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ONSOZ

Gebelik, erkek iireme hiicresi spermatozoonun disi {ireme hiicresi oosit ile birleserek
zigot ad1 verilen yeni bir canli olusturmasiyla baslayan ve embriyo ve fotiis gelisimi

ile devam eden siireg olarak kabul edilir (32).

Gebelik siirecinde, iireme sisteminde meydana gelen ard arda bir dizi olaydan artmis
lipid peroksidasyonu ve azalmis antioksidan mekanizmalarin sorumlu oldugu
diistiniilmektedir (85). Serbest radikallerin zararli etkileri iyi biliniyor olmasina
ragmen, bu ajanlar hiicre fonksiyonlarinin kontroliinde olumlu etkiler de
olusturabilmektedirler (25). Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)’un diger hiicresel
alanlardan farkli olarak, iireme sisteminde c¢esitli pozitif etkilere sahip oldugu
bildirilmektedir (4, 102). Trofoblast proliferasyonu, plasentadaki mitokondrial
aktivite, lipoproteinlerdeki artis ve uterus iceriginde goriilen kiitlesel artisin, normal
metabolik siirecte diisiik seviyede olusan lipid peroksidasyonunun gebelik siirecinde

yiikselmesine neden oldugu bildirilmektedir (85).

Serbest radikaller follikiiler s1vi, hidrosalpingeal s1vi ve periton sivisindaki miktarlari
sayesinde oosit, sperm ve embriyoyu dogrudan etkileyebilmektedir. Bu mikro
cevrede oosit kalitesi, sperm oosit etkilesimi, implantasyon ve erken embriyo
gelisimi iizerine direkt bir etkiye sahiptir. Oksidatif stres, basarili bir gebelik
olusumu i¢in 6nemli olan implantasyon ve erken embriyo gelisimini etkilemektedir
(4). Hidrojen peroksit ve lipid artis1 luteal hiicrelerde antigonadotropik ve luteolitik
etki yaratirlar (10, 43). Yine oksijen radikalleri ve hidrojen peroksit corpus luteumda
steroid hormon biyosentezini diizenlemektedirler (25). Reaktif oksijen tiirlerinin
steroidogenezis lizerine inhibitor etkisi vardir (113). Yani luteal hiicreler lireme
siklusu esnasinda asir1 progesteron iiretimi ve siklus sonunda regresyon esnasinda da

progesteron sentezinin inhibisyonunda reaktif oksijen tiirlerini kullanmaktadirlar

(25).

Follikiilogenezis, luteolizis, corpus luteum regresyonu, ovulasyon ve implantasyon

olaylarinda ROS’da artis meydana geldigi birgok arastiric1 tarafindan bildirilmekle
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birlikte (38, 42, 71, 118) bu artisin olumlu/olumsuz etkiye sahip oldugu tam olarak

bilinmemektedir.

Normal biyolojik siireclerde yavas gelisen ve zararl etkileri 6nemsenmeyen ROS,
ireme ile ilgili olaylarda asir1 derecede yiiksek reaktif molekiiller olabilmektedirler
(102). Oksijen radikalleri ovaryumda onemli fizyolojik etkilere sahip olmalarina
ragmen, bu zararli ajanlarin yillarca diizenli olarak iiretilmeleri nedeniyle antioksidan
sistemin azaldigi durumlarda ovaryum igin risk teskil edebilmektedir (17).
Luteoliziste, oksidatif strese bagli olarak olusan luteal faz yetersizliginin

onlenmesinde antioksidan takviyesinin yararli oldugu ve gebelik oranini artirdigi

bildirilmektedir (29).

Antioksidanlar, organizmayr ROS’un zararli etkilerinden koruyan onemli bir
savunma sistemidir (113). Son yillarda yapilan ¢alismalar (74, 80, 94, 101) propolis
maddesinin aktif bir bileseni olan Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE)’in de 6nemli bir
antioksidan oldugunu gostermektedir. CAPE ¢esitli bitkisel kaynaklardan elde edilen
(122) ve bal aris1 propolisinin de aktif bileseni olan (47, 125), antioksidatif (68, 81),
antiinflematuar (1, 28, 76, 93) ve antikanserojenik bir maddedir (26, 58, 86, 89).
Propolis bal arilar1 tarafindan kovanda iiretilen dogal bir iirlindiir. Cesitli bitkilerin
yaprak, gévde ve tomurcuklarindan isci arilar tarafindan toplanip kovanda biriktirilen
propolisin antiseptik, antibakteriyal, antiinflamatuar, immiinmodiilator, antioksidan,
antimutajenik ve sitotoksik etkileri bilimsel ¢alismalarda kanitlanmistir (20, 28, 58).
Kokenini propolis bileseninden alan CAPE antioksidan etkinligini niikleik asit
sentezini artirip hasar1 azaltarak ve Trikarboksilik Asit Siklusu (TCA)’nu aktif
tutarak saglamaktadir (120). Cesitli durumlarda uygulanan CAPE’nin oksidatif hasari
azalttigina dair pek ¢ok veri vardir (28, 94, 101). Yapilan bir arastirmada (12)
gentamisinin sebep oldugu nefrotoksisitenin siddetinin CAPE uygulamasiyla
azaldig1, bu koruyucu etkinligini de nefrotoksisite sonucu olusan oksidan enzim
aktivitesini  azaltip, antioksidan enzim  aktivitesini  artirarak  gOsterdigi
bildirilmektedir. Bagka bir arastirmada (69) ise testislerde torsiyon/detorsiyon
uygulamas1 sonucu olusan hasarin, CAPE wuygulamasiyla antioksidan enzim

aktivitesini artirmak suretiyle azaldig: belirtilmektedir.
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Yapilan bu tez ¢alismasiyla da bir antioksidan olan CAPE’nin gebelik doneminde
yavru sayisi ile uterus, ovaryum ve kandaki oksidan/antioksidan ve progesteron

diizeyleri lizerine etkileri saptanmaya ¢alisilmistir.

Bu tez konusunun belirlenmesinde ve tezin yiiriitiilmesinde bana her zaman yon ve
destek veren, caligmam siiresince ilgi ve yardimlarini esirgemeyen ve ayni zamanda
akademik gelisimimde biiylik emegi gecen danigsman hocam Dog. Dr. Nadide Nabil
KAMILOGLU’na, ¢alismamin her asamasinda ¢alismamu takip eden ve yardimlarimi
esirgemeyen degerli hocam Prof. Dr. Ebru BEYTUT a, Fizyoloji Anabilim Dali’nin
diger 6gretim elemanlarina, laboratuar ¢alismalarima verdigi destekler i¢in Dog. Dr.
Onur ATAKISI’ye, histopatolojik degerlendirmelerdeki desteklerinden dolay1 Prof.
Dr. Enver BEYTUT’a, c¢alismama maddi destek saglayan Kafkas Universitesi
Arastirma Fonu Bagkanlhigi’'na ve egitimimin her asamasinda maddi-manevi

desteklerini esirgemeyen aileme tesekkiir ederim.
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1. GIRIS ve GENEL BIiLGILER

1.1. Oksidatif Stres ve Oksidan / Antioksidan Denge

Serbest radikaller dis yoriingelerinde eslenmemis elektron bulundurmalar1 nedeniyle
diger bilesiklerden farkli kimyasal bilesiklerdir (107). Bu eslenmemis elektron
nedeniyle kararsiz yapida bulunan serbest radikal molekiilii, kararli hale gecebilmek
icin elektronunu baska bir elektron ile eslestirmesi gerekmektedir. Bu nedenle de
serbest radikaller olduk¢a aktif molekiillerdir (61). Biyolojik sistemler serbest
radikallere endojen ya da iyonize radyasyon gibi dis etkenlerden dolayr maruz
kalabilirler (107). Serbest radikaller ya da reaktif oksijen tiirleri (ROS) 6nemli zararli
etkilere sahiptirler ve molekiillerde olusan metabolik siirecler ilizerinde oksidatif
strese neden olurlar (21). Siiperoksit radikali ve diger ROS hiicre solunumu
esnasinda ve ayni zamanda cesitli uyaranlara karsi yanit olarak olugsmaktadirlar.
Serbest radikaller oksidatif fosforilasyon, iirik asit metabolizmasi ve prostaglandin
sentezi gibi devamli siireglerin sonucu olarak viicutta siirekli artis gostermektedirler
(33). Oksidatif stres, ROS ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS) gibi yiiksek reaktif
molekiillerin asir1 {iretilmeleri ya da ortadan kaldirilmalarinin yetersiz olmasi
seklinde tanmimlanmaktadir (61). Prooksidanlar ve antioksidanlar arasinda bir
dengesizlik s6z konusu oldugu zaman oksidatif stres meydana gelmektedir (4).
Oksidatif strese yol acan reaktif oksijen tiirleri olarak hidroksil radikalleri (OH),
stiperoksit anyonu (O) hidrojen peroksit (H,O;) ve peroksil (RO,) gibi tiirleri
sayabiliriz (4, 61, 113). Reaktif nitrojen tiirleri ise nitrik oksit (NO), nitrojen dioksit
(NOy), peroksinitrit (ONOQ"), nitrdz oksit (HNOy), alkil peroksinitrat (RONOO)’tir
(61) (Tablo 1.1). Bu radikallerin bazilari serbest formda bulunabilir ve ¢esitli doku
bilesenleriyle etkilesime girerek daha sonra gesitli fonksiyon bozukluklarina neden
olabilirler (67). O, NADPH oksidaz, ksantin oksidaz, siklooksijenaz (COX) gibi
farkli oksidazlar ve hatta ATP sentezi i¢in gerekli olan normal oksidatif fosforilasyon
esnasinda mitokondriyal elektron tasima zinciri gibi bazi durumlarda endotelyal
nitrik oksit sentaz (eNOS) aracilifiyla bir oksijenini kaybetmesi sonucunda
tiretilmektedir. Normal sartlarda O, antioksidan savunma mekanizmalar1 araciligiyla

hizli bir sekilde ortadan kaldirilmaktadir. O,” mitokondride manganez siiperoksit



dismiitaz (Mn-SOD) ve sitozolde de bakir siiperoksit dismiitaz (Cu-SOD) araciligiyla
H.0,’ye dondstiiriillmektedir. H,O, de mitokondride GSH-Px, lizozomda CAT
tarafindan su (H,O) ve oksijen (O,)’e donistiiriiliir. Ayrica demir (Fe), bakir (Cu)
gibi elementlerin varhiginda H,O,’den reaktif OH" radikalleri olusturulabilir (61).
Boylece prooksidanlar ve antioksidanlar arasindaki kompleks etkilesim sayesinde

hiicre i¢i hemostaz saglanmaktadir (4).

Tablo 1.1. Oksidatif strese sebep olan reaktif oksijen-nitrojen tiirleri

Reaktif Oksijen Tiirleri Reaktif Nitrojen Tiirleri

- Hidroksil radikalleri (OH")

Nitrik oksit (NO)

- Stiperoksit anyonu (O2) Nitrojen dioksit (NO,)

- Hidrojen peroksit (H,0,) Peroksinitrit (ONOQO")

- Peroksil (RO,)

Nitroz oksit (HNO,)

AlKil peroksinitrat (RONOO)

Hiicrelerde antioksidan etki gosteren pek ¢ok savunma sistemi vardir. Bunlarin
baslicalar1 SOD, CAT, GSH, GSH-Px ve melatonin gibi bazi enzim ve hormonlardan
olusmaktadir. Ayrica mitokondrial elektron transport sisteminde elektron tasiyicisi
olarak calisan Vitamin E, B karoten, vitamin C ve koenzim Q gibi antioksidanlarda
bu sisteme serbest radikal tutucusu olarak destek olmaktadir. Serbest radikaller ve
hiicresel antioksidan savunma sistemi arasindaki hassas dengenin serbest radikaller

lehine yon degistirmesinin oksidatif stres gelismesine neden oldugu bilinmektedir

(33).

ROS fiiretimi hiicre metabolizmasinin normal bir siireci olup, kanser, AIDS, diyabet
gibi bir¢ok hastalik etmenine bagl olarak antioksidan savunma sisteminin azalmasi
sonucunda birikim gostermektedirler (59). Oksidanlar, ¢esitli sitozolik enzim
sistemlerinin yan1 sira peroksizomlar ve mitokondride de normal hiicresel

metabolizma sonucunda iiretilmektedirler. Buna ek olarak bir¢cok dis etken de ROS



tiretimini tetikleyebilmektedir. CAT, SOD ve GSH-Px’i iceren enzimatik ve
enzimatik olmayan karmasik bir antioksidan savunma sistemi fizyolojik hemostazi
korumak i¢in ROS seviyesini diizenlerler. ROS; DNA, proteinler ve lipidler gibi
canli molekiilleri bozarak hiicrelerde hasara ve islev bozukluguna neden olmaktadir
(40, 113). Siiperoksit tiretimi enzimatik olmadig i¢in yiiksek metabolizma hizindan
dolayt ROS fdiretimi daha fazla olmaktadir. Bu etkilerinin yani sira ROS
diizeylerindeki bir artis, aym1 zamanda redoksa duyarl 6zel sinyal yollarini aktive
edebilecek bir gerilim sinyali olusturabilirler. Bir kez aktive olan bu sinyal yollarinin

da zarar verici ya da koruyucu fonksiyonlari olabilir (Tablo 1.2) (40).

