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OZET

ZEYTIN (Olea europaca) YAPRAGI EKSTRAKTLARININ DiSi SURIYE
HAMSTERLERINDE (Mesocricetus auratus) OSTRUS SIKLUSU UZERINE
ETKILERI

Selma OZSALMANLI
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Biilent GUNDUZ
29/08/2022, 83
Zeytin (Olea europaea) meyvesi yenen yapraginda fenolik asitler, fenolik alkoller,
flavonoidler, sekoiridoidler ve triterpenler gibi ¢ok sayida biyoaktif bilesenler bulunduran
uzun Omiirli bir agagtir. Zeytin yapraginda bulunan en Onemli biyoaktif madde
oleuropeindir. Zeytin yapragi halk arasinda tibbi ve terapotik etkileri nedeniyle yaygin
olarak kullanilmaktadir. Calismada zeytin yapragi ekstraktinin yetiskin disi hamsterlerde
Ostrus siklusu tizerine etkileri arastirilmistir. Yaz mevsiminde Canakkale’nin Geyikli
beldesinden toplanan zeytin yapraklart ogiitiilerek toz haline getirildikten sonra soxhlet
cihazinda (50 g zeytin yapragi-400 mL %70’lik etanol) ekstrakti elde edilmistir. Disi
hamsterlere 30 giin siiresince ii¢ farkli dozda (20 mg/kg, 40 mg/kg, 80 mg/kg) zeytin
yapragi ekstrakti intraperitoneal olarak enjekte edilmistir. Calisma sonunda hayvanlarin
Ostrojen hormon seviyesine, vajinal smear siiriintiisiinde Ostrus siklusuna, ovaryum ve
uterus histolojisine bakilmistir. Zeytin yapragi ekstraktinin vajinal smear ¢alismalarindan
elde edilen bulgulara gére uygulanan her doz kontrole gore daha etkili olurken yiiksek doz
(80 mg/kg) uygulamasinin ostrojen seviyesinde yiikselmeye, vajinal smearde kornifiye
hiicre sayisinda artisa, kiigiik ¢ekirdekli intermediyal hiicre sayisinda azalmaya sebep
oldugu, ovaryumlarda ovulasyon i¢in uyarilan folikiil sayisinda artisa, uterusun

endometriyal tabakasinda kalinlagsmaya neden oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Sozciikler: Oleuropein, Ostrojen, Ostrus siklus, Ovaryum, Zeytin



ABSTRACT

EFFECTS OF OLIVE (Olea europaea) LEAF EXTRACTS ON OESTRUS CYCLE
OF FEMALE SYRIAN HAMSTERS (Mesocricetus auratus)

Selma OZSALMANLI
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Master of Science Thesis in Biology
Advisor: Prof. Dr. Biilent GUNDUZ
29/08/2022, 83

Olive (Olea europaea) is a long-lived tree whose fruit is eaten and its leaves contain
many bioactive components such as phenolic acids, phenolic alcohols, flavonoids, secoi-
ridoids, and triterpenes. The most important bioactive substance found in olive leaves is
oleuropein. Olive leaf is widely used among people for its medicinal and therapeutic
effects. In this study, the effects of olive leaf extract on the estrus cycle of female adult
hamsters were investigated. Olive leaves collected in the summer season from Canakkale
Geyikli town were used. After the olive leaves were ground into powder, the extract was
obtained in sox (50 g leaf-400 mL %70 ethanol). Three different doses (20 mg/kg, 40
mg/kg, and 80 mg/kg) of olive leaf extracts were injected into female hamsters for 30 days.
At the end of the study, the estrogen hormone level of the animals the estrus cyclein the
vaginal smear swab, ovarial and uterus histology were examined. According to the findings
obtained from the vaginal smear studies of olive leaf extract, all doses applied were
effective compare to control group but ahigh dose (80 mg/kg) application causes an
increase in the estrogen level, an increase in the number of cornified cells in the vaginal
smear, a decrease in the number of small-nucleated intermedial cells, an increase in the
number of follicles stimulated for ovulation in the ovaries, an increase in the thickness of

the endometrial layer of the uterus.

Keywords: Estrogen, Oestrus cycle, Oleuropein, Olive, Ovary.
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BIiRINCi BOLUM:
GIRIS

1.1. Zeytin Yapragimn Genel Ozellikleri:

Zeytin agaci1 (Olea europaea) (ElI ve Karakaya, 2009) zeytingiller (Oleaceae)
familyasina ait olup yapraklar1 her zaman yesil olan, yavas gelismesine ragmen oldukc¢a
uzun omiirli bir agagtir. Ortalama omrii birkag yiiz y1l olup giiniimiizde 2—3 bin yasinda
olan zeytin agaglarina da sik rastlanir. Akdeniz bolgesinde yetistirilen zeytin agaci sayisi
tim diinyada yetistirilenin yaklasik %90’1n1 olusturur (Hansen, 2002). Zeytin yaprag: halk
arasinda tibbi ve terapdotik etkileri nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir. Zeytin yapragi
ekstraktlarinin gesitli sekillerde kullanimlarina bagli olarak antimikrobiyal, antiviral,
antioksidan, antienflamatuvar, antitrombosit, antihiperlipidemik, anti-iskemik, antitoksik,
antikanser, hipotansif ve hipoglisemik gibi ¢ok dnemli biyolojik aktiviteleri vardir (Ficarra
vd., 1991). Ayrica zeytin yapragi ekstraktinin gastrointestinal sistem, kardiyovaskiiler ile
noroendokrin sistemler tizerine pozitif etkilerinin oldugu ortaya konmustur (Mosleh vd.,
2016).

1.2. Zeytin Yapragimn Icindeki Biyoaktif Bilesiklerin Genel Ozellikleri:

Zeytin yapraklar1 fenolik bilesenler agisindan oldukga zengindir. Zeytin yapraklari
hakkinda yapilan arastirmalara gére yapisinda 101 ¢esit biyoaktif bilesik bulunmaktadir
(Malik ve Bradford, 2006). Bunlardan en 6nemlileri sekoiridoidler, triterpenler, fenolik
asitler, flavonoidler ve fenolik alkollerdir. Bu fenolik bilesikler iginde en ¢ok bulunani
sekoiridoitlerdir. Sekoiridoitler sahip olduklari elenolik asit ve tiirevleri sayesinde diger
fenolik Dbilesiklerden ayrilirlar. Sekoiridoitler sadece Oleaceae familyasindan Olea
europaea L. tiirii i¢erisinde bulunur. Bununla birlikte, zeytinde en fazla bulunan sekoiridoit
glikozitler oleoropein, ligstrosit, niizhenit ile dimetiloleuropeindir (Unliiel ve Aydin,
2016).

Fenolik bilesiklerin en o©nemli Ozelligi radikal siipiiriicii yani antioksidan
olmalaridir. Yapilan ¢alismalarla kan basincini diisiirdiigii, koroner arterlerdeki kan akigini

arttirdigi, viicudun bagisiklik sistemini kuvvendirdigi de tespit edilmistir (Oh ve By, 2010).



Tablo 1.
Zeytin yapragi ekstraktindaki fenolik bilesikler ve oranlari

Oleuropeosidler (Sekoiridoidler) Oleuropein 24,54
Verbaskosid 1,11
Fenoller Tirosol 0,71
Hidroksitirosol 1,46
Vanilin 0,05
Vanilik asit 0,63
Kafeikasit 0,34
Flavanol Rutin 0,05
Flavan-3-ol Katesin 0,04
Flavonlar Luteolin-7-glukosid 1,38
Apigenin-7-glukosid 1,37
Diosmetin-7-glukosid 0,54
Luteolin 0,21
Diosmetin 0,05

(Benavente-Garcia vd., 2000; Malayoglu-Basmacioglu ve Aktas, 2011)

Zeytin agacimin tamaminda bulunan en 6nemli biyoaktif madde oleuropeindir ve

dogada en ¢ok bulundugu yer de zeytin agacidir (Malik ve Bradford, 2006).

Tablo 2.

Zeytin yapragindaki fenolik bilesenlerin konsantrasyonlari
Fenolik Bilesen Konsantrasyon (mg/kg)
Hidroksitirozol 219+3
Oleuropein 2,231 +£52
Dimetiloleuropein 984 + 47
Verbaskosid 27.45 £ 4.05
Rutin 15.80 +=4.51
Luteolin 7-0-glukozid 15.80 +4.51

(Unliiel ve Aydin., 2016)



Agacin tamamina oranla zeytin yapraklarinda oldukca yiliksek miktarda bulunan
oleuropeinin ortalama miktar1 60-90 mg/gr civarindadir (yapragin kuru agirligimin yaklasik

%6-9’u) (Servili vd.,1999).

Oleuropeinin yiiksek miktarlarda bulunusu zeytinin tadin1 acilastirir. Zeytin
meyvesi olgunlastik¢a oleuropein miktart diiser ve zeytinin aci tadi azalir (Tokusoglu,

2010).

Oleuropein 1800’1 yillarda sitma hastaligi sonucu gelisen atesin giderilmesi i¢in
ilk etapta tedavi maksatli kullanilmistir. Bourquelot ve Vintilesco tarafindan 1908 yilinda
kesfedilen oleuropein, 1960 yilinda izole edilmis (Benavente-Garcia vd., 2002; Yildiz ve
Uylager, 2011); 1970 yilinda ise oleuropeinin kimyasal yapisi agiklanip bilimsel olarak
tamimlanmustir (Tirk6z vd., 2008).

Oleuropein, elenolik asit ve hidroksitrosoliin glikozidik bir esteridir (Inouye vd.,
1970). Zeytin agaglan {irettikleri en Onemli antioksidanlardan biri olan oleuropein
yardimiyla hastalik ve zararlilara kars1 direng gelistirmis, ortam kosullarina uyum saglamig
ve hiicre yenilenmesi gerceklestirerek diinya lizerinde yetistirilen en uzun Omdiirli ve

dayanikli agaglar arasinda sayilmistir (Tokusoglu, 2010).

1.3. Zeytin Yapragmin Biyoaktif Etkileri:
1.3.1. Zeytin Yapraginin Antioksidan Etkileri:

Antioksidanlar viicudumuzda metabolizma sonucu meydana gelen veya disaridan
alinan zararli maddeleri etkisizlestirerek oksidasyonu geciktiren ya da 6nleyen, kalp krizi
ve kanser gibi hastaliklara zemin hazirlayan serbest radikallerin olugmasini engelleyen
maddelerdir. Zeytin agaci sahip oldugu fenolik icerikler sayesinde dogada bulunan en
onemli dogal antioksidan kaynagidir. Zeytin yapragmin igerisindeki fenolik bilesiklerden
oleuropein ¢ok gili¢lii bir antioksidandir. Zeytin yapragindaki flavonoidler sayesinde zeytin
yapragi, zeytin meyvesine oranla ¢cok daha fazla antioksidan 6zellik tasir. Zeytin yapragi
igerisinde oleuropeinden baska antioksidan etki gosteren vanilin, vanilik asit, rutin,
apigenin, kafeikasit, luteolin, diosmetin vb. farkli bilesikler de bulunur (Benavente vd.,
2000; Ryan vd., 2002; Fit6 vd., 2007; Ok-Hwan vd., 2009; Zheng vd., 2016).



Tablo 3.
Zeytin yapraklarindaki fenolik bilesiklerin antioksidan kapasiteleri

Fenolik bilesik TEAC*(mmol/L) Troloks esdeger antioksidan kapasite
Zeytin yapragi 0ziitii 1.58
Rutin 2.75
Katesi 2.28
Luteolin 2.25
Hidroksitirozol 1.57
Diosmetin 1.42
Kafeik asit 1.37
Verbascoside 1.02
Oleuropein 0.88
Luteolin-7-glukosit 0.71
Apigenin-7-glukosit 0.42

(Benavente-Garcia vd., 2000)

Yapilan arastirmalarda oleuropeinin canlida antioksidan etki gostererek serbest
radikallerin tiretimini azalttigi gézlenmistir (Manna vd., 1999). LDL (kétii kolestrol-low
density lipoprotein) kolesterolii eger okside olursa, ¢ok tehlikeli bir forma doéniiserek
atardamarlarin  yapisina zarar verebilir. Oleuropein antioksidan ozelligiyle LDL
kolesteroliiniin oksidasyonunu azaltarak damarlarin zarar gormesini engellemektedir.
Hayvanlar tizerinde yapilan baska calismalarla da oleuropeinin antioksidan o6zelligi
kanitlanmistir (Zarzuelo vd., 1991). Diyabetli ratlarda etil alkol zeytin yaprag: ekstresinin
antioksidan 6zelliginin incelendigi bir arastirmada, zeytin yaprag ekstresinin antioksidan
ozellik gostermesi sayesinde diyabet ve bunun sonucu gelisen komplikasyonlarin sebep

oldugu oksidatif stresi azalttigi kaydedilmistir (Aggiil, 2012).

1.3.2. Zeytin Yapragimin Noroprotektif Etkileri:

Serebral iskemi gegiren hayvan modeline oral yolla zeytin yapragi ekstresinin
verildigi bir ¢alismada, zeytin yapragi ekstresinin néroprotektif etki olusturdugu; beyin
6demi, enfarktiis hacmi ve kan-beyin bariyeri gegirgenligini azalttigi; gecici orta serebral
arter tikanmasi sonucu gelisen norolojik eksikligi iyilestirdigi, Alzheimer hastaliginm

onlemeye de yardimci oldugu kaydedilmistir (Gikas vd., 2007; Mohagheghi vd., 2011).



1.3.3. Zeytin Yapragmmin Ureme Sistemi Uzerine Etkileri:

Zeytin yapragi ekstraktinin toksik bir madde olan rotenona (ROT) maruz birakilan
siganlarin testislerinde sperm kalitesi ve antioksidan kapasite tizerindeki etkisini ele alan
bir arastirmada, bu ekstraktin sperm kalitesini iyilestirdigi ve kisirligi tedavi edebilecegi
tespit edilmistir (Sarbishegi vd., 2017). Zeytin yapraginin alkollii ekstraktinin erkek
siganlarda serum FSH, LH ve testosteron (erkek cinsiyet hormonu) tizerindeki etkisinin
incelendigi bir aragtirmada, zeytin yapragi ekstraktinin oral yoldan verilmesinin testosteron
seviyesindeki azalmay1 engelleyebilecegi kaydedilmistir (Nasirzadeh, 2017). Baska bir
arastirmada, degisik mevsimlerde (ilkbahar, yaz, sonbahar, kis) toplanilan zeytin
yapraklarindan elde edilen eksraktlarin, erkek Suriye hamsterlerinin (Mesocricetus
auratus) sirkadiyen ritimleri ve testosteron hormonu iizerine etkileri arastirilmistir.
Aragtirmanin sonunda kis mevsimine ait zeytin yapragi ekstresinin sirkadiyen ritim
tizerinde yaptig1 degisimlerin en yiiksek goriildiigli, yaz mevsimine ait zeytin yapragi

ekstresinin de testosteron hormonu degerlerini yiikselttigi tespit edilmistir (Kortun, 2018).

1.4. Zeytin Yapragimn Saghk Alaninda Kullanimai:

Zeytin yapraginin saglik alaninda kullanimiyla ilgili edindigimiz bugiinkii bilgilerin
cogu 1800°li yillarda sitma salginina ve sitma atesine karsi zeytin yapraklari
ekstraktlariin kullanilmasi sonucu ortaya c¢ikmugtir (Sari, 2016). Oleuropeinin zeytin
yapragindan izole edilip tanimlanmasi 1900’1 yillarin basinda gergeklesmesine ragmen
modern tipta ilk defa zeytin yapragi ekstraktinin kullanilmaya baslanmasi ancak 1995
yilinda gerceklesebilmistir. Zeytin yapragi sahip oldugu dogal antioksidan, antibiyotik,
antibakteriyel, antimantar, antiparazit, antiviral, antiseptik, sakinlestirici, cildi sikilastirici,
bagisiklik sistemini diizenleyici ve gli¢lendirici ozellikleri sayesinde hastaliklarin
tedavisinde ve hastaliklardan korunmada kullanilabilen bir bitkidir (Ryan vd., 2002).
Zeytin yapraklart geleneksel olmakla birlikte bugiin bile Avrupa iilkelerinde diyabet,
hipertansiyon ve bazi bulasici hastaliklarin tedavisinde kullanilmakta ve geleneksel ilaglar

arasinda oldugu diisiiniilmektedir (Sato vd., 2007).



1.5. Bilimsel Arastirmalarda Rodentlerin Tercih Edilmesinin Nedenleri:

Tibbi ve biyolojik bilimsel arastirmalarda tercih edilen rodentler (genellikle
myomorf tiirl) (Giiltiken, 2020), tireme sistemi bozukluklarmin anlasilmas1 ve tedavi
edilebilmesine yonelik yapilan arastirmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Yigit vd.,
2019). iki aylik olduklarinda reprodiiktif agidan olgunlasan disi rodentlerde dstrus siklusu
ve ovulasyon gerceklesir. Insanlarda 28 giin siiren menstrual déngii ile karsilastirildiginda
geng disi rodentlerde Ostrus siklusu 4-5 giin slirdligli i¢in rodentler ile ¢aligmak, deney
stiresini oldukga kisaltir. Bu durum ise zaman agisindan kayda deger bir avantajdir (Stilley
vd., 2012). Rodentlerin tercih edilmelerinin diger sebepleri de rahat c¢alisilabilmeleri,

bakimlarinin zor olmamasi ve tiir g¢esitliliklerinin genis bir aralikta olmasidir (Yigit vd.,

2019).

