, refleks
kaybi, kas kramplar1, eklem agrisi, ayak veya bacak sismesi, mental durumda
bozulma, basagrisi, kalp atislarinda bozulma, idrarda kan, ndbetler, biling
bulanikligi, gérme bozuklular1 ve bronkokonstriksiyon, tasikardi ve
hipotansiyonla seyreden uygulamadan birka¢ dakika iginde gozlenen ve i.v
epinefrin steroid ve antihistaminik uygulamasiyla diizelebilen anaflaksi benzeri
alerjik reaksiyonlardir. Acil gelisen yan etkilerde ilag kesilip klinik tabloya
miidahale edilir.

Ayrica daha uzun donemde kendisini gosteren ve geri dontlisiimlii ya da
geri doniisiimsiliz olan yan etkiler goriilmektedir. Bu yan etkilerden en belirgin
olan1 nefrotoksisitedir. ilacin viicuttan atilimi bobrekler yoluyla olmaktadir ve
diger organlara gore daha ¢ok bobreklerde birikmektedir. Bobreklerde proksimal
tibiil hasarlanmasi, akut bobrek yetmezligi, akut tiibiiler nekroza yol
acabilmektedir. Diger yan etkilerinden biri olan ototoksisite ise kendini kulak
¢inlamasi ve yiiksek frekanslarda isitme kaybi olarak gosterir. Isitme kaybi tek
tarafli ya da iki tarafli olabilir. Yiiksek dozlardan sonra veya tekrarlayan dozlara
bagli periferik noropati gelisebilir. Gegici 16kopeni, trombositopeni, ve anemiyle
beraber orta ya da agir miyelosiipresyon goriilebilir. Sisplatin ayn1 zamanda

mutajenik, teratojenik ve karsinojeniktir. Sisplatin sonrasi ikincil 16semiler de
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bildirilmistir. Kadinlarda ovaryan kansere yonelik sisplatinle yapilan tedavilerde
sekonder 16semi riskinde 4 kat artis gozlenmistir. (70, 71, 77, 78, 79, 80)

Sisplatin uygulamasindan 6nce ve uygulamayla beraber yeterli hidrasyon
saglanmas1 ve diliretik destegi yan etkileri Onleme acisindan 6zellikle de
nefrotoksisiteye karsi etkili olabilmektedir. Bu uygulama ile ilacin viicuttan
atilimi hizlandirilmaktadir. Ayrica da yapilan ¢alismalar son yillarda kullanimlari
gittikce 6nem kazanan antioksidanlarin sisplatin toksisitesinde ise yaradigini
gostermistir. Bunlardan bir kism1 melatonin, vitamin E, vitamin C, L-karnitin dir.

(71, 81, 82)

2.12. Antioksidanlar

Antioksidanlar, oksidasyon sonucunda viicutta ortaya cikabilecek olan
serbest radikallerin olusumunu engelleyici veya etkilerini azaltan molekiillerdir.
Normalde viicutta serbest radikallerin olusumu ve bunlarin etkilerinin nétralize
edilmesinde bir denge s6z konusudur. Bu denge serbest radikaller lehine
bozuldugu zaman, kimyasal tepkimelerle hiicrelerin hasari, apoptozis ile 6liimii ya
da DNA’nin yapisinin bozulmasiyla kanser hiicresine doniisiim goriilebilmektedir.
(83)

Viicutta olusan baslica serbest radikal tiirleri; siiperoksit radikali, hidrojen
peroksit, hidroksil radikali, singlet oksijen, nitrik oksit, lipid peroksit, peroksil

radikalidir.
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Serbest radikaller etkilerini; lipidler, proteinler, karbonhidratlar ve genetik
materyal tizerinden gosterirler. Hiicre membranindaki kolesterol ve yag asitlerinin
doymamis baglar1 ile tepkimeye girerek peroksidasyon iiriinleri olustururlar.
Proteinlerde ise fragmantasyon, c¢apraz baglanmalar ve proteinlerin
kiimelesmesine yol acarlar. Proteinler de baslica hormonlar ve enzimler gibi
bircok yapinin bileseni olduklart i¢cin bu yapilarin da islevlerinde aksakliklar
gbzlenir. DNA “da ise niikleotidlerle reaksiyona girerler, baz ¢ifti degisikliklerine,
sarmal yapinin bozulmasina ve DNA kiriklarina yol acarlar. (83, 84, 85)

Viicutta baglica antioksidan savunma sistemleri: Siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz, iirik asit, sistein, histidin, albiimin, Ksantin
oksidaz inhibitorleri, NADPH oksidaz inhibitorleri, Glutatyon, C vitamini, A
vitamini, E vitamini, ubikinonlar, melatonindir.

Antioksidanlar, olusan reaktif bilesenleri indirgerler ve peroksidasyonlari

onlemis olurlar ya da direk tepkime vererek de etki gosterirler. (83, 84, 85, 86)

2.13. Asetil L-Karnitin

Karnitin ilk kez 1905 yilinda hayvan kaslarindan izole edilmistir. 1927°de
ise kimyasal yapisi belirlenmistir. Bu yapiya gore karnitin, amino asitlere
benzeyen ancak hicbir protein yapisina girmedigi igin gergek bir amino asit olarak

kabul edilmeyen vitamin benzeri bir amindir.
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Suda ¢oziinebilen L- Karnitinin kimyasal formiilii 3-hidroksi-4-N-
trimetilamino-butirat’tir. L-karnitin’in diger kimyasal formlari, asetil-L-karnitin
ve propionil-L-karnitin’dir. (87, 88, 89)

L-karnitin, tim memelilerde bulunan 6nemli bir endojen molekiildiir.
Baslica kaynagi diyet (%75) olmakla birlikte, %25°1 karaciger ve bobrekte lizin ve
metiyoninden sentezlenir. L-karnitin o6zellikle et, siit ve siit iriinlerinde bol
bulunur, bitkisel besinlerde ise ¢ok az seviyededir.(87, 88, 89, 90)

Endojen L-karnitin sentezi bir reaksiyon zinciri ile bes basamakta
gerceklesmektedir. Sentezin ilk basamagi proteine bagl lizinin metilasyonudur.
Metilleyici ajan SAM, tepkime sonucu olusan madde ise trimetillizindir. kinci
basamakta 3-hidroksitrimetillizin olusur. Ucgiincii basamakta
deoksikarnitinaldehit, dordiincii basamakta ise deoksikarnitin olusur. Son
basamakta ise deoksikarnitin hidroksilaz enziminin katalizorliigiinde karnitin
olugur. L-karnitinin insanlardaki giinlik sentez seviyesi 0,16 mg/kg ile 0,48
mg/kg arasinda degismektedir. Boylece yaklasik 70 kg agirligindaki bir insan
giinde 11-34 mg L-Karnitin sentezi yapabilir.(90, 91) Kalp, iskelet kas1, karaciger,
bobrekler, yag dokusu, epididimis ve seminal sivi Karnitinden zengindir.
Testosteronun etkisi ile epididimiste Kkarnitin diizeyi plazmadan saglanarak
artmaktadir. Kan yolu ile taginan karnitin agirlikli olarak kalp ve iskelet kasinda

depolanir.(92, 93)
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L-Karnitin gorev aldig1 diger metabolik olaylar;

Dall1 zincirli aminoasit metabolizmasi

Keton cisimlerinin kullanimi

Peroksizomal beta oksidasyon

Eritrosit membraninda yag asiti-fosfolipid doniistimii

Yag asit zincir kisaltma islemlerinin yan iiriinlerinin peroksizomlardan

disar ¢ikarilmasi

Antioksidan etki, serbest radikallerin temizlenmesi (94)

L-karnitin memeli metabolizmasinda ATP iiretiminde, organik asitlerin
detoksifikasyonunda ve uzun zincirli yag asitlerinin beta oksidasyonu ig¢in
sitoplazmadan mitokondrinin i¢ membranina gecisinde gorev alan bir bilesiktir. L-
karnitinin islevi ile ilgili bir bozukluk yag asitlerinin mitokondriye tasinmasini
kisitlayarak sitoplazmada yag asitlerinin birikimini arttirir. Mitokondrionlarda yag
asitlerinin azalan diizeyi beta oksidasyonunu sinirlar ve daha az ATP olusumuna
yol acar. Karnitin destegi ile yag asidi tasinmasini saglayarak enerji tiretimini
arttirthr. Koenzim A (KoA)’lara karsi gecirgen olmayan mitokondriyon
membranindan uzun zincirli yag asitlerinin taginmasini aktive eder ve sonrasinda
beta oksidasyon ile ATP saglanir. Bir¢cok hiicresel metabolik yolda kullanilan
KoA’larin ¢ogu mitokondrion iginde bulunur. L-karnitin, beta oksidasyonu
hizlandirarak asetil-KoA miktarin1 arttirir. Toksik etkili asetil-KoA gruplarin
tamponlayarak trikarboksilik asit (TCA) dongiisiinde KoA’larin yeniden

kullanilmasimi  saglar. Bu sekilde asetil-KoA/KoA  oranmi diizenler.
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Intramitokondriyal asetil-KoA’larin birikimi basta sitrat déngiisiindeki enzimler
olmak tizere glikoneogenez, lire dongiisii ve yag asit oksidasyonu gibi birgok
mekanizmanin enzimlerini inhibe edebilir. Bu nedenle hiicrede asetil-KoA/KoA
orani ¢ok onemlidir.

L-karnitin ve tiirevlerinin giiclii antioksidan 6zelligi in vitro ve in vivo
calismalarda kanitlanmistir. L-karnitin serbest uzun zincirli yag asitlerinin beta
oksidasyona girebilmek i¢in mitokondriyon matriksine gecisini saglar. Beta
oksidasyon sonucu olusan asetil KoA, trikarboksilik asit donglisiine girer. Bu
dongiide cok miktarda oksijen tiiketilip, ATP iiretilir. Bu dongii sonucunda
H,O’ya indirgenen oksijenin konsantrasyonu azalir ve reaktif oksijen tiirlerinin
olusumu azalmis olur. (95, 96)

Hiicre i¢i oksidatif hasar, lipid peroksidasyonuna, fosfolipid yikimina ve
serbest yag asidi miktarnin artigina neden olur. Serbest uzun zincirli yag asitleri
hidrofobik anyonlardir. Doku diizeylerinde bu anyonlarin artig1 mitokondriyon da
dahil hiicre membran yap1 ve fonksiyonlarinda degisimlere neden olur. Farkli
hiicre tiplerinde yapilan ¢alismalar Karnitinin hiicre membran gegirgenligindeki
degisiklikleri, apoptozisi, mitokondriyal disfonksiyonu ve lipid peroksidasyonunu
giclii bir sekilde engelledigini gostermistir. (97, 98)

L-karnitin oksidatif stresi engeller, oksidatif hasardan korunmaya yonelik
katalaz ve stiperoksit dismutaz gibi enzimlerin aktivitesini diizenler ve onlar1
peroksidatif hasardan korur, birgcok mitokondriyal toksik ajana kars1 koruyucudur.
Yapilan ¢alismada yash ratlara L-karnitin uygulamasi ile L-karnitinin giiglii bir

antioksidan ve serbest radikal ¢Opgciisii oldugu, askorbik asit, glutatyon ve E
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vitamini gibi antioksidanlarin etkisini arttirdigi ve néronlarda peroksidatif hasarin
gostergesi olan lipofuskin birikimini azalttig1 gésterilmistir. (99)

Asetil L-karnitin, L-karnitinin kisa zincirli ester tiirevi olup viicutta en ¢ok
bulunan agilkarnitin tirtidiir. Asetil L-karnitin, L-karnitinin fizyolojik 6zelliklerini
tasimasina ek olarak, icerdigi asetil grubu nedeniyle yiiksek enerji metabolizmasi
sirasinda Onemli bir asetil grubu vericisi olarak gorev alir ve mitokondriyal
islevlerde 6nemli bir rol distlenir. (100) . Asetil L-karnitin, yag asidi oksidasyonu
sirasinda asetil KoA’nin mitokondriye girisini hizlandirir, beyinde asetilkolin
sentezine katkida bulunur. Ayrica protein ve fosfolipid sentezini uyarir. Kisaca
karnitin ve esterleri, yag asitleri ve agil KoA’nin sitoplazmada ve mitokondride
toksik birikimini engellemekte, mitokondriyumlara enerji iiretimi i¢in asetil-KoA
saglamaktadir. (94)

Asetil L-karnitin olusumu sitoplazmik bir enzim olan tiokinaz ile baslar.
Tiokinaz enzimi yag asitleri, ATP ve KoA kullanilarak ag¢il KoA sentezler. Agil
KoA, karnitin ile karnitin palmitoil transferaz-1 yolunda birleserek agil karnitin
olusturulur. Bu bilesik &6zel sistemlerle mitokondriyal matrikse tasinir. Ig¢
mitokondriyal membrandan gegen her agil karnitin molekiilii i¢in bir Kkarnitin
disar1 atilir. I¢ mitokondriyal membrandaki palmitoil transferaz-1I, acil karnitini
karnitine cevirerek agil KoA’y1r serbest birakir. Son olarak, mitokondriyal
matrikste bulunan karnitin asetil transferaz enzimi, karnitin ve asetil KoA’dan
Asetil L-karnitin ve KoA iiretir. (92)

Asetil L-karnitin, glutatyonu arttirip, yag asitlerinin peroksidasyonu ile son

irlin olarak meydana gelen MDA’nin oranimi digiirerek lipidler iizerinde
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koruyucu etki yapar. (111) Ayrica Asetil L- karnitinin ksantin oksidazi kismen

inhibe ettigi, buna bagl olarak oksidatif hasar1 engelledigi gosterilmistir. (101)
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. Deney Hayvanlari ve Gruplandirma

Calismada Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve
Deneysel Arastrma Merkezi (GUDAM)’ nden saglanan 200-250 gram
agirhiginda, 48 adet Wistar Albino cinsi, disi sicanlar kullanildi. Denekler,
laboratuvar ortaminda 3 giin siiresince 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik
dongiisiinde ve 20+2 °C’ lik sicaklikta tutuldular. Tiim deneklerin su ve besine

serbest erisimi saglandi.

