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ÖZET 

Sıçanlarda Metotreksat Kaynaklı Ovaryum Hasarına Karşı Yaban Mersininin  

(Vaccinium myrtillus) Etkilerinin İncelenmesi 

Bu çalışmanın amacı yöresel olarak yetişen ve antioksidan özelliğe sahip olan yaban 

mersininden elde edilen ekstraktın (YME), bazı kanser türleri ve romatizmal hastalıkların 

tedavisinde yaygın olarak kullanılan kemoterapötik bir ilaç olan metotreksat (MTX)’ın over 

dokusunda oluşturacağı hasara karşı histolojik ve biyokimyasal etkilerini araştırmaktır. 

Bu çalışmada, 21 erişkin dişi sıçan kullanıldı. Sıçanlar rastgele her grupta 7 sıçan 

olmak üzere 3 gruba ayrıldı. İlk grup kontrol grubu olup, hiçbir işlem uygulanmadı. İkinci 

grup MTX grubu olup tek doz intraperitoneal (ip.) 30 mg/kg MTX uygulandı. Üçüncü grup 

ise MTX+YME grubu olup; tek doz ip. 30 mg/kg MTX ve 5 gün oral gavaj ile 200 mg/kg 

YME uygulandı. Deney sonunda sıçanlar sakrifiye edilip ovaryumları çıkarıldı. Sağ ovar-

yumdan alınan kesitler, hematoksilen ve eozin (H&E) ve masson trikrom ile boyandıktan 

sonra histopatolojik olarak değerlendirildi ve kesitlerdeki primordiyal, primer, sekonder, ter-

siyer ve atretik foliküller sayıldı. Ayrıca sol ovaryum dokuları biyokimyasal incelemeler için 

alınarak malondialdehid (MDA), katalaz (CAT), süperoksit dismütaz (SOD), total antioksi-

dan kapasite (TAS) ve total oksidatif kapasite (TOS), oksidatif stres indeksi (OSİ), 8-okso-

deoksiguanozin (8-OHdG) ve kaspaz-3 seviyeleri analiz edildi. 

Biyokimyasal incelemelerde MTX grubu MDA değerinin hem kontrole hem de 

MTX+YME grubuna göre yüksekti. MTX grubuna ait dokularda belirgin fokal nekroz alan-

ları, vazodilatasyon/konjesyon, ödem, dejenere oositler ve kollajen ve fibröz doku artışı tes-

pit edildi. MTX+YME grubunda bu patolojik bulguların MTX grubuna göre azaldığı gö-

rüldü. MTX ve MTX+YME gruplarındaki atretik folikül sayısı kontrol grubuna göre istatis-

tiksel olarak yüksekti. 

Sonuç olarak MTX, ovaryum dokusunda oksidatif strese neden olarak histopatolojik 

hasar oluşturabilir; YME uygulaması, MTX’in oluşturduğu oksidatif stres ve doku hasarını 

azaltmada etkili olabilir. 

Anahtar Kelimeler: İnfertilite, Metotreksat, Oksidatif stres, Ovaryum, Yaban mersini  
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ABSTRACT 

Investigation of the Effects of Blueberries (Vaccinium myrtillus) Against Methotrexate 

Induced Ovary Damage in Rats 

The aim of this study is to investigate histological and biochemical effects of the 

extract, obtained from locally grown blueberries (YME) which have antioxidant properties, 

against the damage of ovarian tissue by the chemotherapeutic drug Methotrexate (MTX), 

which is widely used in the treatment of several types of cancer and rheumatic diseases. 

In this study, 21 female adult rats were used. Rats were randomly divided into 3 

groups as 7 rats in each group. The first group is the control group and no procedure was 

applied. The second group was the MTX group and a single dose of 30 mg/kg MTX was 

administered intraperitoneally (ip.). The third group was MTX+YME group; a single ip. 

dose of 30 mg/kg MTX and 200 mg/kg YME were administered by oral gavage for 5 days. 

At the end of the experiment, rats were sacrificed and their ovaries were extracted. Sections 

obtained from the right ovarian tissues, after being stained with Hematoxylin & Eosin (H&E) 

and Masson Trichrome, were evaluated histologically and primordial follicles, primary fol-

licles, secondary follicles, tertiary follicles and atretic follicles were counted. In addition, 

left ovarian tissues were extracted for biochemical examinations, and malondialdehyde 

(MDA), catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), total antioxidant capacity (TAS) and 

total oxidative capacity (TOS), oxidative stress index (OSI), 8-oxodeoxyguanosine (8-

OHdG) and caspase-3 levels were analyzed. 