1.6. Disi Rodentlerde Ureme Sisteminin Yapisi:

Disi rodentler erkeklere nazaran daha kiigiik boyuta sahip oldugu igin disilerin
gelisimlerini tamamlama stireleri erkeklerden daha kisa siirede gerceklesir ve erkeklerden
daha kisa zamanda biiyiirler (Lohmiller ve Swing, 2006). Cinsiyet tayini yapilirken aniis ve
uretra acikligin1i kapsayan alan olan perineal bodlgeye ve meme ucu bulunup
bulunmamasima bakilir. Erkek rodentler testislerini abdomenlerine ¢ekebildikleri icin
perineal bolgedeki anogenital agiklik denen anal ve iirogenital organ arasindaki mesafeye
bakilmalidir. Anogenital agiklik erkeklerde disilere oranla daha fazladir. Ayrica erkek
rodentlerde meme ucu bulunmamasi cinsiyet tayini yapilirken dikkat edilen bir bagka

ozelliktir (Rugh, 1968).

Disi rodentler 18-22 giin siiren hamilelikten sonra 5-10 yavru diinyaya
getirebilirler. Dogan yavrular bir ayhk olduktan sonra siitten kesilirler. iki aylik
olduklarinda seksiiel olarak olgunlasip puberteye ulasirlar (Richardson, 2003; Soylu,
2011). Seksiiel olgunluga ulasip vajinal agikligin olustugu ve ilk Ostrus siklusunun
gecirildigi zaman Puberte olarak adlandirir (Russell, 1992). Rodentler polidstrik hayvanlar
olup dongiisel seksiiel aktiviteleri pubertenin baslangicindan yashliga kadar siirer
(Richardson, 2003; Soylu, 2011).



Disi genital sistemi organlart soyle siralanabilir: ovaryum, ovidukt, uterus serviks,
vajina. Ici folikiillerle dolu olan ovaryumlar, yetiskin disi kemirgenlerin bdbreklerinin
kranial kutbunda periovaryan boslukta bulunur. Ovidukt helezonik yapida olup
ovaryumlar1 bikornual yapidaki uteruslara baglar (Richardson, 2003). Disi rodentlerde tek
servikse agilan iki uterus bulunur (Popeskovd., 1990). Uteruslar da iki serviks yoluyla
vajinaya baglanir (Richardson, 2003).

Mesane

Uretral Agikhik

Sekil 1. Disi rodentlerde lireme sistemi yapist
(Oflamaz A., 2015)

1.6.1. Ovaryum:

Icleri farkli gelisim asamalarindaki folikiillerle dolu olan ovaryumlar, yetiskin disi

kemirgenlerin bobreklerinin kranial kutbunda bulunur (Richardson, 2003).

Ovaryumun Histolojisi:
Histolojik olarak ovaryumda ti¢ katman gozlenir:

1) Epitelyum 2) Tunika albuginea  3) Ovaryum stromasi



1) Epitelyum (Germinatif Epitel):

Ovaryumun yiizeyini Orten tek sira kiibik epitel hiicrelerinin olusturdugu bir
tabakadir. Germinatif epitel ya da Germinal epitel de denir (Young ve Heath, 2000; Girgin
vd., 2010). Germinal epitel geng bireylerde kiibik epitel hiicrelerinden olusan tek katli bir
tabaka iken ilerleyen yaslardaki bireylerde yassi epitel hiicrelerinden olusur. Germinal
epitel kolaylikla dokiildiigii i¢in ¢ogu zaman tam olarak goriilmez, sadece bir bolimii
gortilebilir (Kierszenbaum, 2000). Germinal epitelin yilizeyinde ¢ok sayida, yilizey alanini
arttiran, hareketsiz uzantilar olan mikrovilluslar ile az sayida, hareketli uzantilar olan
kinosilyumlar go6zlenir. Germinal epitel hiicrelerinin sitoplazmasinda ¢ok sayida
pinositotik vezikiiller, mitokondriler progesteron ve Ostrojen reseptorleri, epidermal
biiytime faktorleri, glikojen ve mukopolisakkaritler yer alir (Young ve Heath, 2000;
Abraham, 2006; Girgin vd., 2010).

2) Tunika albuginea:

Germinal epitel bazal membranin {izerinde bulunurken, bazal membranin altinda da
Tunika albuginea denen bir tabaka bulunur. Tunika albuginea yiizeye paralel ¢cok sayida
kollajen lif demetleri igeren, az damarli, diizensiz, siki ve ince (5-16 p kalinliginda) bag
doku 6zelliginde bir tabakadir. Buradan ayrilan lif demetleri ovaryumun merkezine yonelir
ve merkezde birbirine gegen ii¢ boyutlu iskelet yapisini meydana getirir. Tunika albuginea
icinde diiz kas ve fibroblast 6zelligi gosteren hiicreler vardir. Bu hiicreler ovaryumun
korteks boliimiindeki interstisyel hiicrelere farklilagarak Ostrojen salgilarlar (Girgin vd.,
2010).

Germinal

Tunika
albuginea / -

s .f‘t ?-‘t%P: ! P ——
Sekil 2. Germinatif epitel ve tunika albuginea
(Junqueira ve Carneino, 2003)



3) Ovaryum Stromasi: Ovaryumun hem temel ve hem de destek dokusu olup

disarida korteks igeride de medulla denilen iki bolgeden olusan bir tabakadir.

a. Korteks:

Ovaryumun disinda yer alan islevsel kismi olup yapisinda c¢esitli gelisim
asamalarinda bulunan ovaryum folikiilleri ve Korpus Luteum (KL) denen 6zel yapilar
bulunur. Buradaki folikiillerin etrafinda kollajen ve elastik lifler, ince- uzun mekik seklinde
stroma hiicreleri ve interstisyel hiicreler yer alir. Stroma hiicreleri hormon salgilayan teka
interna hiicrelerine doniisebilirler (Young ve Heath, 2000; Girgin vd., 2010). Interstisyel
hiicreler poligonal sekilli, ortasinda yuvarlak bir ¢ekirdegi ve belirgin ¢ekirdekgikleri olan,
sitoplazmalarinda kii¢ciik yag damlaciklar1 bulunan, epiteloid karakterdeki hiicrelerdir.
Ostrojen salgilayan bu hiicreler ovaryum stromasinda tek tek ya da gruplar halinde

bulunurlar (Jungueira ve Carneiro, 2003).

Folikiillerde ger¢eklesen atrezi sirasinda granuloza hiicreleri ve oosit dejenerasyona
ugrarken teka interna hiicreleri interstisyel hiicrelere farklilagirlar. Interstisyel hiicreler hem
granuloza hiicrelerinden hem de primordial folikiillerden kdken alabilirler (Girgin A vd.,
2010).

b. Medulla:

Ovaryumun i¢ bolgesini olusturan medullanin yapisinda gevsek bag dokusu

icerisinde yogun bir sekilde sinirler, kan ve lenf damarlari bulunmaktadir.

Korteks ile medulla arasinda belirli bir sinir bulunmamakla birlikte bu damarlar,
korteks ile medulla arasinda ag seklinde bir yerlesim gosterirler (Young ve Heath, 2000;
Girgin vd., 2010).
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Sekil 3. Sematik ovaryum kesiti.
(Junqueira vd., 1992)

Ovaryum Folikiil Yapisi ve Fonksiyonu:

Ovaryumlarin  korteks stromasinda dagilmis halde Folikiil denen farkli
biiyiikliiklerdeki fonksiyonel yapilar bulunur. Gelismis bir folikiil i¢te oosit ve 00sitin
cevresindeki somatik granuloza hiicreleri ile bunlart ¢evreleyen teka hiicre tabakasindan

meydana gelmektedir (Girgin vd., 2010).

Ovaryumun Fizyolojisi:

Ovaryumlarin temel olarak iki 6nemli fizyolojik islevi bulunur. Bunlardan biri
gametlerin Uretilmesi (Gametogenez), digeri de steroid yapidaki hormonlar olan Gstrojen

ve progesteronun sentezlenip salgilanmasi (Steroidogenez).

Puberteye giren disi hayvanin hipotalamusunun pulsatil bir sekilde elektriksel
uyarilmasma bagli olarak hipotalamusun norosekretuar hiicreleri 1-2 saat arayla 5-25
dakika boyunca Gonadotropin Salgilatict Hormon (GnRH) sentezler (Aras, 1974; Guyton
ve Hall, 2001). Sentezlenen GnRH o6nce hipofizyal portal dolagim sistemine gecer ve

buradan da hipofiz bezinin 6n lobuna ulasir. GnRH hipofiz bezinin 6n lobuna ulastiginda,
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hipofiz bezindeki 6zel reseptorlerine baglanir ve burada bazi 6zel biyokimyasal olaylar
baglatir (Guyton ve Hall, 2001; Wildmaier vd., 2010). Bu biyokimyasal olaylar sonucu 6n
hipofiz bezinden ovaryumlar iizerinde etkili olan yiiksek oranda FSH (Folikiil Uyarici
Hormon) ve daha az miktarda LH (Luteinize Edici Hormon) salinimi gergeklesir.
Ovaryumlar, gonadotropik hormonlar olan FSH ve LH tarafindan uyarilmadan aktif
olamazlar. Ovaryumlarin aktivasyonundan sorumlu ana hormon FSH olup daha az etkili
olan hormon da LH’dir (Aras, 1974). FSH ovaryum folikiillerini uyararak folikiil
hiicrelerinden Gstrojen salinmasini uyarir. LH folikiilden ovulasyon olusumunu uyarip KL’

un sekillenmesine ve KL’ lardan progesteron salinimini saglarlar (Guyton ve Hall, 2001).

GnRH’1n pulsatillik 6zelligi sayesinde GnRH’1n fonksiyonel olmasi saglanir. Aksi
takdirde hipotalamustan siirekli olarak GnRH salinmasi, 6n hipofiz bezinden FSH ve LH
hormonlarinin salgilanmasin1 durdurur. GnRH’1n pulsatil salgilanmasi, ayni1 sekilde LH
sekresyonunun da pulsatil olarak her 90 dakikada bir intermitent salinimina sebep

olmaktadir (Guyton ve Hall, 2001).

Sekil 4. Disilerde hipotalamus-hipofiz-gonadal eksen
(Kanis, 1994)

LH ve FSH’mm ovaryumlara etkisiyle seksiiel dongii sirasinda ovaryumlardan

Ostrojen ve progesteron ad1 verilen iki dnemli hormon ard arda salgilanmaktadir.
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Ostrojen:

Viicudun iginde ve disinda bulunan cinsiyet organlarinin biliylime ve
olgunlagmalarmma yardimci olur. Disiye 06zel viicut bi¢iminin olugmasini saglar.
Ovaryumdaki folikiillerin biiyiime ve olgunlagmasini destekler. Uterusun endometrium
tabakasinin kalinlagmasini saglar. Uterustaki kan dolagimini ve uterus salgisini arttirir.
Tiim genital yollarin epitel Ortlisiiniin ve diiz kaslarin bliylimesini saglar. Vajina epitelinin
kornifiye edilmesinden sorumludur. FSH salmimini, geri bildirim mekanizmalariyla
kontrol eder. Hipotalamustaki ilgili noronlar1 uyararak cinsel arzuyu cogaltir. Ostrojen
hormonu destegiyle, ergenlik donemindeki disi seks karakterleri sekil alir. Meme
bezlerinde yag birikimine neden olarak meme bezlerinin biiylime ve gelismesine neden

olur.
Progesteronlar:

Viicudun i¢inde bulunan disi seks organlarin1 hamilelige hazirlar. Gebelikte uterus
kaslarmi biyiitiir, gelistirir. Ayrica meme bezlerindeki lobular cogalmaya bagh gelismeyi
destekler. Bu sayede meme bezlerini siit liretmeye hazir hale getirir. Vaginal epitelin
kornifiye olmasini onler. Hipotalamustan Liiteinlestiricic Hormon Salgilatict Hormon

(LHRH) ve hipofiz bezinden LH salgilanmasina engel olur (Fair, 2003).
Ovaryan Dongii:

On hipofiz bezi hormonlar1 olan FSH ve LH’1n etkisiyle ovaryumlarda meydana
gelen degisikliklere Ovaryan Dongii denir. Bu degisiklikler folikiillerin gelisimi,
ovulasyon, Korpus Luteumun olusmasi gibi siklik degisikliklerdir (Moore, 2002).

Ovaryan dongii ii¢ evrede incelenebilir:
1) Folikiiler evre, 2) Ovulasyon evresi, 3) Luteal evre (Moore, 2002; Kierszenbaum, 2006).

1) Folikiiler Evre (Folikiilogenez): Fetal donemde ovaryumlarin farklilagmasiyla
Oogonia adimi alan disi germ hiicreleri, mitoz bdliinmeyle ¢ogalirlar ve ovaryumlarda
primordial folikiillerden olusan bir rezerv olustururlar (Delilbas, 2008). Puberte doneminde
ovaryumda bulunan birka¢ primordial folikiilde, oositin biiylimesiyle birlikte onu saran

granuloza hiicrelerindeki, teka hiicrelerindeki, folikiilleri ¢evreleyen stromadaki fibroblast
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hiicrelerindeki degisimleri igeren siirekli bir gelisim evresi baslar (Tekelioglu, 2002).
Folikiilogenez, Folikiiler Biiyiime ya da Folikiiler Evre de denen bu olaymn amaci

ovulasyon ve fertilizasyon i¢in olgun yumurta hiicresi tiretmektir (Pritchett ve Taft, 2007).

Ovaryumlarin korteksinde meydana gelen folikiilogenez olayr iki evrede

gerceklesir:

1. EVRE: Oosit biiyiir ve farklilasir. Bu faza Preantral Folikiil veya
Gonodotropinden Bagimsiz Faz denir. Primer folikiillerin olusumu gonadotropik

hormonlardan bagimsizdir. Bu evre biiyiime faktorlerince denetlenir.

2. EVRE: Bu evrede folikiiliin boyutu oldukga fazla artar. Bu evreye Antral Folikiil
veya Gonadotropin Bagimli Faz da denir. Bu faz FSH, LH ve biiylime faktorleri (GF) ile
kontrol edilmektedir (Michael vd.,1989; Mc Gee ve Hsueh, 2000; Pritchett ve Taft, 2007).

Steroid hormonlar graniiloza ve teka interna hiicrelerinden salgilanip hipotalamus-
hipofiz sistemini etkileyerek GnRH salgilanmasini diizenlerler. Primer folikiillerin
olusumu gonadotrop hormonlardan bagimsiz gerceklesir (Michael vd., 1989). Folikiiler
evrenin baginda FSH saliniminin artmasiyla primer folikiillerin gelisimi uyarilir. Bunun
neticesinde graniiloza hiicrelerinde FSH reseptorlerinin sayisi artar; bu etkiyle graniiloza
hiicreleri artar ve bu hiicrelerde aromataz enzimi {iretilmeye baslanir. Yiiksek Ostrojen
diizeyi FSH’ 1 azaltirken, LH’ 1 artirir. Teka interna hiicrelerinde LH reseptdrleri bulunur.
LH, teka interna hiicrelerindeki LH reseptorlerini etkileyerek teka interna hiicrelerinde bir
steroid hormon, Ostrojen prekiirsorii bir androjen olan androstenedionun {iretilmesini saglar
(Ross HM vd., 2003). Uretilen androstenedion graniiloza hiicre tabakasina tagmir. FSH
etkisiyle graniiloza hiicrelerinden sentezlenen aromataz enzimi, androstenedionu &strojene
cevirerek Ostrojen (estradiol/E2) iiretilmesini saglar. Sentezlenen Ostrojen, folikiilii saran
stromaya donerek kan damarlarindan kana geger ve tiim viicuda yayilir (Tasaki vd., 2013).
Artan Ostrojenler dogrudan hipofizi etkileyerek FSH salinimini azaltirken, LH salinimini
artirir. Dolayli bir sekilde de GnRH sentezine baski yaparak FSH’in salgilanmasini
zorlastirir. Ovulasyon Oncesi Ostrojenler LH salgisini arttirir ve LH miktarindaki bu artis

sonucu da ovulasyon baslar (Michael vd., 1989).
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Sekil 5. Folikiilogenezin hormonal kontrolii

(Tepekoy, 2011)

Korteks stromasina dagilmis sekilde bulunan ve her biri bir oosit igeren farkli
biiytlikliiklerdeki ovaryum folikiillerinin histolojik olarak ii¢ tipi bulunur. Folikiiliin ¢ap1

oositin gelisim durumunu gosterir. Bu folikiil tipleri sunlardir:

1. Primordial Folikiiller
2. Gelismekte Olan Folikiiller

a. Primer Folikiiller: Unilaminar (Tek Tabakali/ Erken) Primer Folikiil;
Multilaminar (Cok Tabakali / Geg / Preantral) Folikiil

b. Sekonder (Antral) Folikiiller

3. Graaf (Tersiyer, Olgun) Folikiiller

Bir ovaryumda bu ii¢ folikiil ¢esidi ayn1 anda bulunmakta olup en yaygin olam

primordial folikiillerdir (Girgin vd., 2010).
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1) Primordial Folikiil:

Ovaryumun reprodiiktif birimi olan primordial folikiiller (Colgar, 2006),
memelilerin fetal gelisim agsamasinda olgunlasmis ovaryumlarda Tunika albuginea’nin
hemen altinda korteks stromasi iginde tek basina ya da gruplar halinde bulunmaktadirlar.
Ovaryumlardaki ilk disi tireme hiicresi olan oogonia, ovaryumlarda ard arda gecirdigi
mitoz bolinmeler sonucu ¢ogalarak primer oosite doniistir (Pritchett ve Taft, 2007). Primer
oositlerin, mayoz boliinmenin profaz 1 sathasinda tek tabakali yassi folikiil hiicreleriyle
sartlmig halde bulundugu sekle Primordial Folikiil ad1 verilir (Sadler, 1995). Erken gelisim
asamasindaki primordial folikiiller gonadotropin uyarimindan etkilenmezler (Girgin vd.,
2010). Primordial folikiiller inhibitér faktorlerin etkisiyle dinlenme halindedir. Inhibitor
maddelerin azalmasi ve stimiilator maddelerin artmasiyla folikiil biiyiimeye baslar (Reddy
vd., 2010). Primordial folikiil hiicreleri tarafindan salgilanan oosit maturasyonunu
engelleyici faktor (Oocyte Maturation Inhibitér; OMI) sayesinde primordial folikiilde
bulunan primer oositler puberteye kadar gelisemez (Oktem ve Oktay, 2008). Primordial
folikiil i¢indeki primer oositin, eksantrik olarak yerlesmis olan yaklasik 30 um capinda bir
niikleusu ve bu nukleusun i¢inde de ¢ok belirgin bir niikleolusu vardir. Primer oositin
sitoplazmasinda golgi aygiti, mitokondri, endoplazmik retikulum ve lizozomlarin bir araya
gelmesiyle olusan Balbiani Cisimcigi denen 6zel bir yap1 vardir. Folikiil hiicrelerinin dig
boliimi, oosit ve folikiil hiicrelerinin ¢evre dokularla temas etmesini engelleyen bazal

lamina ile sinirlandirilmigtir (Fair, 2003).
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Sekil 6. Primordial folikiiller