Calismada kullanilan siganlar 4 gruba ayrildi.

Grup | (n=6) (Serum fizyolojik uygulanan kontrol grubu):

I.Uygulama (24 rat) 11.Uygulama (12 rat) 111.Uygulama (12 rat)
Canli Olii Canli Olii Canli Olii
Kontrol 6 0 Tamamlandi Tamamlandi

0. dakikada: Hidrasyon sivisi.
1., 2. ve 3. giinlerde, SmL/kg/doz serum fizyolojik (SF) giinde bir defa

intraperitoneal (I.P.) uygulandi.
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30. dakikada: Asetil L- Karnitin yerine plasebo SF uygulamasi.
1., 2. ve 3. giinlerde, SF i¢inde 10 mg/mL yogunlukta ¢oziilen Asetil L-
Karnitin soliisyonu ile ayni hacimde 20 mL/kg SF plasebo olarak subcutan

uygulandi.

Asetil L-Karnitin yerine plasebo SF uygulanmasi

200 gram sigan 4 mL SF subkutan uygulandi.

250 gram sigan 5 mL SF subkutan uygulandi.

60. dakikada: Sisplatin yerine plasebo SF uygulamasi
Sisplatin soliisyonu 0,5 mg/mL SF i¢inde hazirlandi. Sisplatin 13
mg/kg/doz bir saatte 1.P. uygulanacag igin plasebo uygulamada SF 1., 2. ve 3.

giinlerde 26 mL/kg bir saatte I.P. olarak uygulandh.

Sisplatin yerine plasebo SF uygulanmasi

200 gram sigan 5,2 mL SF 1 saatte I.P. uygulandh.

250 gram sigan 6,5 mL SF 1 saatte I.P. uygulandh.

Sisplatin uygulamasindan sonra siklikla bulanti, kusma, ishal gorildiigi
icin bu yolla kaybedilen sivinin mutlaka yerine konmast 6nerilmektedir (9, 94).
Bu nedenle, ¢alismada Sisplatinin neden olabilecegi nefrotoksisiteyi onlemek
amaciyla deneklerin deney siireci boyunca hidratizasyonlar1 yapildi. Sisplatin
verilen gruplara baslangic olarak uygulanan 5ml/kg/doz SF intraperitoneal (I.P.)
hidrasyon, ayni stres ortamini olusturmak amaciyla Sisplatin verilmeyen gruplara

da uygulandi.
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Grup Il (n=6) (Asetil L-Karnitin uygulanan grup):

I.Uygulama (24 rat)

I1.Uygulama (12 rat)

I11.Uygulama (12 rat)

Canli

Oli

Canli Oli

Canli Oli

Asetil L-
Karnitin

6

0

Tamamlandi

Tamamlandi

0. dakikada: Hidrasyon sivisi.

1., 2. ve 3. giinlerde, SmL/kg/doz SF giinde bir defa intraperitoneal (I.P.)

uygulandi.

30. dakikada: Asetil L- Karnitin uygulamasi.

Asetil L- Karnitin SF i¢inde ¢oziilerek 10 mg/mL yogunlukta soliisyon

olarak hazirlandi. Bu gruptaki siganlara 1., 2. ve 3. glinlerde Asetil L- Karnitin

200mg/kg/doz subcutan uygulandi.

60. dakikada: Sisplatin yerine plasebo SF uygulamasi.

Sisplatin soliisyonu 0,5 mg/mL SF i¢inde hazirlandi. Sisplatin 13

mg/kg/doz bir saatte I.P. uygulanacag: igin plasebo uygulamada SF 1., 2. ve 3.

giinlerde 26 mL/kg bir saatte I.P. olarak uygulandi.
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Grup Il (n=18) (Sisplatin uygulanan grup):

I.Uygulama (24 rat) I1.Uygulama (12 rat) | 111.Uygulama (12 rat)

Canli Oli Canli Oli Canli Ol

Sisplatin 1 5 2 4 6 0

0. dakikada: Hidrasyon sivisi.

1., 2. ve 3. giinlerde, SmL/kg/doz SF giinde bir defa intraperitoneal (I.P.)
uygulandi.

30. dakikada: Asetil L- Karnitin yerine plasebo SF uygulamasi.

1., 2. ve 3. glinlerde, SF iginde 10 mg/mL yogunlukta ¢oziilen Asetil L-
Karnitin soliisyonu ile ayni hacimde 20 mL/kg SF plasebo olarak subcutan
uyguland.

60. dakikada: Sisplatin uygulamasi.

1. giinde 0,5 mg/mL salin iginde hazirlanan Sisplatin soliisyonu 13
mg/kg/doz bir saatte I.P uygulandi. 2. ve 3. giinlerde plasebo olarak SF 26 mL/kg

L.P uygulandu.
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Grup IV (n=18) (Asetil L-Karnitin ve sonrasinda Sisplatin uyqulanan grup):

I.Uygulama (24 rat) | 1l.Uygulama (12 rat) | 111.Uygulama (12 rat)

Canli Oli Canli Oli Canli Oli

Asetil L-Carnirin

+ Sisplatin . > ! > > !

0. dakikada: Hidrasyon sivisi.

1., 2. ve 3. giinlerde, SmL/kg/doz SF giinde bir defa intraperitoneal (1.P.)
uygulandi.

30. dakikada: Asetil L- Karnitin uygulamasi.

Asetil L- Karnitin SF i¢inde ¢oziilerek 10 mg/mL yogunlukta soliisyon
olarak hazirlandi. Bu gruptaki siganlara 1., 2. ve 3. glinlerde Asetil L- Karnitin
200mg/kg/doz subcutan uygulandi.

60. dakikada: Sisplatin uygulamasi

1. giinde 0,5 mg/mL salin iginde hazirlanan Sisplatin soliisyonu 13
mg/kg/doz bir saatte I.P uygulandi. 2. ve 3. giinlerde plasebo olarak SF 26 mL/kg

L.P uygulandu.

Sisplatin uygulamasindan 72 saat sonra (4.giin) si¢anlar ketamin
hidroklorid (40 mg/kg) ve ksilazin hidroklorid (5mg/kg) enjeksiyonu ile
uyutularak &tenazileri gerceklestirildi. Otenazi sonras1 siganlarin overleri alind.
Isik mikroskobik incelemeleri i¢inde hayvanlardan alinan doku 6rnekleri %10°luk
notral formalinde 72 saat tespit edildi. Daha sonra alisilagelmis histolojik takip

yontemlerinden gegirilerek parafin bloklar hazirlandi.
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3.2. Immunohistokimyasal Yontem

Immiinohistokimyasal boyamalar i¢in 4 pm kalinliginda polilizinli lamlara
alinan kesitler 37°C’ deki etiivde bir gece tutuldu, daha sonra deparafinizasyonu
kolaylastirmak icin etiiv 1s1s1 57°C’ ye ¢ikarilarak bu 1sida 1 saat, sonrasinda
61°C’ de 20 dakika bekletildi. Camlar deparafinizasyonu tamamlamak i¢in 2 kez
20’ser dakika ksilol’e etkin birakildi. Daha sonra 10’ar dakika sirasiyla %100,
%96,%90, %80 ve % 70’lik alkol serilerinden geg¢irildi.

Dehidrate edilen dokular1 alkolden arindirmak i¢in kesitler 2 kez 5’er
dakika distile sudan gecirildi. Daha sonra doku igerisinde formaldehit’in kapattigi
reseptor bolgelerinin agiga cikarilmasini saglamak amaciyla, dokulara 1p sitrat
tamponu (pH 6.0) (Cat: AP- 9003- 500, Lot: 9003LT13610, Lab Vision, Fremont,
USA) ile mikrodalga firinda retriver islemi uygulandi. Mikrodalgadan ¢ikan sitrat
tamponundaki dokular 20 dakika disarida sogumaya birakildi. Daha sonra dokular
sitrattan arindirilmak i¢in 2 kez 5’er dakika distile sudan gegirildi. Dokularin
etraft PAP-pen ile ¢evrilerek nemli ortam olan immiinohistokimya barma dizildi.
Dokular 3 kez 3’er dakika PBS (Phosphate Buffer Saline) (Ph:7,4) ile yikandi.
Daha sonra, 15 dakika 9%3’liikk hidrojen peroksit (Cat: AP- 9003- 500, Lot:
9003LT13610, Lab Vision, Fremont, USA) ile etkin birakilan dokulardan endojen
peroksidaz aktivitesi bloke edildi. islem sonrasinda PBS ile camlar yikand.

Yikanan camlara 5 dakika UltraV block (Cat: TA-125-UB, Lot:
AUBI100129, Lab Vision, Thermo Scientific) uygulanarak, 6zglin olmayan
baglanmalarin engellenmesi saglandi. Bu islemden sonra dokular yikanmadan

primer antikor agsamasina geg¢ildi.
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Bloklama asamasmin ardindan kesitler yikanmadan, 1/100 oraninda
hazirlanan Cdc2p34 ( Cat: sc-954, Lot: 12210), BMP-6 (Cat: ab15640, Lot:
962605), p-connexin 43 (Cat: sc-101660, Lot: H0310) primer antikorlarina etkin
birakilarak +4°C’de 1 gece inkiibe edildi. Ertesi giin islemlere devam edildi.
Primer antikordan sonra camlar 3 kez 3’er dakika PBS ile yikandi. Daha sonra 10
dakika biotinli sekonder antikor (Cat:TP-125-BN, Lot: PBN100121, Lab Vision,
Thermo Scientific) uygulanarak primer antikora baglanmasi saglandi. Tekrar PBS
ile yikandiktan sonra dokular enzimin biotine baglanmasi amaciyla 10 dakika
streptavidin peroksidaz enzim (Cat: TS-125- HR, Lot: SHR100406, Lab Vision,
Thermo Scientific) kompleksine etkin birakildi. Islem sonunda dokular yine 3 kez
3’er dakika PBS ile yikandu.

Son olarak ortama diaminobenzedin i¢eren (DAB) substrati (Cat: DABS-
125, Lot: 90824B, Spring Bioscience) iceren kromojen DAB (Cat: DABC-004,
Lot: 90428, Spring Bioscience) eklenerek yaklasik 5-10 dakika bekletildi ve gozle
goriilebilir immiin tepkimenin ortaya g¢ikmasi saglandi. Zemin boyasi olarak
Mayer’in hematoksilen’i kullanildi.

