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OZET

Calismamizda; dermatolojik olarak o6zellikle akne tedavisinde yaygin olarak kullanilan
izotretinoin dolayisi ile olusan olas1 ovaryum hasar1 lizerinde, oldukga etkili bir antioksidan
oldugu bilinen ve dogal olarak organizmada da bulunan taurinin ekzojen olarak takviyesinin,
bu hasar {izerinde nasil bir koruyucu etki gostereceginin incelenmesi amaclandi. Bu amagla;
6-8 haftalik Sprague-Dawley cinsi 30 adet disi rat, 5 gruba ayrildi (n=6). Sham (SF) Kontrol
Grubuna steril serum fizyolojik (SF) (taurin ¢dziiciisii), Sham (Susam Yagi) Kontrol
Grubuna susam yagi (izotretinoin ¢dziiclisii), Taurine Grubuna 300 mg/kg taurin,
Izotretinoin Grubuna 5 mg/kg izotretinoin, izotretinoin ve Taurin Grubuna ise ajanlar
kombine sekilde ayn1 dozlarda uygulandi. 28 giinliik deney siiresince tiim ajanlar oral gavaj
yolu ile deneklere verildi. Deney bitiminde serum o6rneklerinde Anti-Miillarian Hormon
(AMH) diizeyleri ile ovaryum dokusunda Hematoksilen-Eozin histokimya ve FOXO3a
immiinohistokimya boyamalar1 yapildi. Serum AMH diizeyleri, follikiil sayimlar1 ve
immiinohistokimya boyamalar1 ile elde edilen H-Skor verileri istatistiksel olarak analiz
edildi. Calisma sonucunda izotretinoin uygulamasinin ovaryum dokusunda c¢esitli
dejeneratif degisimlere ve primordial follikiiller basta olmak f{izere follikiilogeneziste
bozulmaya neden oldugu tespit edildi. Izotretinoinin 6zellikle primordial follikiiller
iizerindeki bu etkisi yapilan serum AMH o0lgiimlerinden elde edilen veriler ve FOXO3a
immiinohistokimya boyamalar1 ile de desteklendi. Taurinin, izotretinoin toksisitesi
kosullarinda ovaryal doku saghigmi korumada ve bozulmus follikiillogenezin
diizenlenmesinde etkin rol oynadigi ve izotretinoin tedavisi sirasinda taruinin destek bir ajan
olarak kullaniminin, izotretinoinin tedavi siiresince yol acacag olas1 ovaryal hasar iizerinde
etkin bir terpotik olacagi kanisina varildi.
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ABSTRACT

The purpose of our study was to investigate the potential protective effect of exogenous
taurine supplementation, which is a highly effective antioxidant that is naturally present in
the organism, on possible ovarian damage caused by isotretinoin, that is widely used in
dermatological treatments, particularly acne treatment. For this purpose; Sham (Saline)
Control received physiological serum (taurine solvent), Sham (Sesame Oil) Control received
sesame oil (isotretinoin solvent), Taurine Group received 300 mg/kg taurine, Isotretinoin
Group received 5 mg/kg isotretinoin, Isotretinoin and Taurine Group received the agents in
combination at the same doses for 28 days. All solutions were administered through oral
gavage. At the end of the experiment; serum Anti-Miillerian Hormone (AMH) levels were
studied, Hematoxylin-Eosin histochemistry and FOXO3a immunohistochemistry stainings
were performed in ovarian tissue. Serum AMH levels, follicle counts and H-Score data
obtained from immunohistochemistry staining were analyzed statistically. Taken together, it
was revealed that isotretinoin administration resulted in various degenerative changes
through the ovarian tissue as well as deteriorating in folliculogenesis, especially for the
primordial follicles. The effect of isotretinoin, particularly on primordial follicles, was
corroborated by serum AMH measurements and FOXO3a immunohistochemistry stainings.
In conclusion, it was established that taruine actively protects ovarian tissue health and
regulates defective folliculogenesis after isotretinoin toxicity. Using taruine as a supplement
during isotretinoin treatment would be an effective therapeutic against the potential ovarian
damage induced by isotretinoin during treatment.
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TESEKKUR

“Gazili olmak ayricaliktir.” sloganiyla tercih ettigim bu fakiiltede baslangic anindan hig
gorecegimizi diisiinmedigimiz ve bitis anina kadar benden asla destegini esirgemeyen giiclii
bir rol model olan saygideger boliim baskan1 hocam Prof. Dr. Giilnur Take KAPLANOGLU

sayg1 ve sevgilerimi ileterek tesekkiirii bir borg bilirim.

Bana hocadan ¢ok yol gosterici,0niimde 151k, her an motive kaynagim olan derin bilgi
birikimi, yilmayan enerjisi ile beni ayakta tutan ve sen yaparsin diyerek bana benden gok
giivenen olmasaydi ne yapardim dedigim sayin hocam Dog. Dr. Cemile Merve SEYMEN

sevgi ve saygilarimi ileterek tesekkiir ederim.

Bu tez siirecinde ben bunu nasil yapacagim yardim edin dedigimde benden yardimlarini
esirgemeyen calismami kendi calismasi gibi benimseyen tez arkadasim Dr. Asli Emniyet

SERT e tesekkiirlerimi ve sevgilerimi iletiyorum.

Beni senin kadar gii¢lii yetistirdigin bana merhametini verdigin hep arkamda degil yanimda
da oldugun i¢in senin sayesinde iyi bir insan olmay1 6grendigim canim ANNEM Nese
UNNU; sen olmasan ben bunun altindan da kalmazdim iyiki varsin iyiki yanimdasin seni

cok seviyorum.

Benden sonra yliksek lisansa baglayip benden 6nce bitiren koca yiirekli kardesim Vesile
Sima UNNU; sen olmasan ben bu yiiksek lisans1 kesin gene bitiremez atilirdim sonugta
benimde bir yliksek lisans mezunu olmam gerek geride kalamam hep yanimda oldugun i¢in

tesekkiir ederim.

Canim egim, ailem, dostum, en biiyiik sirdasim senin sayende tekrar yiiksek lisansa baglama
cesareti bulabildim beni bu yolda yiireklendirdigin ,cesaret verdigin,yilma dedigin ve zorla
bilgisayar basina oturttugun i¢in hadi sen halledersin dedigin ve hep yanimda oldugun i¢in

iyiki sen oyun arkadagim,yol arkadagim Sedat KARACA’ya tesekkiir ederim.

Ve bedenen olmasada ruhen yanimizda olanlar her neredeysen beni gururla izledigine
eminim.Su an yanimda olamasanda ruhen hep benimlesin kalbimin en giizel yerinde bizi
giiclii yaptigin, giiclii yetistirdigin, herseyin altindan kalkmay1 6grettigin ve hep 1yi bir baba
oldugun icin tesekkiir ederim. Canim babam Fuat UNNU’ye tesekkiir ederim kizin sonunda

bitirdi. Sevgi ve rahmetle antyorum.

Ve en son olarak kadinlara okuma hakkini veren, bilim insan1 olma konusunda oniinii agan
sevgi, minnet ve 6zlemle andizimiz MUSTAFA KEMAL ATATURK ’e tesekkiir ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

°C Santigrat derece

n Mikron

ng Mikrogram

pm Mikrometre

TIY | Mikromolar

Kisaltmalar Aciklamalar

AC Adenilat siklaz

ActR-1 Asit toleransi tepki diizenleyicidi
ALT Alanin aminotransferaz

AMH Anti-miillerian hormon

APF Anafaz sitimiile eden faktor
AST Aspartat aminotransferaz
ATRA All-trans retinoik asit

AV Akne vulgaris

bFGF Bazik fibroblast biiyiime faktori
CAMP Siklik adenozin monofosfat
CASP Kaspaz proteini

cm Santimetre

dk Dakika

EGF Epitelyal growth faktori

FDA Food and drug administration
FSH Follikil sitimiile edici hormon
GDF Biiyiime farklilasma faktorii

GJ Gap junction

GnRH Gonadotropin serbestlestirici hormon
gr Gram

IL interlokin



Kisaltmalar
iso
IVF
im

kg

LH
LT-B4
MAPK
mg

ml
mm
MPF
NAIP
ng
OoMI
PAI
PAS
PBS
PCNA
PDE
RAI-1
RARa
sn
SRY
StAR
TBF
TG
TGF
TNF-a
TRAIL
VLDL
ZP

XV

Aciklamalar

Izotretinoin

In vitro fertilizasyon

Intra muskuler

Kilogram

Luteinize edici hormon

Lokotrien-b4

Mitojen aktive eden protein kinaz
Miligram

Mililitre

Milimetre

Olgunlagmay: diizenleyici faktor
Noral apopitozis inhibitor protein
Nanogram

Oosit olgunlasmasini baskilayan madde
Plazminojen aktivator inhibitori
Periyodik asit-schiff

fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi

Hiicre niikleer antijeni

Fosfodiesteraz

Retinoik asit indiiklenebilir gen 1
Retinoik asit reseptor alfa

Saniye

Y kromozomu tizerindeki cinsiyet belirleyici bolge
Steroidojenik akut diizenleyici protein
Testis belirleyici faktor

Trigliserit

Transforme edici growth faktori
Timor alfa nekroz faktorii

TNF-a iligkili apopitozis indiikleyici ligand
Cok diisiik yogunluklu lipoprotein
Zona Pellusida



1. GIRiS

[zotretinoin (13-cis retinoik asit), A vitamininden tiiretilmis oral yoldan kullanilan bir
retinoid tiirevi olmakla birlikte iktiyozis, hidradenitis suppurativa, rozasea ve akne gibi pek
cok dermatolojik hastaligin tedavisinde oral antibiyotikler ve hormonal ilaglar ile birlikte
yaygin olarak kullanilmaktadir. Toplumda yaygin olarak kullanilan bu ajanin ayrintili
mekanizmasi ise heniiz tam olarak aydinlatilabilmis degildir. izotretinoin kullanimu ile ilgili
en 6nemli problem, dermatolojik hastaliklar1 tedavi edici etkilerinin yani sira; teratojenite ile
iliskili pek ¢ok yaygin yan etkiye de sahip olmasidir. Izotretinoinin bu yoldan etkiledigi
sistemler arasinda ise lireme, okiiler, ndrolojik, iskelet-kas, bobrek ve hepatik toksisite de
bulunmaktadir. Bozulmus spermatogenezis, diisiilk ovaryal rezerv ve embriyogenezis
sirasindaki  kullanimlarinin  konjenital malformasyonlara sebep olmasi ilireme saglig
iizerinde gosterdigi olumsuz etkiler olarak literatiirdeki yerini almaktadir (Saied 2014;
Draghici 2021). Izotretinoinin {ireme saglig1 iizerindeki etkileri tam olarak aydmliga
kavusturulmamakla birlikte; proliferasyon, apoptozis, normal hiicrelerin biiyliime ve
gelisimleri sirasindaki farklanmalar1 ve tiimor-baskilayic1 6zellikleri yoluyla aktivite
gosterdikleri bilinmektedir. Bu ajanin kadin iireme saglig1 tizerindeki yikici etkileri ise
olduk¢a smirli sayida calisma ile ortaya konulmustur ve bu alanin aydinlhiga
kavusturulmasia ihtiya¢ duyulmaktadir. Izotretioninin ovaryumlar iizerinde histopatolojik,
immiinohistokimyasal ve hormonal arastirmalar sonucunda yikici etkiye sahip oldugu birkag

calisma ile bildirilmektedir (Abali ,2013).

Bu nedenle, 6zellikle izotretinoin kullanimi sirasinda tireme sistemi basta olmak tizere ajanin
etkin oldugu cesitli dokular1 korumaya yonelik kullanilacak terapdtik ajanlar oldukg¢a 6nem

arz etmektedir.

Taurin yapisal 6zellikleri incelendiginde 6zellikle agirligi 125 dalton olan suda ¢ozlinebilme
kapasitesine sahip 1827°de Alman bilim insanlar1 Friedrich Tiedemann ve Leopold Gmelin
tarafindan okiiz safrasindan elde edilen diger bir isimle Gallen-Asparagin olarak adlandirilan

hiicre i¢i bir  aminoasitidir.

Dokusal oranda incelendiginde kalp, karaciger, beyin, iskelet kas1 ve retina basta olmak
tizere memeli dokularinda miktar olarak fazlaca bulunan akademiye ilk olarak 1838 yilinda

Demarcay tarafindan gecirilerek giiniimiizde kullanilan adini almistir latince Bos taurus yani



Okiiz anlamina gelen ‘taurus’ denilerek su an kullanilan adi (taurin) almistir.(Chesney 1985;
Awapara 1956; Jacobsen 1968; Hayes ,1981). Taurin, total viicut agirliginin oransal olarak

% 0,1'ini olusturmaktadir.

Taurin sentezinde tiire bagli olarak farklilik bulunmakta; siganlarda yiiksek oranda

bulunurken, insanlarda ise daha diisiik miktarda seyretmektedir.

Taurinin temel kaynagi oransal olarak vucutta az bulundugundan dolay1 diyetle alim olarak
bilinmektedir. Viicut taurini karaciger ve ona es dokulardan de-novo sentez yoluyla ya da
disaridan hazir alarak almaktadir (Bouckenooghe 2006). Taurinin lireme sistemi tizerindeki
etkileri olduk¢a kompleks ve aragtirmaya aciktir. Sperm hiicrelerinin yiiksek miktarda taurin
icerdigi bilinmekte; seminal, uterin ve tuba uterinaya ait genital sivilarda ise taurinin en
baskin aminoasit oldugu bildirilmektedir (Lobo, 2001). Taurin, kadin iireme sagliginin
normal fonksiyon gosterebilmesi i¢in gerekli olduk¢a 6nemli bir aminoasit olarak karsimiza
cikmakta; ovaryum, tuba uterina ve uterusta yliksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir
(Ahmadi 2021). Yapilan caligmalar diyetle alinan taurinin eksik olmasinin kadin tireme
sagliginda disfonksiyon, anormal Ostrus dongiisli, fetus abzorbsiyonu ve diisiik ile
sonuclandigint bildirilmektedir. Yapilan preklinik calismalar ise taurinin rat tiremesini
hipotalamus-hipofiz-gonad aksina ait hormonlar {izerinden kontrol ettigini gostermektedir
(L1 2022). Ovaryum ile ilgili incelemeler sonucunda taurin tasiyicisina ait mRNA’larin
ovaryum dokusunda bulundugu, yine taurinin rat ve insan uterusunda oldukca yiiksek
seviyelerde yer aldigi ancak bu oranin gebelikle birlikte azaldig: tespit edilmistir. Ancak
taurinin ovaryum ve kadin fertilitesi lizerine etkileri ile ilgili olas1 mekanizmalar heniiz tam

ve net olarak aydinlatilamamistir (Lobo , 2001).

Forkhead Transkripsiyon Faktorleri, (FOXO); FOXO1, FOXO4 ve FOXO6’y1 gruplarini
barindiran gorevsel olarak bakildiginda hiicresel sinyal yolaginin azalan gosterimine sebep
olan bir gen grubudur. FOXO geninin ¢alisma mekanizmasi1 ozellikle Akt fosforile
mekanizmasi yardimi ile diizenlenirken, ayn1 zamanda Akt mekanizmast FOXO protein
gruplarinin  ¢ekirdekten sitoplazmaya gecis mekanizmasin1 ortadan kaldirmast ile
karakterizedir. FOXO geninin downstream gosterge yolagi apoptozis genlerinin aktif hale
gelmesini de engeller. Bu nedenle FOXO proteinleri apoptozis ilerleyis siirecinde 6nemli bir

etkiye sahiptir. (Abali 2013; Huang 2016). FOXO1 ve FOXO4 proteinlerinin diizenlenmesi



ozellikle fosforilasyon ve FSH (Follikiil Stimiile Edici Hormon) etken mekanizmasi ile

kontrol edilir ve kemirgen ovaryumunda ekspre edilir.(Burgering and Kops, 2002).

Total gorevlerinin yani sira diger gorevleride incelendiginde FOXO proteinleri gametogenez
fonksiyonlar iizerinde de etkili oldugu bilinmektedir. FOXO3 proteini 6zellikle primordial
follikiilin aktive olabilmesi i¢in énem arz etmekte ve primordial follikiiller ile primer
oositlerde  yiiksek  derecede etki  goOstererek  immiinohistokimyasal  olarak

isaretlenebilmektedir (Richards, Sharma, Falender and Lo 2002).