1.1.1. Oksidan Kaynaklari

1.1.1.1. Endojen Oksidan Kaynaklari

Mitokondri: Mitokondride asir1 kalsiyum yiikii ve mitokondri i¢ zar
gecirgenlik degisikligine bagli olarak mitokondri ROS {iretimi artis gostermektedir
(70).

Peroksizomlar: Peroksizomlar ¢ok 6nemli hiicre i¢i H,O, kaynagidirlar.
Peroksizomlardaki aminoasit oksidaz, iirat oksidaz, L-hidroksil asit oksidaz ve yag
asidi acil-CoA oksidaz gibi oksidazlar, siiperoksit iiretmeden bol miktarda H,O;
uretimine neden olurlar. Ancak peroksizomlarda, hidrojen peroksidin suya
ayrismasini  katalizleyen CAT enziminin aktivitesi de ¢ok yiiksek oldugundan

peroksizomlardan sitozole ne kadar H,O; gectigi bilinmemektedir (121).

NADPH oksidaz: Bunlardan, reaktif oksijen metabolitlerinin artan
miktarlarda agiga ¢ikisi bir oksidazin hizli aktivasyonu sonucu gelisir. Rediikte
nikotinamid adenin diniikleotid fosfatin (NADPH), NADPH oksidaz tarafindan

okside edildigi reaksiyonda oksijen de siiperoksit iyonuna rediikte edilir (65).

Oksidaz
20, + NADPH ——— 20, + NADP" + H*



Daha sonra stiperoksit iyonu, dismutasyon reaksiyonu ile hidrojen peroksite

doniistiiriiliir (65).

20, + 2H" ——» H,0,

1.1.1.2. Eksojen Oksidan Kaynaklari

Ultraviyole 151k, radyasyon, kemoterapotikler, inflamatuar sitokinler ve cevresel

faktorler gibi etkenlerdir (40).

OKSIDANLAR
Endojen Oksidan Kaynaklari Eksojen Oksidan Kaynaklari
e Mitokondri e Ultraviyole 151k
e Peroksizomlar e Radyasyon
¢ NADPH oksidaz o Kemoterapotikler

e inflamatuar sitokinler
¢ Cevresel faktorler

Sekil 1.1. Organizmada oksidasyona sebep olan kaynaklar

1.1.2. Antioksidan Kaynaklar

1.1.2.1. Enzimatik Antioksidanlar

Siiperoksid dismutaz (SOD): Siiperoksit anyonundan (O,), hidrojen
peroksit (H,O,) ve oksijen olusmasini saglamaktadirlar (73).

2H:
02_ + Oz_ e H202 + 02
SOD



Katalaz (CAT): Hiicrelerde oOzellikle peroksizomlar igerisinde
tiretilmektedirler ve SOD aktivitesi sonucu meydana gelen hidrojen peroksit (H,O,)’i

su ve oksijene doniistiirmektedir (88).

Katalaz
2H202—>2 Hzo + 02

Glutatyon peroksidaz (GPx): Glutatyon (GSH), GSH-Px tarafindan okside olarak
glutatyon distilfir (GSSG)’e doniisiirken H,O,’de suya indirgenmektedir. Her bir
hiicrede belirli miktarda bulunan GSH, H,0,’ye kars1 koruma saglamak i¢in tekrar
rediikte duruma (GSH) doniismektedir. Glutatyon rediiktaz, GSSG’yi GSH’a
dontistiirmek icin NADPH’1in oksidasyonundan olusan elektronlar1 kullanmaktadir

(Sekil 1.2) (119).
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Sekil 1.2. Okside ve rediikte glutatyon olugsmasinda glutatyon peroksidazin
rolii (119)



1.1.2.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Glutatyon (GSH): Detoksifikasyon enzimlerinin en Onemli grubunu
olusturmaktadir (51) ve oksidatif stres sonucu olusabilecek hiicre hasarinin
onlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (105). Biitiin 6karyotik tiirler bir¢ok sitozolik
ve membrana bagli GSH izoenzim tiirlerine sahiptirler. Bu GSH tiirlerinin her biri
katalitik Ozelliklerinin yani sira katalitik olmayan ozelliklere de sahip olabilirler.
Membrana bagli enzimler mikrozomal GST ve 1okotrien C4 sentetaz olarak ikiye
ayrilirken, sitozolik enzimler 5 gruba ayrilmaktadir (alfa, mii, pi, sigma ve teta
GSH). GSH ekspresyonu yasa, cinsiyete, dokuya ve tiire gore farklilik gosterdigi gibi
ROS iiretimine bagl olarak artis/azalis da gosterebilmektedir. Oksidatif stres sonucu
hiicrede tiretilen karbonil ve peroksit gibi toksik metabolik iiriinler GSH {iretimini
uyarmaktadir. Pi GSH smifi insan tiimor hiicreleri ve insan tiimérlerinin birgogunda

onemli artis gostermektedir (51).

Vitaminler:

Vitamin E (a-tokoferol): E vitamini yagda c¢oziinebilir o6zellikte olup hiicre
membranlarini serbest radikal aracili peroksidatif hasardan koruyan onemli bir
antioksidandir. E vitamininin en etkin sekli o-tokoferoldiir ve membrana baglidir.
a-tokoferoliin fenolik ¢ekirdegi membran yiizeyinde antioksidan olarak etki ederken,
yan zincirindeki metil gruplari, membran yag asitlerinin ¢ifte baglarinca

olusturulmus ceplere girerek membrani stabilize etmektedir (Sekil 1.3) (96).

R
a- tokoferol CHs CHs CHs
B- tokoferol CHs H CHs
v- tokoferol H CHs CHs
5- tokoferol H CHs CHs

Sekil 1.3. Dogal tokoferollerin yapisi (96)



Vitamin C (Askorbik asit): Askorbik asit, giiglii indirgeyici aktivitesinden dolay1
giiclii bir antioksidandir. Suda ¢oziiniir. Lipid peroksidasyonunu baslatan radikallerin
etkilerini yok ederek, lipidleri oksidasyona karsi korur. Askorbik asit antioksidan
etkisinin yaninda oksidan etki de gosterir. Antioksidan etkileri yaninda organizmada
fenton reaksiyonunda ferri demiri ferro demire indirgeyerek hidrojen peroksitle
etkilesmeye uygun olan siiperoksit radikalinin iretimine neden olur. Bu nedenden
dolay1 serbest radikal reaksiyonlarinin énemli bir katalisti veya bir prooksidan olarak
degerlendirilir. Ancak bu tip etkisinin sadece diisiik konsantrasyonlarda goriildigii,
yiiksek konsantrasyonlarda giiclii bir antioksidan olarak etki ettigi kaydedilmistir
(121).

Beta-karoten: Vitamin A'nin 6n maddesidir. Yagda ¢oziiniir. Serbest radikaller
biyolojik hedeflerle interaksiyona girmeden 6nce direkt olarak onlar1 yakalayabilir ve
ayni zamanda zincir kiran bir antioksidan olarak etki ederek de peroksit radikallerin

olusumunu 6nleyerek antioksidan gorevi gordiigi saptanmistir (121).

Koenzim Q10: Yagda ¢oziinebilen bir antioksidandir ve yiiksek konsantrasyonlarda

O,"yi ortadan kaldirarak endotelyal fonksiyon bozuklugunu diizeltir (61).

ANTIOKSIDANLAR
Enzimatik Antioksidanlar Non-Enzimatik Antioksidanlar
e Siiperoksit dismutaz (SOD) ¢ Glutatyon (GSH)
e Katalaz (CAT) o VVitaminler
e Glutatyon peroksidaz (GPx) - Vitamin E (a-tokoferol)
- Vitamin C (askorbik asit)
- B-karoten
- Koenzim Q10

Sekil 1.4. Organizmadaki antioksidan kaynaklar



Tablo 1.2. En 6nemli ROS kaynaklar1 ve enzimatik savunma sistemleri (88)

Enzimatik savunma

ROS molekiilii Baslica kaynaklar1 sistemleri Urtinler
Siiperoksit (O, ) 1- Elektron tasima zincirinden
elektronlarin kagmasi
2- Aktive olan fagositler Siiperoksit dismutaz (SOD)  H,0; . O,
3- Ksantin oksidaz
4- Flavoenzimler
Hidrojen peroksit 1- SOD araciligiyla O, Glutatyon peroksidaz (GPx)  H,O + GSSG
(H20,) 2- NADPH-oksidaz Katalaz (CAT) H,0 + O,
3- Glikoz oksidaz
4- Ksantin oksidaz
Hidroksil radikali 1- Gegis metalleri (Fe, Cu)
('OH) aracihgiyla O,” ve H,0,
Nitrik oksit (NO) Nitrik oksit sentezi Glutatyon GSNO
(S-nitrozo
glutatyon)

Stiperoksit, hiicrelerde 06zellikle solunum zincirlerindeki elektron kagaklarindan

dolay1 sitosolde ve mitokondride onemli miktarlarda iretilmektedir. Siiperoksit

kendiliginden ya da siiperoksit dismutaz araciligiyla hidrojen peroksit ve oksijene

doniismektedir. Hidrojen peroksit ise ya cesitli enzimler araciligiyla (GSH-Px, GSH,

CAT) su ve oksijene déniistiiriilerek etkisiz hale getirilir ya da gegis metalleri (Fe®,

Ca’) araciligiyla asir1 reaktif hidroksil radikaline déniiserek lipid peroksidasyonuna,

DNA veya proteinlerde hasarlara neden olabilirler (Sekil 1.5) (88).



Flavin iceren
enzimler
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H,0,
Mitokondri Fe&/cm -
0, 0,
&
DNA yada Lipid
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hasar

Sekil 1.5. Hiicrelerdeki oksidatif ve antioksidatif sistemlerin basitlestirilmis semasi

(88)

1.2. Disi Ureme Sistemi

1.2.1. Follikiilogenezis ve Ovulasyon

Folikul gelismesi menarstan menopoza kadar periyodik olarak devam eden bir olaydir
(37). Her bir yumurta tek sirali granuloza hiicreleriyle kusatilmis halde bulunur ve
primordiyal follikiil olarak adlandirilir. Pubertaya kadar granuloza hiicrelerinden
salgilanan oosit menstruasyonunu inhibe edici faktdr ovumun primordiyal halde
kalmasina yardimci olurlar. Puberte sonrasinda 6n hipofizden salgilanan FSH ve
LH’ya bagh olarak her iki over follikiillerle birlikte biiyiimeye baslamaktadir.
Ovumun biiyiimesiyle birlikte follikiil ¢ap1 2-3 kat artmakta ve follikiile yeni

graniiloza tabakalar1 da eklenerek yapi primer follikiil 6zelligi kazanmaktadir (49).

FSH ve LH artis1 devam ederse bir grup primer follikiiliin biiyiimesi hizlanmakta ve
bu hormonlar sayesinde granuloza hiicre tabakasinin boliinmesi saglanarak pek ¢ok
granuloza hiicre tabakasi olusturulmaktadir. Bunun yani sira ovaryum interstisyel

hiicrelerinden kaynaklanan ig hiicreleri, granuloza hiicre tabakalarinin etrafinda teka



ad1 verilen yeni bir hiicre tabakas1 olusturur. Bu tabaka teka interna ve teka eksterna
olarak iki alt birimden olusur. Teka interna tabakasindaki hiicreler granuloza
hiicrelerine benzer sekilde epiteloid 6zellik gosterir ve steroid hormonlarin
salgilanmasindan sorumludur. Teka eksterna ise ileri derecede damarlanmis, bag

dokusundan bir kapsiil seklindedir (49).

Antral follikiller

Granulozada en iist diizeyde farklilasma orani ile antral follikiller; en fazla 6stradiol
tireten, saglikli oosit barindirma ihtimali en yiiksek olan follikillerdir. Sistemik
dolasima da gegen Ostradiol, negatif geri bildirim etkisiyle FSH’1 azaltmaya
basladiginda, sadece en fazla FSH reseptorune sahip olan baskin follikiil hayatta
kalabilecektir. FSH reseptorleri yeterli olmayan antral follikiller ise kigiilmeye
gidecektir. Yine bu asamada FSH ve ostradioliin etkisiyle granuloza hticrelerinde LH
reseptorii sentezi de baslamaktadir. Normalde siklus ortasina kadar follikiil sivisinda
LH bulunmaz, erken LH yiikselmesi androjen diizeylerini artirmakta, granuloza
hiicrelerinde mitotik siireci baskilamakta ve sonug¢ olarak follikiili kiigiilmeye
gotirmektedir (19).

Preovulatuvar follikiil

Ovulasyondan hemen onceki donem olup, granuloza hiicreleri biiyiimekte, teka
tabakasinda damarlagsma artmakta ve oositin mayozu tekrar baslamaktadir. Geg
follikiiler fazda Ostrojen hizli bir artis gostermekte, bunu LH ani artisi takip
etmektedir. LH etkisiyle progesteron iiretimi de yiikselmekte, luteal faza gegis siireci
baslamaktadir (19).