DAB ile boyanan camlar azalan alkol serilerinden gecirildi. Sonrasinda 20
dakika ksilolde bekletilerek lamel entallan ile kapatildi. Kesitler Leica DM 4000
(Germany) bilgisayar destekli goriintileme sisteminde, Leica Q Vin 3

programinda fotograflari ¢ekilerek degerlendirildi.
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3.3. istatistiksel Yontem

Deneyin baglangic ve bitis tarihlerinde tartilan ratlarin agirliklari
arasindaki farklar Wilcoxon sirali isaretler testi ile istatistiksel olarak
degerlendirildi. Ovaryumlardaki primordial follikiil, unilaminar primer follikiil,
multilaminar primer follikiiller sayilip gruplar arasindaki farklar Kruskal Wallis
testi ile istatistiksel olarak degerlendirildi. Istatsitiksel olarak anlamli fark bulunan
follikiil degerleri i¢in de ikili gruplar arasindaki fark Mann Whitney U testi ile

degerlendirildi. p<0.05 ‘ten kii¢iik olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi.
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4. BULGULAR

Deneyimizde I. uygulama i¢in 24 sigan kullanildi. Sisplatin ve Asetil L-
Karnitin+Sisplatin grubundan 5’er sigan deney sonlandirilmadan once o6ldi. II.
uygulama ig¢in 12 sigan kullanildi. Sisplatin grubunda 4, Asetil L-
Karnitin+Sisplatin grubunda 5 sican deney sonlandirilmadan 6nce oldi. III
uygulamada da 12 si¢an kullanildi. Sisplatin grubunda 6lii denek goriilmedi ancak
Asetil L-Karnitin+Sisplatin grubunda 1 denek deney sonlandirilmadan 6nce 6ldii.

Bu nedenle bulgular 28 denek {izerinden yorumlandi.

4.1. Viicut Agirhklarinin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Yapilan degerlendirmelerde sicanlarin deney oOncesi ve deney sonrasi
agirhik ortalamalari alindi ve istatistiksel olarak degerlendirildi. Yapilan
degerlendirmede Kontrol grubu ve Asetil L-Karnitin grubu deneklerin deney
stireci sonunda kilo aldigi, Sisplatin ve L-Karnitin+Sisplatin gruplarindaki
deneklerin ise kilo kaybettigi belirlendi. Ancak Sisplatin gubundaki kilo kayb1
Asetil L-Karnitin+Sisplatin grubuna gore daha fazlaydi.

Deneyin baslangic ve bitis tarihlerinde tartilan siganlarin agirliklar
arasindaki farklar Wilcoxon sirali isaretler testi ile istatistiksel olarak

degerlendirildi. p<0.05°ten kiiciik olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi.
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Deney oOncesi agirliklarina gore gruplarin agirlik diizeyleri ortalamalart;
kontrol grubu 198.50 + 6.97 gr, Asetil L-Karnitin grubu 200.50 + 4.72 gr,
Sisplatin grubu 228.88 + 14.39 gr, Asetil L-Karnitin+Sisplatin grubu 207.85 +
13.84 gr olarak saptandi.

Deney sonrasi agirliklarina gore gruplarin agirlik diizeyleri ortalamalart;
kontrol grubu 200.00 + 6.35 gr, Asetil L-Karnitin grubu 203.50 + 6.09 gr,
Sisplatin grubu 192.77 + 23.60 gr, Asetil L-Karnitin+Sisplatin grubu 175.71 +

19.43 gr olarak saptandi.(Grafik 1)

2507

B Deney Oncesi
B Deney sonrasi

Kontrol Acetyl L- Cisplatin Acetyl L-
Carnitin Carnitin +
Cisplatin

Grafik 1. Deneklerin deney dncesi ve deney sonrasi agirliklar

Kontrol grubunun deney oOncesi ve deney sonrasi agirliklari

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark gozlenmedi. (p= 0.357)

Asetil L-Karnitin grubunun deney oncesi ve deney sonrasi agirliklari
karsilatirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark gozlenmedi. (p=0.080)

Sisplatin _grubunun deney Oncesi ve deney sonrast agirliklari

karsilastiridiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlendi. (p=0.008)
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Asetil L-Karnitin+Sisplatin _grubunun deney oncesi ve deney sonrasi

agirliklar1 karsilastirilidiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma goézlendi.

(p=0.018) (Tablo 1)

Tablo 1. Deneklerin deney oncesi ve deney sonrasi agirliklarinin istatistiksel

farkliliklar1 (P< 0.05 degeri istatiksel olarak anlamli kabul edilmis ve

koyu karakterler ile vurgulanmistir.) * Wilcoxon sirali isaretler testi

Standart Minimum Maksimum
Ortalama Varyans Medyan p*
sapma deger deger
Ilk giin 198,50 6,97 48,70 194 196 212
Kontrol 0,357
Son giin 200 6,35 40,40 194 198,5 212
) Ik giin 200,50 472 22,30 194 200 208
Asetil L-
o 0,080
Karnitin
Son giin 203,50 6,09 37,10 193 205 210
Ilk giin 228,88 14,39 207,11 207 230 249
Sisplatin 0,008
Son giin 192,77 23,60 557,19 157 194 234
Asetil L- Ilk giin 207,85 13,84 191,81 193 203 228
Karnitin 0,018
+Sisplatin | Son giin 174,71 19,43 377,57 156 172 211

Mann Whitney U Testi ile gruplar arast deney Oncesi ve deney sonrasi agirlik

farklar1 karsilastirildi. (Tablo 2)
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Tablo 2. Gruplar arasi deney Oncesi ve deney sonrast agirlik farklarinin
istatistiksel olarak karsilastirilmasi. (P<0.05 degeri istatiksel olarak

anlaml kabul edilmis ve koyu karakterler ile vurgulanmistir.) * Mann

Whitney U Testi

Agirhik Degisimleri p*
1590r

Kontrol T

Asetil L-Karnitin Igr 0.570
1590r

Kontrol T

Sisplatin 36,11 gr 0,001
1590r

Kontrol T

. . . . 0,003

Asetil L-Karnitin +Sisplatin 3214 g1
3gr

Asetil L-Karnitin T

Sisplatin 0,001
36,11 gr
3or

Asetil L-Karnitin T

Asetil L-Karnitin +Sisplatin 0,003
32,14 gr
36,11 gr

Sisplatin ¢

Asetil L-Karnitin +Sisplatin 0,958
32,14 gr

T Artma

¢ Azalma
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Kontrol grubu ile Asetil L-Karnitin grubu karsilastirihidiginda ortalama

agirlik degisiminde istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi.(P=0.570)

Kontrol grubu ile Sisplatin grubu karsilastirilidiginda ortalama agirlik

degisiminde istatistiksel olarak anlamli bir azalma g6zlendi.(P=0.001)

Kontrol grubu ile Asetil L-Karnitin+Sisplatin grubu karsilastirilidiginda

ortalama agirhik degisiminde istatistiksel olarak bir anlamli azalma
g6zlendi.(P=0.003)

Asetil L-Karnitin grubu ile Sisplatin grubu karsilastirihidiginda ortalama

agirlik degisiminde istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlendi.(P=0.001)

Asetil  L-Karnitin _grubu ile Asetil L-Karnitin+Sisplatin  grubu

karsilastirilidiginda ortalama agirlik degisiminde istatistiksel olarak anlamli bir
azalma go6zlendi.(P=0.003)

Sisplatin grubu ile Asetil L-Karnitin+Sisplatin grubu karsilastirildiginda
ortalama agirhik  de@isiminde istatistiksel olarak anlamli  bir fark

gbzlenmedi.(P=0.958)

4.2. Primordial Follikiil, Unilaminar ve Multilaminar Primer Follikiil
Sayilarinin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi
Yapilan deneylerden sonra her gruptaki deneklerden 6’sar kesit iizerinden
primordial, unilaminar ve multilaminar follikiillerin sayimlar1 yapilmistir. Deney
sonras1 gruplara ait follikiil sayilarimin ortalamalar1 primordial follikiil icin;

kontrol grubu 21,33+3,72, Asetil L-Karnitin grubu 24,16+7,25, Sisplatin grubu
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12,83+5,15, Asetil L-Karnitin+Sisplatin grubu 19,33+2,16 olarak saptandi.

Unilaminar primer follikiil i¢in; kontrol grubu 6,50+3,08, Asetil L-Karnitin grubu

6,00+3,03,

Sisplatin grubu 5,00+£2,36, Asetil

L-Karnitin+Sisplatin  grubu

7,66+£2,33 olarak saptandi. Multilaminar primer follikiil i¢in; kontrol grubu

4,00+1,09, Asetil L-Karnitin grubu 3,50+1,87, Sisplatin grubu 2,66+1,63, Asetil

L-Karnitin+Sisplatin grubu 3,16+0,98 olarak saptandi. (tablo 3, grafik 2)

Tablo 3. Gruplara ait ortalama, standart sapma, ortanca, minimum, maksimum

degerleri.
ORT+SS ORTANCA (Min/Max)
Unilaminar Multilaminar Unilaminar Multilaminar
Primordial Primordial
Primer Primer Primer Primer
follikiil follikiil
follikiil follikiil follikiil Follikiil
22,00 7,00 4,00
Kontrol 21,33+3,72 6,50+3,08 4,00+1,09
(16,00/26,00) (2,00/10,00) (3,00/6,00)
Asetil L-Karnitin 23,50 6,50 3,50
24,16+7,25 6,00+3,03 3,50+1,87
(16,00/33,00) (2,00/10,00) (1,00/6,00)
12,00 5,00 2,50
Sisplatin 12,83+5,15 5,00+£2,36 2,66£1,63
(8,00/21,00) (2,00/8,00) (1,00/5,00)
Asetil L-Karnitin
19,50 7,50 3,00
+Sisplatin 19,33+2,16 7,66+£2,33 3,16+£0,98
(16,00/22,00) (5,00/11,00) (2,00/5,00)
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25 1
20 A
15 1 m Primordial follikiil
B Unilaminar primer follikiil

10 Multilaminar primer follikiil

5 -

0 Kontrol Acetyl L-Camitin Cisplatin =~ Acetyl L-Carnitin-

+Cisplatin

Grafik 2. Gruplara ait primordial, unilaminar ve multilaminar folikiil sayilari.

(Ortanca degere gore olusturulmustur.)

Dort gruba ait primordial, unilaminar ve multilaminar folikiilleri arasinda
yapilan kiyaslamada Kruskal Wallis testine gore istatistiksel olarak sadece

primordial folikiiller arasinda anlaml1 farklilik saptanmaistir. (tablo 4)

Tablo 4. Dort gruba ait primordial folikiil, unilaminar ve multilaminar primer
follikiil sayilarinin karsilastirilmasi. (P< 0.05 degeri istatiksel olarak

anlamli kabul edilmis ve koyu karakterler ile vurgulanmigtir.) * Kruskal

Wallis testi
Primordial Follikiil Unilaminar Follikiil Multilaminar Follikiil
p* 0,018 0,456 0,427
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Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile yapilan ileri analizlerde
gruplarin primordial folikiilleri arasinda ikili karsilastirilmasi analiz edilmistir
(tablo 5).