Disilerde ovaryumdaki follikiil sayist diger donemler ile kiyaslandiginda menopoza
gelindiginde atreziyle beraber énemli Ol¢iide azalig gosterir. Ancak FOXO proteinlerinin
ovaryumda bulunan follikiil rezervini koruma iizerinde 6nemli Ol¢iide etkiye sahiptir.
(Tarnawa, Baker, Aloisio, Carr and Castrillon 2013). FOXO proteininin birey yasama
basladiginda sitoplazmik konumlu oldugu ve ancak postnatal 3. giinden itibaren sitoplazmik
konumdan niikleusal konuma yerlesim gosterdigi bilinmekte ve ilerleyen donemlerde ise bir
yasam boyu oosit niikkleusunda sabit bir konuma sahiptir.Ne zaman ki primordial follikiiliin
aktiflesmesi gerceklesir o zaman bu protein gruplarinin sitoplazmaya tekrar doniisii
gerceklesir.Siire¢ devam ederken bu protein mekanizmasinin primordial follikiilden olgun
oosite farklilasma agamasimin molekiiler bir kanit haline geldigi belirtmektedir (Pelosi
:2013). Ozellikle aktif FOXO3'iin asir1 ifadelenmesinin sigan iireme dongiisii {izerinde
olumlu etkiye sebep oldugu bildirilmektedir (Tarnawa, Baker, Aloisio, Carr and Castrillon
2013).

Calismamizda; dermatolojik tedavilerde 6zellikle akne tedavisinde yaygin olarak kullanilan
izotretinoin dolayisi ile olusabillecek olan belirsiz ovaryum hasar1 iizerinde, oldukga etkili
bir antioksidan oldugu bilinen ve dogal olarak organizmada da bulunan taurinin ekzojen
olarak takviyesinin, bu hasar iizerinde nasil bir koruyucu etki gostereceginin incelenmesi
amaglandi. Bu amag¢ dogrultusunda deney bitiminde; deneklerin serum Anti-Miillerian
Hormon (AMH) seviyeleri ELISA yontemi ile incelendi, ovaryum dokularinda
Hematoksilen-Eozin histokimyasal boyamasi ile olasi dejeneratif degisimlerin tespit
edilmesi amagland1 ve follikiil sayim1 uygulandi, FOXO3a immiinohistokimya boyamasi ile

de ovaryal rezerv degerlendirildi.






2. GENEL BIiLGILER

Yapisal olarak disi iireme sisteminin internal ve eksternal genital organlardan olustugu
bilinmektedir. Organ yapilar1 olarak incelendiginde disi tireme organlar1 pelvis bolgesinde
iken dis genital organlar ise perineumun vulva denilen anteriyor kisminda
bulunmaktadir.internal(i¢) organ isimleri ise; ovaryum, uterus, tuba uterina ile vajina
olmakla beraber bu yapilar daha ¢ok pelvik kavitenin i¢ kisminda ve perineumda
konumlanmistir (Girgin ve ark. 2008). Dis genital organlar ise; mons pubis,
labiyum,majuslar ve minuslar klitoris,vestibiil,vajina agikligi,himen ve dis liretra agz1 olarak
isimlendirilir.Digi {ireme sisteminin genel gorevlerine bakildiginda gamet olusumu (oosit),
ikincil esey Ozellikler iizerinde etki gdsteren {lireme organlarinin kontrolii , ilireme
hormonlarinin iiretimi ve anne karnindan doguma kadar zigotu tasima gdorevleri

bulunmaktadir (Ross § Pawlina , 2014).

Disi iireme sistemi organlart menstruasyon dongiilerinin basladigi puberteden, menopoz
baglangicina kadar diizenli siklik degismelere ugrarken bu degisimlerin sebebinin ise
hormon diizeyleri ve noral aktivitelerinin her menstrual siklus ve gebelik doneminde farklilik
gostermesidir. Ozellikle bu mekanizmalarin etkilerine bakildiginda diger bir etkisi ise disi
iireme sisteminde baslangi¢ gelisim basamaklarimin diizenlenmesidir. Menstrual siklusda
menars baglangi¢ kismi olarak adlandirilmakla beraber, disilerde 9-14 yas araliginda
gergceklesmeye baglar. Saglikli bir bireyde menstrual evre ortalama 28-30 giin arasi

stirmektedir (Junqueiraand Carneiro 2009; Ross § Pawlina, 2014)

Ilerleyen yaslarda menstrual siklusta goriilen diizensizlesme tamamen gerileyerek, sonlanma
dongiisiine girer. Ureme durumunda godzlene bu degisiklikler menopoz olarak
adlandirilmakla beraber 6zellikle bu dongilide ovaryumlarin iireme yetisi olan oosit {liretimi
ve endokrin fonksiyon faaliyeti olan tiireme hormonlarmin iretimini durdurdugu
gozlenmektedir.Faaliyet gosteren diger organlarda ise yapisal olarak salgi aktivitelerinde

azalmalar meydana gelmektedir. (Junqueiraand Carneiro 2009; Ross § Pawlina, 2014).



2.1. Ovaryum Yapisi ve Gelisim Siireci

Embriyonun sahip oldugu cinsiyet yapisi belirlenirken déllenme (fertilizasyon) sirasinda X
kromozomuna sahip olan monoploit bir oosit ile tireme hiicresi olan spermin birlesmesi ile

aciklanmaktadir.

Eger sperm X kromozomuna sahip ise embriyo cinsiyetinin disi oldugu, ancak cinsiyeti
belirleyen kisminda SRY geni ve testis belirleyen faktér Y kromozomuna sahip ise bu
bireyin fenotip olarak erkek fenotipe sahip olacagi bilinmekte ve SRY genini eseysel
farklilasmanin yonetilmesi tizerinde ve bu genlerin aktif olabilmesi tstiinde kilit bir role
sahip oldugu bilinmektedir.. (Dudek , 2016) (Moore § Persaud , 2002) (Sadler , 2011).

Farklilasmamis gonadal evre ise testis ve ovaryum, gelisimi bagladiginda gelisimin 7.
haftasinda belirgin bir eseysel 6zellik tasimamasina denmektedir.(Junqueiraand Carneiro,
2009; Ross and Pawlina, 2014) Gelisimin 7. haftasina kadar, gonadlarin morfolojik olarak
erkek veya disi bir 6zelligi bulunmamaktadir. Gonadlara yapisal olarak bakildiginda epitel
hiicrelerinin proliferasyonu ve alt tabakadaki mezensimin yogunlagmasi sonucu ile baslangig
aninda uzunlamasina iki sirth bir yapidan olusmaktadir.Ozellikle gonadal ve genital sirtlar
seklinde goriintii seyirederler. Primordial germ hiicreleri ise kdken olarak epiblastlardan
gelisir ve primitif ¢izgi boyunca hareket ederler ve ozellikle gelisim basamaginin 3.
Haftasinin sonunda yolk denilen kesenin konumsal olarak allantoise yakin yerlesim gosteren
duvardaki endoderm hiicrelerinin arasinda ortaya ¢ikarlar (Sadler;2012). Vitellusun dorsal
kismi, embriyonun iizerine katlanmasi sirasinda embriyo i¢ine dogru girerken primordiyal
follikiiller ameboid bir diizen i¢inde arka bagirsagin dorsal mezenteri boyunca ilerleyerek
gonadal sirta dogru hareket eder. (Moore ve digerleri;2016) 6. haftanin sonunda ise genital
sirtlara hareket ederken primordial germ hiicrelerinin sirtlara ulasamamasi sonucunda ise
gonadlar gelisemez bu hiicrelerin olugmasi gonadin ovaryuma farklilagsmasinda ise 6nem arz
etmektedir. Genital sirtlara ulasim gergeklesmeden once epitel hiicreleri gelisim gosterir ve
bu gelisim sirasinda alt tabakadaki mezensime yerlesirken primitif cinsiyet kordonlarinin ise
diizensiz sekilli bir kordon yapisi olustururken olusan bu kordonlarin erkek ve disi embrito

yiizey epitellerine bagli gonadlar1 ayirt edilemeyen farklilagmamis gonadlar olusur.

XX cinsiyet kromozomuna sahip disi embriyolarda diizensiz yapilasma gdsteren hiicre

kiimeleri primitif cinsiyet kordonlarini olusumuna sebep olurkern yapisal olarak primordiyal



germ hiicre gruplarindan olusan bu kiimelerin ovaryumun medulla kismini kapladiktan sonra

ortadan kalktig1 gozlenmektedir. (Sadler, 2012; Moore ve digerleri, 2016).

Ovaryum medullasin1 olusturacak vaskiiler bir stromaya dontisiirler. 7. Haftanin sonuna
yaklasirken eski cinsiyet kordonlar1 kortikal kordonlara doniisiir ve toplamda bulunan bes
kordon, 3. Ay baslangicinda ayri ayr1 hiicre kiimelerine boliinerek ¢ogalmaya devam eder.

(Sadler, 2012; Moore ve digerleri, 2016).

Oogonyumlar, follikiiler hiicrelerden olusan epitel bir doku ile gevrelenirken primordiyal
folikiillerin olusumu gerceklesirken fetal yasam boyunca binlerce follikiiler hiicrelerin

meydana geldigi bilinmektedir. (Sadler, 2012; Moore ve digerleri, 2016).

Bu evrede ozellikle 6nem arz eden farklilagsmasi ile gonadlar ve iireme organlarinin
olusmasini saglayan epiblast kokenli primordiyal germ hiicreleridir. (Junqueiraand Carneiro,
2009; Ross and Pawlina, 2014). Gelisimin 4. haftasinda harekete baslayan bu hiicreler, 5.
haftanin basinda primitif ¢izgi boyunca ilerleyen hiicre gruplar1 primordial germ hiicreleri
nin vitellus kesesinin allantoise yakin kismina go¢ etmesi ile endoderm hiicrelerinin
ortasinda yerlesim gostermektedir. Gelisimin 6. haftasinda herhangi bir gonadal kabarti ya
da ¢ikintiya sahip olamayan germ hiicreleri ancak 6. Haftanin sonunda genital ¢ikinti iglerine
gecisi gergeklesirken eger ki bu hiicrelerin gégii sirasinda herhangi bir olumsuz durum olur
gergeklesir ise gonadlarin testise ya da ovaryuma farklilagsmasini engellenir ¢iinkii germ
hiicreleri gonadlarin farkililagsmasi iizerinde indiikleyici etkiye sahiptir.Gelisimi takip eden
3. haftanin sonunda ve 4. haftanin baslangicinda ise primordiyal germ hiicreleri gelisim
gostermekte olan ilkel gonadlara ve gelismekte olan barsak dorsal mezenterinden gegerken
Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) ile incelendiginde irregiiler ile fuziform bir sekil
alip ayn1 zamanda psddopodlarin yapisal olarak sitoplazmik uzantilara sahip oldugu
gozlenmektedir. Primordiyal germ hiicrelerinin ekstraselliiler matrikse baglanabilmesi igin
yiizeyindeki glikokaliks, fibronektin igeren makromolekiilller yardimci olur.Sitokin ve
kemotaktik faktorlerin baglanmasi glikokaliks tarafindan gerceklestirildigi i¢in glikokaliks
onemli bir goreve sahiptir. (Sadler, 2011).

Primordiyal germ hiicreler gelisim gosteren gonadlara geldiginde oogonyumlara
farklanirken bu farklanmayi takip eden mitoz ile oogonyumlarin sayica artar. Oogonyumlar

boliinerek hiicre kiimelerini olustururken birbirleri arasinda baglantilar kurarar birbirlerine



baglanirlar bu olaya kolonizasyon adi verilir. Bu kolonizasyonlarin yani baglantilarin
sebebinin ise mitoz boliinme sonucu sitoplazmalarin tam ayrilamamasina bagli oldugu
distintilmektedir (Motta PM, Makebe S ve Notta SA, 1997; Sadler TW. Langman, 2011;
Carlson BM, 2009).

Oogonyumlar ilk olusumlari sirasinda hizli boliinmeler gegirdiklerinden 6zellikle prenatal
yagsamin 2. ayinda yaklasik 600 000, 5. ayinda ise 7 milyon oogonyuma sahiptirler.
Oogonyumlar 3. Ayi takiben i I. mayoz boliinmenin profaz evresine dogru girmeye baslar,
fakat boliinme menstrual donem olgunlasmasina gegilmediginden dolay: diploten evresinde
sabit kalir ve bu evre duraklayan hiicre evresi olarak isimlendirilir bu evrede bulunan
duraklayan hiicreler primer oosittir. Primer oositler, yassi hiicreler olarak bilinen follikiil
hiicreleri tarafindan sarilmaktadir. Prenatal 7. ayda ise bircok oogonyumun atreziye ugradigi
ve ortadan kayboldugu ve dogumdan sonrada atrezinin devam ettigi bilinmektedir.Disi
ergenlik ¢caginda ovaryumda yaklagik 300 000 oosit bulunurken, 40 ila 45 yaslar1 arasinda
yaklasik 8000 oosit kalir. Bir disi bireyin anne karninda ergenlik ¢agina ulastiginda yani
dogurganlik ¢agina geldiginde sahip oldugu primer oositlerden ortalama 400-450 tanesi
olgunlasir ve oviilasyonla atilir. Menstriial dongiiniin sonlandig1 ve menopoz baslangicinda

ise tiim oositler atreziye ugrar (Dudek;2016, Moore § Persaud,;2002,Sadler;2011).

2.2. Ovaryum Anatomisi

Sekilsel olarak bademe benzeyen ve bir ¢ift olan ovaryumlar pelvis duvarinda fossa
ovaricada yerlesim gosterirken bu yapi iliaca externa ile iliaca interna arasinda
bulunmaktadir. Tk hamilelik déneminde ovaryumlar dél yatagi ile birlikte karm bosluguna
dogru ilerlerler ancak tekrar eski konumlarina geri déonemezler. Tuba uterina’nin arka ve
asag1 kisimlarinda bulunan ovaryumlar, liglamentum uteri igerisinde ve genellikle vertikal
yonde bulunur. Menstrual dongii siirecinden 6nce peritoneum ile ortiilii olup diiz ve parlak
iken, bu dénemden sonra matlagir. Her bir ovaryum yapisal olarak incelendiginde 4 cm

uzunlugunda, 2 cm eninde ve 0.8 kalinligina sahiptir. (Gilroy, 2015).

Ovaryumun iki yiizii vardir.Bunlar:facies lateralis ve facies medialisdir.Ayrica extremitas
tubaria ve extremitas uterina olarak adlandirilan iki ucu bulunur.Kenar yapilari ise margo
liber ,margo mesovaricus olarak adlandirilir. ( Arinci K ve Elhan A 2001). Facies medialis,

ovaryumun tuba uterina ile gevrili olmakla beraber tuba uterina’nin infundibulum pargasi



ovaryumun arka kismi ile komsudur.Pelvis bosluguna bakan facies medialis ise ovaryumun
beslenmesini aorta abdominalis’ten a. ovarica ya kadar saglamakta ve vendz bosaltim kismi

ise plexus pampiniformisden saglanmaktadir (Gilroy ,2015).

2.3. Ovaryum Histolojisi

Ovaryum gamet ve steroid yapidaki hormonlarin iiretilmesini saglarken disilerde gamet
iretimine oogenezis denmektedir. Gelisim gosterenlere oosit, erigskin olanlara ise ovum

denilmektedir (Ross §Pawlina 2014).

Heniiz dogum olayini gergeklestirmemis kadinlarda ovaryum uzunluk olarak 3 cm ,genislik
olarak 1.5 cm kalinlik bakimindan 1 cm kalinligindadir. Yapisal olarak badem seklinde olan
pembemsi beyaz renkli , yiizeyleri ise yassi ya da kiibik epitel doku ile doseli bir
organdir.(Gilirsoy, ve Ergin, 2007).

Ovaryum yapisal olarak incelendiginde disarida korteks ve merkezi kisminda medulla olmak
tizere iki farkli keskin bir ayrimi1 olmayan i¢ ice gecmis kisimlardan olusmaktadir.Yapisal
olarak medulla bolgesi areolar bag dokusu, kan damarlari, lenfatik damarlar ve sinir
yapilarint bulundurmakla beraber bir diger kisim olan korteks kisminda ise gomiilii bir
sekilde farkli gelisim asamalarindaki ovaryum foliikiilleri ile ara bag doku elemanlari
bulunmaktadir.Ovaryumun i¢ yiizeyini kaplayan germinal epitel, mezotel ile devamlik
gostermekte iken primordiyal germ hiicreleri ise ovaryumun farklilagsmasini saglamaktadir.
Germinal epitelin hemen alt kisminda ise ovaryuma beyaz rengini veren tunika albugenia
bulunmakta bu doku gevsek bir bag dokudan olusmaktadir. (Ross § Pawlina, 2014;
Jungueira § Carneiro, 2009).

Kortikal bolge tunika albugnianin hemen altinda bulunmakta ve stroma i¢ine gdmiilmiis
folikiiliin boyutu ve gelisimsel siirecini belirten ve ovaryum follikiillerini i¢cermektedir.
Oogenezisin erken evreleri fetal donglide gergeklesirken bu dongiide yogun mitotik aktivite
gercekleserek oogonyumlarin sayica artmasini saglamaktadir.Dongiliniin  devam eden
stireclerinde ozellikle liciincii aydan baslayarak oogonyumlar mayotik evrenin profazinda
beklemeye alinmakta ve mayoz bdoliinmelerini durdurmaktadirlar. Menstrual dongii
gergeklestiginde sadece bir oosit olgunluga erisir ve ovaryumdan salinmaktadir. (Ross

§Pawlina, 2014; Junqueira § Carneiro, 2009).
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2.4. Ovaryum Follikiilleri ve Follikiiler Gelisim

Histolojik ve gelisim evrelerine bagli olarak ovaryum folikiilleri sirasiyla primordiyal
follikiil, biiytimekte olan primer folikiil , bitylimekte olan sekonder follikiil, olgun follikiil
veya Graaf follikiilleri olarak isimlendirilen 3 tip ovaryum follikiilii bulunmaktadir. (Ross §
Pawlina, 2014).