In the biochemical analyses, the level of MDA in the MTX group was higher both in 

comparison to the control group and MTX+YME group. Notable regions with focal necrosis, 

vasodilatation/congestion, edema, degenerated oocytes and increased in collagen and fibrous 

tissue were observed in the tissues extracted from MTX group. A decrease in the aforemen-

tioned pathological findings of MTX+YME group has been observed, in comparison to the 

MTX group. The number of atretic follicles was statistically higher both in the MTX and 

MTX+YME groups, relative to the control group. 

As a result, MTX might lead to histopathological damages by causing oxidative 

stress in the ovarian tissue and the administration of YME might be effective in reducing the 

oxidative stress and tissue damage caused by MTX. 

Key Words: Blueberry, Infertility, Methotrexate, Ovary, Oxidative stress   
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1. GİRİŞ ve AMAÇ 

Dünyadaki ölüm sebeplerinin başında gelen kanser, başlangıçta normal olan hücre-

lerin kontrolsüz bir şekilde bölündüğü ve anormal hücrelerin oluştuğu bir süreci ifade et-

mektedir. Organizmada serbest radikallerin artması ve antioksidanların etkilerinin azalması 

pek çok hastalığın yanında kanser oluşumunda da rol oynayabilir (1, 2). 

Kanser tedavisinde uzun yıllardır kullanılan kemoterapötikler ve tedavi teknolojile-

rinde olumlu yöndeki ilerlemeler kanser hastalarında sağkalım oranlarını artırmıştır. Ancak 

tedavide kullanılan kemoterapötiklerin istenmeyen etkileri halen tam olarak engelleneme-

mektedir ve bu istenmeyen etkilerden biri de infertilite veya fertilitenin azalmasıdır. Kadın-

larda kemoterapötik ilaçların kullanılması, erken ovaryan yetmezlik ve infertiliteye sebep 

olabilir (3, 4). Antioksidan tedavilerin bu olumsuz durumları önlemede etkilerinin araştırıl-

dığı birçok çalışma yapılmıştır ve yapılmaktadır (5-7). 

Kanser tedavilerinde yaygın bir şekilde kullanılmakta olan kemoterapötik ajanlardan 

biri de MTX’tir (8). İlave olarak MTX, dihidrofolat redüktaz enziminin etkilerini engelleyen 

bir folik asit analoğu olup, romatoid artrit ve sedef hastalığı gibi bazı otoimmün hastalıklarda 

da kullanılan etkili bir tedavi ajanıdır (9, 10). Diğer kemoterapötikler gibi MTX de kanser 

için tedavi edici etkilerinin yanında istenmeyen etkilere de sahiptir. MTX’in başlıca yan et-

kileri hepatotoksisite ve nefrotoksisite olup hem hepatositlerde, hem de glomerüler ve tübü-

ler hücrelerde oksidatif strese neden olabilir. Özellikle hızlı bölünen hücrelerden olan kan 

kök hücreleri, trofoblast hücreleri ve gonadal hücreler, MTX’in istenmeyen etkilerine daha 

sık maruz kalabilir. Bu istenmeyen etkilerin, hücrelerde azalmış nikotinamid adenin dinük-

leotit fosfat (NADPH) seviyeleri ve artan reaktif oksijen türleri (ROT) sebebiyle oluşabile-

ceği bildirilmiştir (11). 

Antioksidanlar, ROT’un zararsızlaştırılmasına katkı yaparlar. Bu etkileriyle, kanser 

ve diğer birçok hastalığın önlenmesinde etkili oldukları yapılan çalışmalarla kanıtlanmıştır. 

Meyveler ve meyvelerdeki doğal bileşiklerin hastalıklarla mücadele etme ve sağlıklı yaşlan-

maya yardım etmedeki rolleri, tüm dünyada bilim adamlarınca araştırılmaktadır (12). Bazı 

meyvelerde bulunan antosiyanidinler ve diğer fenolikler ROT ile savaşmak için gerekli yük-

sek antioksidan özelliklere sahiptirler. Türkiye’de yaygın olarak yetiştirilen yaban mersini 

de bu maddeler yönünden zengin bir içeriğe sahiptir (5, 13). 

