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1. OZET
Eriskin Sican Ovaryumunda Metotreksat Hasarina Kars1 Karayemisin Etkileri

Bu c¢alismanin amaci1 kemoterapdtik bir ilag olan metotreksat (MTX)’1n
ovaryumlar {izerinde olusturacagi oksidatif hasar1 ve antioksidan 6zellige sahip oldugu
rapor edilmis olan karayemisin MTX’in olusturdugu hasara karsi olasi etkilerini
gostermektir. Caligmada 24 adet Spraque Dawley irki eriskin disi sigan kullanildi.
Siganlar esit sayida olmak iizere dort gruba ayrildi. Kontrol grubuna deney siiresince
herhangi bir uygulama yapilmadi. MTX ve MTX+karayemis grubuna deneyin birinci
giinii tek doz MTX (30 mg/kg) intraperitonel olarak enjekte edildi. MTX+karayemis ve
karayemis gruplarina 5 giin boyunca her giin ayni saatte karayemis meyvesi ile
hazirlanan ekstrakt (10 g/kg) gavaj yontemi kullanilarak verildi. Caligmanin bitiminde
ovaryumlar1 ¢ikarilan siganlar sakrifiye edildi. Sag ovaryum dokular1 rutin doku takip
islemlerinden gecirilerek bloklandi. Elde edilen parafin bloklardan alinan kesitler
Hematoksilen Eozin ve Masson Trikrom ile boyandi. Histopatolojik degerlendirmeler
ve folikiil sayimlar1 yapildi. Apoptozu degerlendirmek i¢in TUNEL yontemi kullanildi.
Sol ovaryum dokularinda biyokimyasal olarak oksidatif stres parametreleri, DNA
oksidasyonu ve ovaryum rezerv belirteci incelendi. MTX grubuna ait apoptotik indeks
(AI) kontrol ve karayemis gruplarmna gére artt1. MTX+karayemis grubundaki Al kontrol
grubuna gore artarken; MTX grubuna gore ise azaldi. Atretik folikiil sayisinin MTX
grubunda kontrol ve MTX+karayemis grubuna gore yiiksek oldugu; primordiyal folikiil
sayisinin ise karayemis grubunda kontrol ve MTX grubuna gore yiiksek oldugu
gozlendi. MTX grubuna ait malondialdehit (MDA), toplam oksidan seviyesi (TOS),
oksidatif stres indeksi (OSI) ve 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG) diizeyleri
kontrol grubuna gore artmisken; katalaz (CAT) ve antimiillerian hormon (AMH)
diizeylerinin diistiigii tespit edildi. MTX+karayemis grubunun MDA, OSI ve 8-OHdG
diizeyleri MTX grubuna gore azalirken CAT ve AMH diizeyleri artti. Sonug olarak
calismamiz; karayemis ekstrakt takviyesinin MTX’in sigan ovaryumunda neden oldugu
oksidatif stresi, folikiil hiicre apoptozunu ve folikiil atrezisini azaltarak ovaryum

rezervini korumaya yardimci olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, karayemis, metotreksat, ovaryum, sigan



2. SUMMARY

The Effect of Cherry Laurel Against the Methotrexate Damage in Adult Rat

Ovaries

The aim of this study is to show the oxidative damage of methotrexate (MTX) on
ovaries and the possible effects of cherry laurel extract, reported to be an antioxidant, on
the damage caused by MTX. 24 Spraque Dawley adult female rats were used and they
were divided into 4 groups equal in number. No procedure was applied to the control
group. On the first day of study, a single dose of MTX (30 mg/kg) was injected
intraperitoneally to the MTX group and the MTX+cherry laurel group. For 5 days, at
the same hour on each day, the extract (10 g/kg) prepared from the fruit of cherry laurel
was given orally gavage to the MTX and MTX+cherry laurel groups. At the end of the
study, the rats were sacrificed. The right ovary tissues were applied routine tissue
processing. The sections from paraffin blocks are stained with Hematoxylin Eosin and
Masson Trichrome. The histopathological evaluations and follicle counting were
performed. For the evaluation of apoptosis, the TUNEL method was used. Oxidative
stress marker levels, DNA oxidation and indicator of ovarian reserve were evaluated
biochemically in left ovary tissues. The apoptotic index (Al) of MTX group was
increased compared to the control and cherry laurel groups. Al of MTX+cherry laurel
group was increased compared to the control group, although it is decreased when
compared to the MTX group. Atretic follicle number was greater in MTX group than in
control group and MTX+cherry laurel group. Primordial follicle number was greater in
cherry laurel group than in control group and MTX group. It is observed that the
malondialdehyde (MDA), total oxidant levels (TOS), oxidative stress index (OSI) and
8-hydroxydeoxyguanozine (8-OHdG) levels of MTX group were increased compared to
the control group while catalase (CAT) and Antimullerian hormone (AMH) levels were
decreased. The MDA, OSI and 8-OHdG levels of MTX+cherry laurel group were
decreased compared to the MTX group while CAT and AMH levels were increased. As
a result, our study concludes that the supplement of cherry laurel extract can attenuate
the oxidative stress and the follicle cell apoptosis in rat ovaries originating from MTX,

and it also may help to protect ovary reserves by decreasing follicle atresia.

Key Words: Antioxidant, cherry laurel, methotrexate, ovary, rat



3. GIRIS ve AMAC

Kanser, inme ve koroner kalp hastaliklarinin tiimiinden daha fazla 6liime sebep
olmaktadir. Akciger, meme ve kalin bagirsak kanseri en yaygin kanser tiirleri arasinda
yer alir (1). Arastirmalara gore 2012 yilinda elde edilen verilerde 1.7 milyon meme
kanseri teshis edilmis ve bu vakalarin 700 bini 6liimle sonuglanmistir (2). Metotreksat
(MTX), meme, akciger, mesane kanseri, osteojenik sarkom ve akut lenfoblastik 16semi
tedavilerinde kullanilan kemoterapdtik bir ajandir (3). Ayrica ¢ok sayida hematolojik
rahatsizliklarin, romatoid artrit gibi otoimmiin hastaliklarin tedavisinde de yaygin bir
sekilde kullanilir (4). MTX in toksik etkileri hastadan hastaya degiskenlik gosterebilir.
Bu yiizden MTX genis bir doz araliginda kullanilmaktadir (3). Tiim bunlara ragmen,
MTX’in neden oldugu toksisitenin mekanizmalar1 glinlimiizde tam olarak tespit
edilememis olup; oksidatif stresle ilgili ¢esitli hipotezler ortaya siiriilmiistiir (5). Yapilan
calismalar ¢ok sayida hastaligin tedavisinde kullanilan MTX’in; viicudun antioksidan

savunma sistemini bozdugunu gdstermistir (6).

Karayemis ya da taflan; antioksidan 6zellik gdsteren ve Tiirkiye’nin kuzey kiy1
bolgesinde yetisen yaprak dokmeyen bir agag tiirlidiir. Rosaceae (Giilgiller) familyasina
mensup olup, Latince olarak Laurocerasus officinalis Roem. (Sinonim: Prunus
laurocerasus L.) olarak isimlendirilir (7). Karayemis meyveleri Dogu Karadeniz
bolgesinde daha cok taze meyve ve meyve suyu, pekmez, regel, kuru meyve ve tursu
olarak tiiketilir (8). Karayemisin ¢ekirdegi ve meyvesi halk arasinda sindirim sistemi
sikayetlerinde, idrar soktiiriicii, mide tilseri, bronsit, egzama ve hemoroid tedavilerinde
kullanilmaktadir (9).

Karayemisin taze yapraklari ise bu bolgede agr1 kesici, ates diisiiriicli olarak ve
bogaz agrisim1 tedavi etmek amaciyla kullanilmaktadir (10). Yapilan bir ¢alismada,
karayemis yapraginin antiinflamatuvar ve antinosiseptif etkisinin oldugu rapor
edilmistir (11). Olgun meyvesi yiiksek diizeyde fruktoz ve glukoz vanilik asit, linoleik
asit ve fenolik asit igermektedir (9). Yapisinda bulunan askorbik asit, karayemise

oldukea iyi diizeyde antioksidan kapasite saglamaktadir (12).

Literatlirde; antioksidan Ozellige sahip karayemisin MTX'in ovaryumlarda
yapacagi oksidatif hasara karsi etkilerini aragtiran bir ¢calismaya rastlanamamistir. Bu

nedenle calismamizda yoresel, ucuz ve kolay bulunan bir iiriin olan karayemis



meyvesinin dogal antioksidan ozelligi ile MTX kaynakli ovaryum hasarinda

muhtemelen iyilestirici etkilerinin gosterilmesi amaglanmistir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Ovaryum

Memeli ovaryumu, disi germ hiicre gelisimini kontrol eden, depolayan ve olgun
oositleri ovidukta birakan ve her siklusta farklt hormonlarin, yardimci faktorlerin
etkisiyle morfolojik ve biyokimyasal degisiklikleri yasayan dinamik bir organdir (13,
14).

Ovaryum, lireme Omrii boyunca oosit gelisimi ve olgunlagsmasi ic¢in optimal
ortam1 saglayan ve kadin fertilitesini diizenleyen kompleks bir endokrin ve parakrin

bezdir (15) (Sekil 1).

Sekil 1. Ovaryum yapisi (Gartner’dan, 16)

4.1.1. Ovaryum Anatomisi ve Histolojisi

Ovaryum badem seklinde bir organ olup, posterior pelvik duvarinda fossa ovarica
adli ¢ukurun igine yerlesiktir. Ovaryumlar pelvik kavitede uterusun her iki yaninda
yaklastk 3 cm uzunlugunda 1,5 cm genisliginde ve 1 cm kalinlifinda olan oval
yapilardir (17, 18). Mezovaryum, kan damarlarini ovaryumlara ileten bir periton kivrimi
olup ovaryumu uterusun yan kenarlarindan uzanan broad ligamentine baglar.
Ovaryumun iist kutbu suspansory ligamentle pelvik duvara, alt kutbu ise ovarian

ligament ile uterusa tutunur (18) (Sekil 2).



Homologu olan testiste oldugu gibi ovaryumun kapsiilii tunika albuginea olarak
adlandirilir. Korteks, ovaryum folikiillerinin bulundugu kisimdir, bunlarin her biri ¢ok
sayida kiigiik folikiil hiicreleriyle gevrili gelismekte olan oositten olusur. Medulla ise;
ovaryumlarin ana arterlerin ve venlerin bulundugu fibroz bag dokusu kismidir. Testis

gibi tiibiil sistemi yoktur. Oositler folikiillerin ¢atlamasiyla birer birer salinir (18).

Ergenlikten 6nce, yumurtalik yiizeyi piiriizsiiz ve homojendir: Ancak, tekrarlanan

ovulasyonlar yiizeyi giderek daha kaba ve diizensiz hale getirir (19).

Sekil 2. Ovaryum anatomisi (Gartner’dan, 16)

4.1.2. Ovaryum Embriyolojisi

Primordiyal germ hiicreleri embriyonik déonemde epiblasttan koken alir ve yolk
kesesi endoderm hiicreleri arasina goc¢ ederler. Besinci haftada bu hiicreler genital
kabartiya ulasmaya baslar ve bu yolculuktan 6nce ve yolculuk sirasinda genital kabarti
epiteli prolifere olur. Alttaki mezensime girerek diizensiz sekilli, yiizeyle iliskisi devam
eden primitif seks kordonlarini olusturur ve primordiyal germ hiicreleri disi genetik

yapida oogonyumlara farklanir.

Oogonyumlar mitozla ¢ogalir, bazilar1 ise 1. Mayozun profaz evresinde duraklar.
Bunlar primer oositlerdir. Besinci aya kadar sayilar1 yiiz milyona ulasir ve sonra hizla

atreziye ugrarlar. Dogumda ovaryumlarda ~600-800 bin primer oosit mevcuttur.