2.4.1. Primordiyal follikiil

Gelisimin en erken evresinde primordial folikiil olusumu goézlenmekte ve bu primordial
folikdil hiicreleri germinal epitelden kdken alan ve pregraniiloza adi da verilen tek katli yass1
hiicre tabakasi ile ¢evrili primer oositi igerir.Primer oosit,primordial folikiilden gelisir ve
Mayoz-I'de bekleye alimir.(Phillip Kezele, Eric E. Nilsson, Michael K. Skinner, 2005).
Primer oosit, 25 um c¢ap1 ve kiire sekli ile kortikal bolgenin {ist kismina yerlesim
gostermektedir. Sitoplazmasinda bulunan organeller daha ¢ok niikleusa yakin ve bol
mitokondri igerirken, simirli sayida golgi aygiti ve endoplazmik retikulum bulundururlar

(Junqueira § Carneiro, 2009)

Bazal lamina folikiil hiicrelerini stromadan ayiran bir hat olusturmaktadir.Oositin
sitoplazmasinda bulunanan Balbiani cisimci8i golgi vezikiilii, endoplazmik retikulum,
mitokondri ve lizozom kiimelerini igermektedir.(Junqueira § Carneiro, 2009; Ross §Pawlina,
2014).

2.4.2. Primer follikiil

Hormonlarin etkisi ile folikiil bliylimesi meydana gelirken bu evrede en etkin gorev yapan
hormon FSH hormonudur.Hormonlarin etkisi ile follikiil biiyiimesinin en hizli oldugu bu
evrede follikiillerde ¢ap olarak hizli bir artis goriilmektedir.Ozellikle biiyiiyen follikiilde
primer oositi ¢evreleyen pregraniiloza hiicrelerinin sekilsek degisikligi yassi halden kiibik
hale doniistimii gergeklesirken prolifere olurken kiibik sekilli hiicre gruplari ile ¢evrili bu
follikiillere primer follikiil denir. (Ross § Pawlina, 2014; Junqueira § Carneiro, 2009).

Bu follikiil hiicreleri tek katli kiibik bir yapiya sahip ise tek kathi primer follikiil, eger

cogalmaya devam eder ise graniiloza tabakasini olusturarak ¢ok katli primer follikiil adini
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alirken bu hiicreler kendi aralarinda hiicresel baglanti kurarar ara baglantilar olarakta

isimlendirilen gap junction adini1 alir.

Kendi aralarinda iletisim kurabilen bu hiicre kiimeleri ise prental folikiil olarak

isimlendirilmektedir.. (Ross § Pawlina, 2014; Junqueira § Carneiro, 2009).

Zona pellusida tabakasi oositler biiyiidiikge 6zel proteinler salgilamasi sonucunda
ekstraselliiler kalin bir yap1 olusur.(Junqueira and Carneiro, 2009; Ross and Pawlina, 2014).
Zona pellusida 6zel salgilanan proteinler birlesmesi ile olusurken bu proteinler bu
glikoproteinler; 80-120 kDa olan ZP-1,73 kDa ZP-2 ve ZP-3 (59-65 kDa) olarak
adlandirilmaktadir.Bu protein ¢esitlerinden en 6nemlisi olan glikoprotein yapili ZP-3 ;

sperm ve akrozom reaksiyonlarinin indiikleyicisi olarak gorev alir (Ross § Pawlina, 2014).

Primer follikiiliin teka tabakalarini olusturmak iizere bag doku hiicreleri iki farkli tabakaya
farklilanirken bu iki tabakalar vaskiilarize yapidaki i¢ tabaka olan ve 6zellesmis hiicre
gruplarina sahip steroid yapili LH (Luteinize Edici Hormon) reseptorlerine sahip olan ve
salgilama hiicrelerinin yaninda fibroblast, kan damar1 ve kollajen demetlerini de igeren teka
interna ve diiz kas ve kollajen liflere sahip olan dis bag doku tabakasi olan Teka eksterna adi
verilir.(Ross § Pawlina, 2014).

2.4.3. Sekonder follikiil

FSH hormonu etkisi ile antrum adida verilen groniilozada bulunan hiicre gruplar farkl
boyutlarda sivi dolu bosluklar olustururlar.Sekonder folikiil bu bosluklarin gézlenmesi ile
karakterize edilmektedir. Bu follikiil sivisi i¢eriginde gliozaminoglikanlar, steroid-baglayici
proteinler, steroid yapili hormonlar (progesteron, Ostrojen, testosteron) bulunmaktadir

(Junqueira § Carneiro, 2009).

Antrum denilen bu bosluklar gelisimin ilerleyen evrelerinde birleserek hilal seklinde tek bir
bosluk haline gelirken igeriginde likor follikiili ,hyaluronan bulunmaktadir.beraber,
(Kierszenbaum 2006).

Graniiloza hiicreleri arasinda, Call Exner Cisimcikleri bulunurken bu hiicrelerin iirettigi
koyu boyanim gosteren PAS (+) ve proteoglikan bulunduran madde birikimleri

goriilmektedir. (Ross § Pawlina, 2014).
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2.4.4. Graaf (Olgun) follikiil

Ovulasyon oncesi olgunlagmis olan follikiil ¢ap1 yaklasik olarak 10 mm ¢apinda ya da daha

fazladir.

Biiyiikliigiinden dolay1, ovaryum dis yiizeyi boyunca uzanir ve tiimsek olusturur. Graniiloza

hiicreleri cogalma yetisini kaybettigi anda mitotik aktivitesi yavaslar (Ross § Pawlina, 2014).

Antrumlar sekonder follikiil uzanimi genisledikge birleserek tek bir genis antrum halini alir
ve bu yapi graniiloza hiicrelerince ¢evrelenir. Antrumun baski uygulamasi dolayisi ile primer
oosit follikiiliin periferine itilirken oositin antruma dogru uzanim gostermesine aracilik eden
kumulus oophorus hiicreleri ise graniiloza hiicrelerinden sekillenmeye baslamaktadir.
Korona radiata ise daha ¢ok oositin hemen diginda yer alan graniiloza hiicrelerinin daha ¢ok
prizmatik formda olmasi ve oviilasyon sirasinda oosite eslik eden hiicre gruplarina denir

(Jungueira §Carneiro, 2009, Ross § Pawlina;2014, Gartner §Hill;2007).

2.4.5. Ovulasyon

Oviilasyon I. Mayoz bdliinmesini tamamlayan ve II. Mayoz boélinmeye girerek, bu
boliinmenin de metafaz evresinde bekleyen sekonder oositin, Graaf follikiiliinden cevre
korona radiata hiicreleri ile uzaklastirilarak tuba uterina’ya aktarilmasi ile devam eden
rahimde meydana gelen degisikliklere verilen addir ve yaklasik 28 giin siiren menstrual
siklusun 14. giiniinde sekonder oositin uzaklastirilmasinda enzimatik faktorler ve hormonal
diizenlenmelerin sorumlu oldugu bir evredir. Bunlar disinda bu evrede ayrica follikiil hacim
ve s1visinin artmasi, glikozaminoglikanlarin birikmesi ve teka esksterna yapisinda bulunan
diiz kaslarin prostoglandinler tarafindan uyarilmasi beklenir (Ross § Pawlina, 2014;

Junqueira § Carneiro, 2009).

Ostrojen artigina bagli olarak ovulasyon evresinde hizli bir LH artis1 meydana gelir ve
ovaryum bu durumdan hizli bir sekilde etkilenerek kan akigini arttirirken ayn1 zamanda sivi
sizmasi ile ddem olusumu gdzlenir. ilerleyen siirecte follikiil duvar zayiflarken follikiil dig
ylzeyi yirtilir ve ovulasyon stigma adi verilen aciklik araciligr ile gergeklesir. (Ross §

Pawlina, 2014; Junqueira § Carneiro;2009).
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I. Mayoz boliinme tamamlandiginda genetik materyal yeni hiicreler arasinda esit olarak
paylastirilitken sitoplazma esit olarak paylastirllmaz ve hiicrelerden biri daha fazla
sitoplazmaya sahip olurr geriye kalan hiicreler ise birinci kutup cismi adini alarak zona
pellusida ile oolemma arasindaki perivitellin araliga yerlesir. Dollenmenin ovulasyon
sonrasinda 24 saatlik siiregte gerceklesmesi beklenirken egerki dollenme gerceklesmezse
sekonder oosit atreziye ugrar ve, metafaz evresinde bekleyen oosit 1. Mayoz bdliinmesini

de tamamlar (Ross §Pawlina, 2014; Junqueira §Carneiro, 2009).

2.4.6. Luteal faz

Ovulasyon sonlandiginda graniiloza ve teka interna hiireleri kalici olmayan i¢ salgi bezi
olusturmak {izere yeniden yapilanir ve yapilanma sonucunda ise dnce korpus hemorajikum
(kirmiz1 cisim) ve ardindan korpus luteum (sar1 cisim) olusur. Follikiil sivisinin
uzaklastiginda duvar yapisal olarak kivrimli bir hal alir ve bosluk kismina dogru kanama
gerceklesirken es zamanli olarak pihtilasma gergeklesir ve. luteinizasyon stireci baslayarak
hizli bir sekilde graniiloza lutein ve teka lutein hiicreleri hizli morfolojik degisimler

gecirerek yag damlaciklari ile dolmaya baslarlar.

Bu hiicrelerin sitoplazmasi, lipokram temelli lipitte ¢6ziinebilme 6zelligine sahiptir ve bu
¢oziinme sonrasinda sar1 renk goriiniimiinii alir. Hiicreler arasinda kisyaslama yapildiginda
ozellikle hiicreleri ¢ap olarak daha biiylik ve konumsal bakimdan merkezde yerlesim
gosteren hiicrelere graniiloza lutein, daha koyu renkli, daha kiigiik ve periferal bolgede
yerlesme egiliminde olanlara ise teka lutein hiicreleri denilmektedir.(Ross § Pawlina, 2014;

Jungueira § Carneiro, 2009).

Korpus luteum olusumu tamamlandiginda ise , teka interna’nin kapiller ve lenfatik damarlari
graniiloza tabakasi i¢ine dogru girer ve kan damar1 bakimindan zengin bir ag olustururlar.
Korpus luteum olusum siireci tamamladiginda ortalama 10-12 giin arasinda yiiksek
vaskiilerize yapisi sayesinde hormon salgilama o6zelligi gosterir, Ostrojen ve progesteron

salgilar. (Junqueira § Carneiro;2009,Ross § Pawlina;2014).

Korpus Luteum (sar1 cisim) tarafindan salinan hormonlarin etki mekanizmasi 6zellikle
endometriyumu fertilizasyon i¢in hazir hale getirmek ve zigotun implantasyonunu

saglayarak hamileligin devamini saglamaktir. Fertilizasyonun goriilmedigi kosulda korpus
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luteum aktivitesi azalirken, 14 giin daha aktifligini siirdiiriir. Bu duruma menstruasyon

korpus luteumu denir. (Junqueira § Carneiro;2009,Ross § Pawlina, 2014).

Ozellikle progesteron hormonu miktarindaki azalis, menstruasyon dongiisii ile sonlanirken,
ostrojen ise FSH iiretimini baskilamaktadir. (Junqueira § Carneiro, 2009; Ross § Pawlina,
2014).

Korpus luteumun alan olarak bulundugu konumda tiknaz bir bag dokusu karakterize olur ve
gelismeye baglar, bu yapiya atrofik 6zellikteki korpus albikans (beyaz cisim) denir
(Jungueira §Carneiro, 2009; Ross § Pawlina, 2014).

2.5. Follikiilogenezis Fizyolojisi

Hormonal degisimler sayesinde ovaryumda meydana gelen follikiiler evre, ovulatuvar evre
ve luteal evrenin pes pese gerceklesmesi sonucunda lireme organlarda 21-28 giin arasinda
meydana gelen fizyolojik dongiiye menstrual siklus denir (Guyton § Hall;2013,
Kierszenbaum, 2006).

Menstrual dongii, belirli hormonlarin sistematik ve sirali olarak kana verilmesi ile
diizenlenmekte ve bu hormonlar sirasi ile gonadotropin serbestlestirici hormon (GnRH),
ovaryal hormonlar ,6strojen ve progesterondir.Ayrica 6n hipofiz bezinden salgilanan
hormonlar ise follikiil uyarici homon (FSH) ve liiteinlestirici hormon (LH) olarak
adlandirilmaktadir. Menstrual dongii sonucunda disi bir bireyde gergeklesen iki 6nemli olay
bulunmaktadir.Bunlar her ay bir olgun yumurta hiicresinin atim1 iken, digeri ise uterusun
endometriyumuna zigotun implantasyonu igin hazirlanmasidir (Kierszenbaum, 2006;
Guyton § Hall, 2013).

FSH VE LH, 6zellikle hipotalamustan salinarak 6n hipofizi (adenohipofiz) uyarmakta ve
gonodotropinlerin serbestlesmesini saglamak ile karakterizedir. Ovaryal dongiiniiniin
gerceklesebilmesi icin FSH ve LH hormonlari primer olarak gorev yapmaktadir. Bu
hormonlar yeterince salinmazsa erigkin ¢aga ulasilamaz ve overler pasif olarak kalirlar
(Silbernagl § Lang, 2011). 9-12 yaslar arasinda FSH ve LH salinim1 yavas yavas gergeklesir
ve miktarlarinda kademeli bir yiikselis gerceklesir. 11-15 yaslarina gelindiginde menstrual

dongii puberte olarak adlandirilirken, menars ise ilk adet kanamasina verilen addir. (Ross §
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Pawlina, 2014). GnRh hormonlarinin serum seviyeleri ovulasyonun gergeklestigi giinler
haricinde kanda ortalama 200 ng/ml’nin altindaki seviyelerde seyrederken, ovulasyonun
gerceklestigi menstriiel dongiiniin 14. giiniinde ise oransal olarak kanda en iist seviyede
bulunmaktadir.Serum konsantrasyon miktari en yiisek diizeyde iken LH igin ortalama 800
ng/ml, FSH i¢in ortalama 400 ng/m1’dir (Guyton § Hall, 2013). Her iki hormonun da kendine
ait olan hedef hiicrelerin zarinda konumlanan almaglari bulunmaktadir.. (Ross § Pawlina
2014)

Hiicre zarinda bulunan 6zellesmis yapilar sekonder haberfci olan cAMP aktivasyonunu
baslatarak hiicrelerin sekresyon yapmasina olanak saglarken, ayni zamanda hiicrenin
boliinme ve ¢ogalma kapasitesini arttirir. cAMP’ nin aktivasyonu protein kinazlarin sentezini
aktif hale getirirken, ayn1 zamanda esey hormonlari olan dstrojen ve progesteron hormon
salgisnt da uyarmaktadir. Ozellikle bu hormonlar hem korpus luteum olusumunu
tamamlayana kadar follikiillerin gelismesini ve hem de disilerde kalca, gogiis gelisimi gibi
ikincil esey karakterlerin olusumunu saglayan hormonlarinin salgilanmasi iizerinde etkilidir

(Guyton § Hall, 2013; Silbernagl § Lang, 2011).

Ostrojen hormonu yapisal olarak Miiller kanalinin fallop tiipii, uterus ve vajinaya
doniismesini; ayn1 zamanda da ikincil eseysel karakterlerinin ortaya ¢ikmasina olanak
saglayan hormon Onciilii olarak gorev gormektedir (Sadler, 2011; Dudek, 2016). Progesteron
ve Ostrojen zit etkili mekanizmaya sahiptirler. Ozellikle meme bezlerinde kanal gelisimini
uyarirlar. Ostrojen ve progesteron serum yapisinda bulunan fazla miktarda lipoprotein
(HDL) ve azalan yogunluklu lipoprotein (VLDL)’yi miktar olarak arttirip, diisiik yogunluklu
lipoprotein (LDL) derisim miktarini1 azaltmakta ve bu sayede ateroskleroz ihtimalini 6nemli
Olciide inhibe etmektedir. Kanin pithtilagmasinin hizli bir sekilde kisa siirede gerceklesmesini
saglarken, ayn1 zamanda kemikte mineral miktarinin diizenlenmesini ve bdylece epifiz
plaklarinin kapanmasini saglar. Bobrekte ise elektrolit dengesinin saglanmasina aracilik

eder.