Buna gore;

Kontrol grubu ile Asetil L-Karnitin grubu kiyaslandiginda primordial

follikiil sayilar1 arasindaki fark anlamsiz bulundu. (p=0,589),

Kontrol grubu ile Sisplatin grubu kiyaslandiginda primordial follikiil

sayilar1 arasindaki fark anlamli bulundu. Kontrol grubunda primordial follikiil
sayis1 sisplatin grubuna gore anlamli olarak yiiksekti. (p=0,009),

Kontrol grubu ile Asetil L-Karnitin+Sisplatin grubu kiyaslandiginda

primordial follikiil sayilar arasindaki fark anlamsiz bulundu. (p=0,310)

Asetil L-Karnitin grubu ile Sisplatin grubu kiyaslandiginda primordial

follikiil sayilar1 arasindaki fark anlamli bulundu. Asetil L-Karnitin grubunda
primordial follikiil sayis1 sisplatin grubuna gore anlamli olarak yiiksekti.
(p=0,009),

Asetil  L-Karnitin _grubu ile Asetil L-Karnitin+Sisplatin  grubu

kiyaslandiginda primordial follikiil sayilar1 arasindaki fark anlamsiz bulundu.
(p=0,310)

Sisplatin _grubu ile Asetil L-Karnitin+Sisplatin grubu kiyaslandiginda

primordial follikiil sayilart arasindaki fark anlamli bulundu. Asetil L-
Karnitin+Sisplatin grubunda primordial follikiil sayist Sisplatin grubuna gore

anlamli olarak yiiksekti. (p=0,041)
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Tablo 5. Gruplar arasi primordial follikiil sayilarinin istatistiksel olarak
karsilastirilmasi. (P<0.05 degeri istatiksel olarak anlamli kabul edilmis

ve koyu karakterler ile vurgulanmistir.) * Mann Whitney U Testi

P*
Kontrol
Asetil L-Karnitin p=0,589
Kontrol ~
Sisplatin p=0,009
Kontrol
Asetil L-Karnitin +Sisplatin p=0,310
Asetil L-Karnitin
Sisplatin p=0,009
Asetil L-Karnitin
Asetil L-Karnitin +Sisplatin p=0,310
Sisplatin ~
Asetil L-Karnitin +Sisplatin p=0,041

4.3. immiinohistokimyasal bulgular

BMP-6;

Kontrol grubunda BMP-6, primordial ve primer follikiiller yer alan
oositlerde kuvvetli tutulum gosterdi. Ayrica primordial follikiillerin follikiil
hiicrelerinde immiinisaretleme gozlenmezken unilaminar ve multilaminar primer
follikiilde, follikiil hiicrelerinde ve teka internada (sar1 ok) BMP-6 ekspresyonu

pozitif olarak belirlendi. (Resim:1-2)
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Resim 1. Kontrol grubunda BMP-6 ekspresyonu; Primordial follikiillerde yer alan
primer oositlerde (kirmizi oklar) BMP-6 ekspresyonu yogun olarak

belirlenirken follikiil hiicrelerinde mmmiin tutulum goézlenmedi (yesil

oklar).

Resim 2. Kontrol grubunda BMP-6 ekspresyonu; Unilaminar ve multilaminar
primer follikiildeki primer oosit (kirmiz1 ok) follikiil hiicreleri (yesil ok)

ve teka interna hiicreleri (sar1 ok) pozitif olarak belirlendi.
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Sekonder ve tersiyer follikiilde graniiloza hiicrelerinde zayif tutulum, teka

interna hiicrelerinde kuvvetli tutulum belirlendi. (Resim 3,4)

Resim 3. Kontrol grubunda BMP-6 ekspresyonu; Sekonder follikiilde graniiloza
hiicrelerinde (yesil oklar) zayif tutulum, teka interna hiicrelerinde (sar1

oklar) kuvvetli tutulum belirlendi.

Resim 4. Tersiyer follikiiliin graniiloza hiicrelerinde (yesil oklar) ve teka interna
hiicrelerinde (sar1 oklar) kuvvetli tutulum saptandi.
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Asetil L-karnitin grubunda bulgular kontrol grubu bulgulari ile es degerdi

(Resim: 5-7).

Resim 5. Asetil L-karnitin grubunda BMP-6; Primordial follikiilde (kirmiz1 ok) ve
sekonder follikiilde (sar1 ok) oositlerde ve follikiil hiicrelerinde (yesil

oklar) ve teka interna hiicrelerinde (mor oklar) pozitif tutulum goézlendi.

Resim 6. Asetil L-karnitin grubunda BMP-6; Unilaminar follikiillerde (kirmizi

ok) ve multilaminar follikiillerde (turuncu oklar) hem oosit hem de

follikiil hiicreleri zayif pozitif tutulum gostermekteydi.
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Resim 7. Asetil L-karnitin grubunda BMP-6; L-karnitin grubunda tersiyer
follikiiliin graniiloza hiicrelerinde (yesil oklar) ve teka interna

hiicrelerinde (kirmizi oklar) pozitif tutulum

Sisplatin grubunda, primordial ve primer follikiillerde oosit ve follikiil
hiicrelerinde negatif tutulum gozlendi (Resim 8). Bu grupta gelisen follikiillerin
cevresindeki teka interna hiicreleri negatifti. Ayrica gelisen follikiillerin bir
grubunda follikiil hiicrelerinin tipik tabakalanmasi kaybolmus follikiil limeninde
hiicresel debrisler (*) olusmustu. (Resim 9)

Tersiyer follikiilde ise graniiloza hiicrelerinde desquamasyon belirgin

olarak gbzlenmekteydi (Resim 10)
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Resim 8. Sisplatin grubunda BMP-6; primordial follikiillerde oosit ve follikiil
hiicrelerinde (kirmizi oklar) ve multilaminar primer follikiillerde ise
oosit follikiil hiicreleri (sar1 ok) ve teka interna hiicrelerinde (mor ok)

negatif tutulum gostermekteydi.

Resim 9. Sisplatin grubunda BMP-6; primordial follikiillerde oosit ve follikiil
hiicrelerinde negatif tutulum belirlenirken (kirmizi oklar), sekonder
follikiillerde ise oosit tutulumu yoktu. (yesil ok) follikiil hcreleri ise

antruma dokiilmiis olarak hiicresel debrisler halinde gozlendi (sari
oklar)
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Resim 10. Sisplatin grubunda BMP-6; Tersiyer follikiilde graniiloza hiicrelerinde
desquamasyon belirgin olarak gdzlenirken follikiil ¢evresindeki az
sayida teka interna hiicresi (mor oklar) pozitif reaksiyon

gostermekteydi. Hiicreler BMP-6 negatifti.

Asetil L-karnitin+ Sisplatin grubunda BMP-6 ekspresyonu primordial
follikiillerdeki oositler de pozitif tutulum gosterirken follikiil hiicreleri negatifti.

multilaminar follikiillerde oosit ve graniiloza hiicreleri pozitifti. (Resim 11, 12)
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Resim 11. Asetil L-Karnitin+ Sisplatin grubunda BMP-6 ekspresyonu: [kiigiik
resim] primordial follikiillerde oositler (kirmizi ok) pozitif tutulum
gosterirken follikiil hiicreleri (kirmizi ok) negatif reaksiyon gosterdi.
[biiyiik resim] multilaminar follikiillerde oosit (kirmiz1 ok) ve follikiil

hiicreleri (yesil ok) pozitifti.

« : BoE UL Y A ,
Resim 12. Asetil L-Karnitin+ Sisplatin grubunda BMP-6 ekspresyonu: tersiyer

follikiilde BMP-6 negatif graniiloza hiicreleri (yesil oklar)
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Konnexin 43;

Kontrol grubunda primordial follikiillerde konneksin 43 ifadelenmesi
yoktu. Primer ve sekonder follikiillerde follikiil hiicreleri arasinda tutulum
gozlendi. (Resim: 13) Tersiyer follikiilde ise graniiloza hiicrelerinde rozet yada
plak tarzinda ifadelenirken ayn1 zamanda c¢ok sayida graniiloza hiicre
cekirdeginde konneksin 43 mRNA ifadelenmesi olarak ortaya ¢ikt1 .Ayrica bu
gruptaki sekonder ve tersiyer follikiilleri ¢evreleyen teka interna hiicrelerinin

biiyiik bir grubu pozitifti. (Resim: 14, 15)

. o . ‘. : [ :
, - Y oA ol AW . “oot ol - F

Resim 13. Kontrol grubunda; Primordial (pembe oklar) follikiillerde konneksin

43 ifadelenmesi yoktu. Primer follikiillerde follikiil hiicreleri arasinda

(yesil ok) tutulum gozlendi.
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Resim 14. Kontrol grubunda; Sekonder follikiillerde konneksin 43 ifadelenmesi

graniiloza hiicrelerinde (kirmizi oklar) ve teka interna hiicrelerinde

(yesil oklar) pozitifti

T

Resim 15. Kontrol grubunda konneksin 43 dagilimi; Tersiyer follikiil graniiloza
hiicrelerinin baglant1 yerlerinde rozet ya da plak tarzinda tutulum
(kirmiz1 oklar), graniiloza hiicre cekiirdeklerinde ve teka interna

hiicrelerinde pozitif tutulum (yesil oklar)
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Asetil L-Kartinin grubunda ise konneksin 43 tutulumu ge¢ sekonder
follikiillerde ve tersiyer follikiillerde c¢ok sayida follikiil hiicrelerinde ve teka
interna hiicrelerinde pozitif tutulum belirlenirken ayni zamanda kumulus

hiicrelerinde de pozitif tutulum gézlendi. (Resim: 16, 17)

Resim 16. Asetil L-cartinin grubunda konneksin 43 tutulumu; ge¢ sekonder
follikiillerde graniiloza hiicrelerinde (kirmizi oklar) ve teka interna

hiicrelerinde pozitif tutulum
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Resim 17. Asetil L-Kartinin grubunda konneksin 43 tutulumu; tersiyer
follikiillerde cok sayida follikiil hiicrelerinde (kirmizi oklar) ve

kumulus hiicrelerinde (yesil oklar)

Sisplatin grubunda konneksin 43 primordial ve primer follikiillerde
negatifken, sekonder follikiilde bazi graniiloza hiicrelerinde pozitif, teka interna

hiicrelerinde ise negatifti tutulum saptanmadi. (Resim 18, 19)
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Resim 18. Sisplatin grubunda konneksin 43 tutulumu; Primordial (kirmizi ok),
multilaminar  primer follikiillerde (yesil ok) konneksin 43

isaretlenmesi gozlenmedi.

Resim 19. Sisplatin grubunda konneksin 43 tutulumu; Sekonder follikiilde bazi
grantiloza hiicrelerinde (kirmizi oklar) konneksin 43 pozitifken, teka

interna hiicrelerinde (yesil oklar) tutulum saptanmadi.
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Sisplatin grubunda tersiyer follikiilde graniiloza hiicrelerinde ve teka
interna hiicrelerinde tutulum saptanmadi. Ayrica bu grupta tersiyer follikiillerde

follikiil duvarinda yikim liimende hiicresel debrisler gozlendi. (Resim 20)

Resim 20. Sisplatin grubunda konneksin 43 tutulumu; Tersiyer follikiilde
graniiloza hiicrelerinde (kirmizi ok) ve teka interna hiicrelerinde
(yesil oklar) tutulum saptanmadi. Ayrica bu grupta tersiyer
follikiillerde follikiil duvarinda yikim liimende hiicresel debrisler

(sar1 oklar) g6zlendi.

Asetil  L-karnitin+  Sisplatin  grubunda konneksin 43 primordial
follikiillerde negatifken primer follikiillerde graniiloza hiicrelerinin bazilari
konneksin 43 pozitifti (Resim 21) Bu grupta, sekonder follikiilde graniiloza
hiicrelerinin bazilar1 konneksin 43 pozitifti (Resim 22) Erken tersiyer follikiilde
graniilosa hiicreleri arasinda ¢ok az sayida rozet yada plak seklinde isaretlenme
vardi. Bu gruptaki gelisen follikiillerdeki teka interna hiicreleri de negatifti.

(Resim 23)
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Resim 21. Asetil L-karnitin+ Sisplatin grubunda konneksin 43 tutulumu;
primordial follikiilde (kirmizi ok) tutulum gostermezken, primer
follikiilde graniiloza hiicrelerinin (sar1 oklar) bazilar1 konneksin 43

pozitifti.

W A -

Resim 22. Asetil L-karnitin+ Sisplatin grubunda konneksin 43 tutulumu; sekonder

follikiilde graniiloza hiicrelerinin (kirmizi oklar) bazilar1 konneksin 43

pozitifti.
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Resim 23. Asetil L-karnitin +Sisplatin grubunda konneksin 43 tutulumu; erken
tersiyer follikiilde graniilosa hiicreleri arasinda (kirmizi oklar) ¢ok az

sayida rozet ya da plak seklinde isaretlenme gozlendi.