Puberte baslangicinda oosit maturasyon inhibe edici faktor (OMI) sayesinde 1. mayozun

profazinda bekleyen 40 bin primer oosit bulunmaktadir.

Disi embriyolarinda gonadal gelisimin erkek embriyolarina gére daha yavas
oldugu bilinir. XX cinsiyet kromozomlu disi ve tamamlayic1 Y kromozomu olmayan
embriyolarin primitif seks kordonlar1 diizensiz hiicre kiimelerine ayrilir. Primitif germ
hiicresi gruplari igeren bu kiimeler, ovaryumdaki medullar kismi isgal eder. Daha sonra
ortadan kaybolur ve yerini ovaryum medullasin1 olusturan vaskiiler stroma (ovarian
medulla) alir. Disi gonadlarin yiizey epiteli, erkeklerin aksine prolifere olmaya devam
eder. 7. haftada kortikal kordonlar ad1 verilen sekonder nesil kordonlar {iretir ve temel
mezensime niifuz eder, ancak yiizeye yakin kalir. Ugiincii ayda bu kordonlar, izole
hiicre kiimelerine ayrilir. Bu kiimelerdeki hiicreler ¢ogalmaya ve her oogonyumu,
folikiiler hiicreler olarak tanimlanan bir epitel hiicresi tabakasiyla ¢cevrelemeye baslarlar.

Oogonyum ve etrafindaki folikiiler hiicreler primordiyal folikiilii olusturur.

Bu nedenle, bir embriyonun genetik cinsiyetinin; fertilizasyon sirasinda,
spermiyumun tasidigt X veya Y kromozomuna bagli olarak belirlendigi sdylenebilir.
XX cinsiyet kromozom konfigiirasyonuna sahip embriyolarda, gonad regiilasyonunun

mediiller kordonlar1 geriler ve sekonder nesil kortikal kordonlar1 gelisir (20).
4.1.3. Ovaryum Folikiillerinin Gelisimi

Dogum ve olgunluk arasindaki zaman araliginda yumurtalik, basit bir organdan
¢ok bigimli ve oldukga farklilasmis bir organa dogru gelisir. Infant ve juvenil
doneminde ovaryum durgun bir organ degildir, siirekli biiylime, farklilasma ve

dejenerasyon meydana gelir (21) (Sekil 3).

Baslangicta, disi yumurta gelisimsel yolculuguna primordiyal folikiilde oosit
olarak baglar. Cogu memelide, ovaryumda bulunan primordiyal folikiillerin havuzu ya
primatlarda oldugu gibi embriyonik gelisme sirasinda ya da kemirgenlerde oldugu gibi
dogumdan hemen sonra olusturulur. Bu oosit kiimesi, disinin sahip olacagi ve
potansiyel olarak yumurtlayabilecegi, yenilenemez oositlerin tam tedarikini temsil eder.
Her iireme dongilisii sirasinda (kadinlarda/primatlardaki adet dongilisii ve diger
memelilerde Ostrus dongiisii) hipofizer hormonlarin degisimi folikiil gelisimini baslatir.
Her gecen giin biiylimeye baglayan folikiillerin sayis1 yasam boyunca degisir ve esasen,

havuzdaki folikiillerin sayistyla iliskili gibi goriiniir. Infant primatinda veya prepubertal



farede oldugu gibi bu havuz ne kadar biiyiik olursa, biiyiimeye baslayan folikiillerin
sayist o kadar fazladir. Oositlerin (yani primordiyal folikiillerin) temini azaldiginda
veya bittiginde, dogal dongiisellik sona erer. Boylece, disi primatlar menopoza girerken,
kemiriciler devamli olarak iiretken olmayan kalict bir vajinal Ostrus veya didstrus

evreye girerler (14).

Dogumda ovaryum esas olarak iki tip hiicreden olusur; 6zellesmis oositler ve
multipotansiyel stroma hiicreleri. Multipotansiyel, yani daha sonra ortaya ¢ikan
graniiloza hiicreleri, teka hiicreleri, lutein hiicreleri ve digerleri morfolojik olarak farksiz
hiicrelerden olusan bu havuzdan gelmelidir. Yaklasik 5 haftalik zaman araliinda
(dogumdan olgunluk baslangicina kadar), ovaryum sadece biiyiimekle kalmaz ayni
zamanda biiyiik folikiiller gibi komplike cisimlerin olusumuna yol agan kayda deger bir

gelisme gosterir (21).

Dogumda ovaryum, germ hiicreleri iceren primordiyal folikiiller ve stroma ile
dolu saglam bir organdir. Puberteye kadar degismeden kalir. Organ, diizglin yiizey
epiteli ile kaphdir (21).

Ovaryum folikiillerinden her ay segilen kiiciik bir grupta puberteden baglayarak
folikiiler biiylime siireci baglar. Ovaryum folikiilleri primordiyal folikiilden baglayan

sirastyla primer, sekonder, Graaf folikiil asamalar1 gelisir (22).

Atretik Sekonder
Foliktl Folikal Olgunluga Yakin Folikil
Geg Pnimer
Folikul \
Eien B Atretik Folikil
tken Pruner \ \
Folikol \ \
o \\\\\ \
Primordiyal P~ \
Folikl :
g' . Olgun
g S Graaf
4 S Folikols
Kan’ Qosit
Damarian -
Korpus ‘ /
Albikans

Aulan
Oosit

Korpus /
Luteum Raptire Olmug Folikal
Korpus Hemorajikum

Sekil 3. Folikiil gelisimi (Ross ve Pawlina’dan, 22)



4.1.3.1. Primordiyal Folikiil

Folikiil gelisiminin en erken evresidir. Fetal gelisimin {igiincii ayinda ortaya ¢ikar,
olgun ovaryumda korteks stromasinda tunika albugineanin hemen altinda bulunurlar.
Kiiciik, biiylimeyen folikiiller, kii¢iik bir oosit, birka¢ yassi graniiloza hiicresi ve bir
bazal membrandan olusur (Sekil 4). Bunlar ovaryumdaki istirahat folikiilleri havuzunu
temsil eder (22, 23). Oosit ince dagilmis kromatin ve bir ya da daha fazla niikleusa
sahiptir. Oosit sitoplazmasi adi verilen ooplazma Balbiani cisimcigi igermektedir (22).
Dogumda ¢ok sayida primordiyal folikiil bulunur. Ancak sadece ergenlik doneminin

baslamasiyla gelisim gosterirler (24).

Primordiyal Oosit

Folikiil - \
Stroma

( } 7 Hilcreleri
.

r‘\ Folikill

Hiicreleri
Sekil 4. Primordiyal folikiil (Junqueira’dan, 25)

4.1.3.2. Primer Folikiil

Oositin tek tabakali kiibik graniiloza hiicre tabakasi ile ¢evrelenmis folikiildiir
(26). Biiyiimekte olan folikiiliin gelisiminin ilk asamasidir. Primordiyal folikiil,
bliylimekte olan folikiile doniistiiglinde, oositte, folikiil hiicrelerinde ve komsu stromada
degisiklikler meydana gelir. Ilk olarak oosit biiyiir ve oositi gevreleyen yassi folikiil
hiicreleri prolifere olarak kiibik sekil aldiktan sonra bu evrede folikiile, primer folikiil
denir. Oosit biiyiidiikce 6zel proteinler salgilanir, bu proteinler bir araya gelerek oosit
ile folikiil hiicreleri arasinda zona pellusidayr olustururlar. Tek kath kiibik belirgin
folikiil hiicre tabakasiyla ¢evrelen gelismekte olan oosit erken primer folikiil, ¢ok
tabakali graniiloza hiicreleri (folikiil hiicrelerinden farklilasan) tarafindan ¢evrelenen

oosit, ge¢ primer folikiil olarak isimlendirilir (22) (Sekil 5).
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Ge¢ Primer
Folikiil
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Graniiloza Hiicreleri

/ ¥ g
\ t ROR) o, Teka Interna

Sekil 5. Erken primer ve ge¢ primer folikiil (Junqueira’dan, 25)

4.1.3.3. Sekonder Folikiil

Preantral folikiil biiyliyen faza giren folikiildiir. Oosit biiyiimeye baslar ve
graniiloza hiicreleri oosit etrafinda ¢ogalir. Zona pellusida sekillenir ve over stromasinin
hiicreleri teka tabakalarina diizenlenir (23). Folikiiler hiicreler prolifere oldukca,
biiyiliyen folikiil bir oval sekle biirliniir ve kademeli olarak kortekste daha derine goger.
Stratum graniilozum 8 ila 12 hiicre katmani kalinlastigi zaman, graniiloza hiicreleri
arasinda s1vi dolu bosluklar (likor folikiilli) goriiliir. Likor folikiilli, miktar olarak artar
ve Dbosluklar, folikiiler antrum adi verilecek olan bosluk olusturmak tizere
birlesmektedir. Likor folikiilii, kan konsantrasyonlari, steroidler, gonadotropik hormon
ve diger maddeleri igerir. Bununla birlikte folikiil, kismen likor folikiiliiniin stirekli
birikimine bagh olarak, boyut olarak artmaya devam etmektedir. Oosit, folikiil igine
eksantrik olarak yerlestirilir (27) (Sekil 6).
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Sekonder
(Antral) Folikiil

Antrum

Graniiloza Hiicreleri

Sekil 6. Sekonder folikiil (Junqueira’dan, 25)

4.1.3.4. Olgun Folikiil (Graaf Folikiilii)

Graaf folikiilii biiyiik boyutundan dolay1 ovaryum korteksinin kalinligr boyunca
uzanir ve ovaryumun yiizeyinde ¢ikintt olusturur, folikiil maksimum boyutuna

yaklagirken graniiloza hiicrelerinin mitotik aktivitesi azalir (22).

Tamamen damarsiz, ¢ok katmanli graniiloza hiicreleri folikiiler kaviteyi ¢evreler.
Folikiiler kaviteye dogru kumulus ooforus adi verilen kubbe benzeri bir ¢ikinti
olusturur. Kumulus ooforus oosit igerir. Oosit, gii¢lii zona pellusida tarafindan kaplidir.

Biitiin folikiil, teka folikiilii olusturan stroma hiicreleri tarafindan sarilir (28).

Biiyiik antral folikiil maksimum c¢apa ulasan ve gonodatropinlerin preovulator
artisindan tamamen sorumlu folikiildiir (23) ve kumulus ooforusu olusturan sivi dolu
antruma yansiyan bir graniiloza hiicresiyle ¢evrelenir. Kumulus hiicreleri, antral boslugu
kaplayan graniiloza hiicreleri ile siireklidir. Oositi hemen g¢evreleyen graniiloza
hiicreleri, korona radiatasini olusturur ve zona pellusiday1 gecerek oosite baglanir (27)

(Sekil 7).
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Sekil 7. Graaf folikiilii (Junqueira’dan, 25)

4.1.3.5. Atretik Folikiil

Folikiillerin ¢ogu fetal gelisimle baslaylp menapozda devam edecek sekilde ya
primordiyal folikiil evresinde ya da daha ileri folikiiler gelisim evrelerinde olgun folikiil
asamasina gecemeden dejenere olup atretik folikiil halini alir. ilk asamada oosit biiziiliir
ve sitolize olur. Bunu takiben dejenerasyon siirecinde ise folikiiler hiicreleri
piknotiklesir, birbirlerinden ayrilir ve otolize ugrarlar. Zona pellusida siser, teka
hiicreleri vaskiiler kordonlar seklinde diizenlenirler ve daha sonra yerlerini bag dokusu

doldurur (29, 30).
4.1.4. Ovaryum Rezervi ve Anti Miillerian Hormon

Ovaryum rezervi, yumurtaliin fonksiyonel potansiyeli olarak tanimlanir ve
herhangi bir zamanda yumurtaliktaki oositlerin sayisini ve Kkalitesini yansitir (31).
Rezerv ovaryum folikiil havuzundan olusmaktadir ve artan yagla birlikte azalmasi
sonucunda iireme islevi azalir. Folikiil havuzunun biiyiikliigii yasamin erken bir

noktasinda kurulmustur. Fetal yasam sirasinda germ hiicreleri yumurtaligr doldurur ve
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somatik hiicrelerle ¢evrelenmesiyle primordiyal folikiiller olusur. Dogumda ortalama 1
milyon oosit mevcuttur ve ¢ocukluk doneminde azalir, menarsta ise havuz 300000-
500000 arasinda primordiyal folikiilden olusur (32). Yasam boyunca bu havuzdaki
primordiyal folikiillerden her bir {ireme dongiisii sirasinda folikiil stimiile edici hormon
(FSH) daki artislar ile bir antral folikiil grubunu olusturur (33). Yapilan calismalar
serum FSH diizeyinin 6nemli oldugunu gosterse de bununla birlikte, yumurtalik
folikiillerinin gelisimi, tek basina FSH tarafindan diizenlenmez. Ostrojen (E) ve biiyiime
faktorleri gibi diger ovaryan faktorler de s6z konusudur. Aktivin, inhibin, biiyiime ve
farklilagsma faktorii 9 (GDF9) ve degistirici biiytime faktori- 5 (TGF-f) gibi biiyiime ve
farklilagma faktorlerinin tiim tiyeleri folikiiler gelismeyi etkileyebilir (34).