(Junqueira vd., 2003)
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Primordial folikiillerin bagimsiz bir kanlanmalari olmadig i¢in endokrin sistemden
daha siirli olarak etkilenirler (Colgar, 2006). Mayoz bélinmeye ugrayan oositlerin

cogunlugu, primer folikiil olusturamay1p atreziye ugrarlar (Gandolfi vd., 2005).

oosit

7 Balbiani
cisimcigi N

halkah

lamel

=
PRIMORDIYAL FOLIKUL
Sekil 7. Primordial Folikiil a) Primordial folikiilin sematik ¢izimi. b) Primordial

folikiiliin fotomikrografi. FC: Folikiil hiicreleri, N: Oosit niikleusu. Nukleusun goriilmedigi

oositler (X) belirtilmistir. Oklar: Folikiil hiicreleri. X640

(Ross vd.,2003)

2) Gelismekte Olan Folikiiller:
Primer Folikiil:

Primordial folikiilden preantral folikiil asamasina kadar GnRH’in etkisi
bulunmamaktadir (Edson vd., 2009). Folikiil biiylimesinin ilk asamasi olan primer folikiil
asamasina girmek i¢in primordial folikiillerden segilen folikiiller, aktive olur ve primordial
folikiilden primer asamaya gecis baslar (Hutt vd., 2006). Bu ge¢is uzun siirebilir, folikiil
biiyiidiikge ovaryal stroma iginde derinlere dogru ilerler (Fortune, 1994; Primer Mc Gee ve
Hsueh, 2000). Oositin ve folikiiliin biiylimesi i¢in gerekli etkenler sOyle siralanabilir:

Epidermal Biiyiime Faktorleri (EGF), Insiiliin Benzeri Biiyiime Faktorii (IGF-1), Kit Ligant
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(KitL), FSH, Ca*? iyonlar1 ilk olarak, oositin hacmi artar. Oosit biiyiimesinde graniiloza
hiicresi kaynakl Kit Ligant (KitL) fonksiyonel agidan 6nemlidir (Syrop vd., 1995; Thomas
ve Vanderhyden, 2006; Colgar, 2006; Thomas ve Vanderhyden, 2006; Girgin vd., 2010).

Sekil 8. Primordial ve primer folikiiller

(Junqueira vd., 2003)

Oosit, etrafin1 gevreleyen somatik hiicreler ile siki iliski igerisindedir. Oosit
bliytidiikten sonra oositi saran folikiil epitel hiicreleri ¢ogalir ve kiibik hale doniisiir

(Rankin ve Dean, 1996; Colgar, 2006; Girgin vd., 2010).

Folikiil epitel hiicrelerinin mitotik aktivasyonlar1 sayesinde sekillerini yassi
epitelden kiibik epitele doniistiirmeleri folikiil seciliminin histolojik gostergesi olup bu
olaydan sonra gen aktivasyonu ve oositin gelisimi gergeklesir. Bu asamadaki folikiile Tek
Tabakali Primer Folikiil ad1 verilir (Miyano, 2005; Colgar, 2006).
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folikiil hiicreleri

zona
pellusida
olugumu

PRIMER FOLIKUL
Sekil 9. Primer Folikiil. a) Erken Primer folikiiliin sematik ¢izimi. b) Primer folikiiliin

fotomikrografi. Folikiil hiicreleri (FC) X640

(Ross vd., 2003)

Oositin hacmi arttikca oosit ile folikiil hiicreleri arasinda oositin salgiladigi Zona
Pellusida (ZP) denen bir tabaka olusur. Bu tabaka jel yapisinda olan, glikozaminglikandan
ve glikoproteinden zengin, PAS ile kuvvetle pozitif-homojen ve yogun boyanan, asidofilik,
151k kirict bir tabakadir (Fair, 2003; Esrefoglu, 2009). Oositin ¢evresindeki kiibik folikiil
hiicreleri ince sitoplazmik uzantilar1 sayesinde ZP’y1 delip geger ve oositin mikrovilluslari

ile temas kurarlar (Kierszenbaum, 2006).

Sekil 10. ZP ve graniiloza hiicrelerinin elektron mikroskobik goriintimleri

(Junqueira vd., 2003)
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Primer oositin ¢evresinde tek tabaka halinde bulunan folikiil hiicreleri ard arda
mitotik boliinmeler gecirip ¢ok katli epitel goriintiisii olusturur. Folikiil hiicrelerinden
olusan ¢ok tabakali bu folikiile Cok Katli Primer Folikiil denir (Miyano, 2005). Folikiil
hiicrelerinin olusturdugu bu hiicre tabakalarina Membrana Graniilozum ve bu asamadaki
folikiil hiicrelerine de Graniiloza Hiicreleri denir. Folikiil hiicrelerinin dis kismiyla stroma

arasinda bazal lamina bulunur.

oosit mikrovilluslar

‘ "' ~ gap juncktion §
,Q v L 20\ graniiloza

S hucrelel'mm
uzantilar

graniiloza hicreleri [ L

oosit sitoplazmasi »
P

zona pellusid

' teka tnlll\ulu Stratum granUIOSum
stratum gl'anulozunl i a P T e k a f OI l l k ul |

GEC PRIMER FOLIKUL

kortikal grantiller

Sekil 11. Geg (Cok katli, Multilaminar) Primer Folikiil
a) Geg Primer folikiiliin sematik ¢izimi. b) Geg primer folikiiliin fotomikrografi.
(Ross vd., 2003)

Granuloza hiicreleri arasinda, folikiiler biiyiimeyle birlikte gelisen fazla sayidaki
oluklu baglantilar araciligiyla bu hiicreler birbirleriyle temas kurarlar (Himelstein-Braw
vd., 1976). Bu baglantilar sayesinde folikiil sivisi ile kan damarlar1 arasinda madde
aligverisi gerceklesebilir. Sinyal molekiillerinin ve besin maddelerinin folikiiler siviya
gecisi ve oradan da graniiloza hiicrelerinin oluklu baglantilar1 araciliiyla oosite gegisi

sayesinde oositin ve folikiillerin normal gelisimi saglanir (Ross vd., 2003).
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PRIMER
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zona pellusida

graniiloza hiicreler

Sekil 12. Primordial ve primer folikiil gesitleri
(Junqueira vd., 2003)

2) Sekonder Folikiil (Antral Folikiil):

Alt1 ile oniki hiicre katmanina ulasan graniiloza tabakasinin hiicreleri arasinda

kiiglik bosluklar olusmaya baslar. Bu kiigiik bosluklarin i¢i, adina Folikiil Sivis1 denen

hiyaliironik asitten zengin bir siv1 ile dolar. Meydana gelen bu folikiile Sekonder Folikiil

denir.

Kii¢iik ve i¢i sivi dolu bu bosluklar, i¢lerindeki sivi miktarin artmasiyla birlesip

Antrum denen yarimay seklinde tek ve bliyiik bir bosluk olusturur. Olusan bu folikiile de

Antral Folikiil denir. Ostrojen, antrumun sekillenmesine yardimci olur (Gordon ve Lu,

1990; Tasaki vd., 2013).
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Sekil 13. Antral Folikiil. a) Antral folikiiliin sematik ¢izimi. b) Antral folikiiliin
fotomikrografisi. A: Antrum, GC: Granulosum hiicreleri, Ti: Teka interna, TE: Teka
eksterna X85

(Ross vd., 2003)

Antrumu dolduran antrum sivisi (folikiil sivisi, likor folikiili), kan damarlarindan
plazmanin sizmasiyla meydana gelir. Bu sivi yerel salgilar, metabolizma iiriinleri,
gonadotropinler, steroidler, hiyaliironik asit ve biiyiime faktorleri agisindan zengindir
(Gordon ve Lu, 1990; Kierszenbaum, 2006).

Antral folikiil agsamasinda eksantrik olarak yerlesmis olan 125 pm ¢apindaki oosit,
bu asamadan sonra artik biiyiiyemez (Girgin vd., 2010). Ostrojen miktari arttik¢a graniiloza
hiicrelerinin proliferasyonu uyarildigi i¢in graniiloza hiicreleri ¢ogalmaya devam eder (Mc
Geeve Hsueh, 2000; Miyano, 2005). Graniiloza hiicreleri tarafindan antral siviya salinan
Oosit Olgunlasma Onleyici (OMI) adli bir peptid sayesinde biiyiime inhibe edilir. OMI
yogunlugu ile antral folikiil biiylikligli arasinda dogrudan bir iliski vardir. OMI
konsantrasyonu olgun folikiillerde en diisiik, kii¢iik folikiillerde en yiiksek olarak bulunur
(Syrop vd., 1995).
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Graniiloza hiicreleri oositten salgilanan faktorler sayesinde anatomik ve

fonksiyonel olarak iki hat seklinde farklilagirlar:

a) Mural Granuloza Hiicreleri (Mural Granulosa Cell/MGC): Folikiil duvarini

kaplayan steroidojenik role sahip hiicrelerdir.

b) Kumulus Hiicreleri (Cumulus Granulosa Cells/CC): Bu hiicreler sahip
olduklar1 sitolazmik uzantilartyla ZP’ya penetre olup oositle birarada bulunurlar.
Olusturduklar1 bu yapiya Kumulus-Oosit Kompleksi (Cumulus Oocyt Complex/COC) adi
verilir (Kuyucu ve Tap, 2009).

Granuloza hiicrelerinin artmasiyla folikiilii ¢evreleyen stromal hiicreler, bag
dokusundan yapili Teka Folikiilii denilen bir kilifla folikiilii sarar. Teka folikiilii ise belirli
bir zaman sonra iki farkli tabakaya farklilasarak Teka Interna ve Teka Eksterna’yi
olusturur (Mc Gee ve Hsueh, 2000).

Teka interna:

Teka interna tabakasi graniiloza hiicrelerini digaridan g¢evreleyen bazal lamina
tizerinde, i¢ tarafta bulunur. Bazal lamina graniiloza hiicre tabakasi ile teka interna tabakasi
arasinda bulunarak bu iki tabakayi ayirir. Bu tabakanin hiicreleri bag dokudan gelisen
kiibik sekilli, 6strojen hormonu salgilayan epiteloid karakterdeki hiicrelerdir. Bu hiicrelerin
sitoplazmalarinda ¢ok sayida lipid damlaciklari, agraniiler endoplazmik retikulum ve
mitokondriler yer alir. Bu hiicreler arasinda kan ve lenf damarlarindan olusan bir dolasim

ag1 vardir (Mc Gee ve Hsueh, 2000; Ross vd., 2003; Girgin vd., 2010).
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Sekil 14. Teka interna ve eksterna tabakalari

(Junqueira vd., 2003)

Teka Eksterna:

Bu tabaka teka interna tabakasinin iistiinde ve ¢evre stroma hiicrelerinin altinda yer
alan bag doku hiicre tabakasinin dis kismidir. Teka eksterna tabakasi iginde diiz kas
hiicreleri ve kollajen lif demetleri yer alir. Gelismekte olan folikiiliin kapsiilii olarak is
goriir. Teka interna tabakasi ile teka eksterna tabakasi arasinda ve teka eksterna tabakasi ile
cevre stroma arasinda belirgin bir sinir yoktur (Girgin vd., 2010). Teka interna tabakasi ile
graniiloza tabakasi arasindaki bazal lamina ise oldukga belirgin bir sinir olusturmustur
(Ross vd., 2003). I¢ tarafta bulunan teka interna tabakasi interstisyel hiicrelere déniisiirken,
dis tarafta bulunan teka eksterna tabakasi diiz kas hiicrelerine doniisiir. Teka interna ve teka
eksterna tabakalarinin gelismesiyle meydana gelen anjiyogenez sonucu folikiiliin etrafinda
cok sayida kiigiik kan damarlari olusur. Folikiil ¢evresindeki bu kan damarlarinda meydana
gelen kan akisi sayesinde besinler ve gonadotropinler buraya tasiirken, burada olusan
atiklar ve salgilanan maddeler de buradan kolaylikla uzaklastirilir (Colgar, 2006).
Primordial folikiilden preantral folikiil asamasina kadar olan folikiil gelisiminin erken
asamalari, GnRH etkisi altinda degildir (Edson vd., 2009). Ovaryumdaki antral folikiiller
bu asamadan sonra gelisimlerine devam edebilmek i¢in gonadotropinlere ihtiya¢ duyarlar.
Bu hormonlar tarafindan yeterli diizeyde gelistirilen folikiiller arasinda meydana gelen
se¢ilim sonucu insanlarda genellikle bir folikiil baskin hale gelir ve son asamaya kadar

gelisimini siirdiirtir (Giille, 2008).
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3) Graaf (Tersiyer, Olgun, Preovulator) Folikiiller:

Boyutlar1 10 mm ya da daha biiyiikk oldugundan ovaryum yiizeyinde bir ¢ikinti

olarak goziiken olgunlagmis folikiillere Graaf Folikiilii denir.

Graaf folikiilleri en yiiksek boyutlarina ulastiklarinda folikiiliin etrafindaki
graniiloza hiicrelerinin mitoz bolinme hizi azalir. Ovulasyona hazirlik olarak graniiloza
hiicreleri arasindaki bosluk biiyiidiigli icin de graniiloza hiicrelerinin birbirleriyle olan
baglantilar1 zayiflar. Antrumun genislemesine bagli olarak graniiloza hiicreleri ince bir
tabaka halinde bu boslugun i¢ yliziinii doser (Ross vd.,1985; Scheffer vd., 1999).
Graniiloza tabakasi inceldik¢e bosluk da genisler. Graniiloza tabakasinin kalinligi 00siti

cevreleyen bolge hari¢ her yerde aynidir.

Ekzantrik konumdaki oositin c¢evresindeki graniiloza hiicreleri yogun bir sekilde
birikerek Kumulus Ooforus denen tepe seklinde kalinlasmig bir yapi olusturur. Ovulasyon

sonrasina kadar kumulus ooforusun graniiloza hiicreleri oosit ile bir arada bulunurlar (Ross

vd., 2003).

ZP’nin hemen lizerinde bulunan ve ovulasyonda oositle birlikte atilan kumulus
ooforus hiicrelerine Korona Radiyata denir. Korona radiyatanin graniiloza hiicreleri, oluklu

baglantilar (gap junction) araciligiyla oositin mikrovilluslari ile baglanti kurar.

Aralarindaki oluklu baglantilar araciligiyla ovulasyondan sonra korona radiyata
tabakasi ile oosit, siirekli temasta olduklari igin Kumulus Oosit Kompleksi/COC) adini

alirlar. COC’nin, folikiiliin geri kalan kismiyla baglantis1 gevser ve ovulasyona hazirlanir
(Scheffer vd., 1999; Ross vd., 2003).
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Sekil 15. Graaf Folikiili a) Graaf folikiiliiniin sematik ¢izimi. b) Graaf folikiiliin
fotomikrografisi. Biiylimiis antrum (A) ve oositi sarmis kumulus ooforus (CO), SG:
Stratum graniilozum. X45

(Ross vd., 2003)

Graaf folikiilii, ¢cevresinde yer alan graniiloza ve teka hiicreleri tarafindan ovaryan
hormonlar salgilanmaya baslar (Ross vd., 1985). Teka hiicre tabakasi bu asamada g¢ok

Onemli bir o6zellik kazanir.

Teka interna tabakasi, graaf folikiiliinin iizerinde yer alarak onu g¢evreler, kan
damarlart bakimindan zengindir ve steroid bir hormon salgilar. Teka eksterna tabakasi,
destek gorevi gortirken ovaryan stroma ile de yakindan iliskidedir Teka interna hiicreleri
steroid {ireten hiicrelere benzer bir goriiniimdedir (Mc Gee ve Hsueh, 2000; Colgar, 2006;
Delilbag, 2008). Sitoplazmalarinda yag damlaciklar1 birikir. Teka interna hiicrelerinde LH
reseptorleri vardir. LH, teka interna hiicrelerindeki LH reseptorlerini etkileyerek teka
interna hiicrelerinde bir steroid hormon, Ostrojen prekiirsorii bir androjen olan
androstenedionun iiretilmesini saglar. Salgilanan androjenler, graniiloza hiicreleri iginde

bulunan diiz endoplamik retikuluma geger.

Graniiloza  hiicreleri FSH’a  cevap olarak  androjenlerin  Ostrojenlere

donistiiriilmesini kataliz eder.
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FSH etkisiyle graniiloza hiicrelerinden sentezlenen aromataz enzimi,
androstenedionu  Ostrojene ¢evirerek Ostrojen (estradiol/E2) iiretilmesini saglar.
Sentezlenen Ostrojen, folikiilii saran stromaya donerek kan damarlarindan kana gecip tiim

viicuda dagilir.

Ayrica interstisyel hiicreler de Ostrojen kaynagidir. Artan Ostrojen miktari
granuloza hiicrelerinin ¢ogalmasini uyararak folikiillerin biiyiimesini saglarlar (Tasaki vd.,
2013).