Ovulasyon

LH artisindan 10-12 saat, oOstradiol artisindan 24-36 saat sonra yumurtlama

gerceklesir. LH ani artis1i oositteki mayoz boliinmenin yeniden baslamasini,
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granulozanin luteinizasyonunu, follikiilde progesteron ve prostaglandinlerin sentezini
uyarir. Progesteron ve prostaglandinler, follikiil duvarinin yirtilmasindan sorumlu
basta plazmin olmak tizere bir¢ok proteolitik enzimin aktivitesini artirir. Follikiil
duvarindaki kollajenin sindirimiyle, follikiil duvarinin yirtilmasi ve ovulasyon

gergeklesir (Sekil 1.6) (19).

Zona
pellusida Yumurtlama
i caplival Antral Sncesi (olgun)
follikiil Antrum follikiil Qosit follikiil
Primordiyal \ - /
follikill o >
o o 3 .* P
= - j \ . = ‘/1/ i/ { i} \‘\“
; “Teka “ANe. 2
. Granuloza hiicreleri = /-

Koronaradyata 7

R e\

®
Corpus luteum )

Yumurta (ovum) ——=
\\ -’ y

Koronaradyata

Sekil 1.6. Follikil gelisim asamalari, ovulasyon ve corpus luteum olusumu (49).

1.2.2. Progesteron Hormonu

Steroid yapili bir hormon olup, baslica overlerden alinan kolesterolden, az miktarda
da asetil koenzim-A’dan sentez edilir. Kanda 6nemli miktarda plazma albiimini ve
pregesteron tasiyici globiilinlerle tasinir. Salgilandiktan kisa bir siire sonra tiimiiyle,
progesteron etkisi olmayan diger steroidlere yikilir. En 6nemli son yikim iiriinii
pregnanediyoldiir. Orijinal progesteronun yaklasik % 10’u idrarla bu sekilde atilir
(49).
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1.2.2.1. Progesteron Hormonunun Uterus Uzerine Etkisi

Kadin cinsel dongiisiiniin ikinci yarisinda uterus endometriyumunda sekresyonla
ilgili degisimleri baglatarak, uterusu dollenmis yumurtanin implantasyonuna
hazirlamaktir. Ayrica uterus kasilmalarinin siddetini ve sikligini1 azaltici etkiye

sahiptir. Bu sekilde implante ovumun atilmasi engellenir (49).

1.2.2.2. Progesteron Hormonunun Fallop Tiipleri Uzerine Etkisi

Fallop tiiplerini doseyen mukozada, sekresyonla ilgili degisimleri baslatir. Salgi
stvist, dollenmeden sonra boliinmeler gegirerek fallop tiliplinde ilerleyen ovumun

implantasyondan 6nce beslenmesi igin gereklidir (49).

1.2.2.3. Progesteron Hormonunun Meme Bezlerine Etkisi

Alveol hiicrelerinin proliferasyonuyla memelerdeki lobiil ve alveollerin gelisimini

hizlandirir. Béylece memeler biiyliyerek salgilayici bir hal kazanirlar (49).

1.2.2.4. Progesteron Hormonunun Gebelik Esnasindaki Etkileri

Gebelik i¢in ¢ok onemli ve gerekli bir hormondur. Gebeligin baslangicinda corpus
luteumdan orta miktarlarda, daha sonra plasenta tarafindan asir1 miktarlarda
salgilanir. Progesteronun salgi hizi, gebelik ilerledik¢e yaklagik 10 kat artis

gostermektedir. Gebeligin devami yoniinden etkileri:

1- Uterus endometriyumunda desidual hiicrelerin gelismesine neden olur. Bu

hiicreler embriyonun erken evrelerde beslenmesine yardimci olur.

2- Gebe uterusta kasilabilirligi azaltir. Bu sekilde spontan diisiiklere yol acan

uterus kasilmalarin1 engeller.

12



3- Implantasyondan once, annenin uterus ve fallop kanallarindaki salgilarmi
Ozgll olarak artirarak morula ve blastosistlerin gelismesi i¢in gerekli olan

uygun besin maddelerini saglar (49).

1.2.3. Ratlarda Ureme Sistemi

Ratlar cinsel olgunluga (seksiiel olgunluga ulastigi ve ikinci esey karakterlerinin ilk
olarak goriildiigii doneme) yaklasik 50+10 giinler arasinda ulasirlar (6). Puberta yasi
ratlarda soy, beslenme ve ¢evre kosullarina gore farklilik gostermektedir (6, 108).
Leptin diizeyindeki artisla birlikte puberta uyarilmaktadir. Diside pubertayla beraber
vajina agilmakta ve prodstrus gozlenmektedir. Dogumdan 33-42 giin sonra vajina

kanali agilmakta ve bir hafta sonra da 6strus siklusu baglamaktadir (Tablo 1.3) (108).

Ratlar mevsime bagli olmayan polidstrik hayvanlardir. Postpartum dénem de dahil
olmak iizere yaslanana kadar yil boyu Ostrus gosterirler. Seksiiel siklus 4-5 giin
stirmektedir (6, 108). Siklus boyunca prodstrus, dstrus, metostrus ve didstrus evreleri
goriilmektedir. Proostrus 12 saat siirmekte ve bu evrenin sonunda disi erkegi kabul
etmeye baslamaktadir. Vajinal sitolojide g¢ekirdekli epitel hiicreleri goriilmektedir.
Ostrus evresi 9-15 saat siirmekte, bu esnada disi erkegi kabul etmeye devam etmekte
ve lordozis gozlenmektedir. Sitolojiye hakim olan hiicre tipi ¢ekirdekli hiicrelerdir
(%75). Geri kalanin1 (%25) kornifiye hiicreler olusturmaktadir. Metdstrus 21 saat
stirer ve artik disi erkegi kabul etmez. Cekirdekli ve kornifiye hiicrelerle beraber ¢cok
sayida akyuvar goriilmektedir. Didstrus 57 saat siirmekte ve vajinal sitolojide

lokositler goriilmektedir (Tablo 1.4) (108).

1.2.4. Ratlarda Yavrunun Anne Karnindaki Gelisimi

Erkek ve disi proniikleuslarin birlesmelerinden onceki faza singami denilmektedir.
Singami sonrasindaki tek hiicreli embriyo, “zigot evresi” olarak adlandirilmaktadir.
fleriki safhalari, 2, 4, 8, 16 blastomerli evrelere sahip embriyolar izlemektedir.

Sonraki safhalar ise; morula, kompakt morula, erken blastosist ve sismis blastosist ve
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i¢ hiicre kitlesinin zona pellisudadan disar1 ¢ikmasi olarak adlandirilan sarkmis
blastosisit devreleridir. Sarkmis olan i¢ hiicre kitlesi rahimde uterus duvarina

yerlesmektedir. Bu olay implantantasyon olarak tanimlanmaktadir (6).

Tablo 1.3. Ratlara ait baz1 fizyolojik degerler (108).

Erigkin viicut 200-300 g Erigkin viicut ~ 300-500 g
agirhig (disi) agirhig
(erkek)
Yasam siiresi 2.5-3.5 yil Siklus 4-5 giin
uzunlugu
Gebelik siiresi 21-23 giin Yavru sayist  6-12
Gida tiiketimi 5-6 g/100 g CA/glin | Su tiiketimi 10-12 ml/100 g CA/giin
Kalp atim sayis1 ~ 250-500/dak Kan basinci 84-134/ 60-68 mmHg
Kan voliimii 54-70 ml/kg Hematokrit % 36-57
Hemoglobin (Hb) 11-18 g/dI Idrar miktar1 5.5 ml/24 saat
Idrar pH 7.3-8.5 Idrarin  6zgiil 1040-1070
agirligy
Eritrosit  sayist  5-10 x 106 /mm3 Ortalama 46.0-65.0 fl
alyuvar hacmi
(RBC) (MCV)
Lokosit sayist  3-17 x 103/mm3 Notrofil % 9-34
(WBC)
Lenfosit % 65-85 Eozinofil % 0-6
Monosit % 0-5 Bazofil % 0-1.5
Trombosit sayist 500-1300 x 103 | Oksijen 0.68-1.10 ml/g/saat
tikketimi (250
(PLT) /mm3 o CA icin)
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Tablo 1.4. Disi ratlarin diostrus, prodstrus, Ostrus ve metostrus boyunca iireme

sistemlerindeki histolojik 6zelliklerin 6zeti (126).

Vajina

Uterus

Ovaryum

Digstrus

Proéstrus

Ostrus

Metostrus

Degisken 16kosit
infiltrasyonlart ile birlikte en
diisiik seviyede epitel ile
tanimlanmaya baglar. Daha
sonra 16kosit
infiltrasyonlarinda azalma ile
birlikte epitel proliferasyonu
ve kalinlagmasi (belirgin bir
stratum granulosum yoktur)
vardir.

Mitotik aktivite goriiliir.
Nadiren polimorflar vardir.
Az miktarda dejenerasyon
veya deskuamasyon. Stratum
granulosumun olusumu,
ylizey mukoid tabakasinin ve
stratum corneumun gittik¢e
gelismesi. Bu agamanin
sonunda, tamamen boynuz
seklindedir ve genellikle
yiizey mukoid tabakasinda
mukoid hiicrelerin
deskuamasyonu goriiliir.

Boynuz yapilar1 ve yiizey
mukozasi daha fazla
dokiilmektedir. Epitelin
yiiksekliginde azalma
gorililmekte ve hiicre
kalintilar1 mevcuttur. Mitotik
aktivitenin azalmaktadir.
Artarak ilerleyen 16kosit
Infiltrasyonu mevcuttur.

Boynuz tabakasinin
neredeyse tamamen
kopmasiyla baslar (genellikle
kalintilar liimene atilir).
Sratum granulosumun ve {ist
germinativumun kaybolmast
ile devam eden
deskuamasyon.

Kiigiik, vaskiiler
olmayan, dar liimen
seklinde. Silindirik epitel
ile kaplidir. Baslangicta
mitoz az fakat faz
sirasinda bazi artislar
vardir. Yalnizca bazen
dejenere hiicreler vardir.
Stromal 6dem bu

asamanin sonunda vardir.

Epitelyum kiibikten
silindire doner.
Epitelyum hiicrelerinde
mitoz vardir, az
dejenerasyon goriiliir ya
da hi¢ goriilmez ve az
derecede inflamatuar
hiicre infiltrasyonu
vardir. Ozellikle
asamanin sonuna dogru
genisleme vardir.

Genellikle 6nce bezlerde
epitelyum hiicrelerini
onemli derecede
dejenerasyon / nekrozu
ile belirlenen dstrusun
baglamasi. Mitotik
aktivitenin kaybolmasi.
Lokosit infiltrasyonu.
Genisleme ge¢ Gstrusa
kadar devam edebilir.

endometriyal epitelyum
hiicrelerinin devam eden
dejenerasyonu. Mitotik
aktivitenin tekrar
baglamasi: mitotik
aktivite ve dejenerasyon
birlikte goriiliir.

Genis corpus luteum.
Iyi bir bicimde
vakuoller olusabilir.
Fibr6z doku merkezi
bosluktadir.

Corpus luteum ¢ogu
zaman dejeneredir.
Sitoplazmik vakuoller
genellikle mevcuttur.
Merkezi boslukta
Fibroz doku
proliferasyonu vardir.

Genellikle dejenere
corpus luteum vardir.
Bazofilik hiicre
sitoplazmasi, s1vi dolu
merkezi kavite ve
fibréz doku
bulunmayan bazi
kiiciik corpus
luteumlar.

corpus luteum siv1 bir
kavite icerebilir.
Diostrustakinden daha
kiigiiktiir. Hafif
bazofilik hiicreler
vardir. Genellikle
fibroz dokudan
yoksundur.
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1.3. Ureme Siklusunda Oksidan-Antioksidan Sistem

Serbest radikallerin iireme sisteminde 6nemli rolleri vardir (4). Ovaryumda ROS
tiretiminin meydana geldigi bir¢ok kaynak bulunmaktadir. Hem corpus luteum hem
de follikiillerde makrofajlar ve notrofiller en belirgin ROS kaynaklaridir (114).
Luteolizis esnasinda Onemli oranda hidrojen peroksit ve lipid peroksidaz
olusmaktadir ve bunlarin olusumu da askorbik asit ve a-tokoferoliin azalmasina
baglidir (10). Luteal askorbik asit azalmasi LH ve Prostoglandin F,, (PGF,,) ile
iligkilidir. Bu olay farkli mekanizmalarla olusmaktadir. LH ve PGF,, askorbik asit
salmmmin1 uyarmaktadir. Bu da muhtemelen reaktif oksijen diretimi ve hiicre
yapisindaki degisikliklerden dolayr meydana gelmektedir (83). Gonadotropinler ve
ovaryum steroid hormonlarin yani sira sitokinler ve biiyiime faktorleri gibi birgok
lokal faktor de ovaryum fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol oynamaktadir (113).
Puberte ve gonadotropin stimulasyonu sonrasi ROS’a kars1 yiliksek koruma kapasitesi
saglamak i¢in steroid seviyelerinde artis meydana gelmektedir. Cinsel olgunlagsma
esnasinda ovaryum GST izoenzim seviyelerinde meydana gelen mikron ()
diizeyindeki bir artis, gonadotropik hormonlarin dolayli ya da dogrudan etkileri
sonucunda meydana gelmektedir (118). Siiperoksit radikalleri dahil reaktif oksijen
tiirlerinin steroidogenezis lizerinde inhibitor etkisi vardir (113). Peroksidaz aktivitesi
Ostrus evresinde diger evrelere gore en fazla artisi gostermektedir (2). Menstrual
siklus esnasinda GSH-Px aktivitesinin Ostrus esnasinda didstrus, prodstrus ve
metdstrus evrelerine gore daha yliksek oldugu, ayrica gebelik esnasindaki GSH-Px
aktivitesinin de Ostrus evresine gore daha yiiksek oldugu bildirilmektedir (98). Yine
menstrual siklusun farkli evrelerinde ovaryumunda, oositlerin olgunlagsmasi ve
gelismesi esnasinda oksidatif strese bagl apoptozisi onlemek amaciyla (118) alfa, pi,
mi ve mikrozomal GST ekspresyonlarinda steroid hormon {iretimiyle paralellik
gosteren artis meydana gelmektedir (100). Gebelik esnasinda 16kositlerde iiretilen

sliperoksit oranindaki artig oksidatif strese katkida bulunmaktadir (39).