Yaban mersini, Vaccinium cinsine ait olup 200’ün üzerinde türe sahiptir. Yerli Av-

rupa yaban mersini (Vaccinium myrtillus), Kuzey Amerika highbush (Vaccinium 

corymbosum) ve lowbush (Vaccinium angustifolium) ise en bilinen türlerdir. Yaban mersini 
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meyveleri, geleneksel tıpta gastrointestinal sistem ve diyabetik rahatsızlıkların tedavisinde 

çay veya likör olarak kullanılmaktadır (14). Antosiyanin, flavonoid ve fenolik asit içeriğin-

den oldukça zengin olan yaban mersinindeki bu bileşiklerin; antioksidan, antimutagenik, an-

tikanserojenik, antienflamatuar, antihipertansif, antihiperlipidemik, antiproliferatif ve anti-

mikrobiyal etkileri gösterilmiştir (15).  

Doğal bir antioksidan olan yaban mersini bir serbest radikal temizleyici gibi davra-

narak serbest radikallerin; damar, bağırsak, kalp, retina gibi organlara zarar vermesini önle-

yebilir (15-18). 

Bu bilgiler ışığında çalışmamız; erişkin dişi sıçanlarda MTX’in sebep olduğu ovar-

yum hasarına karşı yüksek antioksidan içeriğe sahip yaban mersininin muhtemel iyileştirici 

etkilerinin araştırılmasını amaçlamıştır. İlave olarak güncel literatürde MTX kaynaklı ovar-

yum hasarına karşı yaban mersininin etkilerini araştıran bir çalışma bulunamamıştır. Bu ne-

denle çalışmamızla literatürdeki bu boşluğun doldurulması ve bu konuyla ilgili klinik çalış-

malara basamak olması hedeflenmiştir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Ovaryum 

16. yy’dan önce dişi testisi olarak adlandırılan ovaryum; Von Bear’ın ovaryum foli-

küllerinin memeli yumurtalarının kaynağı olduğunu keşfetmesinden sonra kadın üreme sis-

teminin temel yapılarından biri olarak kabul görmüştür (19). 

Ovaryum, dişilerin üremesi için endokrin ve ekzokrin iki ana salgılama fonksiyonuna 

sahip olup döngüsel olarak değişen salgılama yapan dinamik bir organdır (20, 21). 

Ovaryumun ekzokrin işlevi oosit üretmek iken; endokrin işlevi ise oositin olgunlaş-

masını, olgun oositin fertilizasyon için serbest bırakılmasını, ayrıca dişilerin ikincil eşey ka-

rakterlerinin oluşmasını ve gebeliğin meydana gelmesini etkin kılan steroidler üretmektir 

(22). Ovaryum dış kısımda farklı aşamalardaki foliküllerin bulunduğu korteks ve iç kısımda 

vaskülarize bağ doku yapısındaki medulladan oluşur (23) (Şekil 1). 

 

Şekil 1. Ovaryum yapısı (Eroschenko’dan, 23) 
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2.1.1. Ovaryum Embriyolojisi 

Embriyonun dişi mi erkek mi olacağı her ne kadar fertilizasyon sırasında genetik 

olarak belirlense de; gonadlar 7. haftaya kadar yapısal olarak aynı görünümdedirler (24). 

Primordiyal germ hücreleri (PGH), epiblastlardan köken alır ve erken embriyonik 

gelişim sürecinde yolk kesesi endoderm hücreleri arasında tanımlanır (24, 25). Dördüncü 

haftada göçe başlayan PGH, ilkel dorsal mezenter üzerinden geçerek altıncı haftada gonadal 

sırtlar içinde yayılmaya başlarlar. Bu dönemden önce yoğunlaşmış mezenşim ve üstündeki 

prolifere epitelden oluşan ilkel gonadlar; karın arka duvarında gonadal sırt olarak adlandırı-

lan bir çift kabarıklıktan ibarettirler (24). Bu göç sırasında PGH çoğunlukla gonada ulaşırken 

bazen hücrelerin bazıları ya da tümü dorsal mezenterde ya da mezenşimde kalarak başarı-

sızlığa uğrayabilirler. PGH’ler; ovaryumda oositin oluşmasında, testislerde spermlerin oluş-

masında rol alan diploid yapıdaki hücrelerdir (26). Eğer PGH hücreleri gonadal sırta ulaşa-

mazsa indüktif etkiden mahrum kalan gonadlar gelişemez (24, 25). 