Miillerian inhibe edici madde olarak bilinen antimiillerian hormon (AMH), peptid
biliyiime faktorii ve biliylime ve farklilagma faktorlerinden TGF-B siiper ailesinin bir
tiyesidir. AMH, cinsiyet farklilagmasi boyunca olan etkileriyle iyi bilinir. Kadin cinsiyet
farklilagmasi sirasinda ovaryumda AMH ifade edilmez. AMH dogum sonrasi 3. veya 4.
giinde fare yumurtaliklarinda bulunan ve 36 haftalik gebeligin ardindan insan fetiisiinde
bulunan primordiyal folikiillerin graniiloza hiicrelerinden eksprese edilir (35). AMH,
ovaryum havuzunun degerlendirilmesi i¢in en iyi endokrin belirte¢ olarak bilinir.
Serumdaki AMH diizeylerinin azalmasinin, yumurtaliklarin folikiiler rezervindeki
diisiisiin ilk gostergesi oldugu yaygin olarak kabul edilmektedir. Normal bir ovaryumda,
AMH, olgunlagmadan 6nce folikiillerin erken gelisimini yavaslatmak ve onlemek i¢in

calisir ovaryumlardaki oositlerini erken gelismesini engeller (31).

Sekil 8. Ovaryumda AMH etkisinin modeli
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AMH postnatal ovaryumda biiyliyen folikiiller tarafindan iiretilir ve iki etki alani
vardur. Ilk folikiil alimimi ve FSH’a bagli biiyiimeyi ve antral folikiil secimini engeller

(35) (Sekil 8).
4.2. Metotreksat

Metotreksat amotepterin gibi bilinen bir folik asit analogudur. 1950°de akut
16semi, 1950-1960 yillar1 arasinda diger solid tiimdrler icin kullanilan bir ilagtir.
Kontrollii ¢alismalar 1980'li yillara kadar yaymlanmasa da diger endikasyonlar ig¢in
diisiik doz MTX kullaniminin ilk raporlari eriskin romatoid artrit i¢in 1951'de ortaya
koyulmustur. Bu zaman zarfinda juvenil romatoid artrit MTX kullanimina iligkin ilk
raporlar 1992°de Union of Soviet Socialist Republics tarafindan yayinlanmistir. MTX,
juvenil idiyopatik artritin (JIA) poliartikiiler seyirli tedavisinde standart haline
getirilmistir. MTX'in kanserler i¢in etki mekanizmasi iyi anlasilmis olsa da iltihaph
hastaliklardaki mekanizmasi sadece etkinlik kesfinden sonra agiklanmistir. Son yillarda,
MTX kullanim1 bir¢ok uzmanlik ve anabilim dallarim1 kapsayacak sekilde hizla
genislemistir (36).

Metotreksat, solid tiimorler ve hematolojik kanserlerin yani sira inflamatuar ve

otoimmiin hastaliklar1 igeren sayisiz hastalik tedavisinde kullanilan en bagarili

ilaglardan biridir (37).
4.2.1. Kimyasal Yapis1

MTX (2,4-diamino-N10-metil propil glutamik asit), sinirli terapotik etkisi olan
yaygin olarak kullanilan bir bikarboksilat antimetabolitidir (38, 39, 40) (Sekil 9). MTX,
folik asidin yapisal bir analojisidir ve pteridin grubu ve para-aminobenzoit asit
yapisinda siibstitiisyonlara sahiptir (41). MTX anti-inflamatuar ve anti-proliferatif

etkilere sahip anti-folat bir ilagtir.
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Sekil 9. MTX’in molekiiler yapis1 (Padmanabhan’dan, 42)

4.2.2. Etki Mekanizmasi

MTX'in etki mekanizmas1 hakkinda halihazirdaki anlayis eksik olsa da diisiik doz
MTX'in hiicre boliinmesini biiyiik 6l¢iide inhibe ettigi ac¢iktir. MTX, amino-imidazol
karboksamit riboniikleotid (AICAR) transformilaz enzimi de dahil olmak {izere piirin ve
pirimidin sentezinde yer alan folat yolundaki birka¢ enzimi inhibe eder. Bu da novo
pilirin sentezini engeller ve AICAR''m birikimini tesvik eder. AICAR, adenozin
monofosfat deaminazini inhibe eder ve sonug olarak hiicre dis1 adenozini arttiran hiicre
ici adenozin monofosfat birikimi ile sonuglanir. Adenozinin, MTX'in belirli alana anti-

inflamatuar etkilerine biiyiik katkida bulundugu diisiiniilmektedir (36).
4.2.3. Yan Etkileri

Metotreksat, niikleik asitlerin, timidilatlarin ve proteinlerin sentezini inhibe eder.
Boylece malign ve bazi kanserli olmayan hiicrelerde biliylimeyi ve proliferasyonu
baskilayarak o6zellikle hizla boliinen hiicreler iizerinde toksik etkiye neden olur (43).
MTX' in en iyi bilinen yan etkilerinden bazilar1 hematolojik, hepatik ve pulmoner
toksisite olarak siralanmistir (44). Baz1 raporlar MTX'in iskelet biiyiimesi, noro, nefro
ve lireme sistemleri tizerindeki toksik etkilerini tanimlamaktadir (43). Bunlarin yan sira
gastrointestinal semptomlar (bulanti, dispepsi, stomatit ve diyare), dermatolojik
semptomlar (deri dokiintiileri, alopesi) ve hafif merkezi sinir sistemi semptomlari
(konfiizyon, bas agrisi, konsantrasyonda zorluk) da goriilmektedir (44). Meydana gelen
yan etkilerin ¢ogunda MTX’in etkisiyle tetiklenen oksidatif stresin rolii oldugu

bildirilmistir (45).
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4.3. Serbest Radikaller, Oksidatif Stres ve Antioksidanlar

Viicuttaki, hiicrelerin enerji iiretme siireglerinin bir pargasi olarak siirekli oksijen
ile kimyasal reaksiyonlar olugur. Bu kimyasal reaksiyonlar, molekiillerin oksidasyonunu
ve indirgenmesini igerir. Bu aktivitenin bir sonucunda olusan, yiiksek derecede reaktif
molekiiller serbest radikaller olarak bilinir. Serbest radikaller, bir veya daha fazla
eslenmemis elektrona sahip olan bagimsiz ve kararsiz bir kimyasal tiirdiir. Biyolojik
serbest radikaller, ¢esitli organik substratlarla reaksiyona girebilecek elektronlari olan

yiiksek Olclide kararsiz molekiillerdir (46).

Serbest radikaller viicudun normal oksijen kullanimi ile siirekli olarak iiretilir
(47). Oksijen, yasam icin vazgecilmez bir elementtir. Hiicreler enerji iiretmek i¢in
oksijen kullandiginda mitokondri tarafindan serbest radikal iiretilir. Bu yan iriinler,
genellikle hiicresel redoks isleminden kaynaklanan reaktif azot tiirleri (RAT) ve reaktif
oksijen tiirleridir (ROT). Serbest radikaller lipitler, proteinler, karbonhidratlar ve

niikleik asitler i¢in 6zel bir afiniteye sahiptir (48).

Serbest radikaller arasinda hidroksil, siiperoksit, nitrik oksit, azot dioksit, peroksil
ve lipid peroksil bulunur. Ayrica oksidanlar olarak adlandirilan, hidrojenperoksit, ozon,
singlet oksijen, hipoklordz asit, nitrdz asit, peroksinitrit, dinitrojen trioksit, lipid peroksit
serbest radikal olmamalarma ragmen bunlar da canli organizmalarda serbest radikal

reaksiyonlara yol acabilirler (49).

Subseliiler organellerde bulunan membran lipidleri serbest radikal hasarina
oldukca duyarlidir. Serbest radikallerle reaksiyona girdiginde lipidler hem dogrudan
hem de dolayl etkilere yol agan zincirleme lipit peroksidasyonunun (LP) yiiksek oranda
zararli etkilerine maruz kalabilir. LP siireci sonunda, malondialdehid (MDA), 4-

hidroksinenal ve cesitli alkenler gibi bir¢ok sekonder veya son iiriin olusur (50).

Normal hiicresel metabolizmanin bir sonucu olarak canli organizmalar tarafindan
tretilen ROT’un, biyolojik sistemlerde ortama ve konsantrasyona bagli olarak hem
zararli hem de faydali olabilecegi tespit edilmistir. Diisiik ila orta konsantrasyonlarda,
fizyolojik hiicre siireglerinde c¢alisan ROT; indirgenme ve oksitlenme (redoks)
durumunun diizenlenmesi, hiicre canlilifi, aktivasyon, proliferasyon ve organ
fonksiyonu i¢in kritik 6neme sahiptir (51). Fakat yliksek konsantrasyonlarda, lipidler,

proteinler ve deoksiriboniikleik asit (DNA) gibi hiicre bilesenlerine olumsuz
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degisiklikler ortaya cikabilir ve karbonhidratlar, niikleik asitler, lipidler ve proteinler
gibi hiicre yapilarina zarar verebilir ya da iglevlerini degistirebilir (52). ROT’ un hiicre
DNA’s1 ile reaksiyona girmesi ile 8- Hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG) olusur ve
esas olarak DNA’nin oksidatif hasarinin bir sonucu olarak iiretilen iiriindiir ve oksidatif

DNA hasarini degerlendirmek i¢in yaygin kullanilan biyomarkirlardan biridir (53).

Sonug olarak kararsiz yapidaki ROT un hiicre i¢indeki molekiiller ile etkilesime
girmesi hiicrede oksidatif hasara neden olabilir (Stres). Oksidatif stres, bir organizmada

pro-oksidatif ve antioksidan dengede bir bozukluk olarak tanimlanir (46, 54).

Oksidatif stres, kanser, norolojik bozukluklar, ateroskleroz, hipertansiyon, iskemi/
perflizyon, diyabet, akut solunum sikintist sendromu, idiopatik pulmoner fibroz, kronik
obstriiktif akciger hastaligt ve astim dahil olmak iizere bir¢ok patolojik duruma ve
hastaliga katkida bulunur. Ancak aerobik organizmalar, ROT'un zararli etkilerini
engellemede genellikle etkili olan enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar igeren

entegre antioksidan sistemlere sahiptir (51).