P34cdc2;
Kontrol grubunda primordial, uni ve multilaminar follikiillerde ve
sekonder follikiillerde yer alan oositlerde p34cdc2 tutulumu negatifti. Diger tiim

gruplarda bu bulgular esdegerdi (Resim 24, 25, 26, 27)
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Resim 24. Kontrol grubunda p43 cdc2 tutulumu; Multilaminar primer follikiilde

yer alan oositte (kirmizi ok) negatif tutulum

Resim 25. Kontrol grubunda p34cdc2 tutulumu; primordial ( kirmizi ok) ve erken

antral follikiillerde (sar1 oklar) yer alan oositlerde negatif tutulum
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Resim 26. Kontrol grubunda p43 cdc2 tutulumu; antral follikiillerde (sar1 oklar)
yer alan oositlerde negatif tutulum

(O 4 ¥ ¢
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Resim 27. Kontrol grubunda p43 cdc2 tutulumu; I. Mayoz béliinmeye yaklagan
erken tersiyer follikiilde yer alan oositte (kirmizi ok) kuvvetli p34cdc2

tutulumu
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Ancak kontrol grubu, yalin Asetil L-Karnitin grubu ve Asetil L-Karnitin
Sisplatin+ grubunda tersiyer follikiillerde yer alan oositlerde p34 cdc2 tutulumu
pozitif olarak belirlenirken Sisplatin grubunda tersiyer follikiilde yer alan oosit

immiin tutulum gostermedi.(Resim 28, 29, 30)

e 2 - 3 :
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Resim 28. Sisplatin grubunda erken tersiyerde follikiilde negatif oosit (kirmizi

ok) tutulumu
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Resim 29. Asetil L-karnitin grubunda erken tersiyer follikiilde pozitif oosit

(kirmiz1 ok) tutulumu.

Resim 30. Asetil L-Karnitin +Sisplatin grubunda erken tersiyer follikiilde pozitif

oosit (kirmizi ok) tutulumu.
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5. TARTISMA

Her yil, kansere yakalanan bir¢ok kadin hasta sitotoksik kemoterapilerle
ve/ veya radyoterapiyle basarili bir sekilde tedavi edilmektedir. Ancak bu
hastalarin ¢cogu tedavi sonrasi tedavide kullanilan ajanlarin toksik etkilerine bagh
olarak infertilite ve gonadal yetmezlik sorunu yasamaktadir. Simdilerde bu
hastalar tireme yeteneklerini korumak i¢in toksik tedaviler dncesinde yardimci
iireme yontemlerine basvurmaktadir. Embriyo dondurulmas:t kullanilan
yontemlerden biridir, oosit ve ovaryum dokusu dondurma teknikleri de
arastirilmaktadir. Bu yoOntemlerin disinda da baska ajanlarin kemoterapiyle
birlikte uygulanmasi ile toksik etkilerin 6nlenmesi amaglanmistir. (102, 103)

Giliniimiizde bu amagla kullanilan alternatif tedavilerden Dbiri
antioksidanlardir. Antioksidanlar, serbest oksijen radikal hasarini 6nleyici/azaltici
etkiye sahiptirler. Kullanilan baslica antioksidan ajanlar ise; selenyum, vitamin C,
vitamin E, L- karnitin, melatonindir. (16, 17)

Sisplatin toksisitesine karsi koruyucu amagh ¢ok sayida ajan kullanilarak
cesitli caligmalar yapilmistir. Bu calismalarin bir kisminda deneklerin deney
oncesi ve deney sonrasi agirliklar1 degerlendirilmistir. Zhang ve arkadaslarinin
yaptig1 caligmada tioproninin Sisplatin nefrotoksisitesine yonelik koruyucu etkileri
arastirilirken sisplatine bagli olarak ratlarda kilo kaybi gozlenmis ama tiopronin
bu etkiyi 6nleyememistir. (104)

Yine sisplatin toksisitesine karsi kannabinoidlerin etkisinin arastirildigt
ratlarla yapilan bir ¢alismada sisplatine baglh kilo kaybi gézlenmis ancak bu

kannabinoidlerle 6nlenememistir. (105)
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Song ve arkadaslar1 sisplatinin kronik gastrointestinal motilite geciktirici
etkisine kars1 diistik molekiil agirlikli fucoidan (LMF) kullanmislardir. Deneklerin
viicut agirliklarina bakildiginda sisplatin grubunda kontrol grubuna gére anlaml
kilo kayb1 gézlenmis ve LMF uygulamasiyla bu kilo kaybinin da 6nlendigi tesbit
edilmistir. (106)

Shimeda ve arkadaslari, siganlarda sisplatine bagli nefrotoksisiteyi
Onlemede bir antioksidan ajan olan kapsaisinin etkinligini arastirmiglardir.
sisplatin uygulanan grubun kilo kaybinin sisplatin+kapsaisin ve sadece kapsaisin
uygulanan gruplardan daha fazla oldugunu belirlemislerdir. (107)

Bu calismada, tiim gruplardaki ratlarin deney Oncesi ve deney sonrasi
agirliklan olgiilerek ortalamalart alinmis ve istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
Sonug olarak; Kontrol ve Asetil L-Karnitin grubunda iyi hidratize edilen ratlarin
deney sonrasinda kilo aldigi, Sisplatin ve L-Karnitin+Sisplatin gruplarindaki
ratlarin ise deney Oncesine gore kilo kaybettigi belirlendi. Ancak sisplatin
gubundaki kilo kayb1 Asetil L-Karnitin+Sisplatin grubuna goére daha fazlaydi. Bu
bulgular literatiirii destekler nitelikteydi.

Oktem ve arkadaslari kemoterapi alan ve almayan hastalarda ovaryum
rezervini degerlendirmisler. Kemoterapi alan hastalarin almayan hastalara gore
primordial follikiil sayilarinda istatistiksel olarak anlamli azalma oldugunu
saptamiglardir. Ayrica kemoterapatiklerden alkilleyici ajanlarla tedavi edilen
hastalarin da alkilleyici olmayan ajanlarla tedavi edilen hastalara gére primordial

follikiil sayilar: istatistiksel anlamli olarak daha diisiik ¢ikmistir. (108)
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Yeh ve arkadaslar ratlarda ovaryumlarin sisplatinine bagli hasarlanmasina
kars1 gonadotropin stimiilasyonunun etkisini incelemisler. Bu ¢alismada sisplatin
uygulanan grupta kontrol grubuna goére primer ve antral follikiilerde anlamli
azalma olmadigi, preantral follikiilerde ise anlamli azalma oldugunu
gbzlenmislerdir. (109)

Ozcelik ve arkadagslar1 ratlarda GnRH hormon agonistinin paklitaksel ve
sisplatine bagl gelisen ovaryum toksisitesine karsi koruyucu etkisini incelemisler.
Kontrol grubuna gore tek basina sisplatin uygulanan grupta ve sisplatinle birlikte
GnRH agonisti uygulanan grupta primordial, primer, sekonder ve tersiyer follikiil
sayilarinda anlamli azalma gozlenmis. (110)

Li ve arkadaslar1 ratlarda sisplatine bagl gelisen ovaryum toksisitesinde
GnRH agonist ve antogonist kombinasyonunun primordial follikiiller {izerinde
koruyucu etkilerini gostermisler. Yapilan ¢alismada sisplatin verilen grupta
kontrol grubuna gore primordial, gelisen ve olgun follikiillerde anlamli azalma
g6zlenmis. (8)

Tirkyilmaz ve arkadaslari ratlarda paklitaksel ve sisplatinin ovaryum
rezervi lizerine etkilerini arastirmis. Sisplatin uygulanan grupta primordial, primer
ve sekonder follikiillerde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azalma
belirlemislerdir. (111)

Yiicebilgin ve arkadaslari gen¢ disi ratlar {izerinde yaptiklar1 calismada
ratlara paklitaksel ve ciplatin uygulayarak primordial follikiil rezervi iizerine olan

etkilerine bakmislar. Paklitaksel ve sisplatin uygulanan gruplarda kontrol grubuna

79



gore primordial follikiil sayisinda istatistiksel olarak anlamli azalma
gozlemlemislerdir. (112)

Bu ¢alismada ise Sisplatin grubunda Kontrol, Asetil L-Karnitin ve Asetil
L-Karnitin+Sisplatin  gruplarina gore primordial follikiil sayilarinda azalma
saptand1 ve bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu. Ortaya ¢ikan bu sonug
yapilan diger ¢alismalardaki sisplatinin ovaryum rezervi iizerine olan etkilerini
destekler nitelikteydi. Asetil L-Karnitin+ Sisplatin uygulanan grupta, Sisplatin
grubuna gore primordial follikiil sayisinin anlamli olarak yiiksek olmasi da bir
antioksidan ajan olan Asetil L-karnitinin ovaryum rezervini sisplatin toksisitesine
kars1 korudugu seklinde yorumlandi.

TGF- B sinyal proteinlerinden olusan biiyiik bir protein ailesidir. ovaryumu
da kapsayan ¢ok sayida organ sistemlerinde hiicre proliferasyonu ve
diferensiasyonu saglar. Bu ailenin iiyelerinden biri olan BMP-6 ovaryumda
follikiilogenez ile ilgilidir. (113)

Zhu ve arkadaslart keci follikiillerinden topladiklar1 graniiloza
hiicrelerinde BMP lerin etkilerini aragtirmiglar. BMP-6 uygulanan graniiloza
hiicrelerinde apoptotik hiicrelerin anlamli olarak azaldigini gérmiislerdir. (114)

Hussein ve arkadaslarinin siir oositleri iizerinde yaptiklari calismada
Oosit- Kumulus hiicre kompleksi ve oositleri alinmis kumulus hiicrelerini kiiltiire
edip apoptozise bakmislardir. Oositleri ¢ikarilan kumulus hiicrelerinde apoptizisin
anlamli arttigi gozlenmistir. Oositlerle ko-kiiltiire edildiginde ise apoptozis
seviyelerinin aksi oranda oldugu goriilmiistiir. BMP-6, 7, 15 uygulandiginda ise

apoptozisin anlaml azaldig1 ( yaklasik %50) tesbit edilmistir. (115)

80



Sugiura ve arkadaslar1t BMP-6 nin disi fare fertilitesi {lizerine etkilerini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda BMP-6 mutant farelerde ovaryumlarin morfolojik
olarak normal histolojik yapida oldugunu goézlemislerdir. Follikiil sayilarinda
anlamli bir fark gozlenmemis, dogal ovule oosit sayilarina bakildigi zaman mutant
farelerde anlamli bir azalma belirlemislerdir. Bu ¢lalismada oosit kalitesine
bakildigi zaman ise in vitro fertilizasyon sonrasinda 2 hiicreli emriyodan
blastokiste geg¢is oranlarinin mutant farelerde anlamli olarak azaldigi tesbit
edilmistir. (116)

Juengel ve arkadaslar yaptiklar1 ¢alismada koyunlarda ve ratlarda follikiil
gelisiminde BMP lerin rollerini aragtirmiglar. Koyunlarda tiim follikiil oositlerinde
BMP-6 mRNA ifadelenmesi saptanirken hicbir follikiiliin graniiloza hiicresinde ya
da teka hiicrelerinde BMP-6 mRNA sina rastlanmamuistir. Bu ¢alismada BMP-6
nin graniiloza hiicre proliferasyonuna higbir etkisi olmadig1 gézlenmistir. Ratlarda
ise BMP-6 ile graniiloza hiicre proliferasyonunda artig saptanmis ancak kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda bu fark anlamli bulunmamustir. (117)

Paradis ve arkadaslarmin domuzlar iizerinde yaptig1 arastirmada gelisen
preovulatuar follikiillerde oositte ve teka hiicrelerinde BMP-6 mMRNA
ifadelenmesi gozlenirken graniiloza hiicrelerinde gézlenmemistir. (118)

Glister ve arkadaglar1 sigir ovaryan follikiil hiicrelerinde BMP ligand ve
reseptorlerini incelemislerdir. Immiinohistokimyasal olarak follikiillerde BMP-6
tutulumunun graniiloza hiicrelerinde ve oositte pozitif oldugunu, teka hiicrelerinde

oldukga zayif oldugunu saptamiglardir. (119)
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Shi ve arkadaglarinin insan graniiloza hiicrelerinde BMP-6 nin FSH,
AMH, Inhibin/Aktivin B altiinitelerinin gen ifadelenmesi iizerine etkilerini
incedikleri arastirmada, primordial ve primer follikiillerin oositlerinde belirgin
BMP-6 ifadelenmesi gozlemisler, primordial follikiil graniiloza hiicrelerinde
nadir, primer ve sekonder follikiil graniiloza hiicrelerinde ise zayif ekspresyon
saptamiglardir. ifadelenmenin tersiyer follikiil graniiloza hiicrelerinde yiiksek,
atretik follikiil graniiloza hiicrelerinde ise oldukga zayif oldugu gézlenmistir. (36)

Bu c¢alismada da Kontrol grubu, Asetil L-karnitin grubu ve asetil L-
karnitin+ Sisplatin gruplarinda primer ve primordial follikiilerin oositlerinde ve
follikiil hiicrelerinde BMP 6 ifadelenmesi pozitif olarak belirlenirken, sekonder ve
tersiyer follikiilde zayif tutulum, teka interna hiicrelerinde kuvvetli tutulum
belirlendi. Sisplatin grubunda ise primordial ve primer follikiillerde ve diger
gelisen follikiillerde oosit ve follikiil hiicreleri ve teka interna hiicrelerinde BMP 6
ifadelenmesi negatifti. Ayrica gelisen follikiillerin bir grubunda ve tersiyer
follikiillerin bazilarinda graniiloza hiicrelerinde deskuamasyon ve antrumda
hiicresel debrisler gozlendi.