Ovulasyon yaklastik¢a olgun folikiillerden birkagi gelisimlerini tamamlar.
Ovulasyondan yaklagik 24 saat once On hipofiz bezi uyarilarak buradan LH salinimlar
arttirthr FSH salinimi azaltilir. LH artis1 sonucu olarak, graniiloza hiicrelerindeki LH

reseptOrlerinin sayis1 azaltilir. Bu yilizden granuloza hiicreleri dstrojen iiretemezler.

LH’ daki bu artigla birlikte bu olgunlagsmis folikiillerdeki primer oosit, mayoz
bolinmenin 1. evresini tamamlayarak sekonder oosit ile 1. kutup cisimcigini olusturur
(Scheffer vd.,1999; Girgin vd., 2010).

Antral
folikul
Teka interna

Teka eksterna

= Granuloza hucreleri

matur
(graat)

folikill

Teka eksterna

Teka interna
Antruom

sranuloza hucreleri
Korona radiyata

Kumulus ooforus

Sekil 16. Sekonder ve graaf folikiilleri
(Junqueira vd., 2003)
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2) Ovulasyon Evresi:

FSH seviyesi diistip LH seviyesi artinca folikiil ovulasyona girer Graaf folikiilii
ovaryumun yiizeyine dogru yaklastik¢a folikiiliin duvari incelir. Ovaryum yiizeyine temas
eden graaf folikiilii, germinatif epitele basing yaparve folikiiliin germinal epitelle temas
eden kisimlarinda kan akisi kesilir. Bunun sonucu olarak da ovaryum yiizeyinde Stigma
(Macula pellucida) denen bir siskinlik olusur (Ross ve Pawlina, 2006; Giirsoy ve Ergin,
2007; Girgin vd., 2010).

LH’daki artis sonucu, graaf folikiiliiniin duvarindaki proteoliz ve apoptoz uyarilir
Bunun sonucu olarak graaf folikiilii yirtilir (Robker vd., 2000; Crespo vd., 2015). Folikiil
stvisinin yaptigi basing sonrasi, sekonder oosit ve etrafindaki Korona Radiyata hiicreleri
hep birlikte ovidukta atilir. Ovulasyon bdylece gerceklesmis olur. Oosit oviduktta
déllenebilir (Guyton ve Hall, 2001; Giirsoy ve Ergin, 2007; Girgin vd, 2010).

Ovulasyondan sonra fertilizasyon olmazsa; II. Mayoz boliinme tamamlanmaz,
metafaz asamasinda durur ve sekonder oosit dejenere olur. Fertilizasyon sirasinda ise;
sekonder oositten ovum ve II. polar cisimcigi olusur. Ardindan graniiloza ve teka hiicreleri
luteinize olarak progesteron lretirler (Scheffer vd, 1999; Giirsoy ve Engin, 2007; Girgin
vd., 2010).

Atretik Folikiiller:

Ovaryumdaki folikiillerin ¢ok az bir kismi ovulasyona ugrar. Folikiiler atrezi,
ovulasyon gerceklestikten sonra gelismekte olan bir folikiiliin hormonal etkinin yetersizligi
sonucu gelisim donemlerinden birinde gelisimini durdurmasi ve gerilemeye baslamasidir
(Colgar, 2006; Girgin vd, 2010). Atrezi, Apoptozis de denen programlanmis hiicre dliimii
ile gergeklesir. Apoptozis, ovaryumlarin normal gelisimleri ve fonksiyonlar1 i¢in gerekli,
disilerde biyolojik zamanlamay1 ayarlayan bir olaydir. Folikiiler atreziyi yoneten endokrin

faktorler FSH ve LH gibi gonadotropinlerdir (Kaipia ve Hsueh, 1997).

Atretik folikiiliin gériiniimii, bulundugu gelisim evresine gore degisir. Primordial

folikiilden biiviiyen folikiil evresine olan atrezide (dejenerasyon); Once oosit ardindan

graniiloza hiicreleri dejenere olurken dnce graniiloza hiicreleri daha sonra oosit de dejenere
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olabilir siranin 6nemi yoktur. Primer folikiildeki atrezide; dnce oosit daha sonra da folikiil

epitel hiicreleri dejenerasyona ugrar. Sekonder folikiildeki atrezide ise 0osit ve graniiloza

hiicreleri ayn1 anda atreziye ugrar. Graniiloza hiicrelerindeki atrezi sirasinda mitoz durur ve
graniiloza hiicreleri bazal laminadan ayrilir. Bunun sonucu olarak da oosit oliir (Giirsoy ve
Ergin, 2007; Girgin vd., 2010).

3) Luteal Evre:

Ovulasyon sirasinda olgun folikiil yirtilir ve yirtilan folikiiliin igindeki folikiil sivisi
bosalir, kandaki Ostrojen seviyesi azalir. Ovulasyondan sonra arta kalan graaf folikilii
artiginin graniiloza ve teka hiicrelerinden olusan folikiil duvari, folikiildeki katlanmalar
sonucu kivrilir. Once teka internada bulunan kan damarlari folikiil bosluguna dogru
kanayarak Korpus Hemorajikum denen 6zel bir yapinin meydana gelmesine sebep olur.
Buradaki kan, dnce pihtilagir ve daha sonra bu kan doku yerini bag dokuya birakir. Bu bag
dokusu ile birlikte ortadan kaldirilan kan pihtist artiklart KL un en i¢ kismini olusturur.
Ardindan stromada bulunan dokular, folikiil bosluguna dogru gog ederler. Folikiil artiginin
graniiloza hiicreleri ve teka interna hiicreleri artar, farklilasirlar ve hipertrofiye ugrayarak
graniiloza lutein hiicreleri ile teka lutein hiicrelerini sekillendirerek KL (sart cisim) denilen
gegici bir i¢ salgr bezini olustururlar KL’un sekillendigi bu olaya Luteinlesme denir
(Junqueira vd., 2003; Girgin vd., 2010; Tomac vd., 2011; Accialini vd., 2016).

Biiyiik ve poligonal bi¢imli olan luteal hiicrelerin genel 6zellikleri soyledir;

Graniiloza Lutein Hiicreleri: Graniiloza hiicreleri ovulasyondan sonra boyutlarini
20-35 pm capinda arttirarak biiyiik, merkezi yerlesimli ve steroid salgilayan graniiloza
lutein hiicrelerini olustururlar. Bu hiicreler KL un parankima hiicrelerinin yaklasik %80’ini

kapsarlar (Ross vd., 1985; Junqueira vd., 2003).

Teka Lutein Hiicreleri: Teka internanin hiicreleri ovulasyondan sonra graniiloza
lutein hiicrelerine oranla daha kii¢iik yaklasik 15 pm ¢apinda, periferik yerlesimli ve ona
gore yogun boyanan teka lutein hiicrelerine doniisiirler. Bu hiicreler KL duvarinin
kivrimlarina yerleserek onun olusumuna katkida bulunur. KL un zengin damar agi, teka
internanin kan ve lenf damarlarindan olusan damar aginin KL igine dogru gelismesiyle

olusur (Ross vd., 1985; Syropvd., 1999; Junqueira vd., 2003; Girgin vd., 2010).
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Rodentlerde KL olusumundan, hipofizden salgilanan LH ve Prolaktin (PRL)
hormonlari birlikte sorumludur. Bu iki hormonun birlikte etkisiyle yapisal degisiklikler
baslar. Prolaktin graniiloza hiicrelerinde bulunan LH reseptérlerinin iyi bir uyaricisidir.
Luteal fonksiyonlarin diizenlenmesinde PRL reseptorleri 6nemlidir (Ross ve Pawlina,
2011; Accialini vd., 2016). Ovaryumun korteksinde bulunan KL, bir endokrin bez gibi
calisarak progesteron salgilar. Salgiladigi bu progesteron sayesinde hipofizin FSH
salgilamasin1 engelleyerek ovaryum korteksinde yeni primer folikiillerin gelismesini ve

ovulasyonu engeller (Girgin vd., 2010; Ross ve Pawlina, 2011).

Dollenme olmazsa, KL birkag giin iginde geriler. KL’daki luteal hiicrelerin
sitoplazmalar1 yag damlaciklariyla dolmaya baglar ve sonug olarak hiicrelerin boyutlar
artar. Luteal hiicrelerin sitoplazmalarindaki yag damlaciklar1 i¢inde lipokrom denen yagda
¢oziilebilen bir pigment birikerek bu hiicrelerin sarimtirak goziikmelerine neden olur. Daha
sonra bu hiicreler otolize ugrayarak dejenere olurlar. Dejenerasyona ugrayan KL un luteal
hiicreleri arasinda hiyalin denen bir maddenin birikmesiyle Korpus Albikans denen bir
yapi olusur. Korpus Albikans belirli bir zaman sonra kaybolan beyaz bir yara izine doniisiir
(Syropvd., 1999; Ross ve Pawlina, 2011).

1.6.2. Uterus:

Icinde embriyonun gelistigi, doku degisimi ve yeniden yapilanma kapasitesi en
yiiksek olan disi lireme sisteminin en biiylik organidir. Salgilanan Gstrojen miktarina ve
dogum sayisma bagl olarak uterusun agirhigi, sekli ve boyutu degismektedir. Oncelikli
fonksiyonu implante olan embriyoyu beslemektir. Ovaryumdan ve gebelik boyunca da
embriyodan gelen hormonlarin uyarilarina bagli olarak uterusun morfolojisinde bazi
degisiklikler gergeklesir. Hamilelik sirasinda miyometriyal diiz kas tabakasinin hipertrofi
ve hiperplaziye ugramasindan dolayi uterusun agirligi asirt artar. Kemirgenlerde uterus

bikornual yapida olup uterusta ¢oklu gebelikler meydana gelir (Cunningham vd., 2010).

Ovaryumdan salgilanan steroid hormonlarin etkisiyle uterusta meydana gelen

olaylar:

a) Fertilizasyon olmamissa; insanlarda menstrual dongii, kemirgenlerde de Ostrus

dongiisii denen dongiisel bir siire¢ meydana gelir.
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b) Fertilizasyon olmus ve gebelik gelismisse; uterusun endometrium stroma

hiicreleri farklilagsmasiyla baslar (Socol, 2011).

Ovaryum .{
" Ovidukt /"
, . Uterus
220 *
b ™~ .
"('-\b;“.
Mesane v,

Sekil 17. Disi rodentlerde iireme sistemim yapisi

(Oflamaz, 2015)

Uterusun histolojisi:
Histolojik olarak uterus duvari ii¢ katmandan olusur (Karadz, 2002; Esrefoglu, 2016).

1. Perimetrium (Tunika seroza)
2. Myometrium (Tunika muskularis)

3. Endometrium (Tunika mukoza) (Junqueira ve Carneiro, 2009; Esrefoglu, 2016).

1. Perimetrium (Tunika seroza):

Ustte tek sira mezotel hiicreleri ile bunlarin altinda uzanan elastik lifler bakimimdan
zengin gevsek bir bag dokusuyla desteklenmis, Seroza olarak da adlandirilan uterusun en
dis tabakasidir. Peritonun i¢ yapragi olup uterusun posterior yliziinii ve anterior yiiziiniin
iist bolgesini orter. Uterusun anterior yiiziiniin alt yaris1 ise peritonsuz bdlge olup

Adventisya adini alir ve burada uterusa giren damarlar, sinirler bulunur (Esrefoglu, 2016).
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Sekil 18. Uterusun histolojisi
(‘“Uterus histolojisi’’, 2022)

2. Myometrium (Tunika muskularis)

Uterusun en kalin tabakasidir. Bu yapi1 birbirinden bag dokusu ile ayrilmis ve farkl
gorevler lizerine 6zellesmis ti¢ farkli diiz kas demetlerinden olugmus bir tabakadir. Bu kas

demetleri uterustaki gorevlerine gore soyle siniflandirilmigtir:

a) Subvaskiiler Tabaka (Stratum subvaskiilare): Myometriumun i¢ tarafinda,

mukozanin altinda uzunlamasina yerlesmis diiz kaslardan olusan bir tabakadir.

b) Vaskiiler Tabaka (Stratum vaskiilare): Myometriumun ortasindaki tabakadir.
Bu tabakada sirkiiler konumlu kaslar, fazla miktarda kan ve lenf damarlari bulunur (Ross
ve Pawlina, 2014).

C) Supravaskiiler Tabaka (Stratum supravaskiilare): Myometriumun dis
tarafinda, perimetriumun altinda bulunan bu tabakada uzunlamasina yerlesmis diiz kaslar

mevcuttur (Kierszenbaum, 2006; S6zen, 2008; Ross ve Pawlina, 2014).
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3. Endometrium (Tunika mukoza):

Uterusun en i¢ tarafinda bulunan ve adina Endometrium ya da Uterus Mukozas1 da
denen bu tabakanin igine fetus yerlesip gelisir. Endometrium yapisal ve islev agisindan

bazal tabaka ve fonksiyonel tabaka olmak tizere iki boliime ayrilir:

a) Fonksiyonel tabaka (Stratum fonksiyonalis): Endometriumun limene yakin
2/3’lik en kalin kismi olup endometriumun apikal kismint olusturur. Endometriumdaki
bircok degisim burada gerceklesir. Bu tabakada yiizey epiteli ile endometriumdaki bezlerin
boyun ve govde kisimlarinin bulundugu Lamina Propria yer alir (Ross ve Pawlina, 2014;
Esrefoglu, 2016).
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Sekil 19. Uterus histolojisi ve katmanlari

(‘“System cell Biology’’, 2022)

Uterusun vyiizey epiteli, salgi yapan mikrovilluslu tek tabakali prizmatik epitel

hiicrelerinden meydana gelir ancak salgi epiteli hiicreleri arasinda az sayida silyali hiicreler
de bulunur. Uterus epiteli, lamina propria igerisine dogru uzayip katlanmalar yaparak basit

tiibiiler yapidaki ¢ok sayida uterus bezlerini meydana getirirler (Ross ve Pawlina, 2013).

32



Endometrial stroma da denen lamina propria ¢ok sayida fibroblast, diizensiz tip I1I kollojen
lifler, oval ¢ekirdekli-yildiz sekilli-genis stromal hiicreler, lenfositler, makrofajlar, graniiler
l6kositler ve ¢cok sayida retikiiler lifler ve bezler igeren, kalin ve gevsek 6zellesmis bir bag
dokusudur. Bu retikiiler lifler, epitelin altinda yogunlasip bazal laminay1 meydana getirirler
(Sozen, 2008; Junqueira ve Carneiro, 2009). Lamina proprianin derinlerine kadar uzanan
uterus bezleri, burada dallanmis tiibiiler halde bulunabilirler. Lamina propriada bulunan
bezlerin yapisini olusturan hiicreler, epitel kokenli olup sOyle siralanabilir; salgi hiicreleri,
bazal hiicreler, proliferatif hiicreler ve silyali hiicreler (S6zen, 2008; Ross ve Pawlina,
2011; Esrefoglu, 2016).

b) Bazal tabaka (Stratum bazale): Uterus bezlerinin son kisimlarindan olusan ve
endometriumun daha derinlerinde bulunan 1/3’liik kismidir. Fonksiyonel tabakanin
yenilenmesi sirasinda kaynak olarak kullanilir. Menstruasyon (rodentlerde dstrus siklusu)
boyunca bazal tabaka varligimi korur (Kierszenbaum, 2006; Ross ve Pawlina, 2011; Ross
ve Pawlina, 2013; Ross ve Pawlina, 2014; Esrefoglu, 2016).

Endometriumda, ovaryumunda gerceklesen sekresyon olaylariyla paralellik
gosteren siklik bazi degisiklikler meydana gelir. Memelilerde bu degisiklikler sirasinda
gerceklesen siklus sonunda, damar biitiinliigli bozulur ve endometriumda kismi bir doku ve
kan kayb1 olur. Vajina yolu ile gergeklesen bu olaya da Menstriiasyon denir. Bu siklik
degisiklikler pubertenin baslamasindan menopoza kadar devam eder (Esrefoglu, 2009;

Ross ve Pawlina, 2013; Esrefoglu, 2016).

Endometrium tabakasi, olgun ovaryumlardaki folikiillerden {iretilen Ostrojenin
birincil hedef organmidir (Greaves vd., 2013; Hapangama, 2015). Yiiksek seviyedeki
Ostrojen (E2) hormonu uterusta hiicre boliinmesini uyararak endometrial biiylimeyi
gerceklestirir. Progesteron, oOstrojenle hazirlanmis endometriumu kalict bir duruma
doniistirmekten sorumludur (Groothuis, 2007; Hapangama, 2015). Ostrojenler,
endometriumun epitelyal ve stromal hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde bulunan spesifik
reseptorler aracilifiyla hareket eder. Ostrojenler bu reseptdrlerin sentezini uyarir ve
progesteron onlarin sentezini engeller (Bergeron, 2002). Ostrojen hormonun etkileri
endometriumda iki ana klasik Ostrojen reseptorii (ER) izoformu, ERa ve ERP yoluyla ve

G-protein-bagli 6strojen reseptorii (GPER; eski adiyla GPR 30) yoluyla uygulanir (Holm
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ve Nilsson, 2013; Hapangama, 2015). ERa, uterus hiicresi proliferasyonunu destekler ve
artan (Endometrial cancer) EC riski ile 6nemli derecede iligkilidir. ERB ise ERa
fonksiyonu lizerinde zit etkilere sahiptir. GPER, anormal (Endometrial hiperplazi) EH'de
yiiksek oranda ifade edilir (Kun Yu vd., 2022). Ostrojen etkisi ile baslayan proliferasyon
sonucu stroma hiicreleri ve endotel hiicreleri hizlica prolifere olurlar (Kierszenbaum, 2006;
Ross ve Pawlina, 2011). Kemirgenlerdeki rahim biiylime tepkileri, tek bir E2 dozu ile
iliskili olarak erken ve ge¢ tepkiler olarak gruplandirilir. Genellikle Ostrojen
uygulamasindan sonraki ilk 6 saat i¢inde ortaya ¢ikan erken tepkiler, RNA ve protein
sentezindeki artiglari igerir. Geg Ostrojen tepkileri, E2 uygulamasindan 10-16 saat sonra
baslayan DNA sentezi ve epitel hiicre mitoz dongiilerini igerir. Yaklasik 16 saat sonra bir
dalga ve yaklasik 24 saat sonra baska bir dalga seklinde genellikle iki mitotik aktivite
dalgas1 goriiliir. Rahim biiyiime uyarisinin bilyiikligii biiyiik 6lgtide biyolojik olarak
kullanilabilir E2 siiresine ve reseptor etkilesimine baghdir (Agarwal vd., 1982).
Endometriumun ana islevi olan embriyonun implantasyonudur (Hapangama, 2015).
Implantasyon igin uterus duyarliligini indiiklemek i¢in gereken minimum E2 dozu 1.5-3 ng

araligindadir (Ma vd., 2003).