Follikiilogeneziste ovaryum follikiil igerisindeki prooksidan/antioksidan denge
onemli rol oynamaktadir (95). SOD; follikiiler gelisim esnasinda mitokondride

steroidogenezise bagl olarak iiretilen siiperoksit radikallerinden granuloza hiicreleri
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ve teka interna hiicrelerinin korunmasinda 6nemli rol oynamaktadir.  Ciinki
stiperoksit radikalleri normal metabolizma ve steroidogenezis neticesinde

mitokondrial elektron tasima sisteminde tiretilmektedir (113).

Ovulasyon mekanizmasi inflamasyon olay1 ile yakindan iligkilidir (23, 38).
Ovulasyon esnasinda ovulator follikiillerde vazodilatasyon, hiperemi, 6dem ve kan
damarlarinda artis gozlenmektedir. Bazofiller ve diger l6kosit ¢esitleri graff
follikiillerinin etrafinda birikim gosterirler (38). Ovaryumun antioksidan kapasitesi,

bir canlilik ifade etmektedir ve endokrin diizenleyici olarak rol oynamaktadir (10).

Luteal hiicre 6liimii biitiin memelilerde iireme siirecinin diizenlenmesinde anahtar rol
oynar. Luteal Olimlerin ana sebeplerinden biri PGF,, olarak bilinir ancak hala
PGF,,’ nin luteal gen transkripsiyonundaki etkileri tam olarak arastirllmamistir.
Luteolizisin artan oksijen radikal {iretimi ve azalan progesteron sentezi ile ilgili
oldugu gosterilmistir (42). Makrofajlar tarafindan iretilen reaktif oksijen tiirleri
luteal hiicreler tarafindan progesteron {iretilmesini etkilemektedir (110).
Ovaryumlarda corpus luteum (CL) tarafindan ovulasyon sonrasinda {iretilen
progesteron, gebelik olusumu ve devamliligi ig¢in gereklidir. CL regresyonu; CL
fonksiyonunda gerileme ve miktarinda azalma olarak tanimlanir. CL regresyonu
fonksiyonel ve yapisal luteolizis olmak lizere iki asamadan olusmaktadir. Yapisal
luteolizis CL’un yapisal olarak gerilemesi olarak tanimlanir ve luteal hiicrelerin ve
kan damarlarinin yoklugu gibi yapisal degisiklikleri icermektedir. Fonksiyonel
luteolizis ise progesteron TUretiminin azalmasi ile karakterizedir. Progesteron
tiretimindeki hizl diislis sonraki tireme dongiisiinde follikiiler biiylime i¢in dnemlidir
(113). Ayrica corpus luteum regresyonu esnasinda ROS iiretimi arttigi i¢in didstrus
esnasinda GSH igeriinin azalmasi da luteolizisin diizenlenmesine katkida
bulunmaktadir (118). Yapilan bir arastirmada (10) akut LH uygulamasi sonucunda
orta luteal fazda, iiretilen vitamin C diizeylerinde maksimum 4 saat kadar gecici bir
azalma meydana geldigi, luteal vitamin A diizeylerinin degismedigi, vitamin E
diizeylerinin LH uygulamasindan 24 saat sonra belirgin sekilde artti1 tespit
edilmistir. Regresyon esnasinda luteal dokuda siiperoksit, hidrojen peroksit ve lipid

peroksidaz olugsmaktadir. Rejenere olan corpus luteumda oksijen radikallerinin
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hiicresel kokeni ¢ogunlukla burada bulunan ya da disaridan infiltre olan l6kositler
ozellikle de notrofillerdir. Reaktif oksijen tiirleri ayn1 zamanda ovulasyon esnasinda
follikiil icerisinde ve corpus luteum igerisinde de iiretilebilir ancak en énemli iiretim

yerleri 16kositlerdir (17).

Normal gebelikte, blastosist implantasyonunun erken safhasiin inflamasyon olay1
tarafindan kontrol edildigi diisiiniilmektedir (71). Preimplantasyon fazinda ve erken
gebelikte, endometrial I0kosit sayisinda belirgin bir artis olur. Bu asamada
endometrial stromal hiicrelerin %40’ 11 16kositler olusturur. Lokositler tiim uterus
boyunca bir dagilim gosterseler bile yikimlanma veya desidualizasyon bolgesinde
ozellikle bir birikim gdstermezler. Makrofajlar uterus dokusunda bulunan 16kositlerin
%?20’sini  olustururlar ve endometrial proliferasyon, farklilasma ve yikimlanma
asamalarinda bolgede bulunurlar. Bununla beraber makrofajlar desidualizasyonun ve
trofoblast invazyonunun oldugu boélgelerde belirgin bir artis gostermektedirler. Bu
hiicreler biiytime faktorlerinin, sitokinlerin ve proteazlarin bir kaynagini olustururlar.
Fetal-plasental etkilesimde onemli rol oynarlar ve dokularin yeniden sekillenmesi

i¢in bir mikrogevre olustururlar (63).

1.4. Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE)

Bal arilan tarafindan cesitli bitkisel kaynaklardan toplanan recgineli bir maddenin
genel adi olan Propolis, flavonoidler, steroller, vitaminler, amino asitler, ketonlar,
fenolik aldehitler, fenolik asit ve onlarin esterleri ile polifenoller gibi biyokimyasal

bilesenler bakimindan oldukga zengindir (44).

Propolis insanoglu tarafindan binlerce yildir tedavi amacl olarak kullanilmais,
tyilestirici rollerinin iyice anlagilmasindan sonra yaygin bir sekilde kullanilmaya
baslanmigtir. Arilar propolisi milyonlarca, insanlarsa binlerce yildir kullanmaktadir.
Insanlik icin bu reginemsi yapinin kesfedilen yararlar1 heniiz ¢ok az bilinmektedir.
Propolis gegmis donemlerden beri cesitli amaclarda 6zellikle tipta kullanilmaktadir.
Eski yunan yazitlar1 bu maddeyi iltihaplanan yaralar ve giiriikler i¢in kiir olarak

tanimlarken Roma’da yara iizerine konulan lapa benzeri karistmin yapiminda
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pratisyenler tarafindan kullanilmaktadir. ibranice eski vasiyetnamelerde tzori olarak
gecmektedir ve terapotik ozellikleri ile anilmaktadir. Avrupa’daki 12 yy kayitlari
propolisin medikal preparatlarinin agiz ve yara enfeksiyonlarmin tedavisi ve dis
sagligi icin kullanimindan bahseder. Son yillarda artan bir sekilde diinyanin degisik
tilkelerinde saglikli icecek sinifinda ve giinliik birka¢ dozda alinabilecek kapsiil ve
tablet formlarinda piyasaya sunulmakta ve bu genis spektrumlu biyolojik etkileri
nedeniyle halk tarafindan yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Propolisin ig¢inde
300°den daha fazla bilesen tespit edilmistir. Molekiil agirlig1 284.31 gr/mol olan bu
tirtiniin formiili C17H1604 olarak kaydedilmistir. Etil asetat, dimetilsiilfoksit (DMSQ)

ve etanolde tamamen ¢oziinmektedir (78).

Propolisin en Onemli bilesenleri Kafeik Asit ve CAPE’dir (47). Bunlarin
antikanserojen (52, 123), antiinflamatuar (78, 79), antioksidan (31, 48) o6zellikleri
pekeok arastirict tarafindan agikca ortaya konmustur. Ancak CAPE’nin bu
etkinliklerinin daha iyi oldugu ve bunun sebebinin de CAPE’nin membranlar
rahatlikla geg¢mesine firsat verecek fenil ve polihidrokarbon zinciri ile birlikte
tasidigr iki adet hidroksil grubuna (OH) baghdir (27). CAPE’nin biiyiik oranda
kalsiyum (Ca) ile uyarilan sitokrom C salinimini 6nleyerek mitokondrial koruyucu
ozelligi dolayisiyla antioksidan etkinlik ve inflamasyon dncesi sitokinlerin salinimin
onleyerek de antiinflamatuar nitelik gosterdigi bildirilmistir (106). Arastirmacilar (1,
18) CAPE uygulamasinin karaciger ve mide kiiltiir hiicrelerinde MDA diizeylerini
diistirerek, DNA hasarindan hiicrelerin korundugunu ve bdylece hiicresel antioksidan
enzim diizeylerinin yiiksek kaldigini bildirmektedir. CAPE’nin antiinflamatuar
etkisini, COX ve lipooksijenaz enzim aktivitesini baskilayarak ve ayrica PGE;
salmmmim diiglirip, COX’in uyarilabilir izoformlarmin baskilanmasi1 yoluyla

gosterildigi bildirilmektedir (22).

CAPE yapica flavonoidlere benzer ve iki halkasal yapi icerir. Bu halkasal yapilardan
bir tanesinde iki adet hidroksil grubu tasimaktadir (Sekil 1.7) (69, 87). Hidroksil
gruplar1 sayesinde redoks reaksiyonlarinda aktif rol oynayarak koruyucu ozellik
gostermektedir (91). CAPE ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile reaktif oksijen

tiirlerini ortadan kaldirarak organizmada lipoksijenaz inhibitorii (1-50 uM) ya da
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niikleer faktor B (NF-B) inaktivatorii (90uM) olarak etkinlik gostermektedir (55).
Yine 10 pmol/kg konsantrasyonda ksantin-ksantin oksidaz sistemini ve reaktif

oksijen tiirlerinin olusumunu engelledigi bildirilmektedir (69, 109).

HO ~

HO

Sekil 1.7. CAPE’nin kimyasal yapis1 (87).

1.4.1. CAPE’nin Antioksidan Etkileri

CAPE antioksidan ozellikleri birgok arastirici tarafindan ortaya konulmus, koruyucu
etkinligini hasarli dokuda glikoliz ve pentoz fosfat yolunun biitiinliigiinii koruyarak
gerceklestiren, bir antioksidandir. Bu etkinligini, niikleik asit sentezini artirip hasari
azaltarak ve sitrik asit siklusunu da daha aktif tutarak saglamaktadir (120, 128).
Yapilan arastirmalarda (12, 127) CAPE uygulamasi sonucunda oksidatif hasarin
distiigi bildirilmektedir. Kadmiyum uygulamasi yapilan bir arastirmada artmis
malondialdehit (MDA) diizeylerinin CAPE uygulamasina bagl olarak diisiis
gosterdigi bildirilmistir (81). Parlakpinar ve ark.’da (94) ratlarda akut bobrek
toksisitesine karst CAPE’nin MDA ve NO diizeylerini belirgin bi¢imde azalttigini,
SOD, CAT ve GSH diizeylerini artirdigini tespit etmislerdir. Yine, kolestatik
karaciger hasarma kars1 i.p. CAPE uygulamasimnin GSH diizeyini artirdig1 (28) ve
baska bir ¢alismada da, CCl, ile birlikte CAPE verilmesinin antioksidan enzim
diizeyini artirdigi gosterilmistir (74). Aymi sekilde Rezzani ve ark. (101) ratlarda
siklosporin A ile indiiklenen kardiyotoksisiteye kars1 CAPE uygulamasinin sitokrom-
c-oksidaz aktivitesini yiikselttigini ve reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini azalttigini
bildirmislerdir. Lipopolisakkarit (LPS) uygulamasina bagli olarak artmis MDA
seviyelerinin, LPS ile birlikte CAPE uygulamasi neticesinde diistiigli saptanmistir
(68). Glutamatin uyardigr ve hiicreyi tehdit eden iskemik hasar sonucu olusan

serebellar ndron oliimiine karsi, CAPE’nin noroprotektif olarak calistigi bildirilmistir
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(125). Dogan, tavsanlarin ovaryum dokularinda torsiyon/detorsiyon uygulamasi
sonucunda meydana gelen bozulmalarin CAPE uygulamasiyla azaldigini tespit

etmistir (31).

Yapilan literatiir taramalarinda CAPE’nin disi iireme sistemi iizerine etkileri ile ilgili
siirlt miktarda bilgiye rastlanmistir. Yapilan bir ¢alismada ovaryum hasart sonucu
azalan antioksidan enzim diizeyinin CAPE uygulamasina bagli olarak artmaya
basladig1 bildirilmistir (64). CAPE’nin flor toksisitesine karsi etkin bir antioksidan
olarak calistigina dair bildirilen veriler, bu 0zelligini hiicresel LPO diizeyini

diislirerek ve antioksidan seviyelerini yiikselterek sagladigini gostermektedir (48).