Kumulus hiicreleri bir transmembran kanal agi olan oluklu baglantilar
tizerinden iletisim kurarlar. Kumulus hiicrelerinin en i¢ tabakasindaki hiicreler
sitoplazmik uzantilarin1 kalin bir ekstraselliiler matriks olan zona pellusidaya
sekillendirirler gonderirler, oositle beraber oluklu baglantilar1 sekillendiriler. Bu
baglantisal kompleksler, konneksin ailesini olusturan proteinlerden olusurlar. Bu
proteinlerden biri olan konneksin 43 kumulus oosit kompleksinden eksprese

edilen biiyiik bir oluklu baglanti1 proteinidir. (120, 121, 122)
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Prochazka ve arkadaslar1 oldukg¢a etkili bir kemoterapatik ajan olan
platinum tiirevi LA-12 nin rat karaciger epitelyal hiicre serilerinde etkilerini
incelemislerdir. Epitelyal hiicrelerde apoptozis ve hiicreler arasi iletisiminin
inhibisyonuna neden  olduklar1  gézlenmistir.  Hiicreleraras1  iletisimin
inhibisyonunda etkilerini bir oluklu baglant1 proteini olan konneksin 43 {in hizli
hiperpolarizasyonuyla oldugunu gostermislerdir. (123)

Fiorini ve arkadaslar1 iireme iizerine toksik etkileri bilinen degisik
ajanlarin sertoli hiicrelerinde baglantisal proteinlere etkisini incelemislerdir.
Sisplatinin sertoli hiicrelerindeki konneksin 43 ifadelenmesini belirgin olarak
azalttigin1 gostermislerdir. (124)

Zhao ve arkadaglar1 yaptiklari ¢alismada sisplatinin insan fibroblastlari
tizerinde etkilerini incelemigler. Sisplatin uygulamasindan sonra konneksin 43
immiinfloresan boyanmasinin sisplatin uygulanmayan normal fibroblastlara gore
belirgin azaldigin1 gostermiglerdir. Ayrica Sisplatin - uygulamasmin hiicre
dongiistinii G1 de durdurdugunu ve hiicrelerin S fazina girislerini inhibe ettiklerini
tesbit etmislerdir. (125)

Berisha ve arkadaglar1 sigirlar iizerinde yaptiklari ¢alismada konneksin 43
iin ovaryumdaki regiilasyonunu incelemisler. GnRH verilmesinden sonra
follikiillerde en yiiksek konneksin 43 ifadelenmesinin LH piki 6ncesi ve sirasinda
oldugunu bunun disinda da anlamli bir dow-regiilasyona ugradigini gérmiisler.
(126)

Ackert ve arkadaglari yaptiklart ¢alismada konneksin 43 ten yoksun

farelerde follikiilogenezisin gelisimini arastirmislardir. Bu amagla normal,
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heterezigot konneksin 43 mutant ve homozigot konneksin 43 mutant fareleri
incelenmislerdir. Normal ve heterozigot gruplarda tersiyer follikiile kadar gelisim
gozlenirken homozigot mutantlarda follikiiler gelisimin unilaminar follikiil
diizeyinde kaldig1 tesbit edilmistir. Erken follikiilogeneziste bir gecikme
olmazken primer follikiildeki graniiloza hiicrelerinin ¢ogalamamasiyla follikiil
gelisimi  saglanamamistir. Ayrica homozigot mutant deneklerdeki follikiiller
incelendiginde; az gelismis bir zona pellusida, hem oosit hem graniiloza hiicre
sitoplazmasinda vakuolizasyon, oositlerde ise kortikal graniillerin olmadigi
goriilmiistiir. Mutant oositelerin mayotik olgunlagsmalarini tamamlayamadiklari,
fertilizasyonu gergeklestiremedikleri anlasiimistir. (60)

Gittens ve arkadaslar yaptiklar1 ¢alismada normal ve mutant farelerde
graniiloza  hiicrelerinde  konneksin 43 {in  follikiilogenezdeki  roliini
aragtirmiglardir. Konneksin 43 yoklugunda graniiloza hiicrelerinin biiyiimelerinin
erken preantral evrede durdugu, follikiilerdeki graniiloza hiicrelerinin birbirleriyle
birlesmedigi belirlenmistir. Elektron mikroskobik goriintiilerde mutant graniiloza
hiicrelerinde nadir oluklu baglantilar (gap juntionlar) goézlenmis. Oluklu
baglantilarin fonksiyonel olup olmadigini anlamak i¢in yapilan deneyde verilen
boyalar normal deneklerin follikiillerinde diger graniiloza hiicrelerine gecerken
mutant deneklerin follikiillerinde boyanin bir diger graniiloza hiicresine gegcmedigi
gozlenmistir. Bu ise konneksin 43 den yoksun erken follikiillerin fonksiyonel
oluklu baglantilar bulundurmadigini gostermistir. (127)

Tong ve arkadaglan farelerde follikiilogenezisde konneksin 43 iin 6nemini

aragtirmiglardir. Bu amagla konneksin 43 homozigot mutant farelerin graniiloza
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hiicrelerinde voltaj iletimi yabanil grupla karsilastirilmis ve mutantlarda iletimin
yabanil gruba gore anlamli disiik oldugu gorilmustiir. Ayrica konneksin 43
homozigot ve heterozigot mutant denekler arasinda caprazlama yapilmis,
homozigot mutasyonda follikiilogenezisin primer ya da erken sekonder evrede
durdugu ve oositin mayotik olgunlagsmasimmin tamamlanmadig goézlenmistir,
heterozigot mutasyonda ise oositin olgunlagsmasinin tamamlandigi belirlenmistir.
Caprazlama sonrasinda incelenen deneklerde tiim gelisim evrelerinde follikiiller
gozlenmis ama yabanil tipe gore antral follikiil sayisinin daha az oldugu
saptanmustir. (128)

Cheng ve arkadaslar1 domuzlarda graniiloza hiicrelerinde follikiiler atrezi
sirasinda konneksin 43 lokalizasyonuna ve ifadelenmesine bakmiglardir. Sekonder
ve daha yogun olarak tersiyer follikiillerin graniiloza hiicrelerinde konneksin 43
mMRNA ekspresyon varken primordial ve primer follikiillerin graniiloza
hiicrelerinde ekspresyon belirlenmemistir. Erken ve gec¢ atretik follikiillerde
konneksin 43 mRNA ekspresyonu azalmis olarak tesbit edilmis. Apoptozis
degerlendirildiginde TUNEL pozitif hiicrelere primordial, primer, sekonder ve
tersiyer follikiillerde rastlanmamis erken atretik follikiillerde ise follikiil duvarinin
i¢ yiiziinde yer alan graniiloza hiicrelerinde rastlanmgtir. ileri atretik follikiillerde
ise graniiloza hiicrelerinin ¢ogunda pozitiflik gézlenmistir. (58)

Teilmann ve arkadaglar1 fare ovaryumlarinda konneksin 43 iin farkli
follikiil evrelerindeki lokalizasyonunu incelemigler, immiinohistokimyasal olarak
hicbir follikiil evresinde teka hiicrelerinde ve oositlerde konneksin 43 tutulumu

gozlemlememislerdir. Primordial follikiillerin graniiloza hiicrelerinde birkag
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noktasal konneksin 43 pozitifiligi tesbit edilmis, unilaminar primer follikiillerde
ise graniiloza hiicrelerinin siirlarinda kii¢iik kesikli noktalar halinde konneksin
43 tutulumu gozlenmistir. Tutulumdaki anlamli artis multilaminar primer follikiil
diizeyinde goriilmis, follikiil biiyiikliigii arttik¢a da bu tutulum artmustir. (129)

Nuttinck ve arkadaslar1 sigir ovaryumunda follikiilogenez sirasinda oluklu
baglant1 proteinlerinin dagilimini incelemisler, immiin isaretleme ile konneksin 43
tutulumunu tim follikiil evrelerinde graniiloza hiicrelerinin  simirlarinda
saptamiglardir. Erken evrelerde tutulum diisiik saptanirken antrum olustugunda
tutulumda anlamli artis gézlenmistir. Oositte ve oosit-zona pellusida sinirinda
konneksin 43 tutulumu go6zlenmemistir. Biiyilk antral follikiillerin teka
hiicrelerinde de nokta seklinde tutulum gézlenirken stromadaki tutulum ile benzer
oranda oldugundan anlamli bulunmamis, ayrica yiizey epitelinde de tutulum
saptanmustir. (130)

Johnson ve arkadaglar1 inek ovaryumlarinda follikiiler biiylime ve atrezi
sirasinda  konneksinlerin rollerini arastirmiglar, konneksin 43 {in primordial
follikiillerde olmadigi ama primer, sekonder ve antral follikiillerin graniiloza
hiicrelerinde var oldugu tespit edilmistir. Ayrica konneksin 43 oosit- graniiloza
hiicre sinirinda da saptanmistir. Follikiiler biiyiime sirasinda ekspresyon artarken
atrezi sirasinda ise azalmigtir. (131)

Grazul ve arkadaslari koyun ovaryumlarinda oluklu baglanti proteinlerini
incelemisler, konneksin 43 saglikli antral follikiilerin graniiloza ve teka
hiicrelerinde saptanmustir. Atretik follikiillerde ise diisiik oranda teka hiicrelerinde

saptanmustir. (132)
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Borowczyk ve arkadaslari koyun ovaryumlarinda oluklu baglanti
proteinlerinin ekspresyonunu incelemisler teka hiicrelerinde ve ¢ok daha fazla
olarak graniiloza hiicrelerinde konneksin 43 varligini tespit etmislerdir. (59)

Melton ve arkadaslar1 prepubertal domuzlarda ovaryumda konneksin 43
ekspresyonunu inceleyerek primordial follikiillerde konneksin 43 mRNA si
saptamamiglar primer follikiillerin graniiloza hiicrelerinde ise saptamigslardir.
Follikiil biytikligii arttikga da konneksin 43 yogunlugunun arttigi gézlenmistir.
(57)

Granot ve arkadaslar1 sican oositlerinde konneksin 43 ekspresyonunu
incelemisler. Tiim evrelerdeki oositlerde konneksin 43 ekspresyonuna rastlamislar
ve evreler arasinda fark gézlememislerdir. Immiinfloresan inceleme ile ve
konfokal mikroskopla oosit yiizeyinde konneksin 43 varligin1 saptamiglardir.
Immatiir oositlerin fosforile konneksin 43 igerdigi matiir ya da ovule oositlerin ise
non-fosforile konneksin 43 igerdigi tesbit edilmistir. (56)

Sommersberg ve arkadaglarmmin sican graniiloza hiicrelerinde FSH 1n
konneksin 43 gen ifadelenmesine etkisini inceledikleri ¢aligmada konneksin 43
ifadelenmesinin tipik olarak plak tarzinda 6zellikle antral follikiillerde yogun
oldugunu gérmiislerdir. (133)

Calismamizda immiinohistokimyasal olarak elde ettigimiz konneksin 43
bulgular literatiirde yer alan ¢aligmalarin bir kismini1 desteklemektedir. Kontrol,
Asetil L-Karnitin ve Asetil L-karnitin+Sisplatin gruplarindaki tersiyer follikiillerin
graniiloza hiicrelerinde literatiirlerde s6z edilen tipik plak tarzi tutulum

gozlenmistir. Plak tarzi tutulumun yanmi sira konneksin 43 iin mRNA
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ifadelenmesini ortaya koyan niikleer tutulum da gozlenmistir. Ayrica bu gruplarda
yer alan gelisen follikiillerdeki teka interna hiicrelerinde de konneksin 43
tutulumu go6zlendi. Ancak bu bulgular Sisplatin grubunda saptanmamustir.
Graniiloza hiicreleri ve teka interna hiicreleri negatif reaksiyon vermistir. Bunun
yaninda tiim gruplarda primer follikiilden itibaren graniiloza hiicrelerinde tipik
olmayan sitoplazmik tutulumlar izlenmistir. Ama tutulumlarin yogunlugu ve
yaygmligina bakildiginda diger gruplara gore sisplatin grubunda azalma
gbzlenmistir.