Genetik olarak ister dişi ister erkek olsun, hem over hem de testis geliştirebilme ka-

pasitesinde olduğundan embriyonun gonadları biseksüel yani ünisekstir (27). Farklanmamış 

üniseks gonadlarda, genital sırt epitelinin çoğalarak alttaki mezenşim içinde oluşturduğu 

kordonlara primitif seks kordonları denir ve bu kordonlar yüzey epiteli ile devam ederler. 

Dişi cinsiyette daha sonra bu kordonlar, gonadın medullasına doğru uzanır ve hücre grupla-

rına ayrılarak kordon yapısını kaybeder ve yerini vasküler gevşek bağ doku yapısındaki 

ovaryum medullasına bırakır. Y geni yokluğunda yani XX kromozomu varlığında PGH de 

oogonyumlara farklanır, oogonyumlar çoğalır ve 1. Mayozun profaz evresine girerek diploid 

yapıdaki primer oositleri oluştururlar (24, 28). İntrauterin beşinci aydan önce sayı 7 milyona 

ulaşırken oositlerin bir kısmı doğumdan önce bir kısmı da çocukluk çağı süresince atreziye 

uğrar. Ancak atrezinin sonraki yıllarda da devam etmesiyle adölesana gelindiğinde kalan 

ortalama 40 bin oositten tüm üretken çağ boyunca sadece 500 kadarı olgun evreyi görebilir. 

Yüzey epiteli ise yeniden prolifere olarak yüzeyle bağlantılarını koruyan ve kortikal 

kordonlar olarak adlandırılan yeni kordonlar yapar (24). Bu kordonlar da hücre kümelerine 

ayrılır ve foliküler hücreler olarak adlandırılan yüzey epiteli kaynaklı bu hücreler her bir 

oositin etrafını çevreleyerek yedinci ayda primordiyal folikül yapısının görülmesini sağlar.  

İntrauterin dönemde oluşan primordiyal foliküllerin içindeki primer oositler menstrüel sik-

lusta seçilene kadar bu evrede beklerler ve dişinin tüm üreme çağı boyunca kullanacağı over 

rezervini oluştururlar (24, 28). 
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2.1.2. Ovaryum Anatomisi 

Ovaryumlar yaklaşık olarak uzunlukları 3 cm, genişlikleri 1.5 cm ve kalınlıkları 1 

cm olan badem şeklindeki bir çift organdır (29). Ovaryumların her biri üst kısımlarından 

ligamentum suspansoryum ovarii (süspensör ligament) ile pelvis yan duvarına; alt kısımla-

rından ise ligamentum ovarii propriyum ile uterusa asılır (30, 31) (Şekil 2).  

 

Şekil 2. Ovaryum anatomisi ve genel histolojisi (Mescher’den, 31) 

2.1.3. Ovaryum Genel Histolojisi 

Ovaryumlar germinal epitel olarak bilinen kübik ya da skuamöz tek sıra hücre taba-

kasıyla çevrilidir. Germinal epitel altında ise tunika albuginea denilen, testiste de bulu-  

nan yoğun kollajenöz bağ doku tabaka ile çevrilmiştir (23, 32, 33). Tunika albuginea taba-

kasının altında ovaryumun korteks kısmı bulunur (23, 33). 
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Ovaryum korteks ve medulla olarak adlandırılan iki ana kısımdan oluşur. Kortekste 

ovaryum foliküllerin gelişimi meydana gelir ve bu foliküller de oosit, granüloza ve teka hüc-

releri ile çevre somatik hücrelerden oluşur. Medullada ise damar ve sinir yapıları bulunur 

(19, 33). 