1.5. Senkronizasyon

In vitro embriyo liretimi, intrauterin tohumlama, gamet intrafallopian transfer, in
vitro lretilen embriyo ya da oositlerin dondurulmasi, embriyo transferi, niiklear
transfer, intra sitoplazmik sperm enjeksiyonu gibi biyoteknolojik ve deneysel
calismalar ¢ok sayida oosit ve embriyo kullanimimi gerektirir. Bu amagla
senkronizasyon, bir¢ok evcil ve laboratuar hayvanlarinda basariyla uygulanmaktadir
(103). Senkronizasyonun temel amaci belirlenen bir zamanda bir hayvandan elde
edilen kullanilabilir oosit ya da embriyolarin sayisini artirmak olarak belirtilmektedir
(117). Farelerde follikiiler gelismeyi uyarmak ve ovulasyonu olusturmak amaciyla

siklikla kullanilan ¢esitli ilaglar ve hormonlar Tablo 1.5’ de verilmistir (72, 117).

Tablo 1.5. Senkronizasyonda kullanilan baslica ilaglar ve hormonlar (72, 117).

Hipofiz kokenli gonadotropinler e FSH (Follicle Stimulating Hormone)
e LH (Luteinizing Hormone) ve HMG
(Human Menopausal Gonadotropin)

Plasental kokenli gonadotropinler e PMSG (Pregnant Mare Serum
Gonadotrophin)
hCG (Human Chorionic Gonadotropin),

Sentetik preparatlar Hipofizer ekstraktlar
GnRH (Gonadotrophin Releasing Hormone)
Clomiphene citrate

Difeniletilen
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2. MATERYAL VE METOT

21. MATERYAL

2.1.1. Hayvan Materyali

Bu c¢alismada, Kafkas Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimiinden
temin edilen 3-4 aylik ve 200-250 gr agirhigindaki 32 adet disi Sprague—Dawley rat
kullanildi. Hayvanlar deney siiresi boyunca normal oda 1sisinda (20-25 °C), 12/12
saat gece/glindliz periyodunda bulunduruldu ve ad libitum olarak beslendi.
Calismayla ilgili olarak Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan ¢alisma izni alindi (Karar Say1 No: 2010-10).

2.1.2. Cahsmada Kullanilan Aletler

e Spektrofotometre (PowerWave XS, BioTek, Instruments, USA)
e Etiiv (Labart, DHG-9140A, South Korea)

e Homojenizator

e Vorteks (IKA, Works Inc, USA)

e Sogutmali santrifiij (Helius, Germany )

e Hassas terazi (Precisa, 205A SCS, Switzerland)

e Calkalayict (Heidolph promax 2020, Germany )

e pH metre (Orion, 420 A, USA)

e Derin dondurucu( Argelik, 2560, Turkey)

e Buzdolabi ( Argelik, Turkey)
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e Avyarlanabilir otomatik pipetler (0,5-10 ul, 10-100 ul, 100-1000 ul, Ependorf,
Varipette, Germany)

e Isik mikroskobu (Olympus BX51, Japan)

2.1.3. Cahsmada Kullamlan Kimyasal ve Sarf Malzemeler

e Buserelin (Receptal, INTERVET, istanbul, Turkey)

e FSH (Puregon, ORGANON, Istanbul, Turkey)

e hCG (Pregnyl, ORGANON, istanbul, Turkey)

e Ethanol (Merck)

e Rat kafesi

e Rat yemi

e Vakumlu ve EDTA’l kan alma tiipleri ve igneleri (MN -2138M )
e 1.5 ml’lik ependorf mikro santrifiij tiipleri

e Otomatik pipet uclari

e 10 ml’lik cam ve polyetilen santrifiij tiipleri

e CAPE (Bu ¢alismada kullanilan CAPE Osmaniye Korkut Ata Universitesi
Fen-Edebiyat Fakiiltesi Ogretim Uyesi Dog. Dr. Sabri Ulukanli’nin Organik

Kimya laboratuvarinda sentezlenmistir)

e TAS (Total Antioksidan Status) Kiti (Rel Assay Diagnostics, Clinical
Chemistry Solutions, Gaziantep, Tiirkiye)

e TOS (Total Oksidan Status) Kiti (Rel Assay Diagnostics, Clinical Chemistry

Solutions, Gaziantep, Tiirkiye)

e Progesteron Kiti (Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit, Wuhan, Cin)
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22. METOT

2.2.1. Senkronizasyon Protokolii

Ratlarda senkronizasyon saglamak amaciyla 20 mg/kg kas i¢ci GnRH agonisti olan
buserelin (Receptal®, Intervet, istanbul, Tiirkiye) uygulamas: yapildiktan 24 saat
sonra intraperitonal (i.p) 5 IU FSH (Puregon®, Organon, Istanbul, Tiirkiye) ve
takiben, 48 saat sonra ise subkutan (s.c.) olarak 5 IU hCG (Pregnyl®, Organon,
Istanbul, Tiirkiye) enjeksiyonu yapildi (13).

2.2.2. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Caligmada kullanilan 32 rat iki kontrol iki deney grubu olacak sekilde ayrildi.

Deneme ve kontrol gruplari iki asamali uygulama yapilacak sekilde olusturuldu:

e [lk asamada, CAPE 1 (C1) (n=8) grubuna senkronizasyondan 10 giin dnce
baglanarak gebeligin 11. giinine kadar 10 mg/kg/giin oral yolla CAPE
uygulandi (76).

e Ikinci asamada, CAPE 2 (C2) (n=8) grubuna senkronizasyondan 10 giin
once baglanarak gebeligin 21. giiniine kadar 10 mg/kg/gtin oral yolla CAPE
uyguland: (76).

e KONTROL 1 (K1) (n=8) ve KONTROL 2 (K2) (n=8) gruplarina bu dénem
boyunca uygun sartlarda tutuldu ve deneme gruplari ile ayn1 donemde erkek

ratlarla kafese alind1 (Tablo 2.1 ).

Senkronizasyon protokoliinii takiben vajinal smear uygulanarak hayvanlarin 6strus
gosterip gostermedikleri tespit edildi. Vaginal smear yonteminde giemsa boyama
yontemi kullanildi. Mikroskobik incelemede Keratinize siiperfisiyel hiicreler %70-80
Asidofili %80-90, lokositler (-) ve ¢ekirdekli siiperfisiyel hiicreler %25 oraninda
tespit edildi. Daha sonra erkek ve disi ratlar iki disi-bir erkek rat olacak sekilde bir
araya getirilerek ciftlestirildi. Erkek ve disi ratlar 24 saat siireyle ayn1 kafeste tutuldu
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ve daha sonra ayr1 kafeslere alindi. Erkek ratlardan ayrildigi giin gebeligin 1. giinii
olarak kabul edildi. Gebeligin 11. giiniinde C1 ve K1 gruplari, 21. giiniinde ise C2 ve
K2 gruplar kesilerek batindaki yavru sayilar1 kaydedildi, kan, ovaryum ve uterus
ornekleri alindi. CAPE uygulamasimin zararh etkileri olup olmadigmi belirlemek
amaciyla da histopatolojik inceleme igin karaciger ve bagirsak numuneleri alindi.
Intrakardiyal yolla EDTA’l1 tiiplere alinan kan drnekleri +4 °C 3000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilerek plazmalar ve metotlara uygun olarak hazirlanan homojenatlar

polietilen tiiplere konularak laboratuar islemlerine kadar -20 °C’de saklandh.

Tablo 2.1. Deney ve kontrol gruplarinin isimlendirilmesi.

GRUPLAR
DENEME KONTROL
10 mg/kg/giin oral yolla CAPE uygulanan gruplar
CAPE 1 KONTROL 1
(n=8) (n=8)
(11. giin) (11. giin)

Senkronizasyondan 10 giin 6nce baslanarak gebeligin
11. giiniine kadar CAPE uygulamasi

CAPE 2 KONTROL 2
(n=8) (n=8)
(21. giin) (21. giin)

Senkronizasyondan 10 giin dnce baslanarak gebeligin
21. giinline kadar CAPE uygulamasi

2.2.3. Plazma Progesteron Miktarinin Belirlenmesi

Testler Uscn Life Science Inc. (Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit, Wuhan,
Cin)’de belirtildigi gibi yapildi.

Metot

1- Mikroplate de standartlarin, koriin ve numunelerin konulacagi kuyucuklar
belirlenir. Standart i¢in 5 kuyucuk ve kor icin de 1 kuyucuk secilir.
Kuyucuklara standart, kor ve numunelerden 50’ser pl ilave edilir ve plak

hafifce calkalanir. Plate’in iizeri kapatilir ve 37 °C’de 1 saat inkiibe edilir.

2- Daha sonra kuyucuklara 350°ser ul yikama solusyonu ilave edilerek plate 3
defa yikanir.
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3- Her kuyucuga 100’er pl Reaktif B solusyonu ilave edilir, plagin iizeri
kapatilir ve 37 °C°de 30 dakika inkiibe edilir.

4- Plak ikinci etaptaki gibi 5 defa yikanir.

5- Her kuyucuga 90 pl susbstrat solusyonu ilave edilir. Plagin iizeri kapatilarak
37 °C’de 15-25 dakika inkubasyona birakilir, ancak siirenin 30 dakikay1
gegmemesi gerekir. Plagin isiktan korunmasi gerekir. Substrat solusyonu

eklenince kuyucuklardaki sivi kismin rengi maviye doniisiir.

6- Her kuyucuga 50 pl stop solusyon ilave edilir. Stop solusyon ilave edilince
kuyucuklardaki sivi kisim sar1 renk alir. Plate’in kenarlarindan tutularak

hafifce calkalanir.

7- Plagin altinda su damlacig1 ve parmak izi kalmayacak sekilde temizlenir ve

spektrofotometrede 450 nm’de dl¢iim yapilir.
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0,170

0,160

e
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0,140
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0,110

0,100
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0,070 4+
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<Plate Layout Settings>

Sekil 2.1. Progesteron standart egrisi (ng/ml).
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2.2.4. Biyokimyasal Analizler

Plazma ve Doku Antioksidan ve Oksidan diizeylerinin Belirlenmesi

Plazma ve dokulardaki antioksidan ve oksidan miktar1 Total Antioksidant Status
(TAS) Assay Kit ve Total Oksidant Status (TOS) Assay Kit (Rel Assay Diagnostics,
Clinical Chemistry Solutions, Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak 6l¢iildii (36).

Total Antioksidan Diizeylerinin (TAS) Belirlenmesi

Kullanilan Reaktif ve Standartlar

Reaktif 1: Test tamponu

Reaktif 2: Renklendirilmis ABTS [2,2-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-
sulphonic acid)] radikal soliisyonu

Standart 1 (Stn 1): 0.0 mmol Trolox Equiv./L) soliisyonu

Standart 2 (Stn 2): 1.0 mmol Trolox Equiv./L) soliisyonu

Metot
Absorbans 1 (660 nm) Absorbans 2 (660 nm)
500 pl reaktif 1 + 30 pl Stn 1 + 75 pl reaktif 2
standart 1
Stnl Oda 1s1isinda 10 dakika ya da 37
Standart 1’in ilk absorbans1 °C’de 5 dakika inkiibasyon
500 pl reaktif 1 + 30 pl Stn 2 + 75 pl reaktif 2
standart 2
Oda 1s1sinda 10 dakika ya da 37
Stn2 | Standart 2’nin ilk absorbans1 °C’de 5 dakika inkiibasyon
500 ul reaktif 1 + 30 pl 6rnek Or 1 + 75 pl reaktif 2
Om 1
Ornegin ilk absorbansi Oda 1s1sinda 10 dakika ya da 37
°C’de 5 dakika inkiibasyon
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Sonuclarin hesaplanmasi

[(AAbs Std1) - (AAbs Ornek)]
[(AADs Stdl) - (AAbs Std2)]

Sonug =

A Standart 1’in absorbans1 = (Std 1’in ikinci absorbansi - Std 1’in ilk absorbans1)
A Standart 2’nin absorbansi = (Std 2’in ikinci absorbansi - Std 2’in ilk absorbansi)
A Ornegin absorbansi = (Ornegin ikinci absorbansi - Ornegin ilk absorbans)

Total Oksidan Diizeylerinin (TOS) Belirlenmesi

Kullanilan Reaktif ve Standartlar

Reaktif 1: Test tamponu
Reaktif 2: Prokromojen soliisyonu
Standart 1 (Stn 1): Kor soliisyonu (deiyonize su)

Standart 2 (Stn 2): Stabilize edilmis standart stok soliisyonu (SSSS) (800 mM
HzOquUiV./L)

Metot
Absorbans 1 (530 nm) Absorbans 2 (530 nm)
500 pl reaktif 1 + 75 pl standart 2 Stn 2 + 25 pl reaktif 2
Stn 2 Standart 2’nin ilk absorbansi Oda 1s1sinda 10 dakika ya da 37
°C’de 5 dakika inkiibasyon
500 pl reaktif 1 + 75 ul érnek Or 1 + 25 pl reaktif 2
Orn 1 Ornegin ilk absorbansi Oda 1s1sinda 10 dakika ya da 37
°C’de 5 dakika inkiibasyon
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Sonuclarin hesaplanmasi

(AAbs Ornek) oo
Sonu¢ = —— X 20 (Std 2 degeri)
(AAbs Std2)

AAbs Ornek = Ornegin ikinci absorbansi — &rnegin ilk absorbansi
AADbs Std2 = Standart 2’nin ikinci absorbansi — standart 2’nin ilk absorbansi

Std 2 degeri = 20 umol H,O2Equiv./L

2.2.5. Histopatolojik incelemeler

Deney siiresi sonunda hayvanlardan alinan karaciger ve bagirsak doku ornekleri %
10’luk formaldehit soliisyonuna alinarak 48 saat siireyle tespit islemi gerceklestirildi.
Daha sonra rutin histolojik metotlarla parafin bloklar hazirlanarak 5 p kalinliginda
kesitler alindi. Elde edilen kesitler hematoksilen ve eozin boyama metoduna gore

boyanarak 1s1k mikroskobunda (Olympus BX51, JAPAN) incelendi.