Uterus mukoza yapisinda bulunan hiicrelerin artmasmi ve boliinerek ¢ogalmasini
hizlandiran etki mekanizmasina sahiptir. Servikal mukus yogunlugunu baskilayarak, epitelin
dokiilmesini ve yenilenmesini saglar. Epitelin sahip oldugu glikojenler; laktobasillerin
beslenmesini saglayarak ortamin pH degerinin diizene girmesine sebep olurken, yapisal

olarak daha ¢ok asiditeye yaklastirirlar. Ortamin asiditesinin  artis1  patojen
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mikroorganizmalarin birikimini 6nler ve boylece disi lireme sistemin sagliginin korunmasi
saglanir. Progesteron hormonu ise uterus mukozasinin gelisimini saglarken, ayni zamanda
da mukozanin devamliliina aracilik eder. Buradaki kaslarin kasilabilme kapasitesini ve tuba
uterinanin hareketli yapisinin kapasitesini azaltir. Servikal mukusun daha koyu kivaml
olmasim saglarken, vajinadaki epitelyel dokunun ¢ogalmasini ve parcalanmasini engeller.
Metabolizma tizerinde hizlandirict etki yaparak viicut sicakliginin ani yiikselislerine neden
olur (Silbernagl § Lang, 2011). Ovaryumdan salgilanan hormonlara ek olarak iiretilen diger

bir hormon ise relaksin homonudur.

Relaksin hormonu simfizis pubis ve serviksin gevsemesi iizerine etki yapar. Norohipofizden
salgilanan oksitosin ise, uterus ve meme bez yapisinda bulunan epitel hiicrelerini uyarir

(Silbernagl § Lang, 2011).

FSH etkisiyle ovaryumda yer alan intersitisyel hiicrelerin degisimi ile meydana gelen ig
hiicreleri teka tabakasini olustururken , teka interna hiicreleri Ostrojen ve progesteron
salgisin1 arttirirken , teka eksterna hiicreleri ise tipik bir bag dokusu seklinde

seyreder.(Silbernagl § Lang, 2011; Guyton § Hall, 2013; Ross § Pawlina, 2014).

Her ovaryan dongiide sayica birden fazla follikiil gelismeye baslar ancak bunlardan sadece
bir tanesi tam anlamai ile gelisimini tamamlar ve gelisimini tamamlayan oosit ise ovulasyonla
beraber serbest hale getirilir. Ayn1 anda gelisim gosteren diger follikiiller ise gelisimini

tamamlayamaz ve bu duruma atrezi (involiisyon) denir. Ross § Pawlina, 2014)

Atrezi gerceklesme mekanizmasi heniliz tam olarak anlagilamamis olmakla birlikte FSH
saliniminin engellenmesi tlizerinden ilerledigi belirtilmektedir (Ross § Pawlina, 2014). 28
giinliik bir dongiiniin ortalama 14. giinlinde ovulasyon gerceklesmektedir. Ovulasyon ile
karakterize olan bu evrenin hakim hormonu LH hormonudur. Ovulasyondan belirli bir siire
once LH miktarinda hizli bir artis meydana gelir. Es zamanl olarak FSH miktar1 artis
gostererek; ikisi birlikte koordineli bir sekilde Ostrojen salgisini azaltirken, antagonisti olan
progesteron salgisinin ise artmasina sebep olur. Follikiiller LH etkisi altinda steroid yapili
hormonlar salgilamaya baslar ve 6zellikle Teka eksternadan salgilanan sindirim enzimleri
kapsiil duvarini giigsiizlestirirken, hizlanan prostaglandinlerin sentezi ile follikiiliin sismesi

ne sebep olurlar.
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Follikiil sivisindaki artis basing artisina sebep olurken proteolitik enzimler hiicre ici
baglantilarin1 azaltarak, follikiiliin stigma denilen noktadan yirtilmasina ve oositin hiicre i¢i
bosluga birakilmasina neden olur. Atilan bu kompleks yap1 fimbriyalarin uyumlu hareketi
sayesinde tuba uterinaya dogru alinirken, geride kalan follikiil hiicreleri teka tabakalari ile
birlikte siras1 ile korpus hemorajikumu ve ardindan korpus luteumu olugturur. Olusan bu
yapinin salgilari ise Ostrojen, progesteron ve analoglar1 miktarca artarken; gonadotropin
salinimi ise durdurulur. Bu dongii kismimna ise luteal faz denmektedir (Silbernagl §
Lang,;2011,Guyton § Hall; 2013).

2.6. Forkhead Transkripsiyon Faktorleri ve FoxO3

Forkhead ailesine ait proteinlerin kesif agamasinda primer olan Drosophila iizerinde yapilan
deneyler etkili olmustur. FOXO ailesinin sahip oldugu herhangi bir proteinde meydana gelen
genetik varyasyon, Drosophila cinsi sineklerde kafa seklinin ¢atal benzeri sivri bir sekil

almasina neden olmustur.(Unliisoy ve Ertugrul, 2014; Carter ve Brunet, 2007).

Forkhead Transkripsiyon Faktorleri,gorevsel olarak incelendiginde (FOXO ya da FoxO);
IGF-I/PTEN/Akt iletisim mekanizmasinin aksamasina sebep olmaktadir. .(Abali,ve
digerleri, 2013; Huang ve digerleri, 2016).

Sayica zengin bir ¢eside sahip olan forkhead ailesi FoxO1, FoxO3a, FoxO4 ve FoxO6
gruplarina sahip olan bir gen ailesidir.(Abali,ve digerleri, 2013; Huang ve digerleri, 2016).

Akt fosforilasyonu ile karakterie olan FoxO faktorleri Akt fosforilasyonu ile proteinlerin
cekirdekten sitoplazmaya gecisini yavaslatir. FoxO'nun baglama noktasindan sonraki diziler
ifadesi apoptotik genlerin aktivitesi iizerinde etkiyi ortaya koyarken (Abali,ve digerleri 2013;
Huang,ve digerleri,2016) FoxO proteinleri apoptotik etkilesimler i¢cin 6nem arz etmektedir
(Abali,digerleri,2013) (Huang,ve digerleri,2016). Ozellikle FoxO3 ve FoxO4 proteinleri
fosforilasyon ve FSH hormonu ile reorganizasyon edilirken, kemirgen ovaryumu iizerinde

de etkisi oldugu ekspre edilmektedir (Burgering ve Kops, 2002).

FoxO proteinleri gametogenez tizerinde 6nem arz eden fonksiyonlara sahipken 6zellikle bu
aile tiyelerinden olan FoxO3 proteini primordial follikiil aktivasyonu i¢in 6nemli iken

primordial ~ follikiillerde , primer oositlerde iimmiinohistokimyasal  olarak
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belirlenebilmektedir (Richards,ve digerleri, 2002). Disilerde ovaryal follikiil toplulugu
menopoza kadar maturasyon ve atrezi dongiisii ile miktar olarak azaltirken FoxO3 proteinine
ovaryumda follikiil biitiinliginii korur ve bireyde FoxO3 proteini sitoplazmik olarak
yerlesim gostermektedir (Tarnawa E. , Baker, Aloisio, Carr, and Castrillon;2013). (Pelosi
,ve digerleri 2013) Postnatal evrenin 3. giinden itibaren yavas yavas g¢ekirdege dogru
konumlanmaya baslayan FoxO3 14. giinde ise ¢ekirdege lokalize olur. FoxO3 proteini hayat
boyu oosit niikleusunda konumlarak daimi olarak orada kalirken 6zellikle FOXO3 proteininin
primordial follikiiliin olgun oosite farklilagsmasi sirasinda molekiiler bir anahtar oldugu

belirlenmistir (Pelosi,ve digerleri, 2013).

FoxO3 proteininin artan seviyelerde ekspresyonu ise farelerde ovaryum kapasitesini hizli bir
sekilde arttirabilmektedir (Tarnawa ve ark., 2013). FoxO3 proteininin bilinen gorevleri
haricinde tiimorogenezis, hiicre dongiisii durdurulmasi , embriyogenezis ve apoptozis gibi
bir¢ok hiicresel faaliyetin diizenlenmesinde 6nemli bir rol iistlenmektedir.(Kaufmann,ve

Knochel, 1996; Unliisoy ve Ertugrul).

2.7. Taurin ve Etki Mekanizmasi

1827 yilinda Alman kokenli bilim insanlar1 Friedrich Tiedemann ve Leopold Gmelin
tarafindan yapilan ¢alismalar esnasinda 6kiiz safrasindan elde edilen ve o donemde Gallen-
Asparagin olarak adlandirilan 6zellikle vucutta karaciger,kalp, beyin, retina ve iskelet kasi
basta olmak iizere memeli dokularinda miktar olarak fazlaca yer kaplayan agirligi 125 kDa
olan ve suda ¢oziinebilme 6zelligine sahip olan hiicre i¢i bir f-aminoasitidir. (Chesney,
1985; Awapara,1956; Jacobsen ,ve digerleri, 1968) (Hayes,ve digerleri, 1981).

Merkezi sinir sistemi (MSS), retina gelisimi, kalsiyum modiilasyonu, membran
stabilizasyonu, iireme ve bagisiklik gibi bir¢ok temel biyolojik siirecte 6nemli bir etkiye
sahip olan taurin miktar olarak bakildiginda 6zellikle meme plazmas: hiicrelerinde yiiksek
konsantrasyonlarda bulunan ve siilfiir igeren bir aminosit tiirevidir. ( Huxtable RJ, 1992;
Sturman JA, 1993).

Sentezi tiire bagl olarak farklilik gdsteren taurin dncelikli olarak sicanlarda yiiksek oranda
bulunurken, insanlarda ise daha diisiik oranlarda seyrederken insanlarda diyetle alim1 esas

olan taurin total viicut agirliginin oransal olarak % 0,1'ini olusturmaktadir. Viicutta miktar
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olarak az bulunan taurin karaciger ve ona benzer dokulardan de-novo sentez yoluyla miktari
arttirllirken aym1 zamanda disaridan hazir sekilde de almimi gerceklesmektedir
(Bouckenooghe,ve digerleri, 2006). Taurinin 6nciil aminoaasitler metionin ve sistein amino
asitleri iken amino asitlerin yapisinda bulunan karboksil grubu taurinin yapisinda siilfonat
grubu olarak kendini gostermektedir. Taurin sentezi sistein siilfinik asit dekarboksilaz enzimi
ile metionin ve sistein aminoasitlerinin birlikte etkilesimi sayesinde sentezlenmektedir. En
son asamada ise hipotaurin olusumu ile birlikte bu taurine okside edilmektedir (Youive
digerleri , 2015)(Ripps ,ve digerleri , 2019).

Oksidatif stresin sebep oldugu baslica enfeksiyon, akut ve kronik inflamasyonlar, kanser ve
ileri yas gibi durumlar doku hasarindan sorumlu iken belirli antioksidan enzimleri nin
oksidatif streseten yogun bir sekilde etkilendigi ve taurinin ise enzimlerin hasar gérmesini

engelleyerek, oksidatif stresi sinirlandirdigi gézlenmektedir.

Inflamator bolgede, oksidatif strese esas olarak Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT) aracilik
ederken bu ROT lar nétrofil, makrofaj, eozinofil gibi aktif hale gelen l6kositler tarafindan

iiretilmektedir. Cesit olarak bakildiginda hidrojen peroksit (H,0,), siiperoksit (O,), nitrik

oksit (NO), hidroksil (HO"), hipokloroz asit (HOCI), singlet oksijen (O,) radikalleri ROT
cesitlerinin baginda gelmektedir 6zellikle gorevlerine bakilacak olursa hiicresel savunmada
patojenlere karsi korur ayrica savunma sirasinda da doku hasarindan sorumludur.Reaktif
oksijen metabolitleri nekadar zararli gibi goziiksede her zaman hiicre igerisinde faydali
gorevleride bulunmaktadir.Siiperoksit ve hidrojen peroksit fagositoz yapma yetenegi ile

hiicreler ile baglanti kurar ve mikroorganizmalar1 yok ederler.(Halliwell;1987).

Antioksidanlar , hiicre hasariin 6nlenmesinde goérev yaparken ayni zamanda 3 mekanizma
iizerinde etki gostermektedirler bunlar ROT {iretiminin azaltilmast igin ROT'un
notrlestirilmesi ve ya ROT'un etkisine miidahale edilmesi gerekmektedir(Schaffer;2009).
ROT etkileri tamamen taurin tarafindan ortadan kaldirilmasa da taurinin ROT {iretiminin

etkili bir inhibitori oldugu one strdlmistir.

Yiiksek konsantrasyonlarda oksidasyona maruz kalan dokulardaki taurin miktar1 diisiik
maruziyet gosteren dokular ile kuyaslandiginda taurinin fazla olmasi, oksidatif stresi
hafifletmede etki gosterirken 6zellike bu antioksidan etkisinin sebebi ise HOCI ve HOBr'nin
notralizasyonudur (Oliveira , ve digerleri, 2010) (Nakamori, 1990).HOCI ve HOBr, ROS
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iretimi ile karakterize edilen akut inflamasyon sirasinda ortaya c¢ikan oldukga toksik
oksidanlar ike taurin yapisal olarak dokular1 klorlu oksidanlardan korumaya caligirken .
HOCI, aminler (-NH>) ve kiikiirt iceren molekiiller (R-SH) ile hizli bir sekilde etkilesime
girer ve HOCI'nin zar i¢indeki —SH veya —NH> gruplara saldirirken zarin parg¢alanmasini
saglar. (Nakamori, 1990). Taurin kendi i¢inde yapisal olarak farkliliklar géstermekle beraber
ozellikle TauCl ve TauBr'nin, antimikrobiyal ,antienflamatuar 6zelliklere sahip olmast,
fagositoz yapma yetenegine sahip olan hiicrelerin aktivitesini baskilamasi yanisira,
antioksidan etki mekanizmasina sahip oldugu da bilinmektedir. Ek olarak TauCl,
antioksidan enzimlerden olan peroksiredoksin-1 ve tioredoksin-1 etkilesim mekanizmalarini
onemli Ol¢iide arttirarak, ROT iiretiminin azalmasina sebep olur ancak TauCl ve TauBr doz
duyarli bir sekilde oksijenaz-1 (HO-1) ekspresyonunu in vitro olarak 6nemli 6l¢tide arttirdig:
bilinmektedir.(Kim, ve digerleri ;2010).

Taurinin antioksidan mekanizmasinin tamamimin HOCI ile iliskili olmadigi, nétrofil
icermeyen sistemlerde olumlu etki gosterdigi belirtilmektedir. Taurinin dokulardaki
antioksidan parametrelerini arttirarak da antioksidan etki mekanizmasina sahip olabilecegi

bildirilmektedir .

Arastirmacilar tarafindan taurinin belirgin antioksidanlarin ekspresyonunu ve aktivitelerini
onemli dl¢iide arttirdigini ve bunlarin katalaz, glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz gibi
belirli antioksidanlar oldugunu gostermislerdir.(Jang ,ve digerleri ,2009).

2.8. izotretinoin ve Etki Mekanizmasi

1982 yilinin May1s ayinda izotretinoinin, Amerikan Gida ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan
akne tedavisinde kullanilabilmesi i¢in agizdan tedavi mekanizmali bir kapsiil seklinde
hazirlanmistir (Leyden, Del Rosso, ve Baum, 2014). Kanada, Amerikan ve Avrupa klinik
merkezlerinin uygulama kilavuzlarinda ise izotretinoinin, daha ¢ok orta-siddetli akne
tedavisi i¢in kullanimini onerilmektedir (Vallerand ve ark., 2017). Ozellikle direncli,
herhangi bir farkli tedavi yontemine cevap vermeyen nodiilokistik sivilce tedavisinde
kullanim1 Ongoriilmiis ancak roda gibi bazi deri hastaliklarinda da kullanilabilecegi
ongoriilen sentetik bir A vitamini analogu olarak belirtilmistir (Kartal,ve digerleri 2017;
Giirel ,ve digerleri, 2017).Kullanim alanlarina bakildiginda 6zellikle derideki yogun dokusal

bozulmalar ve agir akne goriintiisiiniin tedavisi edilebilmesi i¢in kullanilan retinoik asit
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tiirevli ajan olan izotretinoin, 13-cis tretinoin izomeridir. Bu izomer; doku altinda biriken
yag dokusunu etkin bir sekilde azaltirken, sebum salgisini da inhibe edici bir 6zellige sahiptir

(Rosenfeld,ve Loose, 2017).

Teratojenik bir madde olan izotretinoin 6zellikle hamile ve karaciger rahatsizlig1 bulunan
bireylerde kullanilmamalidir (Rosenfeld, ve Loose, 2017). izotretinoinin depresyon, intihara
meyil, saldirgan ruh hali, psikoz gibi bazi psikiyatrik yan etkilerinin yani sira kendine zarar
verme konusunda da etkileri oldugu bilinmektedir nekadar fazla olumsuz 6zelligi olsada
organ gelisimi tizerindeki etkisi pozitiftir. Retinoitler memelilerde erken ve eriskin donemde
dogal olarak iiretilebilirken, etken maddesi ise A vitaminidir. (Bremner, Shearer, ve

McCaffery, 2012).

Hamile bir birey tarafindan 3. Ve 5.haftalarda kullanilmasi diisiik riskini ve gelisim sirasinda
defektleri arttirir ayn1 zamanda beyin gelisimi tizerinde olumsuz etkilere sebep olmaktadir.

(Moore and Persaud, 2002). (Bremner, Shearer, ve McCaffery, 2012).