Mayoz, germ hiicreleri icin ozellesmis bir hiicre béliinmesidir. Insan
oositinde mayoz boliinme intrauterin dénemin 4. ayinda baslar ancak follikiil
hiicrelerince salgilanan OMI nedeniyle puberteye kadar profaz I'in diploten
evresinde beklemede kalir. Puberteden sonra gonadotropinlerin (Ozellikle de LH)
etkisiyle mayoz boliinme de ilerler. Ovulasyondan 6nce 1. mayoz tamamlanir ve
II. mayoz bdliinme baslar. II. Mayoz’ un metafaz evresinde iken ovulasyon
gerceklesir. Mayoz boliinmedeki bu ikinci duraksama fertilizasyon oluncaya
kadar devam eder ancak fertilizasyonun ger¢eklesmesi ile mayoz boliinme
tamamlanabilir. (50, 134) Basarili bir fertilizasyon igin; oosit ve follikiil
biiyiimesi, kromozom diizenlenmesi ve ovulasyon olaylarmin eszamanli ve
uyumlu bir bicimde gergeklesmesi gerekmektedir. Olgunlagsmay1 diizenleyici
faktor (Maturation Promoting Factor; MPF) bu noktada 6nemli bir rol
oynamaktadir. Kompleks protein yapisinda olan MPF, iki alt bilesenden
olugmustur (p34cdc2 ve cyclinB). p34cdc2 katalizor cyclinB ise regiilator olarak

rol oynar. (134, 135, 136, 137)
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Tatemoto ve arkadaslari sigir oositlerinde mayozun yeniden baslamasi i¢in
p34cdc2 aktivasyonunu incelemisler. Toplanan 122 oositin ilk 4 saatlik
inkiibasyonu sirasinda hepsi GV evresine ulasiyor 6 saat sonra %8 1 GVBD’ye
giriyor, 9 saat sonra %66 GVBD ve %28 metafaz I goriiniimiine ulasiyor. 12 saat
sonra hepsi GVBD’yi basariyor ve %73 i metafaz I evresine ulasiyor. p34cdc2
aktivasyonuna bakilinca 0 ve 2. saatlerde diisiik 12. saatte ise en yiiksek kinaz
aktivitesi saptaniyor. (138)

Dedieu ve arkadaslar1 kegi oositlerinde p34cdc2 ifadelenmesini
incelemisler. P34cdc2 nin GV’den Metafaz II ye kadar tiim evrelerde
bulundugunu gostermislerdir. (139)

Anguita ve arkadaslar1 prepubertal donemdeki keci oositlerinde P34cdc2
ekspresyonunu incelemigler. Calismada <110, 110-125, 125-135, >135 pum
caplarinda 4 farkli oosit grubu olusturulmus. P34 ekspresyonuna oositler
toplandiginda ve in vitro maturasyondan 27 saat sonra bakilmis. Tiim g¢aptaki
oositlerde p34 mRNA sina rastlanmis. Ayrica p34 RNA hem mayozu tamamlamis
hem de tamamlayamamis oositlerde gozlenmis. Oosit toplanma zamaninda
bakildiginda 125-135 um ¢aptaki oositlerde mRNA ekspresyonu diger gruplara
gore anlamli yiliksek ¢ikmis. Ama IVM sonras1 fark gézlenmemis. P34 protein
ekspresyonuna bakildiginda Oosit toplandiginda ve IVM de oosit ¢api arttikga
ekspresyonun da arttig1 gozlenmis. (140)

Quetglas ve arkadaslar1 yaptiklar1 g¢alismada sigir oositlerinde CDK
inhibisyonunun MPF ve MAPK ifadelenmesi, lokalizasyonu ve aktivitesi iizerine

etkilerine PCR ve Western Blot yontemleri ile bakmiglar. Toplanan oositler 4
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gruba ayrilmis, olgun olmayan ve olgun oosit kontrol gruplart ve CDK
inhibisyonu yapilan olgun olmayan ve olgun oosit gruplari. P34cdc2 ifadelenmesi
tiim gruplarda saptanmis olgunlagmayla ve inhibisyonla da degismedigi goriilmiis.
Siklin B1 ise olgunlasmayan ve inhibe oositlerde saptanmamis. Lokalizasyonlari
degerlendirildiginde cdc2 olgun olmayan oositlerin sitoplazmasinda ve
niikkleusunda saptanmig. Olgunlagsmadan sonra ise tiim sitoplazma boyunca
belirlenmis. (141)

Bizim calismamizda da tiim gruplarda primordial, uni ve multilaminar
primer follikiillerde ve sekonder follikiillerde yer alan oositlerin sitoplazmalarinda
p34cdc2 dagilimi negatifti.

Ancak Kontrol grubu, Asetil L-karnitin grubu ve Asetil L-karnitin
sisplatin+ grubunda tersiyer follikiillerde yer alan oositlerin sitoplazmalar1 p34
cdc2 tutulumu pozitif olarak belirlenirken Sisplatin grubundaki tersiyer

follikiillerde yer alan oositlerin sitoplazmalar1 immiin tutulum gostermedi.
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6. SONUC

Bu ¢alismada kemoterapik ajan sisplatin uygulamasi ratlarda kilo kaybina
neden olmus, primordial follikiillerin sayisini1 azaltmis, gelisen follikiillein sayisi
acisindan  ise  farklibk  olusturmamustir.  Bu  sonuglar  sisplatinin
toksik/gonadotoksik etkisini gosteren bulgulardan biridir. Primordial ve erken
primer follikiillerin ovarian maturasyon faktorlerinin etkisi altinda farklanmaya
basladiklar1 ileri farklanmalarimin ise FSH’in da katilimiyla gerceklestigi
bilinmektedir. ~ Sisplatin  grubunda primordial ve primer follikiillerin
maturasyonunu diizenleyen yerel faktor BMP-6 nin bu follikiillerde
ifadelenememesi ve maturasyon diizenleyici diger bir faktdr olan oluklu baglanti
proteini konneksin 43 in de aym sekilde immiinohistokimyasal olarak
isaretlenememesi sisplatinin follikiil maturasyonunu 6nleyici etkileridir. Ayrica bu
calismada hiicre siklusu diizenleyici bir protein olan p34 cdc2 nin Sisplatin
grubunda bazi sekonder oositlerde ifadelenememesi II. mayoz bdliinmeyi
engelleyici bir etki olarak yorumlanmastir.

Sisplatinin gonadotoksik etkilerine karsi koruyucu olarak uygulanan asetil
L-karnitin ise sisplatin uygulamasina ragmen erken follikiillerde BMP-6 nin
eksprese edilmesini, konneksin 43 iin erken follikiillerde tipik olmayan
sitoplazmik tutulumlar halinde, tersiyer follikiillerde ise rozet yada plak tarzinda
ifadelenmesini olanak vermis, sekonder oositlerin sitoplazmalarinda ise p34cdc2
ekspresyonunu saglamistir. Sonug¢ olarak sisplatinin  ovaryumlarda follikiil
maturasyonuna olan etkileri asetil L-karnitinin koruyucu etkisiyle kismen

onlenmis ancak ¢esitli evrelerdeki bazi follikiillerde gozlenen dejenerasyonlarin
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varligi koruyuculugun tam olmadigi seklinde yorumlanmistir. Kemoterapi almasi
gereken kanser hastalarinda oosit toplanmasi ve korunmasinin miimkiin olmadigi

kosullarda asetil L- karnitin koruyucu bir antioksidan ajan olarak kullanilabilir.
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8. OZET

Deneysel Sisplatin Gonadotoksisitesinde Asetil L-Karnitinin Ovaryum
Follikiil Gelisimindeki Koruyucu Etkilerinin incelenmesi

Kemoterapi kanser tedavisinde kullanilan baslica yontemlerden birisidir.
Ancak kemoterapotik ajanlarlar uzun donemde ¢esitli toksik etkilere neden
olmaktadir. Bu toksik etkilerden birisi de gonadotoksik etkilerdir. Ovaryumlar
kemoterapotik ilaglara son derece duyarlidir. Kemoterapiye bagli prematiir
ovaryan yetmezlik gibi reprodiiktif sorunlar olusmaktadir. Sisplatin kanser
tedavisinde sik kullanilan bir kemoterapétiktir ve ototoksisite, nefrotoksisite gibi
ciddi yan etkilere sahiptir. Bunlarin yaninda ovaryumlarda primordial follikiil ve
graniiloza hiicre hasar1 olusturmasi bilinen gonadotoksik etkilerindendir.

Kemoterapinin toksik etkilerini 6nlemek i¢in kemoterapi oncesi oosit ve
embriyo dondurma yontemleri gibi alternatif tedaviler gelistirilmistir. Bu
alternatif tedavilerden birisi antioksidan ajanlardir. Antioksidanlarin serbest
oksijen radikal hasarin1 Onleyici etkileri bulunmaktadir. Serbest oksijen
radikallerinin olusumuna yol agan sisplatinin ovaryumlardaki toksik etkilerini ve
bu etkilere karsi bir antioksidan ajan olan asetil L-karnitinin olas1 koruyucu
etkilerini gdstermek amaciyla bu c¢alisma yapilmistir. Deneyde kullanilan ratlar
kontrol, asetil L-karnitin, sisplatin, asetil L-karnitin+sisplatin gruplari olmak iizere
4 gruba ayrilmistir. Deney sonrasi alinan dokular immiinohistokimyasal
yontemlerle degerlendirildi.

Deney sonrasinda Sisplatin ve Sisplatin+ Asetil L-karnitin gruplarindaki

deneklerde Sisplatin grubunda daha fazla olmak iizere kilo kaybi gozlendi.
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Ovaryum rezervini gosteren primordial follikiil sayisina bakildiginda Sisplatin
grubunda diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli azalma belirlendi.
Immiinhistokimyasal incelemelerde BMP-6 nin Sisplatin grubunda primordial ve
primer follikiillerde ifadelenmesi go6zlenmedi. Konneksin 43 proteininin
ifadelenmesi de Sisplatin grubunda 6zellikle graniiloza hiicrelerinde azalmis
bulundu. Oositte tutulum gosteren p34cdc2 nin  Sisplatin - grubunda
ifedelenmesinin azalmasi da sisplatinin toksik etkilerini destekledi. Sisplatin+
Asetil L-karnitin grubunda her ii¢ protein igin de ifadelenmenin daha iyi olmasi ve
primordial follikiil sayilarinin Sisplatin grubuna gore daha yiiksek olmasi
koruyucu etkileri oldugunu diisiindiirmiistir.

Anahtar Kelimeler; sisplatin, ovaryum, asetil L-karnitin
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9. SUMMARY

Evaluation of The Protective Effects in Ovarian Developing Follicles
of Acetyl L-Carnitine on Experimental Cisplatin Gonadotoxicity
Chemotherapy is one of the main therapy procedures in cancer treatment.
However, chemotherapeutic agents cause certain toxic effects in the long term.
One of these toxic effects is gonadotoxicity. The ovaries are particularly sensitive
to chemotherapy. Reproductive problems such as premature ovarian failure occur
as a result of chemotherapy. Cisplatin is one of the most commonly used
chemotherapeutic agents in cancer therapy, but it has certain serious side effects
as nephrotoxicity and ototoxicity. Besides, other known gonadotoxic effects are
granulose cell and primordial follicle damage.

Alternative therapy methods such as oocyte and embryo cryopreservation
have been developed to prevent toxic effects of chemotherapy. Among these
alternative methods is the use of antioxidant agents and they can prevent the
damage by free radicals. This study aims to investigate the toxic effect of
cisplatin, which causes the formation of free oxygen radicals, on ovaries and
possible preservative function of acetyl L-carnitine, an antioxidant agent. Rats
used in these experiments were divided into four groups as the control group,
acetyl L-carnitine group, cisplatin group, and acetyl L-carnitine+cisplatin group.
The tissues removed after the treatments were evaluated by immunohistochemical
methods.