2.2.6. Istatistiki Analiz

[statistik hesaplamalarda t-testi kullanilarak deneme gruplarmin kontrol gruplarina
gore degisimleri kiyaslandi. Sonuglar ortalama + standart sapma (X + SD) olarak

belirlendi ve p<0.05 istatistiksel farklilig1 gosterdi.

Tiim hesaplamalar SPSS (16.0-2010) paket programi kullanilarak yapild.
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3. BULGULAR

3.1. Plazma Total Antioksidan Diizeyleri

Gruplarin plazma Total Antioksidan Diizeylerinde belirlenen degisimler Tablo 3.1 ve

Grafik 3.1°de gosterilmistir.

Plazma Total Antioksidan Diizeyleri gruplara gore kiyaslama yapildiginda, kontrol
grubunun TAS diizeylerinin CAPE uygulanan gruba gore 11. ve 21. giinlerde
istatistiksel olarak yiiksek oldugu belirlenmistir (p<0.001). Gruplar kendi i¢inde
giinlere gore kiyaslama yapildiginda, 11. giine gore 21. giinde meydana gelen

degisikligin istatistiksel olarak dnemsiz oldugu belirlenmistir.

Tablo 3.1. Plazma Total Antioksidan Diizeyleri (mmolTrolox Equiv./L)

GRUPLAR
Kontrol CAPE
(n=16) (n=16)
X +SD X +SD
11. Giin 1.44 + 0.24° 0.96 + 0.13°
21. Giin 1.38 + 0.16° 1.06 + 0.11¢

a-c1 b-d: p<0_001’ a—b, c-d: p>0.05
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3.2. Plazma Total Oksidan Diizeyleri

Gruplarin plazma Total Oksidan Diizeylerinde belirlenen degisimler Tablo 3.2 ve
Grafik 3.2’de verilmistir.

Plazma Total Oksidan Diizeyleri gruplara gore kiyaslandiginda, CAPE uygulanan
grubun TOS diizeylerinin kontrol grubuna gore 11. giinde istatistiksel olarak 6nemli
diizeyde artmis oldugu (p<0.05), 21. giinde tespit edilen degisikligin istatistiksel
olarak 6nemsiz oldugu tespit edilmistir. Plazma Total Oksidan Diizeyleri gruplarin
kendi i¢inde giinlere gore kiyaslandiginda, iki grubun da 21. giinde 11. gline gore

TOS diizeylerinin istatistiksel olarak oldukga yiiksek oldugu bulunmustur (p<0.001).

Tablo 3.2. Plazma Total Oksidan Diizeyleri (umol H,O, Equv./L)

GRUPLAR
Kontrol CAPE
(n=16) (n=16)
X +SD X +SD
11. Giin 0.15 + 0.05° 0.22 + 0.07°
21. Giin 0.33+0.08° 0.36 + 0.05¢

>d: p>0.05, ¥ p<0.05, *®, ©¢: p<0.001
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>d: n>0.05, ¥ p<0.05, *®, ©¢: p<0.001
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3.3. Plazma Progesteron Diizeyleri

Kontrol ve CAPE uygulanan gruplardaki progesteron diizeylerine ait belirlenen

degisimler Tablo 3.3 ve Grafik 3.3’de verilmistir.

Plazma progesteron diizeyleri gruplara gore kiyaslandiginda, CAPE uygulanan
grubun kontrol grubuna gore progesteron diizyeylerinin 21. giinde istatistiksel olarak
yiikksek oldugu belirlenmistir (p<0.05). Gruplar kendi iginde giinlere gore
kiyaslandiginda kontrol grubunun plazma progesteron diizeyinin 21. giinde 11. giine
gore istatistiksel olarak 6nemli bir diisiis gosterdigi belirlenmistir (p<0.05). CAPE
grubunda ise 11. giin ile 21. giin arasinda progesteron diizeyi agisindan istatistiksel

olarak bir fark tespit edilmemistir.

Tablo 3.3. Plazma Progesteron Diizeyleri (ng/ml)

GRUPLAR

Kontrol CAPE

(n=16) (n=16)

X +SD X +SD
11. Giin 88.95 + 11.90° 95.58 + 8.20°
21. Giin 69.01 + 12.10° 90.88 + 13.60°

ab b4 n<0.05, #°, % p>0.05
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3.4. Yavru Sayilari

Bu calismada kontrol ve CAPE uygulanan gruplardaki hayvanlarin batin yavru
sayilarinda tespit edilen farkliliklar Tablo 3.4 ve Grafik 3.4’de gdsterilmistir.

Deney siiresi boyunca CAPE uygulanan gruplar ve kontrol gruplarindaki hayvanlarin
batindaki yavru sayilar1 arasinda istatistiksel olarak bir farklilik gdzlemlenmemistir.
Glinlere gore kiyaslama yapildiginda kontrol ve CAPE gruplarinda 11. giine gore 21.
giindeki yavru sayilarindaki diisiis istatistiksel olarak olduk¢a 6nemli bulunmustur

(p<0.01)

Tablo 3.4. 11. ve 21. Giinde Batindaki Yavru Sayilari

GRUPLAR
Kontrol CAPE
(n=16) (n=16)
X +SD X +SD

11. Giin 13+ 1.41° 13.29 + 1.80°

21. Giin 0.14 + 2.79° 9.71 + 1.87¢

ab e h<0.01, *¢, % p>0.05
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Grafik 3.4. 11. ve 21. Giinde Batindaki Yavru Sayilar
ab e h<0.01, *, % p>0.05
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3.5. Ovaryum DokusuTotal Antioksidan Diizeyleri

Ovaryum dokusu TAS diizeylerinde belirlenen degisimler Tablo 3.5 ve Grafik 3.5’de
gosterildigi gibidir.

Ovaryum Dokusu Total Antioksidan diizeyleri gruplara gore degerlendirildiginde
CAPE grubunun TAS diizeyinin 11. giinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
onemsiz oldugu belirlenmistir. CAPE grubunun TAS diizeyinin kontrol grubuna gore
21. giinde istatistiksel olarak onemli diizeyde yiiksek oldugu tespit edilmistir
(p<0.05). Ovaryum dokusu Total Antioksidan diizeyleri giinlere gore
karsilastirildiginda kontrol ve CAPE gruplarinin 21. giinde TAS diizeylerinde 11.
giinde meydana gelen degisikligin istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu belirlenmistir.

Tablo 3.5. Ovaryum Dokusu Total Antioksidan Diizeyleri (mmolTrolox Equiv./L)

GRUPLAR
Kontrol CAPE
(n=16) (n=16)
X +SD X +SD
11. Giin 0.87 = 0.202 0.95 + 0.09°
21. Giin 0.75+0.09° 0.90 + 0.13°

bd: h<0.05, &€, &P % p>0.05

B Kontrol
@ CAPE

TAS (mmolTrolox Equiv./L)
=
<

11. giin

Grafik 3.5. Ovaryum Dokusu Total Antioksidan Diizeyleri
bd: n<0.05, *°, @ ¢ p>0.05

34



3.6. Ovaryum DokusuTotal Oksidan Diizeyleri

Kontrol ve CAPE uygulanan gruplardaki ovaryum dokusundaki TOS diizeylerinde
meydana gelen degisiklikler Tablo 3.6 ve Grafik 3.6’de gosterilmistir.

Ovaryum dokusu Total Oksidan diizeylerinde gruplara goére kiyaslandiginda, 11.
giinde kontrol ve CAPE gruplar1 arasinda istatistiksel olarak onemli bir farklilik
tespit edilmedi. CAPE grubunda kontrol grubuna gore 21. giindeki TOS diizeylerinin
istatistiksel olarak oldukga yiiksek oldugu belirlenmistir (p<0.001). Ovaryum dokusu
Total Oksidan diizeyleri gruplarin kendi i¢inde gilinlere gore karsilastirildiginda
kontrol grubunda istatistiksel olarak 6nemli bir degisim tespit edilmemistir. CAPE
grubunda ise 21. giinde 11. giine gore istatistiksel olarak 6nemli bir yiikselme
belirlenmistir (p<0.05).

Tablo 3.6. Ovaryum Dokusu Total Oksidan Diizeyleri (umol H,O, Equv./L)

GRUPLAR
Kontrol CAPE
(n=16) (n=16)
X +SD X +SD
11. Giin 824 + 1,732 835+ 137°
21. Giin 8.52+0.51° 9.65 + (.249

b @t h>0.05, % p<0.001, ©%: p<0.05
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3.7. Uterus Dokusu Total Antioksidan Diizeyleri

Uterus dokusu TAS diizeylerinde meydana gelen degisiklikler Tablo 3.7 ve Grafik
3.7°de gosterilmistir.

Uterus dokusunda TAS seviyesisinde meydana gelen degisiklikler gruplara gore
karsilagtirildiginda 11. giinde CAPE grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak onemli diisiis tespit edilmistir (p<0.001). Kontrol grubu ile CAPE grubu
arasindaki TAS diizeylerinde 21. giinde belirlenen farklilik istatistiksel olarak 6nemli
bulunmamistir. Uterus dokusu Total Antioksidan Diizeyleri giinlere gore
kiyaslandiginda kontrol grubu TAS diizeyleri 21. giinde 11. giine gore istatistiksel
olarak onemli oranda diisiis gostermistir (p<0.01). CAPE grubunda ise 21. giinde 11.
gline gore TAS diizeyinde istatistiksel olarak olduk¢a onemli artig tespit edilmistir
(p<0.01).

Tablo 3.7. Uterus Dokusu Total Antioksidan Diizeyleri (mmolTrolox Equiv./L)

GRUPLAR
Kontrol CAPE
(n=16) (n=16)
X +SD X +SD
11. Giin 0.87 + 0.09° 0.61 + 0.08°
21. Giin 0.73 + 0.05" 0.74 + 0.08¢

b 0. n<0.01, % p<0.001, > p>0.05
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3.8. Uterus Dokusu Total Oksidan Diizeyleri

Uterus dokusu Total Oksidan diizeylerinde meydana gelen degisiklikler Tablo 3.8 ve
Grafik 3.8’de verilmistir.

Uterus dokusu Total Oksidan diizeylerinin gruplara gore kiyaslanmasi yapildiginda
11. giinde kontrol grubunun TOS diizeylerinin CAPE grubuna gore istatistiksel
olarak daha yiiksek oldugu (p<0.01), 21. giinde ise gruplar arasinda istatistiksel
olarak 6nemli bir fark olmadigi tespit edilmistir. Gruplarin TOS diizeyleri kendi
iglerinde giinlere gore kiyaslandiginda her iki grupta da 21. giinde 11. gline gore
istatistiksel olarak 6nemli bir artis tespit edildi (p<0.001).

Tablo 3.8. Uterus Dokusu Total Oksidan Diizeyleri (umol H,O;, Equv./L)

GRUPLAR
Kontrol CAPE
(n=16) (n=16)
X +SD X +SD
11. Giin 6.99 + 1.01° 5.49 + 0.91°
21. Giin 11.73 +1.33° 10.95 + 0.83¢

b ¢d: p<0.001, *: p<0.01' "% p>0.05
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Grafik 3.8. Uterus Dokusu Total Oksidan Diizeyleri
ab ¢4 n<0.001, *: p<0.01' "% p>0.05
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3.9. Histopatolojik Bulgular

Karaciger dokusu: Karaciger dokusundan elde edilen histolojik kesitlerde kontrol
grubu ve CAPE uygulanan gruplarda herhangi bir patolojik bulguya rastlanmamustir.

Kontrol ve CAPE gruplarinda hepatositlerin ve sinozoidal yapinin normal

goriinimde oldugu goézlemlenmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Karaciger dokusu histolojik kesiti. A) Kontrol Grubu (11. giin)
B) CAPE Uygulanan Grup (11. giin)  C) Kontrol Grubu (21. giin) D) CAPE
Uygulanan Grup (21. giin). H-E, 40X. (Vc: Vena centralis).
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Bagirsak dokusu: Bagirsak dokusundan elde edilen histolojik kesitlerde de
karaciger dokusunda oldugu gibi herhangi bir patolojik bulguya rastlanmamaistir.