Izotretinoin iizerinde yapilan deneyler sonucunda; agiz i¢i mukoza ve burun mukozasi
tahribati, 1518a kars1 duyarlilik, lekelenmeler, deride kuruma ve yarilma, sa¢ dokiilmesi ve
kirilganlik en sik rastlanan yan etkileri oldugu ayni zamanda eklemlerde yogun agr1 ve nadir
de olsa kas romatizmasi ile lipoprotein lipazin aktif 6zelligini ortadan kaldirarak, serum
trigliseritin miktar olarak yiikselisine sebep olmasi yaygin olarak goriilen diger yan etkileri

olarak siralanabilmektedir (Rosenfeld,ve Loose, 2017)(Giirel, Sahin, veColgecen, 2017).

Ureme sagligi iizerinde olumsuz etkileri oldugu bilinen izotretinoin ani diisiik ihtimalinin
artirirken ayn1 zamanda maruziyet miktar arttikga(ver rezervi iizerinde ciddi bir azaliga
sebep oldugu ve sican ovaryumlarn iizerinde ise daha c¢ok toksik etkilerden sorumlu

olabilecegi belirtilmektedir (Abali,ve digerleri ,2013)(Schnorr,ve digerleri,1991)

Izotretinoin, &ncelikli olarak A vitamininden dogal olarak olusan bir retinoid olmakla
beraber 13-cis-RA ve all-trans retinoik asit (ATRA) yarilanma Omriine sahip ancak bu
yartlannma Omiirleri farklilik gostermekle beraber; 13-Cis-RA 20 saatlik yar1 omiir ile
belirtilirken ATRA ise 1 saatlik yar1 dmre sahiptir. Bu iki molekiil birbirine doniisebilme

yetenegine sahip olmakla beraber, izotretinoin ilk olarak karcigerde gecerkeen kanda %99
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plazma albiimin ile baglant1 gergeklestirir. (Saurat J-H, Sorg O. , Bolognia JL, Schaffer JV,
Cerroni L;2018).

A vitaminin aksine; izotretinoin karacigerde veya sebase bezlerde depolanma ozelligi
bulunmaz iken sirasi ile bakildiginda all-trans tetinoik asit; 9-cis retinoik asit, 13-cis-4-0xo-
retinoik asit (4-oxo-izotretinoin), all-trans-4-oxo-retinoik asit (4-oxo-tretinoin), 9-cis-oxo-
retinoik asit olmak {izere 5 tane biyolojik yolaga sahip olan metabolitleri bulunmaktadir.

(Saurat J-H, Sorg O. Retinoids. ,JL, Schaffer JV, Cerroni L;2018).

Izotretinoinin oncelikle diger retinoidler gibi etkilerini ancak uygun olan reseptdrlerine
baglanarak gosterebilirler 6zellikle 4-0X0-izotretinoin Onciil bir metabolik olmasi ile beraber
ancak oksidasyon ile olusur. Ortaya cikan izotretinoin metabolitleri depo edilebilme
ozelligine sahip olmadigindan dolay1 idrar ve fegesle atilir. Teratojeniteden kaginmak i¢in
ve herhangi metabolik ve fizyolojik bir sorun ortaya ¢ikmamasi adina embriyo iizerinde
negatif etkilere sahip olan ilag bittikten en az 1 ay sonra gebe kalinmasi onerilmektedir

(Saurat J-H, Sorg O.,Bolognia JL, Schaffer JV, Cerroni L;2018).

Izotretinoinin son zamanlarda yapilan ¢alismalar gostermistir Forkhead box O (FoxO)
transkripsiyonu iizerinde etkileridir. Ozellikle saglikl1 bireylerde FoxO (&zellikle FoxO3a)
TRAIL ekspresyonundan sorumludur (Draghici C-C, Miulescu R-G, Petca R-C, Petca A,
itragscu C, Sandru F; 2021)

Izotretinoin ve kadin infertilitesi iizerine yapilan insan ve hayvan calismalarinda anti-
miillerian azalma, folikiil atrezisinde yiikselis ve overyum rezervinde 6nemli bir derecede
azalma gozlemlenmistir. Yapilan diger bir aragtirma ise gostermistir ki; FSH, LH ve E2
seviyelerinde azalma ile over kapasitesi ve antral follikiil miktarinda degisiklige sebep
oldugu saptanmis ancak takiplerde normal degerler gozlenmistir (Bagatin E, Costa CS
;2020,Ruiz-Lozano RE, Hernandez-Camarena JC, Garza-Garza LA, Bustamante-Arias
A, Colorado-Zavala MF, Cardenas-de la Garza JA; 2020, Ozturk S, Ozturk T, Ucak H, Erden
I, Demir B, Kayali A, ve digerleri ; 2015,Kacamak P, Ozogul C, Saribas GS, Akarca Dizakar
SO, Emniyet Sert AA,;2020)
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Disi ratlarda oosit maturasyonu iizerinde yapilan bir aragtirmada ise yiliksek derecede toksik
etkiler bildirilmistir.( Bagatin E, Costa CS ;2020, Ruiz-Lozano RE, Hernandez-Camarena
JC, Garza-Garza LA, Bustamante-Arias A,Colorado-Zavala MF, Cardenas-de la Garza JA;
2020, Ozturk S, Ozturk T, Ucak H, Erden I, Demir B, Kayali A, et al.; 2015)
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3. GEREC VE YONTEMLER

Calismada GUDAM olarak alandirilan agik ad1 ile Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar
Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar Merkezi'nden temini saglanan agirlik olarak 250+20 gr
agirhginda 6-8 haftalik 30 adet Sprague-Dawley cinsi disi rat (Abali et al. 2013; Wu et al
2017) kullanilmustir. Deney prosediirii GUDAM laboratuvarinda uygulandi. Ratlar her biri
yasam alan1 ayr1 kafeslerde olacak sekilde 12 saat aydinlik-karanlik siklusta 22 + 2 derecelik
ortamda, standart sican yemi ve ad libitium i¢gme suyu ile beslendi. Dozlarin uygun olarak

verilebilmesi i¢in ratlarin agirliklart her giin diizenli bir sekilde 6l¢iildii ve kaydedildi.

Deney hayvanlart ile ilgili uygulanacak her tiirlii islem i¢in yerel etik kurul izni alind1 ( T.C.
Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Baskanhigi G.U.ET-23.080 kodlu

Degerlendirme ve Onay yazisi (ekler boliimiinde belirtilmektedir).
3.1. Kimyasallar

20 mg izotretinoin etken maddesi iceren kapsiiller (Aknetrent, Recordati Pharma) agilarak
A sinifinda bulunan hacim siselerine aktarilirken istenilen konsantrasyonda siispansiyon
elde etmek i¢in 1.42 ml susam yaginda ¢ozilimii gergeklestirildi.(Tsai ve ark., 2013; Asali
and Wanatabe, 2000). Taurin tozu ise (%100) steril serum fizyolojik (SF) igerisinde ¢oziildii.

Deney prosediiriinde kullanilan tiim kimyasallar, yerel eczanelerden temin edildi.
3.2. Deney Prosediirii

Denekler spontan olarak, her grup 6 denek olacak sekilde 5 ayr1 grub olusturuldu ve 28

giinliik deney siiresince tiim ajanlar deneklere oral gavaj yolu ile uygulandi:

Sham (SF) Grubu: Taurin ¢oziiciisii olarak kullanilan serum fizyolojik (SF) uygulamasi.

Sham (Susam Yag1) Grubu: izotretinoin ¢oziiciisii olarak kullamlan saf susam yagi

uygulamasi.

Taurin Grubu: 300 mg/kg taurin (SF igerisinde ¢ozlinmiis) uygulamas:t (Wu ve ark., 2017;
Chen ve ark., 2022).
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Izotretinoin Grubu: 5 mg/kg izotretinoin (susam yag1 igerisinde ¢oziinmiis) uygulamasi

(Dopheide ve ark., 2008).

Izotretinoin ve Taurin Grubu: 5 mg/Kg izotretinoin (susam yag1 icerisinde ¢oziinmiis) ve 300

mg/kg taurin (SF igerisinde ¢6zlinmiis) uygulamasi.

Cizelge 3.1. Deney prosediirii

GRUP 1 SHAM (SF) KONTROL ~ n=6 >i 28 Gin
Gavaj
SHAM (SUSAM YAG]I) _~ Susam Yag1/28 Giin
GRUP 2 ONTROL =6 Gavaj
300 mg/kg/28 Giin Taurin (SF’de
GRUP 3 TAURIN n=6 Coziinmiis)
Gavaj
5 mg/kg/28 giin izotretionin (Susam
GRUP 4 {ZOTRETIONIN n=6 Yaginda Coziinmiis)
Gavaj

5 mg/kg/28 Giin Izotretionin+300

GRUP 5 IZOTRETIONIN+TAURIN  n=6 me/ke/28 Giin Taurin-Gavaj

3.3. Deneyin Sonlandiriimasi

Intramuskuler 45mg/kg ketamin ve 5mg/kg, intramuskuler xylazine ile anestezi uygulanarak
sirt istlii pozisyonda yatirilan denekler, derin anestezi altinda intrakardiyak kan 6rnekleri
almarak bilim ugruna feda edildi. Sakrifikasyon sonucu deneklerin kanlarindan elde edilen
serum Ornekleri ile ovaryum dokular1 alinarak, deneysel analizler i¢in uygun kosullarda

muhafaza edildi.

3.4. ELISA Yontemi (Serum Anti-Miillerian Hormon [AMH])

Serum Orneklerindeki AMH degerleri E0456Ra kod numarali (BT LAB, Bioassay
Technology Laboratory) AMH kiti ile ELISA cihazinda ¢alisildi. Deney sonucundaki tiim
absorbans ol¢iimleri 530 nanometre dalga boyunda ya da bu dalga boyuna en yakin dalga

boyunda 6l¢lilmesine 6zen gosterildi.
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Test Calisma Adimlart:

1: Segili kuyucuga Reaktif-1 ile numune pipetlendi ve karisim saglandi (karigim vortex ile

veya kullanilan otomatik pipet ile en az 3 kez ¢ekildi ve tekrar pipetlendi).

2: Reaktif-1 ile numune karistirildiktan sonra ilk okuma alindi (A1).

3: Reaktif-1 ile numune karigimina Reaktif-2 pipetlenerek eklendi ve karigim saglandi.

4: Reaktif-2 karistirildig1 andan itibaren zaman baslatildi. 5 Dk inkiibatérde beklendi.

5: Inkiibasyon siiresi sonunda ikinci okuma alind1 (A2).

6: A2-Al = Numune Sonucu (Ham Sonug).

AMH sonucu =[ AAbs Numune / AAbs Standard] X 10

Elde edilen sonug birimi pumol/L’dir.

3.5. Isik Mikroskobik Takibi Yontemi

Deney bitiminde alinan ovaryum dokusu 6rnekleri %10 nétral formaldehit soliisyonunda 72
saat siiresince tespit edilerek, parafin bloklarin hazir hale getirilmesi i¢in rutin 11k
mikroskop takip prosediiriine alindi. Hazirlanan parafin bloklardan histokimyasal inceleme
icin rodajli lamlara ve immiinohistokimyasal inceleme i¢in polizin kapli lamlara 4 mikron

kalinliginda kesitler alindi.

3.5.1. Hematoksilen-eozin boyama yontemi

e Haris Hematoksilen Hazirlanisi:

1 gram Hematoksilen

10 ml saf etil alkol

Potasyum alum (Al2S04)3K2S04 24H20
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Saf su200 ml 20 g
Civa oksit (HgO) 0,5 g
8 ml Glasiyal asetik asit
Boya hazirlanis siireci

lgram miktarinda Hematoksilen alinip, 10 ml etil alkolde ¢6zdiiriiliip potasyum alum ise saf
suda 1sitilarak ¢oziildiiriildii. Iki erime noktasina ulasmis ¢ozelti birbirine karistirilip % Dk
boyunca kaynatildi ve daha sonra hemen sogutularak hizli bir sekilde igerisine civa oksit
eklendi, soguk su banyosuna alinarak hizli bir sekilde sogumasi beklenildi. Hazirlanacak

olan boyanin en son asamasinda ise karisima glasiyal asetik asit eklendi.

e FEozin Y Hazirlanma Asamalart,

Eosin Y (Yellowish) 100 mililitre 1 gram saf su

Bir adet kii¢iik Timol kristali Eosin B (Bluish) % 90 alkol i¢inde doyurulmus

e Hematoksilen-Eozin Boya Islemi

Lama alinan kesitlerin tizerindeki parafinin tam anlam ile kaybolmasi i¢in etiivde 57°C’de

20 Dk ya da 60°C’de bir gece boyunca bekletildi.
2x 15 dakika ksilol ¢ozeltisinde

10 dakika % 100’liik alkol serisi

10 dakika % 96’lik alkol serisi

10 dakika % 80’lik alkol serisi

10 dakika % 70’lik alkol serisi

10 dakika % 50’lik alkol serisi
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Alkol ugana kadar kurutu ve daha sonra 10 dakika akar suda yika.
10-15 dakika Harris Hematoksilen beklet

10 dakika akar suda yikandi

%70 alkol + 2-3 damla Glasiyal asetik asit karisimina batirilip ve 2-3 dip yapildu.
10 dakika akar suda yikandi

5-10 dakika Eozin

10 dakika akar suda yikandi

1-2 dakika % 50 alkol serileri

1-2 dakika % 70 alkol serileri

1-2 dakika % 80 alkol serileri

1-2 dakika % 96 alkol serileri

1-2 dakika % 100 alkol serileri

2 x 15 dakika Ksilol’de bekletildi ve Entellan ile kapatild.

Hematoksilen-Eozin boyamalari sonucu elde edilen seri kesitlerde her grup ve her denek i¢in
follikiil sayimi gerceklestirildi. Yapilan sayimda follikiiller primrodial follikiil, unilaminar
ve multilaminar primer folikiil, sekonder folikiil , Graaf ve atretik follikiiller ile korpus

luteum verileri olusacak sekilde sayildi ve istatistiksel analiz i¢in veriler olusturldu.
3.5.2. Immiinohistokimya boyama yontemi

Polilizinli lamlara alinan kesitler 37 °C’ deki etiivde gece boyunca bekletildikten sonra
deparafinizasyon islemini daha kolat bir sekilde gerceklestirmek igin etiiv 1s1s11 57°C” ye

kadar ¢ikararak 1 saat boyunca bekletildi.
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Camlar deparafinizasyon siirecini tamamlamak ic¢in 2 kez 15’er dakika ksilolde birakilip
daha sonra ilk olarak % 100’lik, ikinci olarak % 96’lik ve son olarakta % 80’lik alkol
serilerinden 10’ar dakika siire ile gegirildikten sonra 2 kez 5’er dakika siire ile distile sudan
gegirilerek alkolden kurtarildi. Doku igerisinde yerlesim gosteren formaldehit ¢ozeltisinin
kapattig1 reseptor bolgelerinin agiga cikarilmasini saglamak amaciyla mikrodalga firinda 1
M sitrat tamponuna (pH: 6.0) 5Dk x 3 siiresince birakildi ve oda sicakliginda 20 Dk
sogutulduktan sonra Pap pen ile kesit iizerindeki dokularin etrafi ¢izildi. Dokulardaki
endojen peroksidaz aktivitesi bloke edilmek igin camlar % 3’liik hidrojen peroksite etkin bir
sekilde birakildi ve bu camlar PBS (Phosphate Buffer Saline) (pH: 7.4) ile yikanip spesifik
olmayan baglanmalarin 6niine gecilmek amaciyla 10 Dk siiresince Ultra V Block (Lot:
PHL659660, Thermo Scientific) uygulanarak 6zgiin olmayan baglanmalarin engellenmesi
saglandi. Spesifik baglanmalarin engellmesi asamasinin ardindan ovaryum kesitleri
yikanmadan FOXO3a primer antikoruna (Bioss: bs-1548R; 1:200 [with PBS]; overnight at
+4°C) etkin birakildi. Bekletilme siiresi sona erdiginden dokular PBS ile yikandiktan sonra
10 Dk siiresince biyotinli sekonder antikor (Lot: PHL659660, Thermo Scientific)
uygulanarak primer antikora baglanmasi saglandi. Tekrar PBS ile yikandiktan sonra dokular
enzimin biyotine baglanmasi amaciyla 10 Dk siiresince streptavidin peroksidaz enzim
kompleksine (Lot: PHL659660, Thermo Scientific) etkin birakildi, camlar tekrar PBS ile
yikandiktan sonra kromojen olan DAB (Lot: HD47396, Thermo Scientific) uygulanarak
gozle goriilebilen immiin reaksiyonun agiga ¢ikmasi saglandi. Zemin boyamasinda Harris’in
Hematoksileni kullanilarak, camlar entellan ile kapatildi (Seymen, 2021). Hazirlanan
preparatlar Leica DCM 4000 (Germany) bilgisayar destekli goriintiileme sisteminde,

mikroskop altinda degerlendirildi ve sisteme bagli LAS programinda resimleri ¢ekilecekdi.