2.1.4. Ovaryum Foliküllerinin Gelişimi 

Dişilerde üreme devam ettiği sürece her ay, folikül gelişimine başlamak için rezerv 

folikül havuzundan bir grup primordiyal folikül etkinleştirilir. Böylece seçilmiş foliküldeki 

oositin de gelişimine kaldığı yerden devam etmesiyle döllenmeye hazır oositi içeren olgun 

(tersiyer) folikül meydana gelir (34). Primordiyal foliküller, bir antral kaviteye sahip tersiyer 

folikülü oluşturmadan önce büyüyerek sırasıyla primer (erken-geç) ve sekonder folikül ev-

relerinden geçer (22, 30, 33, 35) (Şekil 3).  

 

Şekil 3. Oogenez ve folikül gelişimi (Karakoç’tan, 35) 
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2.1.4.1. Primordiyal Folikül 

Primordiyal folikül, ovaryumda gerçekleşen folikülogenezde görülen ilk foliküldür. 

Primordiyal folikül; 1. Mayozun diploten evresinde beklemekte olan belirgin nükleoluslu 

perifer yerleşimli nükleusa sahip bir primer oosit ve onları çevreleyen tek katlı yassı granü-

loza hücrelerinin birlikteliğinden oluşmaktadır (Şekil 4). Primordiyal foliküller genellikle 

dinlenme havuzu folikülleri olarak adlandırılmaktadırlar. Primordiyal foliküllerde belirgin 

bir teka tabakası yoktur (36, 37). Dişinin üretken dönemi boyunca sürecek uzun folikül ge-

lişimi sırasında; ergenlik dönemi başlangıcında sayıları oldukça fazla olan primordiyal foli-

küllerin büyük bölümü atreziye uğrayarak kaybolacaktır (38).  

 

Şekil 4. Primordiyal folikül (Ross ve Pawlina’dan, 30) 
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2.1.4.2. Primer Folikül 

Seçilen primordiyal folikülün gelişmesi ile oosit, folikül hücreleri ve stromada bazı 

farklılıklar görülmektedir. Bu farklılıklar, primer folikül içindeki oositin büyümesi ve yassı 

olan folikül hücrelerinin küboidal şekle dönüşerek granüloza tabakasını oluşturmasıdır.  

Kübik foliküler hücreler görüldüğünde artık primer folikülden sözedilir (30) (Şekil 5). Pri-

mer folikül gelişirken; oositin çekirdeğinin yanında yerleşik olan Golgi aparatı sitoplazmada 

daha geniş alana yayılır, mitokondriler bölünür, serbest ribozomlar ve granüllü endoplazmik 

retikulum daha fazla görülmeye başlar ve oosit büyür (32). 

Primer foliküllerde zona pellusida (ZP) glikoproteinlerinin salgılanması ile (ZP1, 

ZP2, ZP3) oosit ve folikül hücreleri arasında ZP denilen ve oogenez, fertilizasyon, preimp-

lantasyon dönemlerinde görev alan özel bir tabaka oluşmaktadır (30, 39). Aralarındaki bu 

tabakaya rağmen; folikül hücreleri uzantıları ve oositler de mikrovillusları ile ZP içinden 

geçerek birbirleriyle temaslarını devam ettirirler (30, 32).  

Folikül gelişirken, stromal hücreler teka foliküli denilen kılıf ile foliküllerin etrafını 

sarar ve teka foliküli ile stratum granülozum arasında da bir bazal lamina bulunur. Gelişen 

teka foliküli; teka interna ve teka eksterna denilen iki tabakaya ayrılır ancak aralarındaki 

sınır net değildir (32). 

Tek tabakalı küboidal folikül hücresi tabakasının gelişen oositi çevrelemesi ile olu-

şan foliküle erken primer folikül denilirken; çok katmanlı granüloza hücre tabakasının oositi 

çevrelemesiyle artık oluşan folikül geç primer folikül olarak adlandırılır (30). 

 

Şekil 5. Primer folikül (Ross ve Pawlina’dan, 30) 
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2.1.4.3. Sekonder Folikül 

Sekonder folikül oluşurken primer folikülün yapısı değişir ve 8-12 tabakaya ulaşmış 

granüloza hücrelerinin aralarında sıvı dolu boşluklar görülmeye başlar (32, 33) (Şekil 6). Bu 

hücrelerin arasındaki boşluklar birleşerek içi folikül sıvısı ile dolu daha büyük boşluklar 

meydana getirir; primer oositin çapı daha da genişler ve bu foliküle artık sekonder folikül 

adı verilir (33). Visköz ve saydam olan folikül sıvısında; glikozaminoglikanlar, aralarında 

steroid bağlayıcı proteinlerin de bulunduğu birkaç protein ve bol miktarda steroid hormonlar 

bulunur (31). 