Villus epitelleri ve bag dokuda normal histolojik goriiniim izlenmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Bagirsak dokusu histolojik kesiti. A) Kontrol Grubu (11. giin)
(H-E, 40X). B) CAPE Uygulanan Grup (11. giin) (H-E, 20X).  C) Kontrol
Grubu (21. giin) (H-E, 20X). D) CAPE Uygulanan Grup (21. giin) (H-E,40X).
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4. TARTISMA VE SONUC

Gebelik doneminde oksidatif strese bagli yavru Oliimlerini 6nlemek ve gebeligi
siirdiirmek, oksidan sistemin baskilanip antioksidan sistemin kuvvetlendirilmesine
baghdir (100). Antioksidanlarin iireme doneminde uygulanmasinin iireme
bozuklugu, biiyiime geriligi ve hepatik metabolizma degisikliklerine karsi etkili
oldugu pekgok arastirmaci tarafindan bildirilmistir. Steroid hormonlar ve tiremeyle
iliskili diger hormonlar hiicresel redoks dongiisiinden etkilenirler. Lipid
peroksidasyon azalmasinin ve antioksidatif enzim aktivitelerindeki artisin hormon
aktivitelerini yiikselttigi bilinmektedir (60). Antioksidan diizeylerinde meydana gelen
azalmanin uterusta implantasyon bozukluguna ve embriyo atimima neden oldugu
bildirilmistir.  (122) Diger taraftan artmis oksidan diizeylerine bagl olarak da
antioksidan seviyelerinin artigina ait veriler bildirilmektedir. Yapilan bir ¢alismada
(9) ostrus evresindeki ratlara H,O, uygulamasina bagli olarak uterus glutatyon
peroksidaz ve MnSOD aktivitelerinin artig gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica
gebeligin cesitli donemlerine ait bazi veriler gebeligin ilk trimesterinde artmis
antioksidan diizeylerinin ikinci ve {igiincii trimesterler i¢in degismedigi ve bazende
azaldigin1 gostermektedir. Al-Gubory ve ark. (7) gebeligin 15. ve 40. giiniine kadar
koyunlarm corpus luteumundaki ZnSOD, GSH-Px ve GST enzim aktivitelerinde
onemli artis meydana geldigi, 40. giinden 128. giine kadar da sabit kaldigim
bildirmektedir.

Gebelik oncesi donemde ve gebelik esnasinda makrofajlar ve nétrofiller dnemli ROS
kaynaklaridirlar (114). Ozellikle preimplantasyon ve gebeligin ilk donemlerinde
endometriyal dokuda 16kosit sayisinda Onemli artis meydana gelmektedir (63).
Normal olarak 16kosit sayisinin artmasi ROS iiretiminin de artigina sebep olmaktadir,
ancak gebelik esnasinda ROS artigina paralel olarak antioksidan savunma enzimleri
de artig gostermektedir. Kaya ve ark., (66) gebelik sirasinda ve dogumdan sonra hem
lipid peroksidasyonunda hemde antioksidan seviyelerinde gebe olmayanlara oranla
artts meydana geldigini ayrica, dogumdan sonra lipid peroksidasyon aktivitesinin,
gebelik donemine oranla daha yiiksek oldugunu belirtmistir. Diger taraftan Behne ve
Wolters’da (14) gebelerde plazma GSH-Px aktivitesinin gebe olmayanlara gore daha
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diisiik oldugunu bildirmektedir. Yine baska arastirmalarda da (24, 46) gebelik
esnasinda antioksidan enzim aktivitesinin azaldigi bildirilmistir. Loverro ve ark. (74)
gebelik esnasinda lipid peroksidasyon {irlinlerinin arttigini, antioksidan enzim
aktivitesinin degismedigini belirtmektedir. Sugino (113) yaptigi ¢alismada lipid
peroksit diizeyinin gebeligin ilk yarisinda fazla degismedigini, gebeligin ikinci
yarisinda artmaya basladigint ve gebeligin sonlarinda pik diizeye ulastigini,
antioksidan diizeyinin ise gebeligin ilk yarisinda yiikseldigini ikinci yarisinda 6nemli
oranda dustiigiini bildirmistir. Flavonoidlerin endometrial hiicre kiiltiiriinde iyi H,O;
tutucusu olarak calismalar1 dolayisiyla oksidanlarin olusturdugu hasar1 azaltici
etkinliklerinin gebelik siirecini giiglendirebilecegi bildirilmektedir (34). Ayrica
deneysel diabetik gebelik olusturulmus ratlarda flavonoidlerin, fetal malformasyonu
Onleyici ve oksidatif stresi azaltici etkisi de bildirilmektedir (90). Estany ve ark. (34)
gebelik doneminde flavonoidlerin antioksidan etkinliklerini aragtirdiklar1 ¢alismada
Ozellikle endometriumda flavonoidlerin H,O; tutucusu olarak calistigini bildirmistir.
Ouali ve ark. (90) bir flavonoid olan hesperidinin’de gebelik doneminde antioksidan
etkinligi sayesinde embriyoyu oksidatif stresten korudugunu tespit etmistir. Diger
taraftan Florek ve ark. (41) gebelik doneminde ratlarda flavonoidlerin antioksidan
diizeyini yiikseltici etkisinin olmadigini belirtmektedir. Arastirmacilar (66, 113)
gebeligin sonlandirilmasinin uterus ve plazmada artmig ROS {iriinlerinin ve
kaynaklarinin Onemli aktiviteye sahip oldugunu bildirmektedir. Sunulan bu
calismada da gebeligin ortasinda ve sonunda diismiis TAS diizeylerinin CAPE
uygulamasinin progesteron sentezini destekleyici etkisiyle 1ilgili olabilecegi
diistiniilmektedir. Diger taraftan gebeligin 21. giiniinde tespit edilen TOS
diizeyindeki artis, oksidanlarin dogumu kolaylastirici etkileri nedeniyle olugmus

prenatal yiikselise baglanabilir.

Tiim omurgalilarda gebeligin baslangicinda corpus luteumdan ve gebelik esnasinda
da plasentadan salgilanan progesteron gebelik siiresince de artan miktarlarda
salinmaya devam eder (49). Reaktif oksijen tiirlerinin ve I6kosit fonksiyonunun
corpus luteumdaki steroid hormon sentezinin baslica diizenleyicileri oldugu
bildirilmektedir (25). Steroid hormon biyosentezinde ROS’nin artisinin hormon

saliimini azalttigl, diislisliniin ise hormon salmimini yiikselttigi bildirilmektedir
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(113). Gebeligin olusmadigi durumlarda progesteron sentezinin inhibisyonu igin
16kosit artigina gereksinim duyuldugu ve bunun i¢in gerekli ROS’nin kaynagiin da T
lenfositler oldugu distiniilmektedir. Suzuki ve ark. (114) yaptiklar1 g¢alismada
ovulasyondan sonra, corpus luteumda artmis T lenfosit miktarinin progesteron
sentezinde gerileme ile birlikte regresyonu sagladigmi bildirmislerdir. Ostrus
siklusunun sonunda olusan gebelik ve plasenta sekillenmesi ile birlikte Gstrojen ve
progesteron gibi steroid hormonlarin seviyesinde meydana gelen artisin antioksidan
diizeylerinde de gebeligin ilk doneminde yiikselmeye neden oldugu bildirilmektedir.
Yapilan bir ¢calismada (98) o6strus siklusu ile ilgili cinsiyet hormonlarinda meydana
gelen degisikliklerin  6zellikle GSH-Px aktivitesindeki artistan etkilendigi
bildirilmistir. Bu ¢alismamizda, plazma progesteron diizeylerinin CAPE uygulanan
grupta kontrol grubuna gore istatistiksel olarak yiiksek diizeyde oldugu tespit
edilmistir. Bu yiikselis, CAPE’nin serbest radikal tutucu antioksidan etkinligi ile,
progesteron olusum asamalarinda luteal hiicreleri ve plasentayr koruyarak
progesteron diizeyini ylikseltip, yavru sayisinda bir degisiklik olusturmamakla

birlikte yavru canliligini siirdiirmeye destek olucu etkinligi nedeniyle olabilir.

Cesitli antioksidan uygulamalariin ovaryum ve uterus dokusunda antioksidan
sistemi kuvvetlendirici etkinlikleri dolayisiyla dogan yavru sayisini ve yavrularin
canli agirhigint artirarak ve embriyonik dliimler ile 6lii dogan yavru sayisini azaltmak
seklinde bir etkinlik gosterdikleri bildirilmektedir (11, 35, 50). Arastirmacilar (84,
92) flavonoid tiirevlerinin gebelik esnasinda yavru gelisimi iizerine maternal sitokin
diizeyini diisiirerek immun aktivasyonu baskilamalar1 dolayisiyla, yavru gelisimi
tizerine olumlu etkiler gosterdiklerini  bildirmektedir. Gebelik esnasinda
flavonoidlerin kullaniminin yavru gelisimi ve dogumdan sonraki biiylimesi iizerine
de olumlu etkilere sahip oldugu tespit edilmistir (62). Zabielski ve ark. (129) gebelik
doneminde annenin diyetine katilan flavonoid ve cesitli antioksidanlari igeren
biyoaktif besin maddelerinin yavrularin anne karnindaki gelisimi ve dogumdan
sonraki canli kalma oranlari ilizerine olumlu etkiler gosterdigini bildirmektedir.
Benzer sekilde, lyare ve Adegoke (57) etki mekanizmasi flavonoidlere benzeyen
Hibiscus sabdariffa’nin gebelik esnasinda tiiketilmesinin gebeligi destekledigini ve

rat yavrularinin puberteye ulagsma zamanini azalttigini bildirmektedir. Diger taraftan
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Maia ve ark. (77) polifenol igeren bitkisel beslenmenin gebelik esnasinda yavru
sayisi, canli agirligt ve canliligi {izerine etkisinin olmadigini ve implantasyonun
gecikmesine sebep oldugunu bildirmistir. Bizim g¢alismamizda da kontrol CAPE
gruplarinda hem 11. giin hem de 21. giinlerde yavru sayilar1 agisindan istatistiksel

olarak dnemli bir fark tespit edilmemistir.

Sitokinler, biiyiime faktorleri ve eikosanoidler gibi pek ¢ok lokal faktoriin ovaryum
fonksiyonlarmin diizenlenmesie katildigina dair ¢alismalar vardir (15, 16). ROS
olusmast ve ovaryumdaki SOD sayesinde ROS’un ve SOD’un ovaryum
fonksiyonlarinda lokal diizenleyiciler olarak calismasi ihtimali {izerinde
durulmaktadir (15). Sugino yaptigi ¢alismada (113) ROS ve antioksidan sistemin
tireme fizyolojisi, ovulasyon ve corpus luteum fonksiyonu iizerine etkileri oldugunu
bildirmektedir. Stiperoksit radikallerinin rat luteal hiicrelerinde progesteron iiretimini
inhibe ettigi gosterilmistir (111). Ovaryumda antioksidan diizeylerinin diismesi ve
lipid peroksidasyon diizeylerinin yiikselmesi progesteron diizeylerinde diismeye ve
hem gebeligin hem de follikiiler siklusun durdurulmasma yardimet olur. SOD ve
lipid peroksidasyon seviyelerinin corpus luteum fonksiyonlariyla direkt iliskili
oldugunu gosteren Sugino ve ark. (112) hCG tarafindan uyarilan luteal Cu-Zn-SOD
ekspresyonunun gebeligin olusmasinda ve luteal hiicrelerin biitiinliigliniin
korunmasinda 6nemli oldugunu bildirmistir. Ovaryumda hem follikiiler gerileme
hem de corpus luteumun gerilemesi iizerine ROS un kaynagi olarak makrofajlar ve
notrofiller gosterilmektedir. Bunun dsinda steroidojenik hiicrelerin de potansiyel
ROS kaynagi olduklar1 ve bu yolla olusan reaktif oksijenin normal hiicresel
metabolizmanin sonucu olarak meydana geldigi distiniilmektedir. Iranloye ve
Owokunle (56) Garcinia kola tohum ekstraktlarindan elde edilen flavonoidlerin de
ovaryum dokusunda antioksidan diizeylerini ylikselterek gebelikte implantasyon ve
gebeligin devamimi saglayan uterus salgilarinin kuvvetlendiricisi olarak etkinlik
gosterdigini bildirmistir. Diger taraftan bagka bir ¢alismada (5) bir flavonoid tiirti
olan artemisinin igeren Artemisia annua ekstaktinin kullaniminin gebelik esnasinda
hem ovaryum hem de uterus salgilarin1 olumsuz etkileyebilecegi ve yavru hayatini
tehdit edebilecegi bildirilmektedir. Bizim c¢alismamizda da, gebeligin sonunda
ovaryum dokusu Total Oksidan-Antioksidan Diizeylerinde CAPE grubunda kontrol
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grubuna gore tespit edilen istatistiksel onemliligin, dogumun baslamasiyla birlikte

meydana gelen hormonal degisimler sonucu olabilecegi diisiiniilmektedir.