1.7. Suriye Hamsteri (Mesocricetus auratus):

Rodentia ordosunun Cricetidae familyasina ait olan bu canlilar 15182 oldukga
duyarl olup kisa siirede iireyebilmeleri ve fotoperiyodik ozellikleri sayesinde deneysel
calismalarda sikg¢a kullanilirlar. Fotoperiyodik olma 6zelliklerinden dolay: ¢esitli fizyolojik
ve hormonal aktivitenin isleyisi, 15181n siiresiyle iliskilidir. Isik, seksiiel olgunlagmanin
gerceklesmesinde ve Ozellikle lireme donemlerinin belirlenmesinde en 6nemli g¢evresel
faktordiir (Waterhouse, 1839; Beasley vd., 1981). Gonadlarin gelisimi, uzun siire 1s18a
maruz kalmakla uyarilirken kisa siire 1518a maruz kalma gonadal gelisimin baskilanmasina
neden olur. Hamsterlerin gonadal gelisimi i¢in aydinlik periyodun siiresi en az 12,5 saat
olmasi1 gereklidir. Bu siirenin altinda 1s18a maruz kalirlarsa seksiiel davraniglarda azalma
veya seksiiel isteksizlik olabilir (Stetson vd., 1975). Hamsterlerin iiremeleri igin kayda
deger diger etkenler gida miktar1 ve ortam sicakligidir (Hoffman ve Illnerova, 1986).
Suriye hamsterlerinin sirasiyla prodstrus, Ostrus, metdstrus ve didstrus evrelerinden olusan

4 giinliik 6strus sikluslari, diger laboratuvar hayvanlarina gére daha rahat tahmin edilebilir
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ve gozlemlenebilir. Vajinal smear yontemi bu evrelerin saptanmasi i¢in kullanilan en pratik
metottur (Kanter vd., 1996). Suriye hamsterlerinin Ostrus siklus evrelerinin siireleri
sOyledir: Prodstrus 12 saat, Ostrus 12-24 saat, metOstrus 6-8 saat, diostrus 52-60 saat
(Petroianu vd., 2005). Didstrus evresi boyunca vajinal smearde farkli hiicreler
gozlendiginden didstrus evresi diostrus 1 (D1) ve didstrus 2 (D2) olmak tizere iki sathada
incelenir. Aydinlik ve karanlik siklusu, Ostrus siklusunun diizenli bir sekilde
gerceklesmesini kontrol eder. Aydinlik ve karanlik siklusunun bozulmasi halinde, 6strus

siklusu kaymasi1 ve bozulma meydana gelebilir (Kanter vd., 1996; Widmaier vd., 2010).

1.7.1. Suriye Hamsteri’nin Ostrus Siklusu Safhalarimin Saptanmasi:

Suriye Hamsterlerinde {iremeyi artirmak igin Ostrus siklusu evrelerinin
saptanmasinda kullanilan yontemler soyle siralanabilir: Davranislarin gdzlemlenmesi,

Elektrik iletkenliginin 6l¢iilmesi, Vajinanin sitolojik incelenmesi.

a) Davrams Degisikligi: Ostrus evresindeki bir diside davrams degisikligi olarak
hareketlerinde artis, hayvanin basina ve sirtina vuruldugunda kulaklarinda titreme, pelvik
bolgeye dokunuldugunda da lordozis posizyonu aldigi gézlenmektedir (Marcondes vd.,
2002).

b) Elektrik Tletkenliginin Ol¢iilmesi: Vajinal mukustaki elektriksel direncin
Olclilmesi esasina dayali bu yontemde vajina kismina yerlestirilen prob ile 6l¢timler yapilir.
Buna gore prodstrus evresinde vajinadaki direng en yiiksek seviyedeyken, dstrus evresinde

ise en diisiik seviyededir (Ramos vd., 2001).

C) Vajinanin sitolojik incelenmesi: Rodentlerdeki Ostrus siklusu insanlardaki
genital siklusa benzer bir sekilde ¢esitli hormonlarla kontrol edilir (Sapmaz, 2008). Ostrus
siklusu sirasinda cinsiyet hormonlarinin  kontroliinde vajinal epitelin  histolojik
goriiniimiinde vajinal smear yontemiyle tespit edilebilen belirgin baz1 degisikliler meydana
gelir (Cora vd., 2015). Ostrus siklusunun evrelerinin tespitinde hormonal analiz ve vajinal
sitoloji oldukca kullanishdir (Karim, Baktiar vd., 2003). Vajinal smear yontemiyle rodentin
bulundugu ostrus siklusu evresi tespit edilebilirken hipotalamus-hipofiz bezi ve gonadlar

arasindaki mekanizmanin isleyisi hakkinda da bilgi sahibi olunabilinir (Cora vd., 2015).
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Ostrus siklusu evrelerinin tespit edilmesinde kolay uygulanabilmesi ve net sonuglar
verebilmesi sebebiyle en yaygin olarak kullanilan vajinal sitolojik inceleme yontemi
vaginal smear yontemidir. Sonuglarin dogrulugu agisindan smear 6rneklerinin giiniin ayni
saatlerinde alinmasi gerekir (Ramos vd., 2001; Marcondes vd., 2002). Stockard ve
Papanicolou tarafindan, ilk olarak 1917 yilinda guinea pig’ler lizerinde yapilan Ostrus
siklusu caligmalarinda kullanilmis olup giiniimiizde farkli memeli tiirlerinin 6strus siklusu
evrelerini belirlemek i¢in kullanilan yaygm bir yontemdir (Champlin vd., 1973).
Rodentlerde 4-5 giin siiren 6strus siklusu sirasinda uygulanan vajinal smear yonteminde,
vajinal duvardan alinan siiriintii Orneklerinden ya da vajinal yikamayla elde edilen
orneklerden hazirlanan preparatlarda epiteliyal hiicre, kornifiye hiicre ve lokositlerin
bulunma oranlarina gore Ostrus siklusu evreleri histolojik olarak tanimlanabilir (Marcondes

vd., 2001).

Laboratuvar hayvanlarinda vajinal smear uygulamasinin sik¢a yapilmasi hayvanin
vajinal epitelinde kornifikasyona, yalancit gebeligi uyarilmasina ve uzun sikluslarin

olusmasina sebep olmaktadir (Petroianu vd., 2005).

Vajinal epitel hiicrelerinin biiyiimesi ve farklilagmas1 6strojen (E2) ve progesteron
(P4) seks steroid hormonlar tarafindan diizenlenir. Epitel hiicrelerindeki Gstrojen reseptorii
a (ERa, ER1), vajinal epitel hiicrelerinin farklilagsmasini diizenlemek i¢in vajinanin (alt disi

tireme yolunun/LFRT) epitel hiicrelerinde gereklidir (Li vd., 2018).
Vajinal epitel hiicre duvar ii¢ tabakadan olusur:

1.Birinci tabaka; Dig tabakadir. Az veya ¢ok mukus iceren, piknotik niikleuslu

hiicrelerden olusur.

2. Ikinci Tabaka; Stratum Graniilozum denen bu tabaka, dis tabakanin altinda yer

alir ve Gstrus evresinin baslamasiyla Stratum Korneum’a dontisir.

3.Ugiincii tabaka: Yaklasik yedi hiicre tabakasi kalinhiginda olan bu tabakaya
Stratum Germinativum denir (Petroianu vd., 2005).

Vajinal epitel, Ostrus dongiisii sirasinda dongiisel, Ostrojene bagimli hiicre
proliferasyonu ve skuamoz farklilasma sergiler. Vajina {i¢ hiicre katmanina sahip atrofik

bir epitel gosterirken, Ostrojen uygulamasi bazal katmanda hizla epiteliyal hiicre
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proliferasyonunu indiikler. Suprabazal hiicreler artik mitojenik degildir, epitelden yukari
dogru hareket ederken farklilasir ve apikal hiicrelerin keratinizasyonuna neden olur.
Epiteliyal ER1, vajinada hiicre proliferasyonu ve skuamoz hiicre farklilagsmasi arasindaki
gegise aracilik etmek i¢in dstrojen ve biiyiime faktorii sinyalini entegre eder (Miyagawa ve
Iguchi, 2015).

Vajinal epitel duvarinda bulunan hiicre tipleri sdyle siralanabilir;

1)Epidermal hiicreler: Bazal-parabazal, intermediyal ve Siiperfisiyal hiicreler,
2) Keratinize siiperfisiyal (kornifiye) hiicreler

3) Notrofil 1okositler (Cora vd., 2015).

1) Epidermal Hiicreler:

Bazal-parabazal hiicreler: Kiigiik, yuvarlak veya oval sekilli ve biiyiik ¢ekirdekli

epitel hiicrelerdir.
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Sekil 20. Parabazal hiicreler (‘“Vajinal epitel histolojisi’’, 2022),

Intermediyal hiicreler: Parabazal hiicrelere gore daha biiyiik, degisken sekil ve

boyutlardaki, daha kiiciik ¢ekirdekli epitel hiicrelerdir.
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Sekil 21. Intermediyal hiicreler (‘Vajinal epitel hiétolojisi”, 2022)
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Siiperfisiyal hiicreler: Diizensiz yass1 kenarli ve g¢ekirdekleri piknotik olan en

biiytik hiicrelerdir.

2) Kornifiye veya Keratinize Siiperfisiyal Hiicreler: Sitoplazmalarinda

sitoplazmik katlanmalar bulunan ¢ekirdeksiz siiperfisiyal hiicrelerdir.

3) Notrofil Lokositler: Sitoplazmik sinirlart diizgiin, oval ya da yuvarlak sekilli,
genellikle ¢cok sayida cekirdegi olan, ayri ayri bulunabildigi gibi gruplar halinde de
bulunan en kiiciik hiicrelerdir (“Vajinal epitel histolojisi’’, 2022).

a -

A B | C
Sekil 22. Ostriis siklus donemlerinde karakteristik olan 3 farkli hiicre cesidinin

mikroskobik goriintiileri.

(A) Notrofil 16kositlerinin pargali/loblu ¢ekirdek yapisi, (B) koyu ¢ekirdekli siiperfisiyal
hiicreler, (C) ¢ekirdegini kaybetmis kornifiye veya keratinize siiperfisiyal hiicrenin sinirlari
dozulmus sitoplazmik goriintiisti (Giemsa boyama, x1000)

(Kaoylii vd., 2021).

Cok katl1 yass1 epitel hiicrelerden olusan vajinal epitel hiicre tabakalarinda, dstrus
siklusu evrelerinin endokrin dalgalanmalarindaki degisikliklere bagl olarak morfolojik

bazi degisiklikler g6zlenir (Cora vd., 2015).
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Sekil 23. Ostrus donemlerinde goriilen hiicre tiplerinin oranlari. L: Lokositler; N:

Nukleuslu epitel hiicreleri; C: Kornifiye hiicreler

(Coravd., 2015)

Tablo 4.
Vajinal smeardeki hiicre morfolojisi ile dstrus siklus sathalarinin siniflandirilmasi
HUCRE TIPI

Siklus safhas1  Lokositler Nukleuslu epitel Kornifiye epitel Smear

yogunlugu

Progstrus 0/+ ++++ 0/+ Orta

Sik dejenere Iyi gelismis
(Predominant)

Ostrus 0 0 [+ Ortadan
goreceli olarak siddetliye
kiigiik hiicreler
(predominant)

Metdostrus 0/++ 0 ++/+++ Ortadan
Ostrustakinden daha siddetliye
genis, daha diiz ve
daha kiimelenmis

Didstrus +H+++ /A cogunlukla 0yada+/++ ince ya da

(Predominant) diizensiz ~ sekilli  ve ortadan

vakuollii siddetliye

(Hiicre yogunlugu: 0 = yok, + = az, ++: orta yogunlukta, +++: siddetli)

(Nelson vd., 1982)
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Cekirdekli epiteliyal hiicre Kaornifive epitelival hucre C . Lokositler

Sekil 24. Vajinal yaymalarin sitolojik degerlendirmesi

(A) Cekirdekli epitel hiicreleri, (B) kornifiye epitel hiicreleri, (C) 16kositler, (D) prodstrus,
(E) ostrus, (F) metostrus veya (G) diostrus. E, F ve G'deki siyah ok uglari temsili kornifiye
epitel hiicreleri; C, F ve G'deki siyah oklar 16kositleri; D ve G'deki beyaz oklar temsili
cekirdekli epitel hiicreleri belirtir.

(McLean vd., 2012)

Prodstrus siiresince ve erken Ostrusta, vajinal smearde karakteristik olarak tek tip
goriinliste ve boyutta olan c¢ok sayida kii¢lik, yuvarlak, biiyiik niikleuslu, diizenli hiicre
sinirlarina sahip epitelyum hiicreleri hakimdir. Bu hiicreler vajinal smearde birbirinden ayri

bulunabildikleri gibi genellikle birbirine bagli kiimeler halinde tespit edilirler (Marcondes
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vd., 2001; Petroianu vd., 2005; Cora vd., 2015). Vajinal smearde bu evrede tipik olarak
16kosit goriilmemesine ragmen rodentlerde didstrustan prodstrusa gegiste ya da erken
prodstrusta 16kositlere nadiren rastlanir. Ayrica daha diisiik sayida biiyiik epitel hiicreleri
ve niikleusu olmayan keratinize hiicreler de vajinal smearde tespit edilir (McLean vd.,
2012; Cora vd., 2015). Ostrus fazina yaklasildiginda ise keratinize hiicreler sayica
artmaktadir. Uterusun endometrium tabakasindaki yiizey epiteli hiicrelerinin proliferasyon
hiz1 prodstrusun Oncesine oranla azalir. Tek kath prizmatik ylizey epiteli hiicrelerinin
boylar1 artarak yiiksek prizmatik hiicrelere dontsiirler. Uterus oldukga kiiglilmiis olup
kaslardaki kasilmalar azalmistir. Uterusun liimeninde sivi birikir ve uterusun kaslari
kasilmaya baglar. Gebelik sonrasi siit verme bu donemde gergeklesir (Mendoza-Rodriguez
vd., 2002; Cora vd., 2015).

Ostrus evresinin baslangicinda cekirdekli siiperfisiyal hiicreler ¢ok sayidayken
(%75) keratinize (kornifiye) olmus siiperfisiyal hiicreler az sayida da (%25) mevcuttur.
Fakat donemin sonuna dogru sayisi artan ¢ekirdeksiz keratinize epitel hiicreleri dejenere
olur ve st tste gelerek epiteliyal bir yiginti goriiniimii olusturur (Marcondes., 2000;
Petroianu vd., 2005; Lohmiller ve Swing, 2006; McLean vd., 2012). Ostrus evresinde asla
16kosit goriilmez. Geg Ostrusta 16kositlerin ortaya ¢ikmasindan 6nce biiylik ve oval sekilli,
niikleuslu, epitel hiicreleri fazla sayida goriillmeye baslar. Bu durum metdstrus evresine
yaklastiginin bir isareti olarak kabul edilir (Orchard vd., 2002). Ovulasyondan sonra
goriilen evre ise metdstrus donemidir. Biiyliyen uteruslarin liimenlerine sivi doldugu igin
siserler (‘‘Sicanlarda ostrus siklusu’’, 2022). Uterusun endometriumundaki yiizey epitel
hiicrelerinde proliferasyon meydana gelmez. Hiicreler maksimum boyutlarina ulastiklar
icin de yiizey epiteli kalinlasir. Yiizey epitelinin baz1 yerlerinde yalanci ¢ok katli epitel
hiicreleri de tespit edilmistir. Ayrica bu evrede apoptotik indeks arttigi igin epitelde
apoptotik hiicrelere de rastlanmaktadir (Mendoza-Rodriguez vd., 2002). Ovulasyonun
gerceklestigi bu fazda uterusun yiizey epitelinde meydana gelen bu degisikliklerin amaci

blastosistin implantasyonu gergeklestirebilmektir (Orchard vd., 2002).

Tiim tabakanin dokiilmesi metdstrus evresinin bagladiginin  karakteristik bir
ozelligidir. Erken metOstrusta epitel hiicreleri cogunluktayken metdstrus ilerledikge
l16kositlerin sayisi, epitel hiicrelerinin sayisin1 geger (Marcondes vd., 2001; Petroianu vd.,

2005). Vajinal smearde genel olarak ¢ok sayida 16kosit ve az sayida biiyiik, ¢ekirdeksiz
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kornifiye epitel hiicreleri goriilir (McLean vd., 2012). Bu evrede serum progesteron ve
estradiol seviyelerinin diismesiyle uterusun kanlanmasi azalmistir (Mendoza-Rodriguez
vd., 2002). Uterusdaki kan damarlar1 kiiglilmiis, uterus kaslarindaki kasilmalar da

azalmustir (‘‘Siganlarda Ostrus siklusu’’, 2022).