 

Şekil 6. Sekonder folikül (Ross ve Pawlina’dan, 30) 

2.1.4.4. Tersiyer Folikül 

Sekonder foliküldeki sıvı dolu boşlukların büyümesi ve birleşmesiyle artık tek bir 

boşluk haline gelen antrum çepeçevre granüloza hücresi ile döşelidir. Primer oosit bir kutba 

çekilerek etrafını saran ilk sıra granüloza hücreleri (korona radiata), ve onları çevreleyen ve 
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antrum duvarına tutturan diğer granüloza hücreleriyle (kumulus ooforusu) antrum içine sar-

kan bir tepecik oluşturur (33) (Şekil 7). 

Ovulasyondan kısa süre öncesinde gözle görülebilecek boyuta ulaşan tersiyer folikül 

içindeki primer oosit, mayoz bölünmesine devam eder ve perivitellin boşluğa bir kutup ci-

simciği atarak 2. mayozun metafazında tekrar duraksar. Oluşan haploid kromozomlu oosit 

artık sekonder oosit olarak adlandırılır (24).  

 

Şekil 7. Tersiyer folikül (Ross ve Pawlina’dan, 30) 

2.1.4.5. Atretik Folikül 

Folikül gelişiminin intrauterin dönemde başlaması gibi; bazı foliküllerde meydana 

gelen yapısal bozulma olarak tanımlanabilen atrezi de intrauterin dönemde başlar ve repro-

düktif dönemin bitişine kadar sürer. Foliküler atrezinin altında yatan mekanizmanın apopitoz 

olduğu düşünülmektedir (40, 41). 
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Atretik foliküle ait granüloza hücreleri öncelikle birbirleriyle bağlantılarını kaybe-

derler, piknotik ve koyu boyalı hücreler olarak görülürler. Daha sonra hücrelerde sitoplaz-

mik vakuoller, nükleer ve sitoplazmik kondensasyon ve fragmantasyonlar görülür ve çoğu 

ortadan kalkar. Oosit de küçülüp dejenere olurken ZP kollabe olur ancak varlığını bir süre 

daha devam ettirir (41, 42). 

Bu foliküllerin sayısının artması canlılar üzerindeki stres faktörünün artmasıyla da 

ilşkilidir (43). 

2.1.5. Over Rezervi 

Over rezervi, geleneksel anlamda dişilerin üreme verimliliğini, ovaryumların barın-

dırdığı oosit miktarını ve bu oositlerin kalite durumunu ifade etmekle birlikte; modern an-

lamda oositin kalitesinden daha çok oosit sayısıyla ilişkili bir durum olarak tanımlanmakta-

dır (44).  

Klinikte over rezervini belirlemede; biyokimyasal olarak inhibin, östradiol, folikül 

stümüle edici hormon (FSH), anti mülleriyan hormon (AMH) gibi hormonların ölçümü, fo-

likül sayımının yapılması ve ovaryum boyutlarının ölçülmesi gibi ultrasonografik ölçümler 

kullanılmaktadır (45). Bu testler her ne kadar klinik için yaygın ve kullanışlı olsa da deneysel 

çalışmalarda histolojik olarak yapılan folikül sayımları over rezervini belirlemede etkin ve 

önemli bir yöntemdir (46). 

Dişiler doğduklarında yaklaşık olarak 2 milyon foliküle sahiptirler ve bu folikül sa-

yısı doğal bir süreç olarak menarşın başında 40.000’e düşmektedir. Bir kadının folikül sayı-

sında 30’lu yaşlardan sonra aşırı bir azalma meydana gelir ve folikül sayısı yaklaşık olarak 

25.000 civarına iner (47, 48). 

Dişi ovaryumları, ergenlik döneminden menopoz dönemine kadar, primordiyal foli-

küllerde yerleşmiş ve döllenme yeteneği olan oositlere sahiptirler (49). Yaşa bağlı olarak 

over rezervinde azalma olması; geri döndürülemeyen ve dişilerde bulunan primordiyal foli-

küllerin sayısının azalmasıyla birliktelik gösteren bir süreçtir (48).  