Antioksidanlar bazi hiicre hasarlarin1 6nleyebilen veya geciktirebilen insan yapimi
veya dogal maddelerdir. Antioksidanlar, meyveler ve sebzeler dahil olmak {izere bir¢ok
gidada bulunur (55). Insan viicudu, endojen veya eksojen yoluyla disaridan saglanan
antioksidanlar iireterek oksidatif stresi onlemeye yonelik cesitli mekanizmalara sahiptir.
Endojen ve ekzojen antioksidanlar ROT kaynakli zararlar1 engellemek ve onarmak i¢in
serbest radikal temizleyicileri olarak etki eder ve bundan dolayr bagisiklik sistemini
giiclendirip, hastalik ve kanser riskini azaltabilir. Endojen antioksidan bilesikler,

enzimatik antioksidanlar ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak siniflandirilabilir.

ROT'un etkisizlestirmesinde dogrudan rol oynayan baslica enzimatik
antioksidanlar; siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx)
ve glutatyon rediiktaz (GR)’dir (56).

En etkili hiicre i¢i enzimatik antioksidanlardan biri olan SOD siiperoksit
anyonlarmin dioksijen ve hidrojen peroksite doniismesini katalize eder. CAT, aerobik
hiicrelerin peroksizomunda bulunur ve olduk¢a verimli bir sekilde hidrojen peroksidin
suya ve molekiiler oksijene doniismesini saglar. GSH ise ¢ok islevli bir intraselliiler
antioksidan ve hiicrenin ana tiyol-disiilfit redoks tamponu olarak kabul edilen enzimatik

olmayan antioksidanlardan biridir. Oksidatif strese karsi bir koruyucu olan GSH ¢esitli
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detoksifiye edici enzimler i¢in kofaktor gibi etki edebilir, plazma membran1 boyunca
amino asit taginmasina katilir ve C-E vitaminlerinin aktif formlarimi geri kazandirir.

Ayrica direkt olarak hidroksil radikal ve singlet oksijen temizleyicisidir (52).

Tim bu ve benzeri farkli antioksidanlarin ve oksidanlarin  serum
konsantrasyonlar1 laboratuvarlarda ayri ayri Olgiilebilir ilave olarak bunlarin toplam
antioksidan ve oksidan etkilerinin olmamasi nedeniyle bir numunenin toplam
antioksidan ve oksidan yaniti1 Slgiiliir. Bunlara toplam antioksidan seviye (TAS) ve
toplam oksidan seviye (TOS) adi verilir (57, 58). Yani TAS genel antioksidan
durumunu degerlendirmek ayni zamanda TOS’da tiim oksidasyon durumu belirlemek
icin kullamlir. Oksidatif stres indeksi (OSI) TOS’un TAS’a orani olarak
degerlendirilmektedir. OSI ise dokuda oksidatif stresin daha duyarli bir gdstergesi
olarak kabul edilmektedir (59).

4.4. Karayemis

Meyveler insanlar tarafindan yenilebilir tirtinler olarak, sifa verici maddeler olarak
veya siisleme ve estetik amaclar i¢in kullanilirlar. Genetik agidan ¢ok ¢esitli bir gruptur

ve modern toplum hayatinda biiyiik rol oynamaktadirlar (60).

Laurocerasus officinalis iilkemizde ¢ogunlukla Karadeniz Bolgesi kiyilarinda
yetismektedir. Yerel olarak "Taflan" veya "Karayemis" olarak adlandirilan bu popiiler
bitkinin yaygin olarak lezzetli meyveleri tiikketilmektedir (Resim 1). Kurutularak, tursu,
pekmez, recel, marmelat ve meyve suyu yapilarak da kullanilmasina ragmen ¢ogunlukla
taze meyve olarak tiiketilmektedir. Yapraklari ve meyvelerinde fenolik asitler,
flavonoidler, antosiyaninler, tanenler, lignanlar ve katesin gibi fenolik bilesiklerden bol
miktarda icerir. Ilag olarak bazi ndrolojik rahatsizliklara kars1 Anadolu'da ¢ay formunda
kullanilirlar. Hem gida hem de meyve tohumlar1 Tiirkiye'de geleneksel ilaglar olarak
bilinir ve mide iilserleri, sindirim sistemi sikayetleri, bronsit, egzama, hemoroit

tedavisinde ve diiiretik ajan olarak uzun yillar kullanilmaktadir (61).
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Resim 1. Olgunlagmakta olan karayemis meyvesi (Agustos, 2017, Trabzon)

4.4.1. Karayemisin Genel Ozellikleri

Karayemis agaci, 8-20 mm ¢apindaki oval yapida siyahimsi koyu mor meyvelerle
birlikte 6 m yiiksekliginde yaprak dékmeyen bir bitkidir (12). Mart ayindan Nisan’in ilk
yarisina kadar cicek acan hep yesil kalan cali veya kiiglik agag tiiriidiir. Temmuz-Eyliil
aylar1 arasinda olgunlasan kiigiik kirmizi meyveleri tasir. Tiirkiye nin kuzeyi boyunca
meyveleri i¢in yetistirilir ve diinya ¢apinda iliman boélgelerde popiiler bir peyzaj
mimarlig bitkisidir (62).

Geleneksel Tiirk tibbinda bu bitkinin yapraklari, analjezik, antispazmodik,
narkotik ve sedatif etkilerin yani sira astim, Oksiirik ve dispepsi tedavisi ig¢in

Kullanilirken su ve etanolik ekstraktlar1 herhangi bir gastrik lezyon olusturmadan
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antifungal, antinosiseptif ve anti-inflamatuar aktivite gosterir (62). Bitkinin
yapraklarindan hazirlanan c¢ay, Anadolu'daki yore halki tarafindan norolojik

bozukluklara kars1 kullanilir (63).

Ilave olarak meyvesi ve tohumunun sindirim ve solunum bozukluklari, bronsit
egzama ve hemoroit tedavisinde etkili oldugu rapor edilmistir. Karayemis meyvesi,
Dogu Karadeniz bolgesinde islenmeden taze veya kuru halde, regel, meyve suyu,

marmelat ve alkollii igecek olarak da islenerek yaygin olarak tiiketilmektedir (62).

Tokluk veren iyi bir diyet meyvesidir. Cekirdegiyle yenildiginde bobrek tasini
diistirme etkisi vardir. Bronsit i¢in c¢ekirdeklerinin tozu ¢ok iyidir. Kan asit-baz
dengesini saglar. Karayemis meyveleri 6nemli bir fenolik bilesik ve antosiyanin kaynagi

olarak kabul edilir (64).

Bu meyvenin besinsel ve farmakolojik degeri; en yaygin, kiikiirt, glikoz, sorbitol,
mannitol, askorbik asit, diyet lifi, antosiyaninler, baz1 mineral ve tanen igerigi olan
klorojenik, wvanilik, kafeik ve benzoik asitin bulundugu fenolik asitlerinden

kaynaklanmaktadir. Bu bilesiklerin bazilari iyi bilinen antioksidanlardir (62).

Calismalar, karayemis meyvesinde bulunan bilesiklerin antikanserojen etki
olusturdugunu ve farmokolojik ajanlarin sitotoksik etkilerini azalttigin1 gostermektedir
(65). Ayn1 zamanda karayemis meyvesinin, oksidatif stresin neden oldugu dejeneratif

hastaliklarin iyilestirilmesinde yararl etkilere sahip olabilecegi de bildirilmistir (66).
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Etik Kurul Onay1 ve Finansal Destek

Bu calisma Karadeniz Teknik Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulunun 2016/37 numarali izni ile gergeklestirilmistir (EK.1). Bu tez ¢alismasi
Karadeniz Teknik Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir (Proje Numarast: TYL-2017-6993).
5.2. Deney Hayvanlari, Gruplar ve Deneysel Calisma Plam

Deney hayvanlari, Karadeniz Teknik Universitesi Cerrahi Uygulama ve Arastirma
Merkezi (KTUCAM)’dan temin edildi. Calismada bir hafta 6nce temin edilen sicanlar
ile her grupta altisar adet olmak {izere toplam 4 grup olusturuldu. Gruplar igerisindeki

bireyler rastgele secildi, asagidaki sekilde diizenlendi;
1. Grup: Kontrol grubu (n:6); Herhangi bir uygulama yapilmadi.

2. Grup: MTX grubu (n:6); Tek doz MTX (30 mg/kg) i.p. olarak deneyin ilk
giini uygulandi.

3. Grup: MTX + Karayemis grubu (n:6); Deneyin ilk giinii tek doz MTX (30
mg/kg) i.p. olarak ve 5 gilin boyunca Karayemis ekstrakti (10 g/kg) oral

gavaj yolu ile uygulandi.

4. Grup: Karayemis grubu (n:6); 5 giin boyunca karayemis ekstraktr (10 g/kg)

oral gavaj yolu ile uygulandi.

Caligma siiresince deney hayvanlarinin timi her grup ayn kafeste olacak sekilde,
taban1 ve yanlar plastik, iistii demir tel ile kapl standart Tip III kafeslere yerlestirildi
(Resim 2). Sicanlarm bakimi, beslenmesi ve barmnmast KTUCAM deney hayvanlari
takip odalarinda yapildi. Deney siiresince oda sicakligi 22+2°C, nisbi nem ortalama
%350+£5 olarak sabit tutuldu. Isiklar 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik olacak sekilde
ayarlandi. Ayn1 biyolojik kosullar altinda tuttugumuz deney hayvanlar kafes iizerinde
kolaylikla ulasabilecegi bolmelere yerlestirilen standart pelet yem (ad libitum) ve

musluk suyu ile serbest beslenmeye tabi tutuldular.
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Resim 2. Siganlarin ¢alisma siiresince barindirildigi standart tip I11 kafesler

5.3. Karayemis Meyve Ekstraktimn Hazirlanmasi

Olgun karayemis meyvesi 2017 Agustos ayinda Trabzon, Akgaabat ilgesinden
temin edildi. Cesme suyuyla yikanip cekirdekleri ¢ikarildiktan sonra 1500 g olarak
tartilan meyvenin etli kismi ¢alisma zamanina kadar -20°C’de saklandi. Karayemis
meyve ekstrakti hazirlamak i¢in buzluktan c¢ikarilan meyvelerin etli kismi 500 g
tartildiktan sonra 750 mL su ile homojenize edildi. Karistiricida 4 dakika karigtirilarak
elde edilen karayemis ekstraktinin konsantrasyonu 0.07 g/mL olarak kaydedildi ve
biitlin hesaplamalar bu konsantrasyon lizerinden yapildi. Elde edilen ekstrakt, deney
hayvanlarinda kullanilmak {izere ependorflara doldurulup +4°C’de saklandi ve deney

stiresince hayvanlara belirlenen miktarda verildi (Resim 3).
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Resim 3. Karayemis ekstrakt hazirlama ve gavaj uygulamasi

5.3.1. Toplam Fenolik Madde Miktarinin Belirlenmesi

Karayemis meyvesinin barindirdigi fenolik maddelerin bazik ortamda Folin-
Ciocalteu reakitifi ile renkli kompleks olusturmas: esasina dayanan bu yontem dogal
tiriinlerde toplam fenolik madde miktarinin 6l¢liimii i¢in en ¢ok kullanilan yontemlerden
biridir (67, 68). Folin-Ciocalteu reaktifi ile meydana gelen mor menekse renkli
kompleks maksimum 765 nm’de absorbans verir. Standart ¢alisma grafigi i¢in degisik
konsantrasyonlarda (1.0; 0.5; 0.25; 0.125; 0.0625 ve 0.03125 mg/mL) fenolik bir madde
olan gallik asit (GA) standardi kullanilmistir. Sonuglar mg GAE (gallik asit esdegeri)/g
karayemis olarak ifade edildi. Toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi igin

yapilan calismada pipetleme islemi Tablo 1°deki gibidir.