Immiinohistokimyasal boyamalar sonucunda FOXO3a antikor tutulumlar1 her bir grup ve
her bir denek i¢in birbirinden bagimsiz iki gézlemci tarafindan (gruplardan bagimsiz olmak
kosulu ile) degerlendirilerek H-Skor degerleri olusturuldu. Antikor tutulumlari; (0) hig
tutulum yok, (1) zayif tutulum, (2) zayiftan ortaya degisen tutulum, (3) orta siddetli tutulum,
(4) ortadan siddetliye degisen tutulum, (5) siddetli tutulum seklinde degerlendirildi.

H-Skor = ZPi (i + 1) formiilii kullanilarak hesaplama yapildi, antikor immiinreaktiviteleri 0-
5 aras1 degerlendirilirken, Pi ise her alanda tutulum gosteren hiicrelerin yiizdesi olarak kabul

edildi (Seymen, 2021).
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3.6. Istatistiksel Yontem

Deneklere ait serum AMH sonuglari, follikiil sayim c¢iktilar1 ile FOXO3a primer antikoruna
ait H-Skor verileri Statistical Package for Social Sciences (SPSS) versiyon 20.0 Software
(SPSS Inc., Chicago, IL) programi kullanilarak analiz edildi. Deneklerin serum AMH ve H-
Skor istatistiksel verilerine ait gruplar arasindaki farkliliklar ANOVA ve Tamhane post hoc
testleri ile analiz edildi. Deneklerin follikiil sayim verileri ise ANOVA ve Tukey post hoc
testleri ile analiz edildi. Tiim veriler ortalama+tstandart sapma seklinde sunuldu. p < 0.05

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Serum AMH Sonugclari

Tiim deney gruplar1 ve tiim deneklerden tek tek elde edilen serum orneklerinde Anti-
Miillerian Hormon (AMH) seviyeleri ELISA metodu ile ¢alisilmis ve ortaya ¢ikan veriler
istatistiksel olarak degerlendirildiginde; tiim gruplarin standart ¢iktilarina gore istatistiksel
olarak anlamli farklilik gosterdigi tespit edildi (p<0.05). Deney gruplar1 kendi arasinda
karsilagtirildiginda; Taurin Grubuna ait AMH seviyesi Sham Kontrol Gruplarina karsin
istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulundu. izotretinoin ile Izotretinoin ve Taurin
Gruplarina ait AMH seviyeleri ise Taurin Grubuna kiyasla istatistiksel olarak diisiik sekilde
tespit edildi (p<0.05). Izotretinoin ve Taurin Grubunda, AMH seviyesinin Izotretinoin
Grubuna gore yiiksek oldugu izlendi ancak bu veri istatistiksel olarak anlamli bulunmad:

(p>0.05) (Sekil 4.1).

1,2
1
0,8
0,6
*
04 2
* %k
x
* % * k%
&
0,2 x I I
0 - A .
STD SF SUSAM YAGI TAURIN IZOTRETINOIN ZOTRETINOIN+TAURIN
AMH 0,9103 0,132 0,2402 +0,010 0,214 +0,006 0,3332+40,005 0,184210,014 0,223+0,018

Sekil 4.1. Serum AMH diizeylerine ait karsilastirmali istatistiksel grafik (*: Standart’a gore
istatistiksel olarak anlamli farklilik gésteren gruplar, % : Sham Kontrol Gruplarina
gore istatistiksel olarak anlamli farklilik gosteren gruplar, **: Taurin Grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli farklilik gosteren gruplar).
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4.2. Hematoksilen-Eozin Boyama Bulgular

SF uygulanan Sham Kontrol Grubuna ait ovaryum kesitleri iizerinde yapilan kiiclik
biiyiiltmeli incelemelerde; ovaryum dokusunun disaridan tek katli algak boylu prizmatikten
kiibige degisen germinal epitel ile ¢evrili oldugu goriildii. Germinal epitel altinda bag dokusu
ozelligindeki tunika albuginea ve ovaryal kortekste farkli gelisim agamalarindaki follikiiller

ile korpus luteum yapilar1 normal izlenimlerinde ayirt edildi.

Ovaryal medulla, kan damarlarindan zengin bag dokusu 06zelligi ile normal histolojik

goriiniimiinde izlendi (Resim1).

Bu grupta farkli gelisim asamalarindaki ovaryal follikiiller {izerinde yapilan biiyiik
biiyiiltmeli incelemelerde, tunika albuginea altinda yerlesim gosterme egiliminde olan
primordiyal follikiiller merkezde primer oosit ve onu cevreleyen tek katli yassi epitel
hiicreleri ile; unilaminar primer follikiiller merkezde primer oosit ve onu ¢evreleyen tek katl
kiibik epitel hiicreleri ile; multilaminar primer follikiiller merkezde primer oosit, oollemma
disinda yerlesmis eozinofilik 6zellikte ve diizenli kontiir yapisi ile izlenen zona pellusida
yapilar1 ve bu yapilari ¢cevreleyen ¢ok tabakali graniiloza hiicreleri ile follikiilii en digaridan
saran bag dokusu 6zelligindeki teka yapisi ile; sekonder follikiiller ise nispeten biiyiik
caplari, merkezde yerlesim gdsteren primer oosit ve oolemmay1 ¢evreleyen zona pellusida
yapilari, ¢ok tabakali graniiloza hiicreleri ve bu hiicreler arasinda olusmaya baslayan antrum
yapilar1 ve follikiilii en distan ¢evreleyen bag dokusu ozelligindeki teka interna ve teka

eksterna yapilari ile normal histolojik goriiniimlerinde ayirt edildi (Resim 2A-D).

Bu grup Graaf follikiil {izerinde yapilan incelemelerde; eksantrik yerlesimli primer oosit ve
onu cevreleyen diizenli kontiire sahip eozinofilik zona pellusida yapisi, bu yapilarin
cevresinde yerlesim gosteren korona radiata hiicreleri, bu hiicreleri antruma tasiyan kumulus
oophorus hiicreleri, homojen izlenimdeki antrum ve antrumu gevreleyen graniiloza hiicreleri
ile tiim follikiilii cevreleyen teka interna ve eksterna yapilari ile normal histolojik seyrinde

izlendi (Resim 3).
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Resim 4.1. SF uygulanan Sham Kontrol Grubuna ait ovaryum kesitinde »: Germinal Epitel,
—>: Tunika Albuginea, =»: Korpus Luteum, $: Korteks ve M: Medulla izleniyor
(Hematoksilen Eozin x40).
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Resim 4.2. SF uygulanan Sham Kontrol Grubuna ait ovaryum kesitinde >: Germinal
Epitel,~: Primer Oosit, ©: Primordiyal Folikiil, ¥: Unilaminar Primer Folikiil,
~ : Multilaminar Primer Folikiil, : Sekonder Folikiil, » : Graniiloza Hiicreleri,
=: Zona Pellusida, <: Teka Interna/Eksterna ve %: Antrumizleniyor (A:
Primordiyal Folikiil, B: Unilaminar Primer Folikiil, C: Multilaminar Primer
Folikiil, D: Sekonder Folikiil) (Hematoksilen Eozin x400).



Resim 4.3. SF uygulanan Sham Kontrol Grubuna ait ovaryum kesitindeki Graaf folikiilde
: Primer Oosit, = : Zona Pellusida, € : Korona Radiata, » : Graniiloza Hiicreleri,
G : Kumulus Oophorus, > : Teka interna/Eksterna, % : Antrum ve = : Graaf
Folikiilizleniyor (Hematoksilen Eozin x200).

Susam yag1 uygulanan Sham Kontrol Grubuna ait ovaryum kesitlerinde yapilan kiigiik ve
biiyiik biiyiiltmeli incelemelerde tiim histolojik yapilarin, SF uygulanan Sham Kontrol
Grubu ile esdes oldugu goriildii. Bu verilerden ayricali olarak bu grupta korpus luteum
yapilariin gorece fazla oldugu ve yer yer ovayral kortekste konjesyon gosteren damarlarin

varlig1 tespit edildi (Resim 4, 5A-D ve 6).
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Resim 4.4. Susam yagi uygulanan Sham Kontrol Grubuna ait ovaryum kesitinde > :
Germinal Epitel, = : Tunika Albuginea, = : Korpus Luteum, 1 : Korteks ve M:
Medulla izleniyor (Hematoksilen Eozin x40).



Resim 4.5. Susam yagi uygulanan Sham Kontrol Grubuna ait ovaryum kesitinde > :
Germinal Epitel, - Primer Oosit, <: Primordiyal Folikiil, ¥ : Unilaminar Primer
Folikiil, * : Konjesyon Gosteren Damar, = : Multilaminar Primer Folikiil, -:
Sekonder Folikiil, » : Graniiloza Hiucreleri, ® : Zona Pellusida, < : Teka
Interna/Eksterna ve % : Antrum izleniyor (A: Primordiyal Folikiil, B:
Unilaminar Primer Folikiil, C: Multilaminar Primer Folikiil, D: Sekonder
Folikiil) (Hematoksilen Eozin x400).



Resim 4.6. Susam yag1 uygulanan Sham Kontrol Grubuna ait ovaryum kesitindeki Graaf
folikiilde -+ : Primer Qosit, = : Zona Pellusida, € : Korona Radiata, »:
Graniiloza Hiicreleri, G : Kumulus Oophorus, <> : Teka Interna/Eksterna, % :
Antrum, * : Konjesyon Gosteren Damar ve 3 : Graaf Folikiilizleniyor

(Hematoksilen Eozin x200).

Taurin Grubuna ait ovaryum kesitlerinde yapilan kiigiik ve biiylik biiyiiltmeli incelemelerde
ttim histolojik yapilarin Susam yagi1 uygulanan Sham Kontrol Grubu ile esdes oldugu izlendi

(Resim 7, 8A-D ve 9).
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Resim 4.7. Taurin Grubuna ait ovaryum Kkesitinde > : Germinal Epitel, = : Tunika
Albuginea, = : Korpus Luteum, 1 : Korteks ve M: Medulla izleniyor
(Hematoksilen Eozin x40).
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Resim 4.8. TaurinGrubuna ait ovaryum kesitinde > : Germinal Epitel, -»: Primer Oosit, <:
Primordiyal Folikiil, $ : Unilaminar Primer Folikiil, * : Konjesyon Gdosteren
Damar, = : Multilaminar Primer Folikiil, “: Sekonder Folikiil, » : Graniiloza
Hiicreleri, = : Zona Pellusida, <> : Teka Interna/Eksterna ve % : Antrum
izleniyor (A: Primordiyal Folikiil, B: Unilaminar Primer Folikil, C:
Multilaminar Primer Folikiil, D: Sekonder Folikiil) (Hematoksilen Eozin x400).



Resim 4.9. Taurin Grubuna ait ovaryum kesitindeki Graaf folikiilde -+: Primer Oosit, = :
Zona Pellusida,©¢ : Korona Radiata, » : Graniiloza Hiicreleri, & : Kumulus
Oophorus, < : Teka Interna/Eksterna, % : Antrum ve 3 : Graaf Folikiil
izleniyor (Hematoksilen Eozin x200).

[zotretinoin Grubuna ait ovaryum kesitlerinde yapilan kiigiik biiyiiltmeli incelemelerde, en
dikkat cekici bulgu follikiilogenezis siirecinin bozulmasi olarak tespit edildi. Bu grup
ovaryal kortekste farkli gelisim asamalarinda izlenmesi gereken follikiillerin goérece son
derece azaldigi, buna kosut olarak korpus luteum yapilarinin gorece arttig1 izlendi. Ovaryal
medullaya ait kan damarlarinda dilatasyon ve konjesyon belirgindi. Ovaryumu ¢evreleyen
germinal epitelin normal diizenleniminden ¢ikarak prolifere oldugu ve ¢ok katli prizmatik
bir hal aldig1 goriildii (Resim 10 ve Resim 10-inset). Bu grupta farkli gelisim asamalarindaki
ovaryal follikiiller lizerinde yapilan biiyiik biiyiiltmeli incelemelerde, primordiyal follikiiller
normal histolojik goriintiisiinde ayirt edilirken; unilaminar primer follikiillerde ooplazmanin
hyalinize bir hal aldig1 ve ¢evre hiicrelerin kiibik formundan uzaklasarak prizmatiklestigi ve
normal diizenleniminden gbo¢ eden bazi piknotik hiicrelerin varlig1 belirgin olarak izlendi.
Multilaminar primer follikiillerde en dikkat cekici bulgu, zona pellusida kontiiriiniin
bozuldugu ve yer yer ondiilasyon, yer yer silinme gosterdigiydi. Graniiloza hiicrelerinden

bazilarinin piknotik yapida oldugu belirgindi. Sekonder follikiillere ait zona pellusidanin
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bazi alanlarda kalinlastigi, yeni olusan antrumlarin ¢evresinde vakuolizasyon ile uyumlu
yapilarin sekillendigi ayirt edildi (Resim 11A-D). Graaf follikiile ait primer oositte
morfolojik deformasyon, ooplazmik vakuolizasyon ve c¢evre zona pellusidada ondiilasyon
belirgindi. Korona radiata hiicrelerinin bazi alanlarda oositin deformasyonuna bagli olarak
oosit ile baglantisin1 kaybettigi izlendi. Antrumun ve genel olarak follikiil capinin normal
bir Graaf folikiile kiyasla gorece azaldigi; gerek korona radiata, gerek kumulus oophorus ve
gerekse graniiloza hiicrelerinde piknotik hiicrelerin yer aldigi ayirt edildi. Teka internanin
follikiil ile baglantisinda ve teka internanin teka eksterna ile olan baglantisinda bozulmalar
olaylandig:1 tespit edildi. Ovaryal kortekste follikiiller ¢evresindeki kan damarlarinda
dilatasyon ve konjesyon belirgindi (Resim 12 ve Resim 13). Bu grupta yapilan incelemelerde
Sham Kontrol Gruplar1 ve Taurin Grubundan ayricali olarak goérece ¢ok sayida atretik

follikiil ayirt edildi (Resim 13).

Resim 4.10. izotretinoin Grubuna ait ovaryum kesitinde » : Prolifere Germinal Epitel, = :
Tunika Albuginea, = : Korpus Luteum, 1 : Korteks, * : Konjesyon Gsteren
Damar ve M: Medulla izleniyor (Hematoksilen Eozin x40).
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Resim 4.11. izotretinoin Grubuna ait ovaryum kesitinde -+: Primer Qosit,

<. Primordiyal

- : Piknotik

Hiicreler, # : Diizenlenimi Bozulmus Zona Pellusida, = : VVakuolizasyon, = :
Multilaminar Primer Folikiil, =: Sekonder Folikiil, » : Graniiloza Hiicreleri,

: Hyalinize Ooplazma

—

2

Folikiil, ¥ : Unilaminar Primer Folikul

<> : Teka Interna/Eksterna ve % : Antrum izleniyor (A: Primordiyal Folikiil,

D: Sekonder

’

B: Unilaminar Primer Folikil, C: Multilaminar Primer Folikiil

Folikiil) izleniyor (Hematoksilen Eozin x400).
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Resim 4.12. Izotretinoin Grubuna ait ovaryum kesitindeki Graaf folikiilde = : Piknotik
Hiicreler, # : Diizenlenimi Bozulmus Zona Pellusida, = : Deforme Primer
Oosit, *» : Ooplazmik Vakuolizasyon ,= : Oosit Baglantisin1 Kaybetmis Korona
Radiata Hiicreleri ,® : Graaf Follikiil ile Teka interna Baglant: Kaybi, = : Teka
Interna ve Eksterna Baglant1 Kaybi, % : Antrum ve = : Graaf Folikiil izleniyor
(Hematoksilen Eozin x200).