Genetik bazı anomaliler, pelvik bölgeye radyoterapi uygulanması ve sistemik kemo-

terapötik kullanımı gibi bazı faktörler de oosit kalite ve sayısında bozulmaya neden olarak 

fertiliteyi düşürebilir (45). 
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Kemoterapötik ilaçların foliküller üzerinde gösterdikleri direkt toksik etkinin ya-

nında ovariyan vasküler yapıda ve bağ dokuda yaptıkları olumsuz etki de ovariyan hasara 

katkıda bulunabilir (46).  

2.2. Metotreksat 

İlk olarak çocukluk lösemisinin tedavisinde kullanılan MTX, bir folik asit antagonisti 

olarak deoksiribonükleik asit (DNA) ve ribonükleik asit (RNA) sentezinde görev alan dihid-

rofolat redüktaz enzim inhibitörü olan bir ilaçtır (50, 51). 

Malign tümörlerin tedavisinde kullanılan MTX; bunların yanısıra psöriyazis, psöri-

yatik artrit ve romatoid artrit gibi non malign bazı kronik hastalıkların tedavisinde de immü-

niteyi baskılamak amacıyla kullanılmaktadır (50, 52). 

2.2.1. Kimyasal Yapısı 

MTX (C2OH22N8O5), DNA sentez ve tamirinden sorumlu olan dihidrofolat redüktaza 

bağlanıp; timidilat ve pürin sentezini bozarak ve hücre proliferasyonunu azaltarak birçok 

metabolik yola etki eder. Pteridin halkalı folik asitin ilave bir amino grubu (NH2) ve bir metil 

grubu (CH3) eklenmiş bir analoğu olan MTX, antienflamatuar ve immünosupresif etkilere 

de sahiptir (53-56) (Şekil 8). 

 

Şekil 8. MTX’in moleküler yapısı (Ma’dan, 51) 

2.2.2. Etki Mekanizması 

MTX; DNA sentezini bozar ve aktif T hücrelerinin apopitozunun gerçekleşmesine 

yol açarak nötrofillerdeki kemotaksiyi baskılar. Ayrıca proinflamatuvar sitokin sentezinin 
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azaltılmasını sağlar (55, 57). Sonuç olarak MTX, hücre metabolizmasında tetrahidrofolat 

bağımlı tüm basamakları bozar (53). 

2.2.3. Yan Etkileri 

Diğer pek çok kemoterapötik gibi MTX de tedavi edici etkilerinin yanında çok sayıda 

organ ve dokuda neden olduğu hasara bağlı yan etkilere sahiptir. Miyelosüpresyon, mukozit, 

nefrotoksisite, hepatotoksisite ve akut veya kronik ensefalopati ile nörotoksisite bunlardan 

bazıları olup doz artışı bu etkileri artırmaktadır. Bunların yanında bulantı, mide şikayetleri, 

saç dökülmesi, ishal ve bağırsak iltihabı da MTX tedavilerinde en sık rastlanan yan etkiler-

dendir (58, 59). İlave olarak uzun süreli ve kümülatif MTX dozları erken ovariyan yetmez-

liğe ve erken menapoza da neden olabilir (60).  

2.3. Serbest Radikaller, Oksidatif Stres ve Antioksidanlar 

Serbest radikaller; bir ya da daha fazla sayıdaki eşleşmemiş elektronlu ve kararsız 

kimyasal yapılar olup biyolojik sistemlerde normal aerobik metabolizmanın sonucu üretil-

melerinin yanında homeostazisi bozan hastalık, radyasyon ve bazı kimyasalların neden ol-

duğu anormal reaksiyonlar sonucunda da ortaya çıkabilirler (61-63). 

Organizmada; hidroksil, süperoksit ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen türleri 

(ROT) olarak adlandırılan oksijen kökenli serbest radikallere ilave olarak karbon ve azot 

kökenli serbest radikaller de bolca bulunur. Aktif moleküller olan serbest radikaller; hücre 

sinyal yolakları, apopitozis ve prostoglandin sentezi gibi pek çok fizyolojik olayda önemli 

rol oynarlar (63-65). 