Uterus dokusu ve kornu uterideki endometrial sivinin embriyonun beslenmesini
saglayici ve boylece canliligin siirdiiriicii etkinligi bilinmektedir (49). Intrauterin s1v1
yetmezliginin fetal biiylime ve metabolizmada azalmaya sebep olabilecegi ve ileriki
yaglarda bazi hastaliklar i¢in risk olusturabilecegi soylenmektedir (115). Oksidatif
stres oosit ve embriyoda hasara neden olabilmekte ve antioksidanlar bu zararli
etkilere karsi Onemli rol oynamaktadir (3). Disardan verilen antioksidanlarin
yavrunun beslenme ortami ve canlilif1 {izerine artirict bir etkinlige sahip oldugu
pekcok arastirict tarafindan bildirilmistir (82, 110). Hughes ve ark. (54) gebelik
esnasinda annenin diyetine katilan polifenol icerikli besinlerin ve bitkisel
Ostrojenlerin  (flavonoid) gebelik siiresini, intrauterin beslenme ortamin
destekledigini ve dogumda yavru agirligini artirdigini bildirmektedir. Benzer sekilde
arastirmacilar (30, 45, 82, 112) glutaredoksin, melatonin gibi antioksidanlarin ve bazi
steroid hormonlarin uterus sivisini artirici ve lipid peroksidasyonuna karsi koruyucu
etkilerini bildirmektedir. Al-Gubory ve ark. (8) endometriumdaki antioksidan
enzimlerin aktivitelerinin diizenlenmesinde ovaryan steroid hormonlarin roliiniin
belirlenmesini amagladiklar1 ¢alismada progesteron uygulamasina bagli olarak Mn-
SOD, CAT, GSH-Px aktivitelerinde degisiklik olmadigi, Ostrojen uygulamasinin
endometrial dokuda Cu-SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerini disiirdiiginii tespit
etmislerdir. Sekiba ve Yoshioka (104) plasental dokuda gebeligin erken safhalarinda
lipid peroksidasyonunun artis gosterdigini gebeligin ilerleyen safhalarinda ise
diistiigiinti, SOD aktivitesinin ise tam tersi bir durum gosterdigini bunun sebebinin de
gebeligin erken donemlerinde plasentadaki oksijen gereksiniminin gebeligin
ilerleyen donemlerine oranla daha diisiik olmasindan kaynaklandigini belirtmislerdir.
Arastirmacilar (99) amnion sivisinda artmis sitokin diizeyinin yavrunun dogumunu
saglayici nitelikte oldugunu bildirmektedir. Disaridan verilen antioksidan nitelikli
substratlarin  steroid hormonlarin diizeyini yiikselterek endometrial beslenme
ortamin1 kuvvetlendirici ve dolayisiyla embriyo i¢in uygun bir yasam alam
olusturucu etkinlige sahip oldugu bildirilmektedir (8). Bizim ¢alismamizda, CAPE

uygulamasinin uterus dokusunda Total Antioksidan Diizeylerini arttirict bir etkinlik
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gostermedigi, ancak Total Oksidan Diizeylerini kontrol grubuna gore azalttig1 tespit
edildi. Bu durumun, CAPE uygulamasinin etki alani olarak plasentayr kullanarak
progesteron salmimini  arttirict  nitelik  gostermesinden  kaynaklanabilecegi

distiniilmektedir.

CAPE ile ilgili olarak bir¢ok doku ve organda arastirma yapilmig, CAPE’nin
herhangi olumsuz bir etkisi bildirilmemistir. Lee ve ark. (74) CCl, uygulamasinin
hepatositlerde ve hepatik kordonlarda olusturdugu dejenerasyonlarla birlikte fokal
nekroz alanlarmin CAPE uygulamasi ile siddetinin azaldigini tespit etmislerdir.
Bagka bir arastirmada (97), sigara dumanina maruz birakilan siganlara ait prefrontal
korteks orneklerinde belirlenen, molekiiler tabakada vakuolizasyon, noroglial hiicre
infiltrasyonu ve piknotik hiicrelerin CAPE uygulamasi ile biiylik oranda azaldigi
belirtilmistir. Parlakpinar ve ark.’da (94) gentamisin (GEN) uygulamasiyla olusan
tibiiler nekrozlarin CAPE uygulamasiyla siddetinin azaldigmni belirtmislerdir.
Mevcut ¢alismada da gebelik oncesi ve gebelik siiresince 10 mg/kg/giin dozunda oral
olarak CAPE uygulanan hayvanlarin karaciger ve bagirsak dokularinin histopatolojik

incelemelerinde herhangibir olumsuz bulguya rastlanmamustir.

Sonug olarak, gebelik doneminde CAPE uygulamasinin oksidan-antioksidan dengeye
destek oldugu, serbest radikal tutucu etkileri nedeniyle luteal hiicreleri ve plasentay1
koruyarak progesteron diizeyini ve yavru canliligint stirdiirdiigi, uterus dokusunda
antioksidan sistem iizerine etki gostermedigi, ancak ovaryum dokusunda hormonal
degisimlere bagli olarak oksidan-antioksidan dengeyi degistirdigi ve bu etkinligi ile

dogumu kolaylastirdig1 diistiniilmektedir.
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5. OZET

RATLARDA KAFEIK ASIT FENETIL ESTER (CAPE)
UYGULAMASININ UREME SISTEMIi VE ANTIOKSIDAN SiSTEM
UZERINE ETKISI

Bu ¢alismada, Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE) uygulamasinin ratlarda yavru sayisi,
ovaryum, uterus dokular1 ile plazma total oksidan/antioksidan diizeyleri ve plazma

progesteron diizeyleri iizerine etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.

Bu amagla, 32 adet Sprague—Dawley cinsi rat kullanildi. Hayvanlar 2 deney ve 2
kontrol olmak iizere, her grupta 8 rat bulunan 4 gruba ayrildi. Gruplar CAPE 1,
KONTROL 1, CAPE 2 ve KONTROL 2 seklinde olusturuldu. CAPE 1 ve CAPE 2
gruplarma gebelikten 10 giin 6nce baslanarak 10 mg/kg/giin CAPE i¢me suyu iginde
verildi. KONTROL 1 ve KONTROL 2 gruplarina ise herhangi bir uygulama
yapilmadi. Deneme gruplarmin 10 giinlik CAPE uygulamasinin sonunda tiim
gruplarin strusu senkronize edildi. Senkronizasyon saglamak amaciyla 20 mg/kg
kas i¢i GnRH agonisti olan buserelin uygulamasi yapildiktan 24 saat sonra
intraperitonal 5 IU FSH ve takiben, 48 saat sonra ise subkutan olarak 5 IU hCG
enjeksiyonu yapildi. CAPE 1 ve KONTROL 1 gruplari gebeligin 11. giiniinde,
CAPE 2 ve KONTROL 2 gruplar ise gebeligin 21. giinlinde dekapite edilerek yavru
sayilari tespit edildi. Intrakardiyal yolla EDTA’l1 tiiplere kan drnekleri alind1 ve doku
ornekleri ise naylon posetlerde -20 °C’de saklandi. Histolojik inceleme igin alman

karaciger ve bagirsak doku ornekleri ise %10’luk formaldehit solusyonunda tespit
edildi.

Plazma Total Antioksidan Diizeyleri gruplara gore kiyaslama yapildiginda, kontrol
grubunun TAS diizeylerinin CAPE uygulanan gruba gore 11. ve 21. giinlerde
istatistiksel olarak yiiksek oldugu belirlenmistir (p<0.001). Plazma Total Oksidan
diizeyleri gruplara gore kiyaslandiginda, CAPE uygulanan grubun TOS diizeylerinin
kontrol grubuna gore 11. glinde istatistiksel olarak onemli diizeyde artmis oldugu

belirlenmistir (p<0.05). Plazma progesteron diizeyleri gruplara gére kiyaslandiginda,
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CAPE uygulanan grubun kontrol grubuna gore progesteron diizeylerinin 21. giinde
istatistiksel olarak yiiksek oldugu belirlenmistir (p<0.05). Deney siiresi boyunca
CAPE uygulanan gruplar ve kontrol gruplarindaki hayvanlarin batindaki yavru
sayilar1 arasinda istatistiksel olarak bir farklihlk gozlemlenmemistir. Ovaryum
Dokusu Total Antioksidan diizeyleri gruplara gore degerlendirildiginde CAPE
grubunun TAS diizeyinin 11. giinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak dnemsiz
oldugu belirlenmistir. 21. giinde CAPE grubunun TAS diizeyinin kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak 6nemli diizeyde yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0.05).
Ovaryum dokusu Total Oksidan diizeylerinde gruplara goére kiyaslandiginda, 11.
giinde kontrol ve CAPE gruplar arasinda istatistiksel olarak onemli bir farklilik
tespit edilmedi. TOS diizeylerinin 21. giinde CAPE grubunda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak oldukga yiiksek oldugu belirlenmistir (p<0.05). Uterus dokusunda
TAS seviyesisinde meydana gelen degisiklikler gruplara gore karsilagtirildiginda 11.
giinde CAPE grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak dnemli disiis tespit
edilmistir (p<0.001). Kontrol grubu ile CAPE grubu arasindaki TAS diizeylerinde
belirlenen farklilik 21. giinde istatistiksel olarak onemli bulunmamuigtir. Uterus
dokusu Total Oksidan diizeylerinin gruplara gore kiyaslanmasi yapildiginda 11.
giinde kontrol grubunun TOS diizeylerinin CAPE grubuna gore istatistiksel olarak
daha yiiksek oldugu (p<0.01), 21. giinde ise gruplar arasinda istatistiksel olarak
onemli bir fark olmadig: tespit edilmistir. Karaciger ve bagirsak dokularinda yapilan

histopatolojik incelemede bir degisiklik tespit edilmemistir.

Sonug olarak, CAPE uygulamasi gebelik doneminde serbest radikal olusumu {izerine
plazma ve dokuda Onemli bir degisiklige sebep olmazken, yavru canliliginin
siirdiirilmesi ve gebeligin sonlandirilmasinda etki gosterebilecegi kanaatine

varilmistir.
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6. ABSTRACT

EFFECT OF CAFFEIC ACID PHENETHYL ESTER (CAPE) APPLICATION
ON REPRODUCTIVE SYSTEM AND ANTIOXIDANT SYSTEM IN RATS

In this study, the effect of Caffeic Acid Phenethyl Ester (CAPE ) application on the
number of offsprings, the level of plasma total oxidant and antioxidants in ovarium

and uterus tissues and the level of plasma progesterone have been studied in rats.

For this purpose, 32 Sprague-Dawley rats were used. Animals were divided into 4
groups in which 2 experiment and 2 control. In each group had 8 rats. Groups were
designed as CAPE 1, CONTROL 1, CAPE 2 and CONTROL 2. CAPE 1 and CAPE
2 groups were given 10 mg/kg/day CAPE in their drinking water, starting before 10
day of pregnancy. CONTROL 1 and CONTROL 2 were not made any applications.
At the end of 10 day of CAPE applications in the experimental groups, ostrus of all
groups were synchronised. In order to provide superovulotion, after 24 hours
performing intramuscular buserelin, which has 20 mg/kg GnRH agonist,
intraperitoneally 5 IU FSH and after 48 hours subkutan 5 IU hCG were injected. The
number of offsprings were determined after decapitating CAPE 1 and CONTROL 1
groups at the 11™ day of pregnancy and CAPE 2 and CONTROL 2 groups at the 21°
day of pregnancy. Blood samples were taken into EDTA tubes through intracardial
method and tissue samples were taken in plastic pouches that stored in -20°C.
Kidney and instestine tissue samples collected for histological analyses were fixed in

10% phosphate buffered formaldehyde solution.

It was found that TAS levels of the control group were statistically higher than the
the CAPE applied group on the 11" and 21% days of pregnancy (p<0.001). When
oxidation rates were compared according to groups, it was found that TOS level of
the CAPE applied group were statistically higher than the control group on the 11"
day (p<0.005). If groups were compared, progestorene levels of the CAPE applied
group were statistically higher than the control group on the 21% day of pregnancy

48



(p<0.005). During the experiment, no statistical differences were found among the
offsprings in uterus of the CAPE applied and the control groups.

When the level of TAS in ovarium tissue were evaluated according to the groups, it
was found that TAS level of the CAPE group was not statistically important on the
11" day. On the other hand, TAS level of the CAPE group was statistically higher
than the control group on the 21% day of pregnancy (p<0.05). If the level of TOS in
ovarium tissue were compared according to the groups, no statistically importance
were determined on the 11" day of pregnancy. In contrast, the level of TOS in
ovarium tissue in the CAPE group higher than the control group on the 21% day of
pregnancy (p<0.05).When the changes of the TAS level in uterus tissue was
compared with in groups, a statistically important decrease in the CAPE group was
found on the 11" day (p<0.001). No statistically important differences were found in
the TAS levels of the CAPE applied and the control groups on the 21% day of
pregnancy. When comparison of the TOS levels of uterus tissue was made according
to the groups, it was found that TOS levels of the control group was statistically
higher than the CAPE group on the 11" day of pregnancy (p<0.01). There were not
statistical differences in terms of the TOS levels among the groups on the 21% day of
pregnancy. No changes were found in the histopathological analyses of the liver and

instetine tissues.

In conclusion, while CAPE application on the formation of free radicals during
pregnancy isn’t causes significant changes in plasma and tissue, it was considered
that CAPE may effect maintaining viability of the offspring and the termination of

pregnancy.
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