Resim 4.13. izotretinoin Grubuna ait ovaryum kesitinde [>: Atretik Follikiiller ve
*: Konjesyon Gosteren Damar izleniyor (Hematoksilen Eozin x200).
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Izotretinoin ve Taurin Grubuna ait ovaryum kesitlerinde yapilan kiiciik biiyiiltmeli
incelemelerde en dikkat ¢ekici bulgu follikiilogenezisin yeniden insa edildigi ve kortekste
yerlesim gosteren farkli gelisim asamalarindaki ovaryal follikiillerin Izotretinoin Grubuna
kiyasla gorece daha fazla sayida olduguydu. Buna kosut olarak, korpus luteum yapilarinin
yine Izotretinoin Grubuna kiyasla gorece azaldig1 izlendi. Germinal epitelde dejenerasyon
izlenmezken, ovaryal medulladaki damar dilatasyonlarmin normale dondiigii ancak
konjesyonun halen devam ettigi ayirt edildi (Resim 14). Bu grupta farkli gelisim
asamalarindaki ovaryal follikiiller iizerinde yapilan biiylik biiyiiltmeli incelemelerde;
primordiyal, unilaminar pirmer ve multilaminar primer follikiiller normal histolojik
yapilarinda ayirt edildi. Sekonder follikiile ait graniiloza hiicrelerinde izotretinoin Grubuna
kiyasla gorece azalmis piknotik hiicreler izlendi. Teka internanin follikiil duvari ile olan
baglantisinda bozulma belirgindi. Ancak tiim follikiillerde gerek primer oosit morfolojisinin
ve gerekse zona pellusida yapilanmasinin normal seyrinde oldugu ayirt edildi (Resim 15A-
D). Graaf follikiil tim komponentleri ile birlikte normal histolojik yapisinda ayirt edilirken,
antrum cevresinde vakuolizasyon ile uyumlu yapilar izlendi (Resim 16). Izotretinoin
Grubuna kiyasla gorece az sayidaki atretik follikiiller ile ovaryal kortekste dilate yapida olan

ve konjesyon gosteren damarlarin varligi bu grupta da belirgindi (Resim 17).
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Resim 4.14. Izotretinoin ve Taurin Grubuna ait ovaryum kesitinde =» : Korpus Luteum, 1 :
Korteks, * : Konjesyon Gosteren Damar ve M: Medulla izleniyor
(Hematoksilen Eozin x40).
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Resim 4.15. Izotretinoin ve Taurin Grubuna ait ovaryum kesitinde > : Germinal Epitel, -
Primer Oosit, < : Primordiyal Folikiil, ¥ : Unilaminar Primer Folikiil, * :
Konjesyon Gosteren Damar, = : Multilaminar Primer Folikiil, =: Sekonder
Folikiil, = : Piknotik Hiicreler, » : Graniiloza Hiicreleri, = : Zona Pellusida,
< : Teka Interna/Eksterna ve % : Antrum izleniyor (A: Primordiyal Folikiil,
B: Unilaminar Primer Folikiil, C: Multilaminar Primer Folikiil, D: Sekonder
Folikiil) (Hematoksilen Eozin x400).
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Resim 4.16. Izotretinoin ve Taurin Grubuna ait ovaryum kesitindeki Graaf folikiilde :
Primer Oosit, = : Zona Pellusida, € : Korona Radiata, » : Graniiloza Hiicreleri,
G : Kumulus Oophorus, <> : Teka Interna/Eksterna, % : Antrum ve = : Graaf
Folikiil izleniyor (Hematoksilen Eozin x200).

Resim 4.17. izotretinoin ve Taurin Grubuna ait ovaryum kesitinde > : Atretik Follikiiller ve
* : Konjesyon Gdosteren Damar izleniyor (Hematoksilen Eozin x200).
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Hematoksilen-Eozin boyamasi sonucunda elde edilen seri kesitler {izerinde tiim grup ve tim
denekler igin gergeklestirilen follikiil c¢esitleri sirasi ile primordial, unilaminar ve
multilaminar primer, sekonder, Graaf ve atretik follikiiller ile korpus luteum seklinde
siniflandirildi. Ortaya c¢ikan veriler iizerinde yapilan istatistik analizler sonucunda;
Izotretinoin Grubuna ait primordial follikiil sayisin1 Taurin Grubuna karsin istatistiksel
olarak anlamli derecede diisiik bulundu (p<0.05). Taurin Grubuna ait primoridal follikiil
say1sinin Sham Kontrol Gruplarma karsin, Izotretinoin ve Taurin Grubuna ait primordial
follikiil sayisinin ise izotretinoin Grubuna karsin yiiksek oldugu izlendi ancak bu veriler
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05). Izotretinoin Grubuna ait Graaf follikiil
sayist, Sham Kontrol Gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik olarak
tespit edildi (p<0.05). Bu follikiillerin, Izotretinoin ve Taurin Grubunda, Izotretinoin
Grubuna gore daha yiliksek oldugu izlendi ancak bu veri istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (p>0.05). Atretik follikiil say1s1 Izotretinoin Grubunda, Sham Kontrol Gruplarma
karsin istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0.05). Bu follikiillerin,
Izotretinoin ve Taurin Grubunda, Izotretinoin Grubuna gére daha diisiik oldugu izlendi
ancak bu veri istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05). Diger follikiillere ait veriler
izerinde yapilan istatistiksel analizlerde, Hematoksilen-Eozin boyama bulgular1 ile uyumlu
gruplar arasi bazi farkliliklar tespit edilse de bu farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli bir

sonuca ulagip anlamli ¢iktilar olusturmadigi tespit edildi (p>0.05) (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Follikiil sayimlarina ait karsilastirmali istatistiksel grafik (*: Taurin Grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli farklilik gosteren gruplar, **: Sham Kontrol
Gruplarma gore istatistiksel olarak anlamli farklilik gosteren gruplar).
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4.3. FOXO0O3a immiinohistokimya Boyama Bulgular

Saglikl follikiilogenezis siirecinin ve primordiyal folikiil havuzu {izerinden saglikli over
rezervinin gii¢lii bir indikatorii oldugu bilinen, mutant durumda oldugunda erken follikiiler
aktivasyon sonucu oosit apoptozisi ve permatiir ovaryan yetmezlik {izerinden sekonder
infertilite ile iligkilendirilen FOXO3a immiinohistokimya boyamasi; izotretinoinin neden

oldugu olas1 follikiilogenezis hasarini ortaya koymak i¢in tiim gruplar iizerinde uygulandi.

Yapilan degerlendirmeler sonucunda FOXO3a immiinreaktivitesi primordiyal, primer,
sekonder ve Graaf follikiil diizeylerinde tiim gruplar i¢cin degerlendirildi; FOXO3a
immiinreaktivitesinin en baskin sekilde tim gruplar ve tiim follikiillerde primer oosit

diizeyinde hem nuklear ve hem de ooplazmik seviyede oldugu tespit edildi.

SF ve Susam Yagi Sham Kontrol Gruplarinda yapilan incelemelerde tiim follikiillerde
primer oosit diizeyinde ortadan siddetliye degisen ve 6zellikle primer follikiil asamasi itibari

ile siddetli olarak g6zlenen immiinreaktivite tespit edildi (Resim 18 A-D ve Resim 19A-D).

Taurin Grubunda ise 6zellikle primer follikiil agamasi itibari ile tiim follikiillerde primer

oosit diizeyinde ¢ok siddetli FOXO3a immiinreaktivitesi ayirt edildi (Resim 20A-D).



Resim 4.18. SF uygulanan Sham Kontrol Grubuna ait ovaryum kesitlerinde yapilan
FOXO3a immiin boyamalarinda =» : Immiin reaktivite Gosteren Primer
Oositler izleniyor (A: Primordiyal Folikiil, B: Primer Folikiil, C: Sekonder
Folikiil, D: Graaf Folikiil) (immiinperoksidaz-Hematoksilen x200).
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Resim 4.19. Susam yagi uygulanan Sham Kontrol Grubuna ait ovaryum kesitlerinde yapilan
FOXO03a immiin boyamalarinda = : Immiin reaktivite Gosteren Primer
Oositler izleniyor (A: Primordiyal Folikiil, B: Primer Folikiil, C: Sekonder
Folikiil, D: Graaf Folikiil) (immiin peroksidaz-Hematoksilen x200).
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Resim 4.20. Taurin Grubuna ait ovaryum kesitlerinde yapilan FOXO3a immiin
boyamalarinda =» : Immiin reaktivite Gosteren Primer Oositler izleniyor (A:
Primordiyal Folikiil, B: Primer Folikiil, C: Sekonder Folikiil, D: Graaf Folikiil)
(Immiinperoksidaz-Hematoksilen x200).

[zotretinoin Grubunda diger Sham Kontrol Gruplar1 ve Taurin Grubuna kiyasla zayif ve
zayiftan ortaya degisen diizeyde FOXO3a immiin reaktivitesi belirginken (Resim 21A-D),
Izotretinoin ve Taurin Grubunda immiin reaktivitenin yine primer oosit diizeyinde hem

niiklear ve hem de ooplazmik seviyede siddetli olarak izlendigi ayirt edildi. (Resim 22A-D).



Resim 4.21. Izotretinoin Grubuna ait ovaryum kesitlerinde yapilan FOXO3a immiin
boyamalarinda = : Immiin reaktivite Gosteren Primer Oositler izleniyor (A:
Primordiyal Folikiil, B: Primer Folikiil, C: Sekonder Folikiil, D: Graaf Folikiil)
(Immiinperoksidaz-Hematoksilen x200).



Resim 4.22. izotretinoin ve Taurin Grubuna ait ovaryum kesitlerinde yapilan FOXO3a
immiin boyamalarinda = : immiinreaktivite Gosteren Primer Oositler izleniyor
(A: Primordiyal Folikiil, B: Primer Folikiil, C: Sekonder Folikiil, D: Graaf
Folikiil) (immiinperoksidaz-Hematoksilen x200).

FOXO03a immiin boyamasi sonucu tiim grup ve denekler lizerinde yapilan degerlendirmeler
neticesinde elde edilen H-Skor verileri istatistiksel olarak analiz edildiginde; Taurin
Grubunda immiinreaktivitenin Sham Kontrol Gruplarina karsin istatistiksel olarak anlamli
derecede yiiksek oldugu tespit edildi (p<0.05). Izotretinoin ile Izotretinoin ve Taurin
Gruplarinda ise immiinreaktivite Sham Kontrol Gruplarma ve Taurin Grubuna karsin
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulundu (p<0.05). izotretinoin ve Taurin
Grubunda immiinreaktivite, Izotretinoin Grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli

derecede yiiksek olarak izlendi (p<0.05) (Sekil 4.3).
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FOX0O3a-HSkor

250

*

200
150
100
50
0

SUSAM YAGI TAURIN IZOTRETINOIN IZOTRETINOIN+TAUR|N

B FOXO03a-HSkor 192,252,218 191,9167 20,744 219,3167+1,701 115,1667 +1,005 184,1333 41,892

Sekil 4.3. FOX0O3a immiin boyamas1 H-Skor verilerine ait karsilagtirmali istatistiksel grafik
(*: Sham Kontrol Gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli farklilik gosteren
gruplar, *: Taurin Grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik gésteren
gruplar, **: Izotretinoin Grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik
gosteren gruplar).
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5. TARTISMA

[zotretinoin (13-cis retinoik asit), 1982 yilinda Federal ila¢ Idaresi (FDA) tarafindan
onaylanan ve oral yoldan uygulanan bir A vitamini tiirevidir; iktiyoz, hidradenitis
suppurativa, rosacea ve akne dahil olmak tizere gesitli dermatolojik hastaliklarin tedavisinde
oral antibiyotikler ve hormonal ilaclarla birlikte yaygin olarak kullanilmaktadir. (Ding RL,
Zheng Y, Bu J ;2023 ,Fernandes T, Magina S ;2023 ,Leyden JJ, Del Rosso JQ, Baum EW
;2014)

[zotretinoin sadece nodiiler akne tedavisinde degil bunun yami sira hiicre biiyiimesi,
farklanmas1 ve big¢imlenmesi ayrica apoptozunu da etkiler. Bunun yanisira timor
olusumunu,maligne olan hiicrelerin biiyiimesini baskilarken bagisiklik diizenleyici olarak
etki de gosterir.( Layton A;2009, Altucci L, Gronemeyer H) izotretinoinin 6zellikle yaygin
kullanimina ragmen halen over rezervi iizerine etkisini degerlendiren calisma sayisi
azinsanmayacak kadar azdir.( Abali R, Yuksel MA, Aktas C et al.;2013, Sikar Aktiirk A,
Abali R, Yiiksel MA et al.;2014, Oztiirk S, Oztiirk T, Ucak H et al.;2015, Aksoy H, Cinar L,
Acmaz G, ve digerleri, 2015)

Disi bireylerde kisirlik over rezervinin degerlendirilmesi ile karakterizedir ve over rezervide
folikiil kalitesi ile belirlenmektedir.Overde konumlanan folikiillerin 6zellikle sayisi ve
ovulasyona verdikleri cevap rezervin kalitesinide isaret etmektedir. Over miktarinda yasa

bagli olarak meydana gelen azalmaya ise ovaryon yaslanma denmektedir.

Artan yas ile karakterize olan primordiyal folikiillerdeki kalite diizeyinin azalmasi over
rezervi lizerinde diisiise sebep olmaktadir..Over rezerv kalitesinin belirlenebilmesi icin
kullanilan Olgiitler serum FSH, AMH, inhibin B o6l¢iimleri, Ostradiol seviyeleri,
ultrasonografi ile antral folikiil sayimi, ovaryan vaskiilarite ve ovaryan volim (OV)
Ol¢iimleri 6nemli rol oynamaktadir ama halen tam anlami ile overyan rezerv iizerinde tek bir
elden 6l¢clim yapmak ve degerlendirmek miimkiin degildir.(Singh N, Malik E, Banerjee A,ve
digerleri ,2013; Broekmans FJ, Kwee J, Hendriks DJ, Mol BW, Lambalk CB.;2006)

AMH over rezervini gosteren 0zellikle overde ekspere edilen bireyde fertilite teshisinde rol

oynayan giivenilir bir testtir ancak folikiiller apopotoza ya da atreziye ugradigi anda AMH
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ortadan kalkar.( Tremellen KP, Kolo M, Gilmore A, Lekamge DN;2005, Weenen C, Laven
JSE, von Bergh ARM ,ve digerleri,2006)

Yetiskin donemde nekadar AMH seviyeleri diisme egiliminde olsa da menstrual dongiideki
degisimler gozlenmemistir.Ozellikle AMH over rezervinin varhigmin kaniti olarak
gosterilmektedir.( Visser JA, de Jong FH, Laven JS.2006, Peigné M, Decanter C.2014 , Lie
Fong S, Lugtenburg PJ, Schipper I, ve digerleri,2008)

Oztiirk ve ark.“nin iizerinde ¢alisti1 belirli aym 6zellikler tasiyan bireyler arasinda yapilan
bir ¢alismada yogun akne olusumu gosteren bireylerde 0.5-2 mg/kg/giin degisen dozlarda,
kiimiilatif doz 120-135 mg/kg oranda agiz yolu ile alinimi gergeklestirilecek olan
izotretinoin tedavisi alan 32 hastanin tedavi Oncesi ve sonrasi yaklasik olarak FSH, LH,

ostradiol, AFS, ve ovaryan rezervleri degerlendirilmistir.

Calismada tedavi bitiminde ayni degerser tekrar Olgiilmiis ve FSH, LH ve 0Ostradiol
degerlerinde anlamli diisiis saptanirken, total AFS ve OV*lerinde de diisiis gézlenmis ancak

anlamli bir farklilik gdzlenmemistir.. (Oztiirk S, Oztiirk T, Ucak H , ve digerleri ;2015)

Aksoy ve arkadaglarinin yapmis oldugu bir ¢alismada ise genellikle yogun akne olusumu
gozlenebilecek 18-36 yaslar1 arasinda dogurgan doneminde olan 82 kadin hastaya uygulanan
0,6-0,8 mg/kg/giin dsabit olmayan dozajlarda kiimiilatif doz 120—150 mg/kg olacak sekilde
agizdan izotretinoin tedavisi baglanmistir. Hastalar tedavi nin ilk asamalarinda ve tedaviye
baslandiktan 6 ay sonraki serum ortalama AMH, FSH, LH, 0stradiol, total-serbest
testosteron seviyeleri, total ovaryum hacmi ve total AFS degerlendirilip 6zellikle tedavi
siirecinden Oncesinde tedavi sonrasinda AMH, total AFS ve total OV*de anlaml diisiis
saptanirken, FSH, LH, 6stradiol, total-serbest testosteron seviyelerinde anlamli degisimler

gozlenmemistir.( Aksoy H, Cinar L, Acmaz G,ve digerleri .;2015)

Aktiirk ve calisma arkadaslarinin yapmis oldugu kohart bir ¢alismada 22 yogun akne hastasi
olan ve 22 saglikli dogurgan doneminde olan kadin kontrol grubunun tedavinin
baslangicinda ve tedavi sonunda serum AMH degerleri karsilastirildiginda 16-35 yaslari
arasinda hastalar, 0,6-0,8 mg/kg/giin, 120 mg/kg kiimiilatif dozajda tedaviye maruz kalmis
ve hastalarin tedavi bitiminde ortalama serum AMH degerleri tedavi 6ncesine gore anlamli

derecede diislik oldugu gozlenirken kontrol grubu AMH seviyelerinde anlamli bir farklilik
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bulunamamistir. Hastalarin tedavi oncesinde de hesaplanan AMH degerleri de saglikli

kontrol grubunun AMH degerlerinden anlamli derecede yiiksek saptanmustir.

Bu calismalarin akabinde Abali ve arkadaslarinin Sprague-Dawley siganlarini kullanarak
yapmis olduklar1 bir calisma da 30 disi sigan bulunmakta ve her si¢an bir gruba dahil edilerek
gruplandirilmistir.Grup 1 0 mg/kg/giin , grup 2 7,5 mg/kg/giin ,grup 3 ise 15 mg/kg/giin
izotretinoin oral olarak alacak sekilde tedavi gruplarina ayrilmis ve izotretinoin verilen hem
tedavi gruplar1 hemde kontrol gruplar1 deney siiresi sona erdiginde AMH degerleri, atretik
folikiil oranlar1 ve proliferatif hiicre niikleer antijen (PCNA) pozitif graniiloza hiicreleri
bakimindan karsilagtirilmistir.  Deney  sonlandirildiginda ve ortalama  degerler
hesaplandiginda goriilmiis ki AMH degerleri gruplar arasi kiyaslama yapildiginda 6zellikle
2 ve 3. Grupta daha yiiksek bir oranda farklilik saptanmistir ancak 1.grupta ise AMH
degerleri acisindan anlamhi farklilik saptanmamuistir. Folikiilogenezisin primordial,
primer,preantral ve antral evrede Ozellikle bakilan ve atretik folikiil oranlar1 da
degerlendirilen biitiin evrelerde yaklasik atretik folikiill oranlar1 gruplar arasinda

kiyaslandiginda grup 2 ve 3 te grup 1e gore anlamli yiikselme gozlenmistir.