Tablo 1. Toplam fenolik madde miktart pipetleme islemi

Kor (uL) Standart (uL) Numune (uL)
Distile su 700 680 680
Standart - 20 -
Karayemis Numunesi - - 20
0.2 N Folin Reaktifi 400 400 400
%10 Na,COs 400 400 400
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5.3.2. Toplam Flavonoid Tayini

Karayemis ektraktinda bulunan toplam flavonoid madde miktar1 tayini Fukumoto
ve Mazza (69)’ya gore yapildi. Bu yontemin ana prensibi; aliiminyum Kkloriiriin,
flavonoidlerin 4-keto ve C-3 ya da C-5 (ya da her ikisi) hidroksil grubu ile kararli bir
asit kompleksinin meydana gelmesine dayanmaktadir. Standart karayemisin degisen
konsantrasyonlarindaki (0.25; 0.125; 0.0625; 0.03125; 0.015625 ve 0.0078125 mg/mL)
cozeltileri kuersetin esdegeri (KE) kullanildi. Pipetlemeler Tablo 2’de gosterildi.
Sonuglar mg KE/g olarak verildi.

Tablo 2. Toplam flavonoid miktar1 pipetleme islemi

Kor (mL) Standart (mL) Numune (mL)
Numune - - 0.5
Standart - 0.5 -
Saf Metanol 4.8 4.3 4.3
%10 AI(NOs)s 0.1 0.1 0.1
1 M NH,.CH3;COO 0.1 0.1 0.1

5.3.3. Demir (III) indirgeme Yéntemi (FRAP)

Polar molekiillerin antioksidan kapasitesinin dl¢iilmesinde kullanilan bu yontem
¢ozelti ortaminda bulunan Fe (IIT) kompleksinin antioksidan maddeler varligindan Fe
(1) ye indirgenmesi esasidir (70) (Sekil 10). FRAP calisma reaktifi 300 mM asetat
tamponu (pH 3.6), 40 mM HCI igerisinde 10 mM tripridiltriazin (TPTZ) ve 20 mM
FeCl3.6H,0 ¢ozeltilerinin 10:1:1 oranlarinda karistirtlmasi ile hazirlandi. Bu ¢ozelti
giinliik olarak hazirlanarak karanlikta muhafaza edildi. 100 pL 6rnek ile 3 mL FRAP
calisma reaktifi 37 °C’de 4 dakika siire ile inkiibe edildi. Cozeltinin absorbansit 593
nm’de 3 mL FRAP calisma reaktifi ve 100 pL saf su iceren kor ¢ozeltiye kars: okundu.
kullanildi. Kargilastirma yapilabilmesi ig¢in Troloks standart antioksidan olarak

kullanilarak ayn1 kosullar altinda test edildi.
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Sekil 10. Ferrik-tripiridiltriazin kompleksi ile antioksidan arasindaki reaksiyon
(Prior’dan, 70)

5.3.4. DPPH Radikali Temizleme Aktivitesi

2, 2-difenil-1-pikrilhidrazil adli sentetik radikal (DPPH) 517 nm’de absorbans
verir ve antioksidan maddeler varliginda indirgenerek absorbans kaybolur (71). 4
mg/100 mL lik DPPH radikali metanolik ¢ozeltisi hazirlanir ve 750 uL. DPPH 750 pL
karayemis ekstrakti karigtirilarak oda sicakliginda 50 dakika bekletildi ve 517 nm’de
absorbanslar okundu. Degisik numune konsantrasyonlar1 kullanilarak hazirlanan

grafikten radikalin %50 sini indirgeyen numune miktar1 SCso mg/mL tespit edildi.

5.3.5. Fenolik Profilinin Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)’de

Belirlenmesi
5.3.5.1. Numunenin HPLC-UV Analizine Hazirlanmasi

Antioksidan analiz i¢in hazirlanan etanolik ekstraktan 15 mL alinip ¢oziiciisii
40°C’deki doner buharlastiricida uzaklastirildi ve kalintt pH’s1 2 olan 10 mL saf suda
¢oziildii. Daha sonra 3’er defa 5 mL’lik dnce dietileter sonra etilasetatla ekstraksiyon
islemi gerceklestirildi. Ekstraksiyon islemi sonunda elde edilen ekstraktlar evoparator
balonlara alindi1 ve ¢oziiciileri 50°C’deki doner buharlastiricida uzaklastirildi ve son
olarak balon igerigi 2 mL metanolle ¢oziilerek ekstraklar HPLC-UV ile fenolik bilesen
analizi yapilmaya hazir hale getirildi (72).

5.3.5.2. Standartlar ve Kalibrasyon

Benzoik asit tlirevlerinden; gallik asit, protokatekuik asit, vanilik asit, siringik

asit; flavonollardan; katesin, epikatesin 280 nm’de; sinamik asit tiirevlerinden; kaffeik
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asit, p-kumarik asit, ferulik asit ve flavonollardan; rutin kuersetin, 315 nm’de analiz
edildi.

Standart ¢ozeltiler; gallik asit, protakatekuik asit, p-OH benzoik asit, vanilik asit,
kaffeik asit, siringik asit, p-kumarik asit ve ferulik asit %50-50 metanol-saf suda
hazirlanan 1000 ppm’lik stok ¢ozeltisinden 1, 2, 5, 10, 20 ve 30 ppm’lik, katesin,
epikatesin, rutin kuersetin %100 metanolle hazirlanan 1000 ppm’lik stok ¢ozeltiden, 1-

2- 5- 10- 20- 30 ppm’lik ara stok ¢ozeltileri kalibrasyon egrilerileri i¢in kullanildi.
5.3.5.3. HPLC-UV Analizi

HPLC-UV analizleri iki farkli dalga boyunda (280 ve 315 nm) ayni1 anda cevap
alinabilen UV-Vis dedektor ile donanimli Thermo Finnigan Surveyor HPLC sistem ile
yapildi. Cig kolonu ters faz kolonu (150 mm x 4.6 mm, 5um; Fortis) kullanarak ve
asetonitril, su ve asetik asitle gradient program uygulanarak gergeklestirildi (73). A
rezervuarinda %?2 asetik asit (saf suda) ve B rezervuarinda %70-30 asetonitril (saf suda)
bulunan gradient program uygulandi. Ayrica numune ve standartlarin enjeksiyon hacmi
25 uL’ye, mobil faz akis hizi 1.2 mL.dk “’ya ve kolon sicakligi kolon firminda 30°C’ye

ayarlanarak ¢alisma optimizasyonu saglandi.
5.4. Histolojik Islemler
5.4.1. Ovaryumlarin Cikarilmasi

Deney siiresinin sonunda siganlar anestezi altindayken dorso-ventral pozisyonda
diseksiyon tahtasina yatirilip abdominal orta hattan bistiiri ile abdominal deri insizyonu
yapildi. Periton gecilerek, sag ve sol overler ucu kiint bir pens yardimiyla etrafindaki
yag tabakasi ile birlikte ¢ikarilip yag tabakasi ovaryum dokusuna zarar vermeyecek
sekilde temizlendi (Resim 4). Daha sonra sag ovaryumlar biitiin olarak takip kasetlerine
yerlestirilerek %10’luk formaldehit soliisyonunda tespit islemine alindi. Sol ovaryumlar

biyokimyasal degerlendirmeler i¢in kullanildi.
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Resim 4. Siganlarda ovaryumlarin ¢ikarilma isleminin basamaklar1

5.4.2. Doku Takip Protokolii

Deney hayvanlarindan alinan sag ovaryum dokular1 3 giinliik fiksasyon sonunda
laboratuvarlarimizda bulunan tam otomatik takip cihazi (Thermo Scientific Excelsior
AS, Thermo Shandon Limited, Runcorn, UK) ile rutin doku takibi yapilarak, doku
gobmme cihaz1 (Leica HistoCore Arcadia Embedding System, Leica Biosystems
Nussloch GmbH, Nussloch, Almanya) ile parafine gomiilerek parafin bloklar elde
edildi.

5.4.3. Hematoksilen Eozin Boyamasi

Tiim dokulardan yar1 otomatik mikrotom cihaz1 (Leica Biosystems RM2245
Semi-Automated Rotary Microtome, Leica Microsystems Ltd., Nussloch, Almanya) ile
kesitler rodajli ve histokriptli lamlara aktarildiktan sonra 6nce etiivde 1 saat bekletilerek

sonrada sirasiyla ksilen ve azalan dereceli alkol serilerinden gegirilerek deparafinize
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edildi. Daha sonra kesitler Hematoksilen-Eozin (H&E) ile otomatik boyama cihazinda
(Leica ST5010 XL, Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Almanya) boyandi.

5.4.4. Over Folikiillerinin Sayimi

Her bir deney hayvaninin sag over dokusundan kesitler alinarak H&E ile boyanan
preparatlarda primordiyal folikiil, erken ve ge¢ primer folikiil, sekonder folikiil, Graaf
folikiilii ve atretik folikiiller belirlenerek sayildi. Sayimlar her bir si¢an i¢in alinan seri
kesitlerden rastgele ornekleme ile segilen 5 sayida preparatta yapilarak ortalamalari

alindi.
5.4.5. Masson Trikrom Boyamasi

Masson Trikrom boyama igin alinan kesitler deparafinize edildi. Daha sonra
iiretici firma direktifleri dogrultusunda GBL® Masson Trikrom Boyama Seti (Uriin
Kodu: 5022-100, GBL Giil Biyoloji Laboratuvart Sanayi ve Ticaret Limited Sirketi,

Tiirkiye) kullanilarak boyand1 ve ardindan entellan ile kapatildi.
5.4.6. Iimmiinohistokimyasal Boyama

Immunohistokimyasal degerlendirme icin, parafin bloklardan 5 pm’luk kesitler
almip TUNEL boyama teknigiyle boyama yapildi. Apoptozisi degerlendirmek igin
kullanilan TUNEL (Terminal deoxynucleotidl transferase (TdT) deoxyuridine
triphospate nick end labeling assay) teknigi ile ovaryum dokusu graniiloza hiicrelerinde
DNA fragmantasyonlar1 belirlendi. Cekirdekleri kahverengi renkte boyanmis TUNEL
(+) hiicreler apoptotik hiicre olarak kabul edildi. Her sigana ait 3 farkli kesitte 5 farkli
alanda apoptotik hiicre ve saglikli hiicre sayilar1 belirlendi. TUNEL teknigi i¢in In situ
cell death detection kit, POD (Uriin Kodu: 11684817910, Roche Diagnostics, Isvicre)
kiti ve kontrast i¢in Hematoksilen boyasi kullanildi. Lam {izerine alman 5 pm’luk

kesitler 1 saat 58 °C’lik etiivde bekletildikten sonra Tablo 3’deki islemlerden gecirildi.
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Tablo 3. Immiinohistokimyasal islemler

Islemler Siire
Ksilen 3x5dk
%2100 Etanol 5dk
%95 Etanol 5dk
%70 Etanol 5dk
Distile su ile yikandi.
%3 H,0, 15 dk
Distile su ile yikandi.
Phosphate Buffer Solutain (PBS) 2 x5dk
Large Volume Ultra V Isin Blok Soliisyon 10 dk
75 ng Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) ve 50ul TdT/dUTP
karigimi ile dokularin iizeri kaplandi ve 37°C’lik etiivde bekletildi. 90 dk
PBS 2 x5dk
100 pl Converter peroksidaz dokuyu kapatacak sekilde damlatildi ve
37°C’lik etiivde bekletildi. 30 dk
PBS 2 x5dk
100 ul DAB ile karanlikta oda 1s1sinda bekletildi. 3-5dk
Distile su ile yikadi.
H&E ile 15 s boyanir ve ¢esme suyu ile yikandi.
%70 Etanol 2 x5dk
%95 Etanol 2 x5dk
%2100 Etanol 2 x5dk
Ksilen 2x5dk

Kurutulup iizerine entellan damlatilarak lamelle kapatildi.