Diostrus evresinde vajinal smear 6rneklerinde 16kosit sayisi oldukca fazlayken az
sayida da cekirdekli epitel hiicreleri gozlenir (Marcondes vd., 2001). Didstrus 1’de
gozlenen niikleuslu hiicre miktarindaki artis, dokiilme isleminin artik bittigini gosterir.
Stratum germinativumun birkag yiizeysel tabakasinda ise 16kosit sayisindaki artis1 oldukca
dikkat cekicidir. Didstrus 2’de en icteki stratum germinativum tabakasi biiylir. Erken
proostrus ile birlikte ylizeydeki stratum germinativum tabakasinin altinda ¢ok sayidaki
hiicre tabakasiyla stratum graniilozum tabakasi yeralir ve boylece siklus tamamlanir. Bu
donemde helezon seklindeki mukus goriintiileri tipiktir (Petroianu vd., 2005). Dibstrus
evresinde uteruslar oldukga kiigiilmiis olup kaslarin kasilmasi da azalmistir (‘‘Siganlarda

ostrus siklusu’’, 2022). Ayrica bu sirada endometriyal rejenerasyon da baslamaktadir

(Levine vd., 1985).

Tablo 5.

Ostrus siklusu safthalarinin 6zellikleri

Prodstrus Ostrus: Metdstrus: Didstrus:

Cok  kiigiik, yuvarlak, Cekirdeksiz biiyiik Cok sayida 16kosit ve az Daginik bir sekilde ve fazla
diizenli hiicre sinirlarma kornifiye hiicreler ¢ok sayida biiyiik, ¢ekirdeksiz sayida 16kosit ve az sayida da
sahip, biiyiik ¢ekirdekli sayida olup Gstrus kornifiye epitel hiicreleri ¢ekirdekli  epitel  hiicreler

epitel hiicreleri hakimdir.

Bu  hiicreler ayr1 ayn
goriilebilirlerken genellikle
birbirlerine bagli kiimeler

evresinin sonuna dogru
dejenere olurlar, iist iiste
gelerek, birbirine yapigmis
bir y1gin meydana getirir

seklinde de goriliirler. Lokosit goriilmez
Tipik olarak lokosit (Marcondes vd., 2002).
goriilmez

(Marcondes vd., 2002;
Coravd., 2015; McLean
vd.,2012).

gortiliir
(Marcondes vd., 2002;
McLean vd., 2012).

gortiliir
(Marcondes vd., 2001).
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IKINCi BOLUM:
ONCEKIi CALISMALAR

Oleuropeinin antioksidan &zelligi ile kuvvetli bir antioksidan olan vitamin E’nin
karsilagtirildigi bir ¢alismada oleuropeinin antioksidan etkilerinin vitamin E’den daha fazla
oldugu kaydedilmistir (Le Tutour ve Guedon, 1992). Oleuropein, gii¢lii antioksidanlar
olan vitamin E ve C’ nin siiperoksit anyon olusumu, hipoklorik asit olusumu ve
mitokondrial solunum patlamasi {izerindeki siipiiriicii aktivitelerinin arastirildigi bir
calismada, oleuropeinin radikal temizleyici etkilerinin daha yiiksek oldugu kaydedilmigtir
(Visioli ve Bellomo, 1998). Zeytin yapragi ekstresinin antioksidan 6zelliginin gidalarin
islenmesi ve depolanmasi sirasinda gida bozunumuna neden olan lipid oksidasyonunu
onledigi, sonug¢ olarak gidalarin raf omriinii uzattig1 belirlenmistir (Bouaziz ve Sayadi,
2005). Diyabetli ratlarda zeytin yapragmin etil alkolde hazirlanan ekstresinin antioksidan
Ozelliginin incelendigi bir arastirmada, zeytin yapragi ekstresinin antioksidan Ozellik
gosterdigi, diyabet ve buna bagli komplikasyonlarin sebep oldugu oksidatif stresi azalttigi
ortaya konmustur (Aggiil, 2012).

Mitokondriyal DNA hasar1 ve oksidatif stres (serbest radikallerin artmasi,
antioksidant seviyenin azalmasi gibi nedenlerle ortaya ¢ikan viicut igin zararli durum)
yaglanmada, noronlarin fonksiyonel oOzelliklerini kaybetmesi sonucu olusan sinirsel
hastaliklardan olan Parkinson ve Alzheimer’da, diyabet gibi dejeneratif hastaliklarin
gelismesinde ve ilerlemesinde etkili faktorlerdir. Oleuropeinin ndroprotektif 6zelligini
incelemek i¢in yapilan bir ¢alismada oleuropeinin, Parkinson hastaligiyla ilgili olan
dopaminerjik sinirlerin zarar gormesini veya kayiplarin1 engelledigi tespit edilmistir.
Boylelikle Parkinson hastaliginin tedavisinde yeni bir umut olarak ifade edilmektedir.
Zeytin yapragi ekstraktinin noérodejeneratif hastaliklardan olan Alzheimer Hastalii (AH)
ve Parkinson Hastalifinin (PD) oOnlenmesinde antioksidan etkilerinin arastirildigr bir
calismada, antioksidan etkileri olan zeytin yaprag: ekstresinin ndérodejeneratif hastaliklarin
Onlenmesi i¢in iyi bir potansiyel terapotik etkiye sahip oldugu goriilmektedir (Sarbishegi.,

2018).

Diyabetik erkek sicanlarda hidro-alkolik zeytin yapragi ekstraktinin gonadotropin
(LH, FSH) ve seks hormonlarmin (progesteron, ostrojen) diizeylerine etkileri {izerine

yapilan bir caligmada, hidro-alkolik zeytin yapragi ekstrelerinin gonadotropinler ve
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cinsiyet hormonlar1 seviyelerini arttirdig tespit edilmistir (Mokhtari vd., 2014). Disi ratlara
10 hafta boyunca 200-400 mg/kg zeytin yapragi ekstresi verilen bir ¢alismada, yiiksek
dozda zeytin yapragi ekstresi aliminin sonucu olarak serum estradiol seviyesi 6nemli
Olclide artmis olarak tespit edilmistir (Yoon vd., 2015). Zeytin yaprag1 ekstraktinin bir
toksik madde olan rotenona (ROT) maruz birakilan siganlarin testislerinde sperm kalitesi
ve antioksidan kapasite iizerindeki etkisini degerlendirmeyi amaglayan bir c¢alismada,
zeytin yapragi ekstraktinin sperm kalitesini iyilestirdigi ve kisirligi tedavi edebilecegi tespit
edildi (Sarbishegi vd., 2017). Zeytin yapraginin alkollii ekstraktinin erkek siganlarda serum
FSH, LH ve testosteron iizerindeki etkisinin arastirildigi bir ¢aligmada, zeytin yapragi
ekstraktinin oral yoldan verilmesinin testosteron seviyesindeki azalmay1 engelleyebilecegi
kaydedilmistir (Nasirzadeh, 2017). Bagka bir ¢calismada, farkli mevsimlerde (ilkbahar, yaz,
sonbahar, kis) toplanilan zeytin yapraklarindan elde edilen zeytin yapragi eksraktlarinin,
erkek Suriye hamsterlerinin sirkadiyen ritimleri ve testosteron hormonlari (erkek cinsiyet
hormonu) tizerine etkileri arastirilmigtir. Arastirmanin sonunda kis mevsimine ait zeytin
yaprag1 ekstresinin sirkadiyen ritim ilizerinde yaptiglr degisimlerin en yiiksek goriildiigi,
yaz mevsimine ait zeytin yapragi ekstresinin de testosteron hormonu degerlerini yiikselttigi
tespit edilmistir (Kortun, 2018). Zeytin yapragi ekstraktinin erkek sican iireme sistemi
organi olan testisler iizerinde yikici bir etkiye sahip olan Busulfan (BU)’ nin sebep oldugu
hasarlar tlizerindeki etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada, 250 ve 500 mg/kg dozlarinda
zeytin yapragi ekstraktinin oral yoldan verilmesinin, si¢an testislerinde BU' nun neden

oldugu toksisiteyi iyilestirmeye yardimci olabildigi tespit edilmistir (Ganjalikhan, 2019).

Oleaceae ailesinden olan zeytin (Olea europaea), lignan ve fenolik bilesikler
icerdiginden fitodstrojen bitki bilesigi olarak bilinir. Zeytin stilbenoidler, fenolik asit,
flavonoidler igerir ve oleuropein varligindan dolayr antioksidan, anti-hiperlipidemik ve
anti-iskemik etkiye sahiptir. Ayrica zeytin, sedef hastaligi ve atopik dermatit gibi
dermatolojik hastaliklarin tedavisinde de kullanilir. Ayrica bitki antimikrobiyal, antiviriis
ve mantar Onleyici Ozelliklere sahiptir. Zeytinin menopozdaki kadinlarda osteoporozu
azalttig1 belirtilmektedir. Bu nedenle, bu bitkinin fitodstrojenik etkileri ile ilgili olarak, bu
calismada zeytin ekstraktinin disi hamsterlerde lireme sistemi ile ilgili yapi1 ve hormon

tizerindeki etkileri ayriltili incelenmistir.
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UCUNCU BOLUM:
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Zeytin Yaprag (Olea europaea) Ekstraktinin Hazirlanisi:

Ezine’nin Geyikli beldesinden Temmuz ayi1 i¢inde (Kortun, 2018) toplanan zeytin
yapraklar li¢ hafta oda 1sisinda bekletilip kurutuldu. Kuruyan zeytin yapraklari toz haline
getirildi ve buzdolabinda muhafaza edildi. Tartilan 50 g zeytin yaprag: tozu, filtre kagiti
igine konuldu. Daha sonra soxhlet cihazinin cam kismina yerlestirildi. Zeytin yapraginda
bulunan ve antioksidan 6zelligine sahip olan basta oleuropein olmak iizere 6nemli fenolik
bilesikleri zeytin yapragindan izole etmek igin etanol kullanildi (Okere vd., 2014). Soxhlet
cihazinin balon jojesine 400 ml %70’lik etanol (Merck 100983 Ethanol Absolute For
Analysis Bitkisel Kokenli Emsure® Acs, Iso, Reag. pH Eur 2.5 L) konuldu. Soxhlet cihazi
musluga baglanip agildi ve suyla dolmasi saglanarak cihaz calistirildi. Yirmi dort saat
sonra balon jojede agik yesil renkte zeytin yapragi alkol ekstrakti elde edildi. Zeytin
yapragi alkol ekstrakti karisimi bir cam behere konulup isiticili su banyosuna alindi ve
icindeki alkol ugana kadar isinmaya birakildi. Beherdeki alkol ugunca beher zemininde
kalan zeytin yapragi alkol ekstrakti kazinarak ¢ikarildi. Daha sonra falcon tiipiinde agzi
kapali bir sekilde buzdolabinda muhafaza edildi. Zeytin yapragi ekstrakti suda
¢oziinebildigi i¢in ¢oziicii olarak fizyolojik su (9 g NaCl/1000 ml distile suyu) kullanildi.

3.2. Hayvan Denekleri:

Bu caligmada kullanilan yetigkin disi Suriye hamsterleri (Mesocricetus auratus)
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii’niin Deney
Hayvanlar1 Unitesi’nde bulunan hamster kolonisinden elde edilmistir. Secilen disi
hamsterlerin en az 3-4 aylik olmalarina ve yetiskin agirliklariin birbirlerine en yakin
olacak sekilde segilmesine dikkat edilmistir (100-110 g). Hamsterler deney siiresi boyunca
plastik kafesler igerisinde (16x31x42 cm) talas kullanilarak bakilmistir. Hayvanlar
kafeslerde en fazla 4 hayvan olacak sekilde tutulmuslardir. Besin (Bilyem-Rat Yemi) ve
musluk suyu (ad libitum) standartlar igerisinde karsilanmistir. Hayvanlar havalandirmali
odalarda tutulup oda sicakliklar1 22 + 2 °C olacak sekilde ayarlanmigtir. Hamsterler

dogumlarindan itibaren 16L: 8D (16 saat 151k, 8 saat karanlik) tutulmustur. Isiklar otomatik
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zaman ayarlayic1 sayaglarla kontrol edilmistir (1siklar saat 06:00°da acilip 20:00°da
kapanmaktadir). Fotoperiyot odalarindaki 11k siddeti en az 200 liiks olacak sekilde beyaz
floresan 151k ile ayarlanmistir. Calismanin tiimii Canakkale Onsekiz Mart Universitesi,
Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan alinan izin ile ger¢eklesmistir (27.12.2019 tarihli
2019/10 numarali karar ile).

Kontrol Gruplari: Kontrol grubu i¢in secilen hayvanlarin viicut agirliklar1 100-

110 g araliginda bulunmaktadir.

Deney Gruplari: Yaz mevsiminde (Kortun, 2018) toplanilan zeytin yapraklarindan
elde edilen ekstraktlarin, disi Suriye hamsterlerinin 6strus siklusu iizerine etkileri
gbzlemlenmistir. Calisma toplam 4 gruptan olugmaktadir. Her grupta n=5 olacak sekilde

hayvan kullanilmistr.

1) Birinci Deney Grubu: Birinci grup igin segilen disi hamsterlerin viicut
agirliklart deney baglamadan dl¢iilmiistiir. Zeytin yapragi ekstraktinin 20 mg’t 10 ml serum
fizyolojik i¢inde ¢oziiliip intraperitoneal olarak 0,1 ml enjekte edilmistir. Enjeksiyon 30

giin devam etmistir.

2) ikinci Deney Grubu: ikinci grup igin secilen disi hamsterlerin viicut agirliklari
deney baglamadan Sl¢iilmiistiir. Zeytin yapragi ekstraktinin 40 mg’1 10 ml serum fizyolojik
iginde ¢oziillip intraperitoneal olarak 0,1 ml enjekte edilmistir. Enjeksiyon 30 giin devam

etmistir.

3) Ugiincii Deney Grubu: Ugiincii grup igin secilen disi hamsterlerin viicut
agirliklar1 deney baslamadan 6l¢iilmiistiir. Zeytin yapragi ekstraktinin 80 mg’t 10 ml serum
fizyolojik i¢inde ¢oziiliip intraperitoneal olarak 0,1 ml enjekte edilmistir. Enjeksiyon 30

giin devam etmistir.

3.3. Zeytin Yapragi Ekstraktlarinin Hayvanlara Uygulanmasi:

Zeytin yapragi ekstraktlart (20 mg/kg, 40 mg/kg, 80 mg/kg) Okere ve
arkadaglarinin (2014) ¢alismasinda kullanilan yontem esas alinarak hamsterlere 30 giin

boyunca 6gleden sonra (12:00 — 13:00) intraperitoneal olarak enjekte edilmistir.
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3.4. Vajinal Smear Uygulamasi:

Deney gruplarindaki disi Suriye hamsterlerinin  gegirmekte oldugu Ostrus
sikluslarinin fazlarinin tespitlerini yapabilmek i¢in, hayvanlardan aliman vajinal smear
orneklerinin her biri 151k mikroskobunda tek tek incelenip fotograflanmistir. Her hayvan
icin ayr1 takilan pipet uglarina vajinal smear uygulamas: yapmak icin yaklasik 0,5 ml
serum fizyolojik ¢ekilmis hayvanin karni yukari bakacak sekilde tutulup pipet ucu vajinaya
yerlestirildikten sonra pipetteki serum fizyolojik vajinadan igeriye verilmis, pipet ucu
vajinadan disariya ¢ikarilmadan verilen sivi tekrar pipetle geri c¢ekilmistir. Pipetle geri
cekilen sivi temiz bir lamin {zerine alinip, lam kurumaya birakilmigtir (Nishino ve

Totsukawa, 1996).

Lamlarin kenarlarina gruplari belirten etiketler yapistirilmistir. Lamlar kuruduktan
sonra %70’lik metanole daldirilip bekletilmeden ¢ikarilmis ve oda 1sisinda kurutularak
fiksasyonu saglanmigtir (Hayiroglu vd., 2016). Lamlar kuruduktan sonra iglerinde metilen
mavisi ¢ozeltisi (Rokim-K214008-0200-200 ml) bulunan salelere yerlestirilmiglerdir.
Burada 5 dakika bekletildikten sonra lamlar boyadan c¢ikarilip akan musluk suyu altinda
yikanmistir. Lamlardaki Ornekler kurutulduktan sonra lamelle {istleri kapatilmadan
mikroskop altinda incelenip hangi Ostrus siklusu sathasinda olduklar1 tespit edilmistir
(Nishino ve Totsukawa, 1996; Hayiroglu vd, 2016). Fazlarin fotograflanmasi Zeiss Scope

A1 marka mikroskop ve mikroskoba takili Axiocam 503 Color kamera ile saglanmstir.

3.5 Dekapitasyon, Kan Alimi, Diseksiyon ile Ovaryumlarin ve Uteruslarin

Cikarilmasi:

Otuz giinden sonra deney hayvanlari dekapite edilmistir. Dekapitasyondan sonra
hayvanlarin kanlar1 tiiplere alinip kapaklar1 kapatilmistir. Tiiplerin lizerine grup adinin,
tarihin yazili oldugu etiketler yapistirilmistir. Bu tiipler santrifiij cihazinda 4200 devirde 10
dakika santrifiijlenmistir. Tiipte iistte kalan seffaf kisim ependorflara konmustur. Ornekler
derin dondurucuya (-20 °C) kaldirilmistir. Diseksiyon uygulanan deney hayvanlarindan
bekletilmeden disekte edilen ovaryum ve uteruslar iglerinde formaldehit (Tekkim- TK.
060160. 02501- 2,5 L) bulunan kiiciik kavanozlara konmustur. Formaldehit alinan

dokunun en az 10 kat1 olacak sekilde uygulanmistir.
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3.6. Alkol Serisinden Ge¢irme:

Tablo 6.

Alkol serisinden gegirme

Alkol Siire Aciklama

%70’1ik alkol 1 saat %70’lik alkolde uzun siire kalabilir.

%80’lik alkol 1 saat %70’lik alkolden pensle ¢ikarilan 6rnek, kagit havluya konup
biraz kurutulur, daha sonra pensle alinip %80 alkole konulur.

%90’lik alkol 1 saat %380’lik alkolden pensle ¢ikarilan 6rnek, kagit havluya konup
biraz kurutulur, daha sonra pensle alinip %90 alkole konulur.