Tedavi sonunda graniiloza hiicreleri immiinhistokimyasal olarak degerlendirildiginde
graniiloza hiicrelerinde kuvveetli bir PCNA pozitif hiicreler saptanmistir ve pozitif hiicre
sinyal miktar1 ve PCNA pozitif graniiloza hiicreleri izotretinoin alan grupta daha diisiik
oranda bulunmustur. Graniiloza hiicre olas1 apoptozu gruplar arasinda bir degerlendirmeye
sokuldugunda over folikiil sayis1 tedavi gruplarinda daha yiiksek gozlenirken grup 3“iin ve
grup 2 overleri kiyaslandiginda grup 3 te overleri apoptotik hiicre igeren folikiil sayis1 daha
yliksek oranda gozlenmistir. Sonug olarak bu ¢alismada izotretinoinin sigan overlerine toksik

etkisi oldugu AMH ve apoptoz ile karakterize edilmistir.

Arastirmacilarin bulgularina benzer sekilde, biz de calismamizda diisiik doz (5 mg/kg/giin)
izotretinoin alan deney grubumuzda serum AMH diizeylerinin yan1 sira primordial ve Graaf
folikiillerinin sayisinda énemli bir diisiis, atretik folikiillerin sayisinda ise 6énemli bir artis
tespit ettik. Ayrica, yumurtalik rezervinin giiclii bir gostergesi olan FoxO3a ekspresyonunun

azaldigini tespit ettik.
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Diger calismalardan farkli olarak, bizim c¢alismamiz eksojen taurin takviyesinin
izotretinoinle iligkili bu bozukluklara kars1 koruma saglayip saglayamayacagin

degerlendiren ilk ¢calisma oldugunu diisiinmekteyiz.

Amichai ve ark., yiiksek olmayan siddette akne nedeniyle izotretinoinin tedavisi uygulanan
12-35 yas aras1 geni§ yas aralifina sahip olan hastalarda giinlik dozu degistirmeden
uyguladiklar1 6 aylik tedavi boyunca 20 mg / giin dozaj olmak tizere 12 ile 20 yas arast
hastalarin % 94.8'1 ve 21-35 yas aras1 hastalarin% 92.6'sinin yliksek oranda tedavi edildigi
ve 6zellikle bu yol baz alinarak yiiksek doz ila¢ kullaniminin olusturdugu yan etkilerin belirli

bir oranda hafifletilebilecegini dnermislerdir (Amichai, Shemer, ve Grunwald, 2006).

Follikiil miktarinin normalden fazla olmasi oosit mekanizmasi iizerinde olumsuz bir etkiye
sebep olur ve folikiilii atreziye sokarak ovaryel kapasitenin azalmasina sebep olur ve ovaryan
yetersizlik grafiginin olusumuna sebep olurken es zamanli olarak endokrin bozukluklar1 ve

infertiliteyi beraberinde getirir. (Ding, Zhang , Mu,Li, ve Hao, 2013).

Ozellikle puberte doneminde akne problemi ile savasmak igin toplumda yaygin olarak
kullanilan izotretioninin lireme saglig1 lizerinde yikici etkileri bulundugu 6ngoriilmektedir.
Dolayisiyla, bu ajanin kullanimu siiresince oral yoldan alinabilecek terapétikler, ajanin farkl
dokularda olusturabilecegi hasarlar1 engellemek ya da minimalize etmek i¢in olduk¢a 6nem
arz etmektedir. Bu amagla ¢alismamizda; izotretionin kullanimi ile olusan olasi ovaryum
hasar1 iizerinde oldukga etkili bir antioksidan oldugu bilinen ve dogal olarak organizmada
da bulunan taurinin ekzojen olarak takviyesinin, bu hasar iizerinde nasil bir koruyucu etki

gosterecegi hem histokimyasal ve hem de molekiiler diizeyde ortaya konulmasini amacladik.

Shen ve ark.fareleri kullanarak gerceklestirdigi bir calismada oksidatif stres etkili olan ve
folikiiler atrezi,graniil hiicre apoptozunde etkin rol oynayan FoxO-1 gdriintiisiiniin belirgin
hale geldigi 6zellikle apoptoz indirgenmesi iizerinde esas rol alan genlerin diizenlenmesinde
gorev aldigi bildirilmistir.Yapilan ¢alismalar 1s18inda izotretinoinin hem FoxO bagimli
transkribe ile iliskili graniil hiicre apoptozuna buna bagli olarakta over rezervini anlamli
derecede azalttig1 ve bu azalmanin sebebinin AMH diizeyindeki azalma ile apoptoza bagh

olabilecegini diisiindiirmektedir.( Shen M, Lin F, Zhang J et al. J Biol Chem 2012)
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Taurin 10 yillik hikayeye sahip olan siilfiir yapili memeli dokusunda bulunan bir aminosittir
(Eppler veDawson, 2001).Organizma tarafindan sistein tiirevli olan ve sisteinden sentezi
gerceklesen, suda ¢6ziinebilme 6zelligiyle proteinin yapisal mekanizmasinda bulunmayan
serbest bir yapiya sahip olan bir aminoasit tiirevi olarak islev gérmektedir memeli
metabolizmasinda yiiksek oranda bulunmayan taurinin eldesi kiikiirtli aminoasitlerin

endojen metabolizmasi sayesinde gerceklesir (Karafakioglu, 2010).

Taurinin sentezinin yogun bir sekilde gergeklestigi organ yapilarina bakilacak olursa
ozellikle beyin ve karacigerde, katalizlenmesi gerceklesen metionin ve sisteinden

sentezlenir. (Karafakioglu, 2010).

Taurinin viicutta diyetle alinimi1 6nemlidir 6zellikle taurin kaynagi et deniz mahsulleri ile

vuciitta sentezi saglanmaktadir. (Ito, Schaffer ve Azuma, 2012).

Taurinin genel etkilerine bakildiginda o6zellikle wvuciit istiinde antioksidan dengenin
korunmast,hiicre sistematik yapisnin korunmasi,viicut direncinin arttirilmasi 6nemli

ozelliklerinin baginda gelmektedir. (Karafakioglu, 2010).

Ayni1 zamanda taurin memeli dokusunda membran stabilitesi, bagisiklik, osmoregiilasyon ve
noroproteksiyon dahil olmak {izere ¢esitli yapisal ve fonksiyonel fizyolojik ve farmakolojik

yanitlarda rol oynar. (Wu GF, Ren S, Tang RY, Xu C, Zhou JQ, Lin SM, et al ;2017)

Smirl sayida ¢alisma, taurin ve tiirevlerinin patolojik hiperglisemiyi ve oksidatif stres ve
diger kimyasal kirleticilerin neden oldugu sorunlar1 yonetebilecegini gostermistir. Taurinin
bu terapétik etkilerini anti-oksidatif, anti-apoptotik,anti-inflamatuar 6zelliklerinden dolay1
gosterdigi bilinmektedir. (Ghosh S, Chowdhury S, Das AK, Sil PC ;2019)

Taurinin 6zellikle yogun bulundugu dokularda minimum diizeyde dokiiler bazda onarim
yaptig1 bilinmektedir osmoregiilasyon, norotransmisyon islevler iizerinde antioksidan
onarim gosterdigi diger belirgin hastaliklar {izerinde de onarim yetenegi oldugu

bilinmektedir.(Karafakioglu, 2010).

Yapilan ¢alismada gosterilmis ki taurinin islevleri arasinda ozmoregiile ,kalsiyum miktarinin
ayarlanmasi hiicre membran stabilizasyonu, enerji depolama, cesitli fonksiyonlar1 oldugu

gosterilmistir (Huxtable, 1992).
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Taurinin lireme sistemi {izerindeki etkileri heniliz tam olarak kesinlestirilmemis tizerinde
yapilmasi gereken daha fazla arastirmaya gebedir. (Lobo MVT, Alonso JM, Latorre A,
Martin del Rio R;2001) Her ne kadar taurinin sperm hiicrelerinde bol miktarda bulundugu
bilinmekte ise de disi lireme sistemi isleyis yapisi i¢in de gerekli olan bir amino asittir
ozellikle disi lireme sistemi yapilarina bakildiginda taurinin konum olarak yumurtalik,
fallopi tiipii ve uterusta yiiksek konsantrasyonlarda bulunur (Ahmadi S, Mehranjani

MS;2021).

Konu iizerinde yapilan g¢alismalara gore, diyetle alimi yetersiz olan taurinin ozellikle,
diizensiz Ostrus dongiisti, fetal emilim ve digsiikler dahil olmak iizere disi iireme sagligi ile
ilgili komplikasyonlara neden olabilecegi bilinmektedir. (Lu L, Lu C, Zhang D, Liu H, Cui
S;2022)

Taurin tagtyict mRNA'lar1 yumurtalik dokusunda konumlanmiis ve taurin 6zellikle sican ve
insan uterusunda ¢ok yiiksek seviyelerde bulunmustur, ancak ilerleyen siireclerde bu
oraningebelikle beraber anlamli bir dl¢lide azaldig1 gézlenmistir. Bu etkilerine ragmen halen
taurinin yumurtalik ve kadin dogurganligi iizerindeki etkilerinin varsayilan mekanizmalari
heniiz tam ve dogru bir sekilde aciklanamamistir. (Lobo MVT, Alonso JM, Latorre A,
Martin del Rio R ;2001)

Bizde calismamizda, oldukca etkili bir antioksidan oldugu bilinen ve organizmada dogal
olarak bulunan eksojen taurin takviyesinin, dermatolojik tedavilerde basta akne tedavisi
olmak tizere yaygin olarak kullanilan izotretinoin'in sebep olabilecegi potansiyel ovaryel

hasar ve etkileri iizerindeki olas1 koruyucu etkilerini gérmekti.

Lobo ve arkadaslari; disi ireme sistemi yapisinda bulunan taurin bélelerini saptayabilmek
admna ilk kez immiinohistokimyasal yontem kullanmislardi. (Lobo MVT, Alonso JM,

Latorre A, Martin del Rio R ;2001)

Taurin, ovaryumun germinal epitelinde, primer ve antral folikiillerdeki teka hiicrelerinde ,
oositlerde, ayrica luteal teka hiicrelerinde ve ek olarak uterus tiipiliniin epitelinde bulunur
ayni zamanda didstrus ve metostrus evrelerinde uterus epitelinde lokalize oldugunu

bulmuslardir. ( Lobo MVT, Alonso JM, Latorre A, Martin del Rio R ;2001)
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Lu ve arkadaslari; taurinin fare graniiloza hiicrelerinde p38/miR-7a/Glg1l/Cypl19al sinyal
yolu araciligiyla E2 sentezini tesvik ettigini 6ne siirmektedir. (Lu L, Lu C, Zhang D, Liu H,
Cui S ;2022)

Ahmadi ve arkadaslari, taurinin ototransplante sigan ovaryumlar1 {izerinde folikiiler
sagkalim tizerinde koruyucu etkilerinin olup olmadigini arastirmayi1 amaglamistir. Sonug
olarak, 200 mg/kg taurin uygulamasinin yumurtalik greftlerinde folikiiler sagkalimi énemli
Olciide artirabildigini, oksidatif stresi ve apoptozu azaltabildigini bulmuslardir. (Ahmadi S,
Mehranjani MS;2021).

Bizde ¢alismamizda taurin uygulamasinin serum AMH diizeylerini artirdigini, ancak bunun
istatistiksel olarak anlamli olmadigini, folikiilogenezi diizenledigini ve izotretinoin grubuna
kiyasla FoxO3a ekspresyonlarinda onemli bir artisa neden oldugunu gormiis olduk.
FOXO3a immiinohistokimya boyamalar1 sonucunda elde edilen verilerde ekspresyonlarin
ooplazmik diizeyde de goriilmesi FOXO3a’nin aktive durumda oldugu ve bu nedenle

fosforillenerek sitoplzmaya diffiize oldugunu diistindiirdi.

Birlikte ele alindiginda, izotretinoin uygulamasinin yumurtalik dokusu boyunca ¢esitli

dejeneratif degisikliklerin yani sira folikiilogenezde bozulmaya yol agtig1 ortaya ¢ikmaistir.

Folikiilogenezdeki bu bozulma c¢ogunlukla primordial ve Graaf folikiillerinin sayisinda
azalma ve atretik folikiillerin sayisinda artis olarak ortaya ¢ikmustir. izotretinoinin dzellikle
primordial  folikiiller iizerindeki etkisi, serum AMH Ol¢iimleri ve FoxO3a

immiinohistokimya boyamalari ile desteklenmistir.

Bizde c¢aligmamizda taurinin yumurtalik dokusu sagligini aktif olarak korudugu ve

1zotretinoin toksisitesi yoluyla hasarli olan folikiilogenezi diizenledigini gézlemlemis olduk.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak; izotretinoin uygulamasinin ovaryum dokusunda ¢esitli dejeneratif degisimlere
ve follikiillogeneziste bozulmaya neden oldugu tespit edildi. Follikiilogenezisteki bu
bozulmanin 6zellikle primordial ve Graaf follikiil sayilarinda diisiis ile atretik follikiil
sayilarinda artis seklinde izlendigi goriildii. Izotretinoinin &zellikle primordial follikiiller
iizerindeki bu etkisi yapilan serum AMH ol¢iimlerinden elde edilen veriler ve FOXO3a

immiinohistokimya boyamalar1 ile de desteklendi.

FOXO3a immiinohistokimya boyamalar1 sonucunda elde edilen veriler, ekspresyonlarin
ooplazmik diizeyde de goriilmesi nedeni ile FOXO3a’nin aktive durumda oldugu ve bu
nedenle fosforillenerek sitoplazmaya diffiize oldugunu disiindiirdii. Bu bulgunun,
Hematoksilen-Eozin boyamalari sonucunda tespit edilen ve izotretinoin uygulamasi sonucu

izlenen bozulmus ve gorece az sayidaki folikiiller i¢in de gegerli oldugu izlendi.

Bu grup folikiillere ait primer oositlerde izlenen FOXO3a imminreaktivitesinin, her ne
kadar yine ooplazmik diizeyde olsa da, zayif seviyede olmasi, saglikli bir morfolojiye ve
capa sahip bir dormant follikiil gelisememesinin nedeni olarak diisiiniildi. Taurin
uygulamasinin, izotretinoinin neden oldugu follikiillogenezis hasarin1 regiile etmesinin yani
sira; taurinin tek basina takviye edici olarak kullaniminin FOXO3a ekspresyonlarint Sham
Kontrol Gruplarina kiyasla arttirdig1 ve bu bulgu dolayisi ile over rezervinin korunmasinda

etkin rol oyanayabilecegi en dikkat ¢ekici bulgulardan biri olarak nitelendirildi.

Bu calismaya ait en dikkat ¢ekici sonuglardan biri ise; taurinin tiim deneysel sonuglar gz
oniinde bulunduruldugunda, primordial follikiil aktivasyonuna neden olduguydu ve bu
sonug, over rezervinin korunmasinda tek basina etkili bir ajan olarak kullanilabilecegini
diisiindiirdii. Izotretinoin toksisitesi kosullarinda ise ovaryal doku sagligim korumada ve
bozulmus follikiilogenezin diizenlenmesinde etkin rol oynadigi ve izotretinoin tedavisi
sirasinda taruinin destek bir ajan olarak kullaniminin, izotretinoinin tedavi siiresince yol

acacag1 olas1 ovaryal hasar iizerinde etkin bir koruyucu olacagi kanisina varildi.
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Ogr.Gor.Dr.Burcu EKiM

Ogr.Gor.Dr. Beyza AYDOGAN

Vet.Hek.Burcu AVCI

Osman iC
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Kisisel Bilgiler

Soyadi, adi
Uyrugu

OZGECMIS

: UNNU KARACA, Vesile Seyma
: T.C.

Dogum tarihi ve yeri:

Medeni hali
Telefon

E-mail

Egitim
Derece

Yiiksek Lisans

Lisans

Lise

Is Deneyimi
Yil
2022-2023
2019-2022
2017-2019
2014-2015

Yabanci Dil

Ingilizce

Egitim Bilgileri

Gazi Universitesi / Histoloji ve
Embriyoloji Ana Bilim Dali
Ankara Universitesi Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji

Ozel Ahmet Ulusoy Anadolu Lisesi

Yer

Bahgesehir Koleji

Sinav Koleji Egitim Kurumlari
Ankara Egitim Kurumlari

Cankaya Koleji

Mezuniyet Tarihi
2024

2014

2010

Gorev

Biyoloji Ogretmeni
Biyoloji Ogretmeni
Biyoloji Ogretmeni
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