5.5. Biyokimyasal Analiz

MTX ve karayemisin over iizerinde etkisinin olup olmadigini belirlemek amaciyla

ovaryum dokusunda biyokimyasal parametrelere bakildi. Ovaryum dokusunda oksidatif
stres belirleyicileri olarak MDA, GSH, SOD, 8-OHdG o6l¢iimii yapildi ve AMH seviyesi

olciildii. Dokuda TAS, TOS 6l¢iimii ve OSI hesaplamasi yapildi.
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5.5.1. Doku Orneklerinin Hazirlamisi

Alman ovaryum dokulari homejenizator (IKA Ultra-Turrax T-25, Staufen im
Breisgau, Almanya) yardimiyla 1.5 mL fosfat tamponu (PBS, pH:7.4) igerisinde 9500
rpm’de homojenize edildi. Homojenatlar 4000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendi.
Santrifiij sonucu elde edilen siipernatantlarda ilgili parametrelerin = 6lgiimii

gerceklestirildi.
5.5.2. Doku Orneklerindeki Protein Miktarlarinin Belirlenmesi

Doku orneklerindeki protein miktarlar iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda
ticari kit (Thermo Scientific Pierce BCA Protein Assay Kit, Cat No: 23227, Rockford,
IL, ABD) kullanilarak belirlendi ve sonuglar mg/mL cinsinden hesaplandi. Dokularda
ELISA kitleri kullanilarak o6lgiilen tim biyokimyasal parametrelerin seviyeleri
standardize olmasi acisindan hesaplanan Ornek protein miktarlarina oranlanarak mg

protein basina olacak sekilde verildi.
5.5.3. MDA Diizeyinin Belirlenmesi

Doku orneklerinin MDA seviyeleri, liretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit (Elabscience, Cat No: E-EL-0060,
Wuhan, Cin) kullanilarak belirlendi ve sonuglar ng/mg protein birimiyle verildi. Doku

MDA 6lgiimiinde kullanilan standart grafigi Sekil 11°de gosterildi.

1,2 -

0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -
0 T T T T T Y
8] 100 200 300 400 500 600
Konsantrasyon (ng/mL)

R2 = 0,9966

Absorbans (450 nm)

Sekil 11. Doku MDA 6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi
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5.5.4. AMH Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku ve serum Orneklerinin AMH seviyeleri, tiretici firmanin tavsiyeleri
dogrultusunda enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit (Elabscience, Cat No:
E-EL-R0640, Wuhan, Cin) kullanilarak belirlendi. Doku sonuglar1 pg/mg protein
birimiyle verildi. AMH 6l¢limiinde kullanilan standart grafigi Sekil 12°de gosterildi.

\-H \-H
NoOB
|

R2 = 0,993

'—L

\-D \-D \-D
B o

Absorbans (450 nm)

o
]

o

0] 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Konsantrasyon (pg/mlL)

Sekil 12. AMH 6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi

5.5.6. SOD Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku oOrneklerinin SOD seviyeleri, Uretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit (Elabscience, Cat No: E-EL-R1424,
Wuhan, Cin) kullanilarak belirlendi ve sonuglar ng/mg protein birimiyle verildi. Doku

SOD o6l¢timiinde kullanilan standart grafigi Sekil 13°de gosterildi.

1,4 -
1,2

0,6

R2 = 0,9806

0,2

0 L] L] L] L] 1 1
O 1 2 3 4 5 &

Absorbans (450 nm)

Konsantrasyon (ng/mlL)

Sekil 13. Doku SOD o6l¢timiinde kullanilan standart grafigi
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5.5.7. 8-OHAG Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku orneklerinin 8-OHdG seviyeleri, iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit (Elabscience, Cat No: E-EL-0028,
Wuhan, Cin) kullanilarak belirlendi ve sonuglar ng/mg protein birimiyle verildi. Doku

8-OHdG ol¢limiinde kullanilan standart grafigi Sekil 14’de gosterildi.

1,4 -
1,2 -

0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -
0 : :
0 20 40 60

Absorbans (450 nm)

RZ = 0,9994

Konsantrasyon (ng/mlL)

Sekil 14. Doku 8-OHdG 6l¢timiinde kullanilan standart grafigi

5.5.8. CAT Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku oOrneklerinin CAT seviyeleri, Uretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit (Cloud-Clone Corp., Cat No:
SEC418Ra, Teksas, ABD) kullanilarak belirlendi ve sonuglar ng/mg protein birimiyle
verildi. Doku CAT o6l¢limiinde kullanilan standart grafigi Sekil 15°de gosterildi.

— 2:5 ]
E
2 7
= R2 =0,9972
— 1,5
=
[1~]
= 1
=]
=
= 0,5
0 L] L] L] L] T 1
8] 10 20 30 40 50 60
Konsantrasyon (ng/mlL)

Sekil 15. Doku CAT ol¢timiinde kullanilan standart grafigi
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5.5.9 GSH Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku orneklerinin GSH seviyeleri, lretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit (Elabscience, Cat No: E-EL-0026,
Wuhan, Cin) kullanilarak belirlendi ve sonuglar pg/mg protein birimiyle verildi. Doku

GSH ol¢timiinde kullanilan standart grafigi Sekil 16’da gosterildi.
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]
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Sekil 16. Doku GSH dl¢timiinde kullanilan standart grafigi

5.5.10. TOS Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku orneklerindeki TOS seviyeleri, iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda
kolorimetrik kit (Rel Assay Diagnostics, Cat No: RL0024, Gaziantep, Tiirkiye)

kullanilarak belirlendi ve sonuglar pmol H,O; esdegeri/L birimiyle verildi.
5.5.11. TAS Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku 6rneklerindeki TAS seviyeleri, liretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda
kolorimetrik kit (Rel Assay Diagnostics, Cat No: RL0017, Gaziantep, Tiirkiye)

kullanilarak belirlendi ve sonuglar mmol troloks esdegeri/L birimiyle verildi.
5.5.12. Oksidatif Stres Indekslerinin Hesaplanmasi

Doku 6rneklerindeki OSI ve Tiirkmen ve ark. (74)’larmin kullandig1 formiile gére

hesaplandi.

OSI= [TOS, umol H,0, esdegeri/L)/TAS, umol troloks esdegeri/L) x 100]
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Histolojik degerlendirmeler i¢in doku takibi, parafin bloklama, bloklardan kesit
alinmasi, kesitlerin boyanmasi, folikiil ve apoptotik hiicre sayimlar1 ve biitiin
histopatolojik degerlendirmeler KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali laboratuvarlarinda yapildi. Doku 6rneklerindeki biyokimyasal analizler ise KTU

Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali laboratuvarlarinda yapildi.
5.6. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel olarak gruplarmn biyokimyasal analizlerinde verilerin normal dagilima
uygunluklar1 Kolmogorov-Smirnov testi ile degerlendirildi. Normal dagilima uygun
degerlerin istatistiksel analizleri Student-t testi kullanilarak belirlendi. Histolojik
verilerinin analizlerinde degerler Kruskal Wallis varyans analizi ile karsilastirilarak,
ortalamalar ve standart deviasyonlar hesaplandi. P<0.05 olan degerler anlamli kabul
edildi.
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6. BULGULAR

6.1. Karayemisin Antioksidan Kapasitesine Ait Bulgular

Tablo 4. Toplam polifenol (TP), toplam flavonoid (TF), toplam tanen (TT), FRAP ve
DPPH testleri sonuglari

Numune TP TF TT FRAP DPPH-SCs
Karayemis | 277.03+6.28 | 6.85+0.13 (118.20+17.96| 3001.35+14.26 | 2.39+0.06

Veriler, ortalamat+ SD olarak verildi. TP, mg GAE/100g numune; TF, mg QE/100g numune; TT, mg
KE/100g numune; FRAP, umol. L-1 Troloks/100g; DPPH-SC50, mg/mL

6.2. Morfolojik Bulgular
6.2.1. Folikiil Sayis1

Kontrol, MTX, MTX+Karayemis ve Karayemis gruplarinda folikiil sayisi
degerlendirmeleri sag ovaryum dokularindan elde edilen H&E ile boyanan kesitler
tizerinde yapildi. Yapilan sayimlar sonucunda elde edilen primordiyal folikiil, primer
folikiil, erken primer folikiil, ge¢ primer folikiil, sekonder folikiil ve Graaf folikiil
sayilari istatistiksel olarak karsilastirildiginda Karayemis grubundaki primordiyal
folikiil sayisinin kontrol ve MTX grubuna gore istatistiksel olarak fazla oldugu tespit
edildi (Sirasiyla P=0.009 ve P=0.009). MTX grubundaki atretik folikiil sayis1 da kontrol
ve MTX+Karayemis grubuna gore artmisti (Sirasiyla P=0.002 ve P=0.002) (Resim
5,6,7; Tablo 5).
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Resim 5. Sigan ovaryumuna ait bir kesitte (A) ovaryumun medullasi (yesil ok) ve
korteksi (yildizlar) goriilmektedir (H&E x 40). Diger bir ovaryum kesitte (B)
ise primordiyal folikiil (ok basi) ve ovaryum yiizeyini 6rten germinal epitel
(mavi ok) izlenmekte (H&E x 400)

Resim 6. Sigan ovaryumunda (A) erken primer folikiil (yesil ok) igindeki primer oosit
(ok bast) ve gec primer folikiil (mavi ok) ve ona ait zona graniiloza tabakas1
(kirmiz1 ok) gorilmekte. Bir diger kesitte (B) atretik folikiil (ok basi)
izlenmekte (H&E x400)
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Resim 7. Sigan ovaryumunda (A) sekonder folikiil (yesil ok), zona pellusida (mavi ok)
ve antrum (yi1ldiz) goriilmekte. Bir diger kesitte (B) ise Graaf folikiilii (siyah
ok), kiimiiliis ooforus (pembe ok), korona radiata (ok bas1), oosit(ay),
graniiloza tabakasi (kirmizi ¢ift yonlii ok), teka tabakasi (sar1 ¢ift yonli ok)
izlenmekte (H&E, x400)

Tablo 5. Folikiil sayilarinin gruplara gére dagilimi

17.00+11.242  18.333+7.17 21.00+9.121 42.666+10.614"
11.33+5.278 13.00+6.693 15.50+8.240 13.00+6.00
10.666+5.609  10.666+4.457 5.50+4.037 8.833+4.070

44.833+22.675  46.00+4.07 61.00+37.400 54.50+12.340

16.33+£12.452  11.166+6.968  19.666+14.207 10.833+6.968

7.00£3.405  38.83+20.400°  10.166+7.652 17.833+10.571

Veriler Ortalama + SD olarak verildi. P<0,05 anlamli olarak kabul edildi.
A Karayemis grubu kontrol ve MTX gruplarina gore anlaml olarak yiiksekti.
B MTX grubu, kontrol ve MTX+Karayemis gruplarina gére anlamli olarak yiiksekti.
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6.2.2. Histopatolojik Degerlendirme

Gruplara ait sicanlarin ovaryum dokularinin histopatolojik degerlendirilmesinde
H&E ve Masson Trikrom ile boyanmis kesitlerde fibrozis ve vazokonjesyon agisindan

gruplar arasinda herhangi bir anlamli farklilik olmadig1 gézlendi (Sekil 17, 18).