%96’lik alkol 1 saat %90’lik alkolden pensle ¢ikarilan 6rnek, kagit havluya konup
biraz kurutulur, daha sonra pensle alinip %96 alkole konulur.

Absolut | 30 dk. %96°lik alkolden pensle ¢ikarilan 6rnek, kagit havluya konup
biraz kurutulur, daha sonra pensle alinip bsolute I’e konulur.

Absolut I1 30dk. Absolut I’den pensle ¢ikarilan 6rnek, kagit havluya konup biraz
kurutulur, daha sonra pensle alinip absolut II’e konulur.

Aseton 15 dak. Absolut II’den pensle ¢ikarilan 6rnek, kagit havluya konup biraz
kurutulur, daha sonra pensle alinip asetona konulur.

Ksilen + Alkol (K+A) 30 dk. Asetondan pensle ¢ikarilan 6rnek kagit havluda kurutulmadan
K+A’e konulur.

Ksilen | 15 dk. K+A’dan pensle c¢ikarilan 6rnek kagit havluda kurutulmadan
Ksilen I’ekonulur.

Ksilen 11 15 dk. Ksilen I’den pensle ¢ikarilan 6rnek, kagithavluda kurutulmadan
Ksilen II’e konulur.

Ksilen +  Parafin 30 dk. Ksilen IT’den pensle ¢ikarilan 6rnek, Ksilent+Parafin’e konulur.

(Etiivde)

Parafin I (Etiivde) 1 gece Ksilen+Parafin’den ¢ikarilan 6rnek, Parafin I’e konulur.

Parafin II (Etiivde) 1 saat Parafin I’den ¢ikarilan 6rnek, Parafin II’ye konulur.

(McMaus ve Mowry, 1964)

3.6.1. Kullamilan Kimyasallar:

Ksilen (izomerleri Karisimi) Extra pure Tekkim- TK.090270.01000 - 1 L

%96°1ik Teksol Alkol (5 1t) Tekkim- TK.200650.05001

Merck 100983 Ethanol Absolute For Analysis Bitkisel Kokenli Emsure® Acs, Iso,
Reag.pH Eur 2.5 L

Boncuk Parafin Tekkim- TK.200661.00502 — 500 gr

Aseton Tekkim- TK.010050.02501 - 2,5 L
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3.7. Parafinleme:

Alkol serisinden gecen ovaryum Orneklerine ertesi giin parafinleme islemi
uygulanmigtir. Etiivde erimis sivi halde bulunan parafin etiivdeki metal kiivetlere
konmustur. Etiivdeki parafin II’den ¢ikarilan ovaryum ornekleri i¢inde sivi parafin bulunan
kiivetin zeminine yerlestirilmistir. Daha sonra kiivet sogumasi icin etiivden disari

cikartlirmistir. Bir bigak yardimiyla kiivetten kenarlar kaziyarak ¢ikartilmistir.

3.8. Kesit Alma:

Parafin bloklarin mikrotomda (Mikrotom cihazi-Mikrom HM 325) 10 p kalinlikta
alman kesitleri, temiz lamlarin iizerine alinmistir. Alinan lamlar etiivde bir gece

bekletilmistir. Ertesi giin lamlar etiivden alinip boya serisinden gegirilmistir.

3.9. Boya Serisinden Gecirme:

Tablo 7.

Boya serisinden gecirme

Boyanin Adi Bekletme Siiresi Aciklamalar:

Ksilol | 10dak. 10 dakika sonra lamlarin fazla alkoliinii stizdiirmek igin filtre

Ksilol 11 10dak. kagiti lizerinde biraz tutulup diger alkole daldirilmustir.

Absolut | 5 dak. 5 dakika sonra lamlarmn fazla alkoliint stizdiirmek igin filtre

Absolut 11 5 dak. kagiti tizerinde biraz tutulup diger alkole daldiriimustir.

%80 Alkol 5 dak.

%70 Alkol 5 dak.

%50 Alkol 5 dak. 5 dakika alkolde beklettikten sonra lamlarin fazla alkolii

Hematoksilen 3 dak. stizdirmek i¢in filtre kagiti ilizerinde biraz tutup
stizdiiriilmiigtiir. Daha sonra hematoskilene daldirilip 3
dakika boyanmistir

Eosin 20 dak. Eosinde 20 dakika boyandiktan sonra suda yikanmistir.

%50 Alkol 5 d dak. 5 dakika sonra lamlarin fazla alkoliinii siizdiirmek igin filtre

%70 Alkol 5 dak. kagiti tizerinde biraz tutulup diger alkole daldirilmigtir

%80 Alkol 5 dak.

Absolut | 5 dak.

Absolut 1 5 dak.

Ksilen | 5 dak.

Ksilen Il 5 dak.

Entellan Ksilen ikiden ¢ikarilan lamlar ince c¢ubuklar iizerine

diizgiince yerlestirilmistir. Lamlarin {izerinde boyanmis
haldeki kesitlerin iizerine birer damla entellan konmus lamin
iizeri ince lamellerle arada hava kabarcigi kalmayacak
sekilde kapatilmig ve kurumaya birakilmistir.

(McMaus ve Mowry, 1964)
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3.9.1.Kullamlan Kimyasallar:

Ksilen (izomerleri Karisimi) Extra pure Tekkim- TK.090270.01000 — 1 L

%96°1ik Teksol Alkol (5 1t) Tekkim- TK.200650.05001

Harris' hematoxylin solution Merck- M109253.0500 — 500 ml

Eosin Y Tekkim- TK.930088.00102 — 100 gr

Entellan Merck- M107961.0100 — 100 ml

Merck 100983 Ethanol Absolute For Analysis Bitkisel Kokenli Emsure® Acs, Iso,
Reag.pH Eur 2.5 L

3.10. Kan Alim1 ve Hormon Olciimii

Dekapitasyondan sonra hayvanlarin kanlari tiiplere alinip kapaklar1 kapatilmistir.
Bu tiipler santrifiij cihazinda 10 dakika 4200 devirde santrifiijlenmistir (L500 tabletop low

speed centrifuge) ve serumlar1 ayrilmistir.

Ayrilan serumlar ependorflara konup -20°C’de sogutucuda muhafaza edilmistir.
Hayvanlarin kan ostrojen degerleri, enjeksiyonu yapilan zeytin yapragi ekstraktlariim her

bir deney grubu i¢in ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.

Serumda Gstrojen hormon 6l¢iimii BT-LAB Elisa Kit marka Rat Estrogen ELISA
Olglim kiti ile yapilmistir (BioAssay-Technology Laboratory, Rat Estrogen ELISA,
E1121Ra).

Absorbans okumasi Thermo Scientific Multiskan FC Mikroplaka Okuyucu
cihazinda yapilmistir (Sonuglar ng/L olarak verildi. R? degeri: 0,99).
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DORDUNCU BOLUM:
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Arastirma Bulgulan
4.1.1. Ostrus Siklusu Sonuclar

Kontrol Grubu: Kontrol grubu olarak secilen deney hayvanlarina zeytin yapragi-alkol
ekstresi enjekte edilmedi. Vajinal smear uygulamasinin 6glen 12:00-13:00 saatleri arasinda
ve hep aymi saatlerde yapilmasimna 6zen gosterildi. Buna gore kontrol grubu deney

hayvanlariin 0Ostrus sikluslarmin vajinal smear degerlendirmesi asagidaki gibi tespit
edildi.

Vajinal smear érneklerinin incelenmesinde Kirmiz1 ok ucu: Intermediyal hiicreleri; Sar1 ok
ucu: Parabazal hiicreleri; Mor ok ucu: Kornifiye hiicreleri; Yesil ok ucu: Lokositleri

belirtir.

Prodstrus Evresi:

Sekil 25. Kontrol grubu prodstrus evresi (20X). Lokosit goriilmedi. Fazla sayida
intermediyal c¢ekirdekli hiicre, daha az sayida parabazal hiicre ve nadiren kornifiye

cekirdeksiz hiicreler gozlendi.
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Ostrus Evresi:

Sekil 26. Kontrol grubu 6strus evresi (20X). Az sayida ¢ekirdekli epitel hiicreler, ayr1 ayri
bulunan c¢ok sayida cekirdeksiz biiylik keratinlesmis kornifiye siiperfisiyal hiicreler
belirlendi, evresinin sonuna dogru bu hiicrelerin dejenere oldugu, iist iiste gelerek birbirine

yapismis bir y1gin meydana getirdigi, I6kositlerin goriilmedigi tespit edildi.

Metostrus Evresi:

sayida ¢ekirdeksiz keratinlesmis kornifiye biiylik epitel hiicrelerinden olusan hiicre y1gin1

ve oldukga fazla sayida da 16kosit tespit edildi.
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Didstrus Evresi:

Sekil 8. Kontrol grubu iétru esi (O

R &

Y

aygin olarak 16kositler ve anida daha

az sayida cekirdekli kiigiik intermediyal hiicreler ve parabazal hiicre ile birka¢ tane de

cekirdeksiz kornifiye hiicre tespit edildi.

Kontrol Grubu:

Tablo 8.
Kontrol grubu vajinal smear sonuglari
Prodstrus: Ostrus Metdstrus Dibstrus
Lokosit goriilmedi. Fazla Az sayida cekirdekli epitel Az sayida cekirdekli Yaygin olarak
sayida intermediyal hiicreler, ayr1 ayri bulunan epitel hiicreleri, cok ldkositler ve aralarinda
cekirdekli hiicre, daha az ¢ok sayida ¢ekirdeksiz biiylik sayida  ¢ekirdeksiz daha az sayida
sayida parabazal hiicre ve keratinlesmis kornifiye keratinlesmis cekirdekli kiigiik
nadiren kornifiye siiperfisiyal hiicreler  kornifiye biiyik intermediyal hiicreler
¢ekirdeksiz hiicreler tespit  belirlenmis, evresinin sonuna epitel hiicrelerinden ve parabazal hiicre ile
edildi. dogru bu hiicrelerin dejenere olusan hiicre yigm1  birkag tane de
oldugu, st {iste gelerek ve olduk¢a fazla ¢ekirdeksiz kornifiye
birbirine yapigmig bir yigin sayida da 16kosit hiicre tespit edildi.
meydana getirdigi, tespit edildi.
l6kositlerin goriilmedigi
tespit edildi.

Birinci Grup: Bu grup i¢in segilen deney hayvanlarinin zeytin yapragi-alkol ekstresi

enjeksiyonu ve vajinal smear uygulamasi 6glen 12:00-13:00 saatleri arasinda ve hep ayni

saatlerde yapilmasina 6zen gosterildi. Buna gore birinci grup deney hayvanlarinin Gstrus

sikluslarinin vajinal smear degerlendirmesi asagidaki gibi tespit edildi.
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Prodstrus Evresi:

Sekil 29. Birinci grup prodstrus evresi (20X). Cok sayida intermediyal geklrdekll hiicre,
daha az sayida parabazal hiicre ve nadiren kornifiye c¢ekirdeksiz hiicrelere rastlanirken

16kosit gozlenmedi.

Ostrus Evresi:

Sekll 30. Birinci grup ostrus evresi (20X) Az sayida g:eklrdekll epitel hucreler ayrlrayrl
bulunan c¢ok sayida cekirdeksiz biiylik keratinlesmis kornifiye siiperfisiyal hiicreler
belirlendi, evresinin sonuna dogru bu hiicrelerin dejenere oldugu, iist iiste gelerek birbirine

yapismis bir y1gin meydana getirdigi, 16kositlerin gériilmedigi tespit edildi.

54



Metostrus Evresi:

Sekil 31. nci grup metostrus evresi (20X). Lokosit ¢ok sayida olup c;eideksiz
kornifiye siiperfisiyal biiyiik hiicrelerden olusan hiicre yiginlart ¢cok sayida ve az sayida

cekirdekli kiigiik epitel hiicreleri tespit edildi.

Didstrus Evresi:

Sekil 32. Birinci grup didstrus evresi (20X). Yaygin olarak 16kositler ve aralarinda daha az
sayida ¢ekirdekli kiiclik intermediyal hiicreler ve parabazal hiicre ile birka¢ tane de

cekirdeksiz kornifiye hiicre belirlendi.
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Tablo 9.

Birinci grubun vajinal smear sonuglari

Prodstrus: Ostrus Metéstrus Didstrus
Cok sayida intermediyal Az sayida ¢ekirdekli epitel Lokosit ¢cok sayida olup Yaygin olarak
¢ekirdekli hiicre, daha az hiicreler, ayri ayri bulunan  ¢ekirdeksiz kornifiye 16kositler ve aralarinda
sayida parabazal hiicre ve ¢ok sayida c¢ekirdeksiz —siiperfisiyal bliyiik daha az sayida
nadiren kornifiye  biiytik keratinlesmis hiicrelerden olugsan ¢ekirdekli kiigiik
cekirdeksiz hiicrelere  kornifiye siiperfisiyal hiicre  yiginlart  ¢ok intermediyal hiicreler
rastlanirken lokosit  hiicreler belirlendi, sayida ve az sayida ve parabazal hiicre ile
gozlenmedi. evresinin sonuna dogru bu ¢ekirdekli kiiciik epitel birkag tane de
hiicrelerin dejenere hiicreleri tespit edildi. cekirdeksiz  kornifiye
oldugu, ist iste gelerek hiicre belirlendi.
birbirine  yapismig  bir
yigin meydana getirdigi,
l6kositlerin = goriilmedigi
tespit edildi.

Ikinci Grup: Bu grup igin secilen deney hayvanlarinin zeytin yapragi-alkol ekstresi
enjeksiyonu ve vajinal smear uygulamasi 6glen 12:00-13:00 saatleri arasinda ve hep ayni
saatlerde yapilmasina 6zen gosterildi. Buna gore ikinci grup deney hayvanlarmin strus

sikluslarinin vajinal smear degerlendirmesi asagidaki gibi tespit edildi.

Proostrus Evresi:

T, o O WO SR
Sekil 33. Ikinci grup prodstrus evresi (20X). Kornifiy

Moy ot 4

e keratizine c¢ekirdeksiz biiylik
hiicrelerin intermediyal cekirdekli hiicreler kadar ¢ok sayida oldugu, parabazal kiiglik

hiicrelerin nadir oldugu ve 16kositlerin gdzlenmedigi tespit edildi.
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Sekil 34. Ikinci grup 6strus evresi (20X). Yiginlar olusturmus ¢ekirdeksiz keratinize olmus

kornifiye stiperfisiyal hiicreler gozlendi.

Metostrus:

Sekil 35. Ikinci grubun metétrus evresi (20X). Az sylda idekli kiigiik epitel hiicreleri,

¢ok sayida lokosit gozlenirken ¢ekirdeksiz kornifiyehiicre sayisinda artig belirlendi.
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Di0strus:

Sekil 36. Ikinci grubun didstrus evresi (20X). Cok sayida ¢ekirdeksiz, diizensiz kenarl

kornifiye siiperfisiyel hiicreler, ¢ekirdekli kiiciik intermediyal hiicreler ve lokositler

belirlendi.

Tablo10.

Ikinci grubun vajinal smear sonuglari

Prodstrus: Ostrus Metdstrus Didstrus

Kornifiye keratizine  Yigmlar olusturmus Az sayida ¢ekirdekli Cok sayida
¢ekirdeksiz bliyliik ¢ekirdeksiz keratinize kiiciik epitel hiicreleri, ¢ekirdeksiz, diizensiz
hiicrelerin  intermediyal olmus kornifiye c¢ok  sayida  Iokosit kenarh kornifiye
cekirdekli hiicreler kadar siiperfisiyal hiicreler gozlenirken ¢ekirdeksiz siiperfisiyel hiicreler,
¢ok  sayida  oldugu, gozlendi. kornifiyehiicre sayisinda ¢ekirdekli kiigiik
parabazal kiigiik artis belirlendi. intermediyal hiicreler
hiicrelerin nadir oldugu ve 16kositler belirlendi.
ve 16kositlerin

gozlenmedigi tespit

edildi.

Uciincii Grup: Bu grup igin segilen deney hayvanlarmin zeytin yapragi-alkol ekstresi

enjeksiyonu ve vajinal smear uygulamasi 6glen 12:00-13:00 saatleri arasinda ve hep ayni

saatlerde yapilmasina 6zen gosterildi. Buna gore tiglincii grup deney hayvanlarinin 6strus

sikluslarinin vajinal smear degerlendirmesi asagidaki gibi tespit edildi.
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Prodstrus Evresi:

Sekil 37. Ugiincii grubun prodstrus evresi (20X). Cok sayida intermediyal hiicre ve az
sayida parabazal kiigiik epitel hiicre mevcutken birkag tane de c¢ekirdeksiz kornifiye

hiicreler de gozlendi.

Ostrus Evresi:

~ B e b

strus evresi (éOX). K‘e-ratiniz kk;mif;lye gékirdékéiz hiicrelerin
sayisinda artis oldugu ve onlarin olusturduklar: hiicre yigmlarmin daha belirgin oldugu

tespit edildi.
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Metostrus Evresi:

Sekil 39. Ugiincii grubun metdstrus evresi (20X). Cekirdeksiz kornifiye hiicre sayisinmn

asir1 arttigi ve ¢ok sayida 16kositin varligt belirlendi.

Didstrus Evresi:

Sekil 40. Ugiincii grubun diéstrus evresi '(2X. ay1d léosit, az sala kiigtik,

cekirdekli intermediyal hiicreler ve ¢ok sayida diizensiz kenarli, ¢ekirdeksiz kornifiye

hiicreler belirlendi.
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Tablol1.

Ucgiincii grubun vajinal smear sonuglari

Prodstrus: Ostrus Met0strus Digstrus

Cok sayida intermediyal Keratinize kornifiye Cekirdeksiz ~ kornifiye  Cok sayida 1okosit, az
hiicre ve az sayida ¢ekirdeksiz hiicrelerin  hiicre  sayisinin  asir1  sayida kigiik,
parabazal kiiciik epitel sayisinda artis oldugu ve arttigi ve ¢ok sayida ¢ekirdekli intermediyal
hiicre mevcutken birkag onlarin olusturduklar1  16kositin varligi1 hiicreler ve ¢ok sayida
tane de  ¢ekirdeksiz hiicre yiginlarimin daha belirlendi. diizensiz kenarls,
kornifiye  hiicreler de belirgin oldugu tespit ¢ekirdeksiz  kornifiye
gbzlendi. edildi. hiicreler belirlendi.