Although the evaluation revealed weight loss in cisplatin and

cisplatin+acetyl L-carnitine groups, it was greater in the cisplatin group. A

113



significant reduction in primordial follicles was observed in the cisplatin group
when compared with other groups. It was seen in immunohistochemical studies
that primordial and primer follicles in the cisplatin group did not show BMP-6
expression. It was also seen that connexin 43 protein expression was reduced in
granulose cells and p34cdcc2 expression was reduced in oocytes in the cisplatin
group. In addition, the reduction in the cisplatin group was evidence for the toxic
effects of cisplatin. The expression of these three proteins and primordial follicle
numbers in cisplatin+ acetyl L-carnitine group were higher than those in the
cisplatin group, which suggests that acetyl L-carnitine has protective effects.

Key Words: cisplatin, ovarium, acetyl L-carnitin
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10. EKLER

10.1. Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu Onay1

T.C.
GAZi UNIVERSITESI
REKTORLUGU
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Bagkanh@

i 22/23/2010
SAYI : B30.2.GUN.0.05.06.00/ B6 - L8l6
KONU:

Saymn
Prof.Dr.Candan OZOGUL
Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dah
Ogretim Uyesi

Aragtirmaci grubu Prof.Dr.Candan OZOGUL, Prof.Dr.Deniz ERDOGAN, Ars.Gor.Fatma
HELVACIOGLU, Ars.Gér.Seren Giilsen GURGEN ve Ars.Gor.Giilce Naz SARAC dan olugan,
G.U.ET-10.041 kod numarali ve “Deneysel Sisplatin Gonadotoksisitesinde Asetil L-Karnitinin
Ovaryum Follikiil Gelisimindeki Koruyucu Etkilerinin Incelenmesi” bashkli arastirma Sneriniz
incelenmis ve Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Yonergesindeki ilkelere uygun
oldugu saptanarak onaylanmasina oybirligi ile karar verilmistir.

Bilgilerinizi saygilarimla rica ederim. ‘

It is unanimously approved that the research project numbered G.U.ET-10.041 and entitled
“Evaluation of the protective effects in ovarian follicle developing of Acetyl L-Carnitine on
Experimental Cisplatin Gonadotoxicity” is in compliance with Gazi University Animal
Experiments Local Ethics Commitee regulations.

With my best regards.

EK : 1 Liste /

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Bagkam
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Prof.Dr.Sevean A.BAKKALOGLU EZGU
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e-mail: dekantip@gazi.edu.tr Fax :0.3122124647

117




10.1. Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu Onay:

BILIMSEL ARASTIRMA PROJELERI
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TOPLANTI TARIHI :
TOPLANTI NO :
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2011/13

Prof.Dr.Metin AKTAS
Prof.Dr.Dervis YILMAZ
Prof.Dr.Bilal TOKLU
Prof.Dr.Fevzi Rifat ORTAC
Prof.Dr. Nezahat GUCLU
Prof.Dr.H.Bolkan SIMSEK
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Prof.Dr.Ziya KILIC
Prof.Dr.Sare SAHIL
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10.)  Tip Fakiiltesi Dekanligi'nin 12.10.2011 tarih, 8426 sayih yazisi ve 29.09.2011 tarihli Uzmanlar Grubu kararlari

incelenerek goriisiildii;

10.1)  Asagida yiiriitiiciisiiniin adi ve kod numarasi belirtilen projelerin Kesin Rapor'larinin uygun olduguna,

PROF.DR. MEHMET CINDORUK
PROF.DR. AYNUR OGUZ

PROF.DR. CEMAL CEVIK

PROF.DR. NEVZAT YUKSEL

PROF.DR. HAYRUNNISA BOLAY BELEN
PROF.DR. SUNA OMEROGLU

DOC.DR. CIGDEM ELMAS
OGR.GOR.DR. ELVAN ANADOL

10.2)  Asagida yiiriitiiciisiiniin adi ve kod numarasi belirtilen projelerin Ara Rapor'larinin uygun olduguna,

PROF.DR. IBRAHIM BOZKIRLI
DOG.DR. ISIL IREM BUDAKOGLU
PROF.DR. HATICE NESRIN SEYHAN
PROF.DR. HAKAN ZENGIL

DOGC.DR. CIGDEM ELMAS

PROF.DR. SUNA OMEROGLU
PROF.DR. AYSEL ARICIOGLU
PROF.DR. MAHMUT NEDIM SULTAN
PROF.DR. ADNAN MENEVSE
PROF.DR. HAKKI ZAFER GUNEY
PROF.DR. MAHMUT NEDIM SULTAN
PROF.DR. CANAN ULUOGLU

01/2010-111 Kesin Rapor
01/2010-99 Kesin Rapor
01/2009-16 Kesin Rapor
01/2009-58 Kesin Rapor
01/2009-41 Kesin Rapor
01/2010-87 Kesin Rapor
01/2010-05 Kesin Rapor
01/2008-33 Kesin Rapor
01/2010-130 Ara Rapor
01/2010-48 Ara Rapor
01/2010-62 Ara Rapor
01/2010-120 Ara Rapor
01/2010-47 Ara Rapor
01/2010-19 Ara Rapor
01/2010-52 Ara Rapor
01/2010-90 Ara Rapor
01/2010-78 Ara Rapor
01/2010-41 Ara Rapor
01/2010-75 Ara Rapor
01/2010-28 Ara Rapor
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10.6)

10.7)

10.8)

10.9)

10.10)

10.11)

11.)

yiiriitiictiligiinii Dog.Dr.I.Ciineyt KURUL'un yapmakta oldugu 01/2010-04 kodlu projede yardimei aragtirmaci

olarak doktora dgrencisi Ogr.Gor.Ozge Tugge PASAOGLU'nun gorev yapmasinin uygun olduguna,

Yiiriitiiciiligiinii Dog.Dr.Funda DOGRUMAN AL'in yapmakta oldugu 01/2011-12 kodlu projeye %20 ek

biitge (2400.-TL) verilerek satinalinamayan 100 test/kutu "Anti-Microsporidal monoklonal antikor "

satinalinmasinin uygun olduguna,

Yiiriitticiiligiini Prof.Dr.Candan OZOGUL'un yapmakta oldugu 01/2010-30 kodlu projede Ars.Gor.Dr.Seda
Nur AKYOL'un yardimet arastirmaci olarak gérev yapmasinin uygun olduguna,

Yiiriitiiciiliigiini Prof.Dr.Buket DALGIC'i yapmakta oldugu 01/2011-53 kodlu projeye %20 ek biitge (910.-

TL) verilmesinin uygun olduguna

Yiiriitiiciiliigiinii Dog.Dr.Giilendam BOZDAYI'min yapmakta oldugu 01/201 1-28 kodlu projeye %20 ek biitge
(2851.-TL) verilmesinin ve "Primer dizileri (0.02 umol standart) 109 baz, Taq DNA polimeraz (500 U) 8 adet,

dNTP Mix,10Mm 5 adet, 100 bp DNA Ladder , Ekstraksiyon Kiti" satinalinmasinin uygun olduguna,

Yiiriitiiciiliigiinii Prof.Dr.Banu CAYCI SIVRI'min yapmakta oldugu 01/2011-59 kodlu,"Migren ve gerilim tipi
basagrisinda tek karbon metabolizmasi " baslikli proje baghgmn etik kurul Etik Kurul onay1 dogrultusunda
"Migren ve gerilim tipi bas agrisinda Vitamin B6,Vitamin B12 ve Folik Asit Eksikliginin Onemi" olarak

degistirilmesinin uygun olduguna,

Tip Fakiiltesi Dekanligi'min 17.10.2011 tarih, 8618 sayili yazisi ve 06.10.2011 tarihli Uzmanlar Grubu kararlar

incelenerek goriigiildii;
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PROF.DR. CELAL ILGAZ
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PROF.DR. AYSE SERDAROGLU
PROF.DR. PEYAMI CINAZ

1/2004-101
01/2002-26
1/2004-107
01/2009-34
01/2007-64
01/2007-67
01/2009-53
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01/2006-42
01/2009-31
01/2007-72
01/2007-42
01/2009-27
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01/2009-48

Kesin Rapor
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Kesin Rapor
Kesin Rapor
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T.C.
GAZi UNIVERSITESI
KATILIM SERTIFIKASI

Gazi Universitesi Hayvan Etik Kurulu onay: ile Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlart Yetistirme
ve Deneysel Arastirmalar Merkezi tarafindan, 21-29 Aralik 2009 tarihleri arasinda diizenlenen “Deney
Hayvanlar: Uygulama ve Etik Kursu V11" ye Katularak Teorik ve Pratik Egitimleri basar ile tamamlamis

ve bu sertifiKay: almaya hak Kazanmastir.
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Prof. Dr. Nurten TURKOZKAN Prof. Dr. .,sm 1L PASLAN Prof. Dr. Riza AYHAN,
Laboratuvar Hayvanlart Yetistirme Deney Hayvanlary Etik Kurulu ReKtor
ve Deneysel Arastirmalar Merkezi \ " BasKgm
Miidiirii

N

R R R R R R A R R RS RS I IERERER



11. OZGECMIS:

Adi: Seda Nur

Soyadi: Akyol

Dogum yeri ve tarihi: 16.03.1982, Amasya

Egitimi:
> Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji AD. 2008 Halen
> Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi 2007
» Amasya Anadolu Lisesi 2000
> Amasya Bahgelerigi IIkdgretim Okulu 1993

Yabana Dil: Ingilizce

Uye oldugu bilimsel kuruluslar: Tiirk Histoloji ve Embriyoloji Dernegi

Bilimsel Etkinlik

1- XI. Ulusal Histoloji ve Embriyoloji Kongresi 16-19 Mayis 2012 Denizli-
Tiirkiye

2- 20. Ulusal Elektron Mikroskobi Kongresi Uluslararas1 Katilimli, 25-28 EKim
1011, Kemer-Antalya

3- XV. Temel Kok Hiicre ve Molekiiler Biyoloji Uygulamalar1 Kursu 09-13.05.
2011, Kocaeli

4- |. Uluslararas1 Kok Hiicre Sempozyumu 29 Eyliil- 01 Ekim 2010, Samsun

5- TUBA 1. K6k Hiicre Kursu ve V. Kok Hiicre Sempozyumu, 22-24.06.2010,

Ankara

121



6- Yayin 1: Kirisci M, Oktar GL, Ozogul C, Oyar EO, Akyol SN, Demirtas CY,
Arslan M. Effects of adrenomedullin and vascular endothelial growth factor on
ischemia/reperfusion injury in skeletal muscle in rats. J Surg Res. 2013 Jun 19.

7- Yaym 2: Coskun N, Hatipoglu, MT, Ozogul C, Korkmaz C, Akyol SN, Micili
SC, Arik GS, Erdogan D. The Protective Effects of Acetyl L-Carnitine on
Testis Gonadotoxicity Induced by Cisplatin in Rats Balkan Med J. 2013; 30

:235-241

122


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kirisci%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23816242
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Oktar%20GL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23816242
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ozogul%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23816242
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Oyar%20EO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23816242
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Akyol%20SN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23816242
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Demirtas%20CY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23816242
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Arslan%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23816242
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Akyol+SN
http://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=OneClickSearch&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage&colName=WOS&SID=Y2MNk7ZpzrjpxUOIkLx&field=AU&value=Korkmaz,%20C
http://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=OneClickSearch&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage&colName=WOS&SID=Y2MNk7ZpzrjpxUOIkLx&field=AU&value=Korkmaz,%20C
http://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=OneClickSearch&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage&colName=WOS&SID=Y2MNk7ZpzrjpxUOIkLx&field=AU&value=Micili,%20SC
http://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=OneClickSearch&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage&colName=WOS&SID=Y2MNk7ZpzrjpxUOIkLx&field=AU&value=Micili,%20SC
http://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=OneClickSearch&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage&colName=WOS&SID=Y2MNk7ZpzrjpxUOIkLx&field=AU&value=Arik,%20GS
http://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=OneClickSearch&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage&colName=WOS&SID=Y2MNk7ZpzrjpxUOIkLx&field=AU&value=Arik,%20GS
http://apps.webofknowledge.com/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=1&SID=Y2MNk7ZpzrjpxUOIkLx&page=1&doc=1
http://apps.webofknowledge.com/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=1&SID=Y2MNk7ZpzrjpxUOIkLx&page=1&doc=1