Fibr6z Doku ve Kollajen Skorlamasi
HON1N2 N3

Kontrol MTX Karayemis MTX+Karayemis

Sekil 17. Gruplara ait fibroz doku ve kollajen skorlamasi

Vazokonjesyon Skorlamasi
E0Elm2m3
Kontrol Karayemis MTX+Karayemis

Sekil 18. Gruplara ait vazokonjesyon skorlamasi
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Resim 8. Kontrol grubuna ait normal ovaryum dokusunu temsil eden bir kesitte korpus
luteum (ay) ve sekonder folikiil iginde oosit (mavi yildiz) goriilmekte (HE,
X200)

Resim 9. MTX grubuna ait bir kesitte yogun vazokonjesyon (sar1 yildiz) dikkati
cekmekte (HE, X200)
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Resim 10. Karayemis grubuna ait saglikli ovaryum dokusunda korpus luteum (ay) ve
bir oosit (mavi yildiz) goriilmekte (HE, X200)

Resim 11. MTX+Karayemis grubunda vazokonjesyonun (sari yildiz) hafifledigi
izlenmekte (HE, X200)
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Resim 12. Kontrol grubuna ait bir kesitte folikiil (yesil ok), oositi gevreleyen zona
pellusida (mavi ok) ve korpus luteum (ay) goriilmekte (Masson Trikrom,
x200)

Resim 13. MTX grubuna ait bir kesitte oositi ¢evreleyen zona pellusida (mavi ok) ve
yogun fibréz doku ve kollajen (yildiz) artis1 goriilmekte (Masson Trikrom,
X200)
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Resim 14. Karayemis grubuna ait sekonder folikiilii (yesil ok), mavi ile boyanmis zona
pellusida (mavi ok) ve korpus luteum (ay) goriilmekte (Masson Trikrom,
X200)

Resim 15. MTX+Karayemis grubunda MTX grubuna goére kollajen ve fibréz doku
(y1ldiz) artis1 geriledi. Tersiyer folikiil icinde mavi boyanmis zona pellusida
(mavi ok) ile ¢evrili oosit goriilmekte (Masson Trikrom, x200)
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6.2.3. Apoptoz

Kontrol, MTX, MTX+Karayemis, Karayemis gruplarina ait sicanlarin sag
ovaryum dokularindan elde edilen kesitlerdeki folikiillerin graniiloza hiicrelerinin
Al’leri karsilastirildiginda gruplar arasindaki fark istatiksel olarak anlamli bulundu

(Sekil 19).

Apoptotik indeks (%)
o
25
20
e
10
5
i Kontrol mrx + Karayemis ¥ MTX+Karayemis X
Veriler Ortalama 4,305:1,003 28,789,306 54811646 10,582 24473
Veriler ortalama + SD olarak verildi.

< MTX grubu, Kontrol ve MTX+Karayemis gruplarina gore anlam olarak artt: (P=0,002).
Y MTX-+Karayemis grubu, Kontrol grubuna gére anlamli olarak artt: (P=0,002).
¥ Karayemis grubu, MTX grubuna gore anlamh olarak azald: (P=0,002)

Sekil 19. Al’in gruplara gore ortalamaortalamalarin standart deviasyon degerleri ve
karsilastiriimasi

MTX grubu, Kontrol ve MTX+Karayemis gruplarina gére; MTX+ Karayemis
grubu, kontrol grubuna gore artt1 (Sirastyla P=0.002 ve P=0.002). Karayemis grubu ise
MTX grubuna gore azaldi (P=0.002). Kontrol, MTX, MTX+Karayemis ve Karayemis

gruplarina ait apoptotik ve normal hiicreler Resim 16-19°da gosterildi.
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Resim 16. Kontrol grubunda, normal folikiil hiicresi (kirmizi ok) ve az sayida apoptotik
hiicre (mavi ok) goriilmekte (TUNEL x 400)

Resim 17. MTX grubunda apoptotik hiicre (mavi ok) artis1 ve az sayida normal folikiil
hiicresi (kirmizi ok) izlenmekte (TUNEL x 400)



Resim 18. Karayemis grubunda normal folikiil hiicresi (kirmizi ok) ve az sayida

apoptotik hiicre (mavi ok) goriilmekte (TUNEL x 400)

Resim 19. MTX+Karayemis grubunda MTX grubuna goére apoptotik hiicre (mavi ok)

(kirmiz1 ok) sayisinda artis

sayisinda azalma ve normal folikiil hiicresi

izlendi (TUNEL x 400)
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6.3. Biyokimyasal Parametrelere Ait Bulgular
6.3.1. Doku Biyokimyasi

Doku biyokimyasi i¢in siganlarin sol ovaryumlar kullanildi. MTX grubuna ait
MDA, TOS, OSI ve 8-OHdG diizeyleri kontrol grubuna gore istatistiksel anlaml1 olarak
artt1 (Sirasiyla; P=0.014, P=0.038, P=0.013, P=0.030). MTX grubunun CAT ve AMH
diizeylerinin kontrol grubuna gore diistiigii ve bu diisiisiin istatistiksel olarak anlamli
oldugu tespit edildi (Sirasiyla; P=0.019, P=0.015). MTX+Karayemis grubunun MDA,
OSI ve 8-OHdG diizeyleri, MTX grubuna gore istatistiksel olarak azaldi (Sirasiyla;
P=0.001, P=0.025, P=0.018). MTX+Karayemis grubunun CAT ve AMH diizeyleri,
MTX grubuna gore istatistiksel olarak artt1 (Sirasiyla; P=0.017, P=0.038) (Tablo 6).

Tablo 6. Ovaryum dokularina ait biyokimyasal parametreler

Kontrol MTX MTX+Karayemis

Grubu Grubu Grubu
MDA (ng/mg protein) 27.046.25 39.5+8.18" 22.842.63¢
TOS (umol Hy0; esd/L) 4.68+0.672 6.89+2.174 5.09+1.81
osi 0.99+0.2003  2.01+0.788 " 1.07+0.378°
8-OHdG (ng/mg protein) 7.66+1.19 11.143.134 6.01+1.01¢
TAS (mmol troloks esd/L) 0.477+0.06 0.383+0.161 0.475+0.08
SOD (ng/mg protein) 0.535+0.08 0.682+0.27 0.460+0.05
CAT (ng/mg protein) 2.49+0.47 1.71+0.495° 3.04+0.761°
GSH (pg/mg protein) 4.6+0.7 5.94+2.5 3.8+0.7
AMH (pg/mg protein) 8.02+0.774 5.2042.22° 8.8342.97°

Veriler ortalama + SD olarak verildi. P<0.05 anlaml1 kabul edildi.

A MTX grubunun MDA, TOS, OS] ve 8-OHdG degerleri, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak artt:

B MTX grubunun CAT ve AMH degerleri, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak azaldi

C MTX+Karayemis grubunun MDA, OSI ve 8-OHdG degerleri, MTX grubuna gére istatistiksel olarak azald
D MTX+Karayemis grubunun CAT ve AMH degerleri, MTX grubuna gore istatistiksel olarak artti
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7. TARTISMA

Kanser giliniimiizde 6liime sebebiyet veren hastaliklarin basinda gelmektedir (1).

Kanser tedavisinde kullanilan ilaglar ise yan etki olarak infertiliteye neden

olabilmektedir (75).

Bu ilaglarin yan etkilerini 6nleme veya azaltmak i¢in lipoik asit, resveratrol ve
propolis gibi (59, 76, 77) antioksidanlar denenmistir. Biz de ¢alisgmamizda, kanser
tedavisinde sik kullanilan bir ajan olan gonadatoksik etkilere sahip MTX in siganlarda
yol agtigi ovaryum hasarina karst antioksidan igerigi yiikksek bir meyve olan

karayemisin etkilerini incelemeyi amagladik.

MTX kullanimi, doku ve organlarda oksidatif stres kaynakli hasarlara neden
olabilir (76, 77). Oksidatif stres, oksidan/antioksidan dengesinin bozulmasi sonucu,
dokularda asir1 ROT birikiminin neden oldugu bir durumdur. Agarwall A ve ark. (78),
Erdogan E ve ark. (79), sican karacigerinde; Yulug E ve ark. (76), ise sigan testisinde
MTX kullanimi nedeniyle artan ROT ’un membran lipidlerine zarar vermesiyle olusan
bir iirlin olan MDA nm yikseldigini gostermislerdir. Son yillarda yapilan bazi
calismalarda da calismamiza benzer sekilde MTX’in pek ¢ok dokuda oldugu gibi
ovaryumda da MDA artisina neden oldugu bildirilmistir (59, 80). Calismamizda, MTX
grubunda kontrole gore yiiksek olan MDA’nin dokudaki oksidatif strese bagh

olabilecegini diistindiik.

[lave olarak ¢alismamizin MTX grubunda oksidatif stresin  6nemli
gostergelerinden olan TOS ve TOS degerlerinin TAS degerlerine oranlanmasiyla
hesaplanan OSI’ nin literatiire benzer sekilde kontrole gore artti1 saptanmustir (59, 81).
Calismamizda MTX grubu ovaryum dokusunda gozlemledigimiz MDA, TOS ve OSI

artisinin MTXin olusturdugu oksidatif stresin bir gostergesi olabilecegini diisiindiik.

Literatiirde, bir¢ok dokuda oksidan parametrelerde artisa yol acan MTX’in,
antioksidan enzimlerde ise azalmaya neden oldugu gosterilmistir (79, 82, 83). MTX’in
hasarladig testis dokusunda resveratroliin etkilerini degerlendirdikleri calismada Yulug
E ve ark. (76), MTX uygulanan grupta SOD ve CAT enzim diizeylerinin azalmis
oldugunu bildirdiler. Vardi ve ark. (82)’da MTX’in sigan karacigerinde SOD, CAT ve
Glutatyon peroksidaz (GSHPx) enzim diizeylerinin azaldigin1 gozlemlediler. Karapinar

OS ve ark. (59) ise MTX’in ovaryumda CAT, GSHPx ve TAS seviyelerinde diislise
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neden oldugunu rapor etmislerdir. Calismamizda MTX grubunda SOD, GSH ve TAS
seviyeleri her ne kadar kontrole gore azalmigsa da istatistiksel fark mevcut degildi.
Bunun denek sayis1 veya 6l¢iim yontemlerindeki farklardan kaynaklanmis olabilecegini
diisiindiik. Kontrolle karsilastirdigimizda literatiire benzer sekilde MTX grubu CAT
seviyelerindeki istatistiksel anlamli ve SOD, GSH, TAS seviyelerindeki istatistiksel
anlamli olmayan disiislerin, MTX’in antioksidan enzimler {izerindeki olumsuz

etkilerine bagli olabilecegi kanaatine vardik (59, 82).

Organizmanin maruz kaldig1 oksidatif stres, hiicrelerde DNA hasarina neden
olabilir. Artan ROT hiicre lipidleri yaninda hem ¢ekirdek hem de mitokondrial DNA’ya
saldirabilir. Sonucta okside olan DNA’y1 temsil eden major biyomarkirlardan biri olan
8-OHdG olusur. Olusan DNA hasari; programlanmis hiicre 6liimii olarak bilinen
apoptozu indiikleyebilir (84). Organizmada oksidatif stresi artiran MTX’de ¢esitli
dokularda apoptoz artisina neden olabilir (76, 85, 82). Sonmez ve ark. (77), literatiirdeki
caligmalarinda sigan karaciger hiicrelerinde; Yilmaz G ve ark. (86) ise yaptiklari tez
calismasinda sican testisi germinal epitel hiicrelerinde MTX in apoptozu artirdigini
gordiiler. Literatiire benzer sekilde ¢alismamizda da MTX grubu folikiil hiicrelerinde
apoptoz arttt. MTX grubunda DNA hasarin1 gosteren 8-OHdG diizeylerinin de artmis

olmasi ¢alismamizdaki artan programli hiicre 6limiinii destekler bir bulguydu.