4.1.2. Ovaryum Sonuclari

Kontrol Grubu:

folikiil;, GPF: Geg¢ primer folikiil. Olgun ovaryumunun korteksinde farkli gelisim

asamalarindaki folikiiller tespit edildi.
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Birinci Grup:

primer folikiil. Olgun ovaryumunun korteksinde farkli gelisim asamalarindaki folikiiller

tespitedil.

ikinci Grup:

folikiilii ile sekonder folikiil olusumunda artis tespit edildi.
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Uciincii Grup:

PF
ovulasyon sonrasi .
bosalan folikul

Sekil 44. Ugiincii grup ovaryum enine kesiti (4X). Ovaryum enine kesitinde sekonder
folikiil sayisinda, ovulasyona ugrayan folikiil sayisinda, korpus luteuma doniisen folikiil

sayisinda artig tespit edildi.

4.1.3. Uterus Sonuclari

Kontrol Grubu:

PERIMETRIYUM

LUMEN

v t v - » o T ¥
P 3 T ; < f A air ¢ '
R o N b i ey Y SIS, N

Sekil 45. Kontr

Myometrium ve Perimetrium tabakalari ayirt edildi.

'~ il |

ol gubuna ait uterus dokusunun enine Kesiti (idx. Endometrium,
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Birinci Grup:

Sekil 46. Birinci gruba “ait uterus dokusunun enine Kesiti (10X). Endometrium,

Myometrium ve Perimetrium tabakalari ayirt edildi.

ikinci Grup:

LUMEN

Sekﬂ 47. Ik1nc1 gruba ait uterusun enine ke5|t| (10X) Endometrium tabakasinda kalmlasma
tespit edildi.
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Uciincii Grup:

4

)+ A
1/ .58
\

g i vaskiiler
, B tabaka
i .

W supra s/
S vaskiler
g% tabaka .

.

kalinlagsma tespit edildi.

Tablo 12.

F-‘

LUMEN

Ovaryum ve uterus enine kesitlerinin incelenme sonuglari

GRUPLAR

Ovaryum Enine Kesit incelemesi

Uterus Enine Kesit incelemesi

Kontrol Grubu

Olgun ovaryumunun korteksinde farkl
gelisim asamalarindaki folikiiller bulunur.

Endometrium, Myometrium ve
Perimetrium tabakalar ayirt edilmektedir.

Birinci Grup Olgun ovaryumunun korteksinde farkli Endometrium, Myometrium ve
gelisim asamalarindaki folikiiller bulunur.  Perimetrium tabakalar1 ayirt edilmektedir.

Ikinci Grup Ovaryum kesitinde erken ve ge¢ primer Endometrium tabakasinda kalinlagma
folikiilii ile sekonder folikiil olusumunda tespit edilmektedir.
artis tespit edilmektedir.

Ugiincii Grup Ovaryum enine kesitinde sekonder folikiil Endometrium  tabakasinda kalinlagma

sayisinda, ovulasyona ugrayan folikiil
sayisinda, korpus luteuma doniisen folikiil
sayisinda artig tespit edilmektedir.

tespit edilmektedir.
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4.1.4. Hormon Analizi Sonuclar:

400 4

Ha

e)

RO

100 <

W

Serum Sstrojendegeri (ng/L)

T

Kortrol Grubu 20 mo/rg 40 mg'kg 80ma/kg
Doz - mg/mL

Sekil 49. Ostrojen hormon analizi

Uygulanan tiim dozlar kontrol grubu ile karsilagtirildiginda anlamli olarak dstrojen
seviyesini arttirmistir (p<<0,01). En fazla artis 80 mg/kg zeytin yapragi ekstresinde

gorilmiistiir.

4.2. Tartisma

Bu calismanin en 6nemli bulgulari uygulanan en yiiksek dozdaki zeytin yapragi

ekstraktinin diger dozlara gore;
(1) Vajinal smear 6rneklerinde biiylik ¢ekirdeksiz kornifiye hiicre sayisini artirmasi,
(2) Serum estradiol seviyesini yiikseltmesi,

(3) Ovaryumda ovulasyona giren folikiil sayisin1 ve sekonder folikiil sayisini

artirmasi,

(4) Uterusun endometrium tabakasinda daha fazla kalinlagsmaya neden olmasidir.
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Calismadaki vajinal smear sonuglart 80 mg/kg'lik ekstraktlarin dstrus ve metostrus
evresinde kornifiye hiicrelerin sayisinda artisa neden oldugunu gostermistir. Ciinki
Ostrojen, Ostrus evresini gosteren vajinal kornifikasyona sebep olabilir ve tam bir
kornifikasyonun olusmasi, dolasimdaki 0&strojen seviyesinin daha yiiksek olmasinm

gerektirir (Safranski vd., 1993).

Ayrica, yapilan baska bir ¢alismada, fare vajinasinda ii¢ tabakali vajinal epitelin
ER1’nin, Ostrus dongiisli sirasinda dongiisel Ostrojene bagimli hiicre proliferasyonu ve
skuamo6z hiicre farklilasmasi arasindaki gegise aracilik etmek i¢in Ostrojen ve biiylime
faktorii sinyalini entegre ettigi tespit edilmistir. Ostrojen uygulamasi sonucu bazal
katmanda hizla epitelyal hiicre proliferasyonunu indiikledigi ve mitojenik olmayan
suprabazal hiicrelerin, epitelden yukar1 dogru hareket ederken farklilastigi, apikal

hiicrelerin keratinizasyonuna neden oldugu belirlenmistir (Miyagawa ve Iguchi, 2015).

Li S. ve arkadaslarinin 2018 yilinda yaptigi bir g¢alismada, vajinal epitel
hiicrelerinin biiyiime ve farklilasmasinin 6strojen (E2) ve progesteron (P4) seks steroid
hormonlar tarafindan diizenlendigi, epitel hiicrelerindeki dstrojen reseptorii o' nin (ER1),
vajinal epitel hiicrelerinin farklilasmasini diizenlemek i¢in alt disi ireme yolunun (LFRT)

epitel hiicrelerinde gerekli oldugu tespit edilmistir (Li vd., 2018).

Calismada 20mg/kg, 40mg/kg ve 80mg/kg'lik ekstraklar Ostrojen miktarlarinda
kademeli bir artis saglamis olup bu artis en fazla 80mg/kg zeytin yapragi ekstrakti
uygulanan hayvanlarda goriilmiistiir. Estradiol hipotalamus-hipofiz eksende 6nemli bir
diizenleyici olup gonadotropinlerin ovulasyon Oncesi dalgalanmasinda baslica faktor
oldugu distiniilmektedir. Hipotalamus-hipofiz ekseninin fonksiyonel ¢alisabilmesi memeli
tremesi i¢in gereklidir. Hipotalamustan salinan gonadotropin salgilatict hormon (GnRH)
hipofizdeki reseptorleri aktive edip steroid hormonlarin sentezinden sorumlu olan luteinize
edici hormon (LH) ve folikiil uyarici hormonun (FSH) salinmasini saglar (Chimento vd.,
2014). Dolayistyla zeytin yapragi ekstraktinin Ostojen seviyelerinde artisa sebep olmasi
hipotalamus-hipofiz ekseninin endokrin fonksiyonu ile iligkili olabilecegini gosterebilir.
Ayrica calismanin sonuglari diger ¢aligmalarla da uyumluluk gostermektedir. Ornegin,
sicanlara 10 hafta boyunca 200-400 mg/kg zeytin yapragi ekstresi verilen bir caligmada,
yiiksek dozda zeytin yapragi ekstresi alimimin sonucu olarak serum estradiol seviyesinin

onemli Olclide arttig1 tespit edilmistir (Yoon vd., 2015). Diyabetik erkek sicanlarda hidro-
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alkolik zeytin yapragi ekstraktinin gonadotropin (LH, FSH) ve cinsiyet hormonlarinin
(0strojen, progesteron) diizeylerine etkileri {izerine yapilan bir ¢aligmada, hidro-alkolik
zeytin yapragi ekstrelerinin gonadotropinler ve cinsiyet hormonlar1 seviyelerini arttirdigi
tespit edilmistir (Mokhtari vd., 2014). Farkli mevsimlerde (ilkbahar, yaz, sonbahar, kis)
toplanilan zeytin yapraklarindan elde edilen zeytin yapragi ekstraktlarinin, ki mevsime ait
zeytin yapragi ekstraktinin sirkadiyen ritim {izerinde yaptigi degisimlerin en yiiksek
goriildiigli, yaz mevsimine ait zeytin yapragi ekstraktinin da testosteron hormonu

degerlerini yiikselttigi tespit edilmistir (Kortun, 2018).

Ayrica fitoostrojenlerin estradiol seviyelerinde 6nemli bir azalma saglamadigi
yapilan ¢aligmalarla tespit edilmistir (Weber vd., 2001; Glazier ve Boman, 2001). Fakat
Dehghani ve Panahi'nin (2005) Actinidia chinensis'in erkek siganlarin spermatogenezi

tizerindeki etkisine iligkin bir ¢alismasinda, estradiolde bir artig oldugu gosterilmistir.

Bununla birlikte diger bazi1 sonuglar ise elde ettigimiz bulgular ile tutarli degildir.
Fitodstrojenlerin testosteron iizerindeki etkileri lizerine yapilan bir ¢aligmada testosteron
seviyesinin diistiigii, farelerde LH seviyesinin genisteine (Ana kaynagi soya fasulyesi olan
Genistein bir izoflavon olup, Ostrojene ¢ok benzeyen ozellikler tasiyarak tiimorlerin
bliylimesine neden olan “tyrosin kinase” adli bir proteini bloke eder. Bu sayede tiimoriin
biiyiimesini engeller) maruz kalmanin bir sonucu olarak diistiigiinii tespit edildi (Roberts
vd., 2000; Mc Garvey vd., 2001). Burda dikkat edilmesi gereken A. chinensis'in genisteinin
dahil oldugu flavonidlere ait oldugu ve zeytinin lignan grubundan oldugu, incelenen farkli
fitoostrojen tiirleri ve kullanilan konsantrasyonlardaki farkliliklar nedeniyle farkli

deneylerin sonuglarinin birbirleri ile ¢elisebilecegi gdz 6niine alinmalidir.

Elde edilen sonuglarla ilgili olarak, zeytin yapraginda bulunan ve en etkili oldugu
diistiniilen oleuropein hem agonistik hem de antagonistik 6zelliklere sahip olan §strojen
reseptorleri araciligiyla islev gérmesi nedeniyle, bu maddenin disi iireme sistemi
tizerindeki farkli etkilerinin Ostrojenik ve anti-Ostrojenik etkilerden kaynaklanma olasiligi
vardir. Oleuropeinin toplanan zeytin yapraginin tipine ve lokasyonuna baglh olarak etkileri
farklilik gosterebilir. Ornegin, izoflavonlar dstrojen reseptorlerine estradiolden daha az

baglanan ¢ok zayif agonistlerdir (Bowers vd., 2000).

Diger bir bulgu, artan Ostrojen miktar1 sonucu olarak da ovaryumda ovulasyona

giren folikiil sayisinda ve sekonder folikiil sayisinda diger deney gruplarindan daha fazla
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bir artis olmasidir. Ostrojen steroid bir hormon olup hipotalamus-hipofiz-gonadal
ekseninin son lrliniidiir. FSH uyarisinin bir sonucu olarak graniiloza hiicreleri tarafindan
iretilir ve salgilanir. Gonadotropinler, folikiiler gelisimi tetikleyerek yumurtanin atilmasina
ve luteinizasyona yol agar. Gonadotropin reseptorleri, bir folikiil uyarict hormon
reseptoriinden (FSHR) ve bir luteinize edici hormon reseptdriinden (LHR) olusur. FSHR
ekspresyonu, teka hiicrelerini androjen salgilamasi i¢in uyaran ve graniiloza hiicrelerinde
FSHR'nin indiiklenmesinde onemli bir rol oynayabilen oosit tiirevli GDF9 (Growth
Differentiation Factor/Biiyiime Farklilik Faktorii 9) tarafindan tetiklenir. FSHR ekspresyon
seviyesi, kiiclik antral folikiiler agsamada zirve yapar ve folikiiler olgunlagsma ilerledik¢e

azalir (Kishi vd., 2018).

Calismada, uygulanan en yiliksek dozun uterusun endometrial tabakasinda
kalinlasmaya neden oldugu goriilmiistiir. Bu durum, uterusun endometrium tabakasinin,
olgun ovaryumlarda gelisen folikiillerden iiretilen disi seks steroid hormonu Ostrojenin
hedef organi oldugu, yiiksek dozlarda Ostrojen (E2) uygulamasinin hiicre bdliinmesini
uyarmasi ile agiklanabilir (Hapangama, 2015). Ostrojen etkisi ile baslayan proliferasyon
sonucu stroma hiicreleri ve endotel hiicrelerinin hizlica prolifere olduklar1 ve bunun sonucu
olarak da Ostrojen hormonunun uterusta endometrial tabakanin kalinlagmasini uyardigi
tespit edilmistir (Kierszenbaum, 2006; Ross ve Pawlina, 2011; Hapangama, 2015). Ayrica,
endometrial proliferasyon, yumurtalik estradiol iiretimi ile gii¢lii bir sekilde iligkilidir ve bu
nedenle yumurtalik fonksiyonuna baglidir. Estradiol iiretimi, endometriyal kalinlik ve
gebelik sonucu genellikle ayn1 yonde degisir. Bu nedenle, kalin endometrium gelisimi
artan Ostrojen ile ilgili olabilir. Bu caligmada da uygulanan en yiiksek dozun Ostrojen
seviyelerini artirmasi ve endometriyal kalinlasmanin goriilmesi birbiriyle tutarli sonug

ortaya koymustur (Barker vd., 2009).

Sonug olarak fitodstrojenler hem insan viicudunda hem de hayvan modellerinde
cesitli fizyolojik etkiler iiretir. Erkek ve disi tireme sistemi tizerindeki etkileri, fitoostrojen

tipine, konsantrasyona ve incelenen modele baglidir.
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BESINCI BOLUM
SONUC VE ONERILER

Zeytin yapraginin saglik {izerine yararlari uzun yillardir insanlar tarafindan
bilinmekte olup son zamanlarda bilimsel caligmalarla da desteklenmektedir. Geleneksel
tipta yaygin olarak kullanilan zeytin yapragmin tedavi edici 6zelligi, onun modern tipta da
degerlendirilmesine sebep olmustur. Zeytin yapragindaki oleuropeinin sahip oldugu
biyolojik aktiviteler sayesinde giiniimiizde yeni ilaclarin gelistirilmesine sebep olmakta ve

eczacilik teknolojisine katkida bulunmaktadir.

Sonug¢ olarak yapilan bu c¢alismada zeytin yapragi ekstraktinin genital siklusta
gorevli gonadotropinlerin (LH, FSH) ve seks hormonu olan Ostrojenin seviyelerini
yiikselttigi gozlenmektedir. Zeytin yapraginin farkli dozlardaki alkol ekstraktinin 6n
hipofiz bezinden saliman ve ovaryumlarin gelisimleri ile fizyolojileri {izerine etkili
hormonlar olan LH ve FSH f{izerine etkilerinin arastirildigi daha ¢ok sayida arastirmanin
yapilmasi tesvik edilmelidir. Zeytin yaprag: ekstresi, disi yetiskin hamsterlerde doza baglh
olarak dogurganlik parametrelerini 6nemli Olgiide arttirmistir. Bununla birlikte, zeytin
yapragi ekstraktinin insan iizerinde heniiz bilinmeyen dogurganlik etkilerini olusturma
mekanizmas1 hakkinda daha fazla calismaya ihtiya¢ vardir. Bu arastirmalarin 1s1ginda
insanlarda dogurganligin arttirilmasi ve menapoza girmenin geciktirilebilecegi yeni tedavi

ilaclarin yapilmas1 hususunda modern tibba ve ilag sektoriine yon verilebilir.

Gilinlimiiziin  6nemli iireme problemlerinden birisi de dollenmis yumurtanin
endometrial tabakaya tutunma sorunudur. Heniiz nedeni tam olarak bilinmeyen bu konuda
ozellikle endometrial doku tabakasinin yumurtayr reddetmesi One c¢ikmaktadir. Bu
tabakanin kan damarlarinca iyice beslenememesi ve gerekli kalinliga ulasamamasi
dollenmis yumurtaya ev sahipligi yapmay1 zorlastirmaktadir. Tiip bebek tedavilerinin en
zor asamast bu evredir. Bu tiir tedavilerde disarida dollenen ve boliinmeye baslayan
yumurtanin (zigot) dogrudan endometrial dokuya gémiilmesi (yerlestirilmesi) ve dokunun
bu yapiyr kabullenmesi tedavinin basarisini belirlemektedir. Calismamizdaki dozlarin
endometrial tabakayi genislettigi dikkate alinirsa, bu tiir tedavilerde zeytin yapragi

kullanim1 Onerilebilir.
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Son olarak, genellikle testosteron hormon seviyesine yonelik ¢aligmalarin daha ¢ok
yapildig1 i¢in Gstrojen ile ilgili ¢alismalarin arttirilmasi gerektigi ve mevsimsel faktoriin
disi hamsterlerin seks hormonu iizerindeki etkisine dair ¢aligmalar da yapilabilir. Buna
ilaveten, bu hayvan modelindeki bulgularimiz g6z Oniine alindiinda, zeytin yapragi
ekstraktinin gelecekte disilerde infertilite sorunlarmnin giderilmesinde kullanilmasi

onerilmektedir.
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