MTX, malign ve nonmalign cok sayida hastaligin tedavisinde kullanilan
ilaclardan biridir ve ne yazik ki sadece hasta hiicrelerde degil; saglikli hiicrelerde de 151k
mikroskobik olarak tespit edilebilen morfolojik hasara neden olmaktadir. Karaciger ve
bobrek gibi bircok hayati organ yaninda; testis ve ovaryum gibi gonadal organlar da
MTX’in olumsuz etkilerine maruz kalmaktadir (76, 79, 80, 81, 82). Farkli iki ¢alismada
MTX’in hepatositlerde vakuolizasyon, sinuzoidlerde dilatasyon ve stromada konjesyona
neden oldugu gosterilmistir (79, 82). Bir baska c¢alismada MTX’in bdbrekte
glomeruloskleroza, inflamatuvar hiicre infiltrasyonuna, tubul hiicrelerinde nekroza
neden oldugu bildirilmistir (81). MTX, testiste germinal epitel hiicrelerinde liimene
dokiilmeye, seminifer tiibiillerde atrofiye yol acabilir (77, 80). ilave olarak MTX,
karacigerde ve testiste konjesyona; karacigerde fibroz doku ve kollajen artigina neden
olabilir (87, 88). Biz de ¢alismamizda literatiire benzer olarak MTX grubu siganlarin
ovaryumlarinda vaskiiler konjesyon, fibr6z doku ve kollajen artis1 gibi histopatolojik

degisiklikler gozlemledik, ancak gruplar arasinda istatistiksel anlamlilik bulamadik.
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Bunun nedeninin ¢alisma siiresi, verilen MTX dozu veya calisma grubundaki sigan

sayisindan kaynaklanmis olabilecegini diisiindiik.

AMH tiim kadinlarda ovaryum rezervini belirlemek i¢in kullanilabilecek giivenilir
bir belirtegtir (89). Kemoterapotik ajanlarin  ovaryum rezervi iizerine etkilerini
gostermek iizere yapilan bir ¢alismada disi siganlarda sisplatin uygulamasinin AMH ve
dolayisiyla ovaryum rezervinde azalmaya neden oldugu bildirilmistir (90). MTX’in
AMH iizerine etkilerini arastiran c¢alismalarda ise doz, uygulama sekli gibi
farkliliklardan kaynaklandigimi diisiindiigiimiiz celigkili sonuglar rapor edilmektedir.
Ornegin farkli giinlerde 1 mg/kg dozunda MTX uygulamasi yapilan bir calismada
MTX’in, serum AMH diizeylerinde diismeye neden olmadigi bildirilmistir (91).

Yine Oriol ve ark. (92) yaptiklart g¢alismada MTX’in, AMH diizeylerini
etkilemedigini; Ulug ve Oner (89) ise azalttigini bildirmistir. Biz de ¢alismamizda MTX
grubu ovaryum dokusunda AMH seviyelerini kontrole goére diisiik bulduk. Normal
sartlarda biiylimekte olan folikiil hiicrelerinden salgilanan AMH nin; MTX grubunda
artan folikiil hiicre apoptozu nedeniyle diismiis olabilecegi kanaatine vardik.
Calismamizda MTX grubunda azalan AMH degerinin Yapca ve ark. (80)’nin MTX
uyguladiklar disi siganlarda gozledikleri infertilite artisiyla uyumlu oldugunu gordiik.

Ovaryum korteksindeki primordial follikiil sayist1 da ovaryum rezervini tespit
etmekte kullanilan yontemlerden biridir (93). Literatiirdeki bazi ¢aligmalar MTX’in
ovaryumda primordiyal folikiillerde azalmaya neden oldugunu gosterdiler (94). Ancak
Ulug ve Oner (89) ise tek doz MTX uygulamasinin ¢alismamiza benzer sekilde ovaryan
primordiyal ve tersiyer folikiil sayisinda azalmaya yol agmadigin1 gordiiler. Karri ve
ark. (43) ise MTX uyguladiklar1 sican grubunun ovaryumlarinda ¢aligmamiza benzer
olarak atretik folikiil sayisinin arttigmi belirlediler. Calismamizda MTX grubunda
folikiillerin artan atreziye gidisinin de bu grupta artmis oksidatif stresin neden oldugu
folikiil hiicrelerinin ya da immatiir veya matiir oositlerin apoptozu ile iliskili

olabilecegini diislindiik (95).

Dokulardaki MTX kaynakli hasar1 gidermek i¢in pek cok farkli antioksidanla
yapilan ¢alismalar giiniimiizde halen devam etmektedir (77, 79). Yulug ve ark. (76),
sigan testisinde resveratroliin MTX kaynakli oksitadif stresi azaltarak doku ve serum

MDA seviyelerini diisiirdiigiinii bildirdiler. Bir baska calismada ise MTX uygulanan
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sicanlara alfa lipoik asit (ALA) verilmesinin MTX grubunda artmis serum OSI
degerlerinde diisiise yol agtig1 gosterildi (59).

Antioksidan tedaviler, artmis oksidatif stres ve onun ovaryum dokusunda yol
actig1 olumsuz etkileri azaltmada da faydali olabilir (95). Cok sayida meyve gibi
karayemis meyvesi de; yapisinda bulunan fenolik asit, flavonoid, antisiyanin, tanin,
lignan, katesin ve vitaminlerden oOzellikle askorbik asit ile yiiksek antioksidan

kapasiteye sahiptir (12).

Karayemiste bulunan bilesiklerden olan fenolikler ve flavonoidler giigli
antioksidan etkilere sahiptirler. Bu maddeler, organizmada olusmus ROT’u elimine
ederek, ROT olusumunu g¢esitli mekanizmalarla engelleyerek veya antioksidan
enzimleri artirarak antioksidan aktivite gosterirler (96). Biz de bu calismada
MTX+Karayemis grubundaki MDA seviyelerinin MTX grubuna gore diisiik olmasinin
karayemisin sahip oldugu fenolik ve flavonoidlerin antioksidan ozelliklerinden

kaynaklanmis olabilecegini diisiindiik.

Antioksidan bir enzim olan CAT diizeyi, ¢alismanin MTX grubunda kontrole gore
azalirken; MTX+Karayemis grubunda MTX grubuna gore artmisti. Bunun; sican
bobreginde MTX hasarina karsi antioksidan olarak CAPE uygulanan g¢aligmadakine
benzer sekilde karayemisin de antioksidan etkisiyle MTX’in CAT iizerindeki negatif
etkilerini gidererek CAT seviyelerini diizeltmesinden kaynaklanmis olabilecegini
diisiindiik (97). Ilave olarak yesil cayda bulunan katesinlerin endojen SOD ve CAT"1
artirdiklar1 gosterilmistir (98). Bu da bize ¢alismamizin MTX+Karayemis grubunda
gozlenen CAT seviyelerinin artisinin karayemisteki katesinlere de baglanabilecegini

diistindiirdii.

MTX+Karayemis grubunda OSI degerinin MTX’e gére anlamli diisiik olmasi; bu
grupta karayemisin igerigindeki fenolikler, flavonoidler ve katesinlerin yardimiyla ROT
etkilerini bloke ederek veya CAT’1 ve bizim Olgemedigimiz endojen antioksidanlari

artirarak oksidatif stresi kompanse etmis olabilecegi fikrini destekledi.

MTX+Karayemis grubunda hem 8-OHdG seviyeleri hem de apoptotik indeks
MTX grubuna gore diisiiktii. Bu veriler literatiirde testis ve karaciger gibi dokularda
MTX e kars1 farkli antioksidanlarin kullanildig: calismalara benzerdi (76, 82, 99). Ilave
olarak MTX+Karayemis grubunda Al MTX’e gore diisiikken; kontrole gore yiiksekti.
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Bu da MTX’in folikiiler hiicrelerde oksidatif stres kaynakli apoptozu indiikledigini;

karayemisin ise bu etkiyi gidermede bagarili olabilecegini gosterdi.

Karayemis; oldukga yiiksek askorbik asit seviyelerine sahiptir (65). Askorbik asit
folikiillerde oksidatif stress kaynakli apoptozu azaltmaktadir (100). Bu nedenle
karayemisteki yliksek askorbik asit iceriginin de ¢calismamizda, MTX+Karayemis grubu
apoptotik indexinin MTX grubuna gore diisilk olmasina katki sagladig1 diistiniilebilir.
Atretik folikiil sayisinin MTX+Karayemis grubunda MTX grubuna gore diisiik olmasi
da karayemisin folikiil hiicrelerindeki iyilestirici etkisine ikincil olarak folikiillerdeki
atreziyi azaltmis olabilecegini akla getirdi. Ovaryumda ROT ve antioksidanlar arasinda
komplex bir iliski vardir. Oosit matiirasyonu sirasinda diploten evresinde beklemekte

olan oositler i¢in minimal ROT artis1 bile mayozun devamina neden olabilir. (78).

Calismamizda karayemis grubunda MTX grubuna ve sasirtici sekilde kontrol
grubuna gore primordial folikiil sayisinda yiikseklik tespit ettik. Kontrol grubuna gore
primordial folikiil sayisinin yiiksek olmasi karayemisin oksidan-antioksidan dengesinde
degisiklige neden olmasiyla iliskilendirilebilir. Karayemisin dokudaki antioksidan
etkisiyle bazi folikiillerin primordial folikiil evresinden c¢ikislarin1 engellemis

olabilecegini diisiindiik.

Sonug¢ olarak calisma verilerimizden yola ¢ikarak, MTX’in si¢can ovaryum
dokusunda biyokimyasal ve histolojik olarak gosterilebilen oksidatif stres kaynakli
hasara neden oldugunu ve oral olarak uygulanan karayemis meyve ekstratinin bu hasari

azalttigin1 sdyleyebiliriz.
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8. SONUC ve ONERILER

Deneysel olarak erigkin disi si¢anlarda tek doz i.p. MTX uygulamasina kars1 5

giin oral karayemis ektrati tedavisinin ovaryum dokusundaki etkilerini arastirdigimiz

calismamizda,;

1.

MTX’in disi sican ovaryum dokusunda biyokimyasal olarak MDA, 8-OHdG,
TOS ve OSI seviyelerinde artisa ve CAT seviyelerinde azalmayla temsil

edilen oksidatif strese neden oldugu belirlendi.

MTX’in ovaryum dokusu AMH seviyelerinde azalmaya yol ag¢tii yani

ovaryum rezervini olumsuz etkiledigi belirlendi.

MTX’in neden oldugu oksidatif stresin ovaryumda folikiiler hiicrelerde

apoptoz artisina neden oldugu goriildii.
MTXin atretik folikiil sayisinda artisa neden oldugu tespit edildi.

Karayemis takviyesinin ovariyan doku MDA, 8-OHdG ve OSI seviyelerinde
azalmaya, CAT seviyesinde artisa neden oldugu; yani MTX kaynakli oksidatif

stresi azalttig1 goriildii.

Karayemis takviyesinin MTX’in follikiiler hiicre apoptozunu azalttig

belirlendi.
Karayemis takviyesinin MTX’in indiikledigi folikiiler atreziyi azalttii tespit
edildi.

Karayemis takviyesinin MTX’in dokuda diigmesine neden oldugu ovaryum
rezerv belirteci olan AMH seviyelerini normal diizeylere getirdigini yani

MTX’in ovaryum rezervi lizerine olumsuz etkilerini giderdigi tespit edildi.

Calismamizin bize sundugu veriler dogrultusunda yapilacak sonraki ¢aligmalarda;

1.

Karayemisin ovaryum iizerindeki yararli etkilerinin hangi maddelerce
olusturuldugunun net olarak belirleyebilmek i¢in madde icerikleriyle farkli

doz ve uygulama sekilleri kullanilabilir.

Oksidan ve antioksidan parametreler iizerindeki etkilerinin anlasilmasi igin

gen diizeyinde ¢alismalar yapilabilir.
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Calismamizin eksik yonii olan elektron mikroskobik inceleme caligsmalara
dahil edilebilir.

Antiapoptotik etkileri ve folikiiler atreziyi onlemedeki etkileri molekiiler

diizeyde arastirilabilir.
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