Normal şartlarda hücrelerin oksijen kullanımıyla mitokondri tarafından üretilen 

ROT’un antioksidan sistemlerce dengelenmeyen aşırı üretimi; hücrede lipitlere, proteinlere 

zarar verebilir ve nükleik asitleri bozarak DNA zincir kırıklarına neden olabilir (64-67).  

Oksidatif stres; artan veya antioksidan sistemlerce nötralize edilemeyen ROT’un 

hücre ve dokularda yarattığı hasarı temsil eder. Artan oksidatif stres; hipertansiyon ve ate-

roskleroz gibi kardiyovasküler, alzheimer ve demans gibi nörolojik, romatoid artrit gibi oto-

immün hastalıklarda ve hatta kanser patogenezinde rol oynamaktadır (66). İlave olarak kadın 

infertilitesi ve gametleri üzerinde de oksidatif stresin negatif etkileri bilinmektedir (68). 

Bu nedenle oksidatif stresi önlemek, artan ROT’ları zararsızlaştırmak ve olumsuz 

etkilerini nötralize etmek için görev yapan; organizmada üretilen endojen ve dışarıdan be-
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sinlerle alınan ekzojen antioksidanlar oldukça önemlidir (66, 69, 70). Endojen antioksidan-

lar; serbest radikallere karşı enzimatik ve enzimatik olmayan bir savunma sistemi oluşturur-

lar. Enzimatik endojen antioksidanlar; SOD, CAT, glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon 

redüktaz (GR) gibi enzimlerden oluşurken; non enzimatik endojen antioksidanlar ise lipoik 

asit, biluribin, ferritin, laktoferrin, seruloplazmin ve glutatyon (GSH) gibi bileşiklerdir (66, 

69). 

Enzimatik bir antioksidan olan SOD enzimi, bir ROT olan süperoksitten yine bir 

başka ROT olan hidrojen peroksit oluşumunu katalizleyerek ROT zararsızlaştırılmasındaki 

ilk basamakta rol oynar (Şekil 9). Oluşan hidrojen peroksit ise CAT ve GPx tarafından ka-

talizlenen başka bir reaksiyonla suya dönüştürülerek zararsızlaştırılır (70). 

 

Şekil 9. SOD enziminin süperoksitten hidrojen peroksit katalizi (Valko’dan, 62) 

Oksidan ve antioksidan sistemler arasındaki dengenin herhangi bir sebeple bozul-

ması sonucunda artan ROT, biyolojik membranlarda lipit peroksidasyonunun başlamasına 

neden olabilir. Bu zincirleme devam eden peroksidasyon reaksiyonları sonucunda MDA, 

akrolein ve 4-Hidroksinonenal (HNE) gibi bileşikler oluşur ve bu bileşiklerden özellikle 

MDA membranlar gibi yoğun lipid içeren yapılarda ROT’a bağlı hasarın önemli göstergele-

rindendir (71, 72). Nötralize edilemeyen ROT’un DNA’daki nükleik asitlere saldırısı sıra-

sında oluşan 8-OHdG ise ROT kaynaklı DNA hasarının tespitinde kullanılmaktadır (73). 

TAS ölçümü ise, besinlerin ve canlı organizmaların antioksidan seviyesini belirle-

mede çok sık kullanılan bir yöntemdir (74). Biyolojik canlılarda fazla sayıda oksidan ve 

antioksidan molekül bulunması ve bunların her birinin ayrı ayrı tespit edilmesinin hem 

maddi hem manevi olarak zor bir işlem olmasından dolayı TAS ve TOS seviyelerinin öl-

çümü kullanışlı olabilir (75, 76). Organizmadaki oksidatif stresin belirteci olan OSİ de 

TOS’un TAS’a oranının yüzdesi olarak tanımlanmaktadır (76). 

Serbest radikallerin olumsuz etkilerinden kaçınmak ve bağışıklık sistemini güçlen-

dirmek için antioksidan enzim bakımından zengin gıdaların tüketilmesi büyük önem taşır 
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(69, 77). Bitki ve meyvelerde bulunan fenolikler, flavonoidler ve vitaminler yüksek derecede 

antioksidan bileşiklerdir (78). Bitkiler, bu oldukça zengin antioksidan içerikleri sayesinde 

serbest radikallerle savaşarak oksidatif stres kaynaklı hastalıkların tedavi ve önlenmesinde 

faydalı olabilirler (69). 

2.4. Yaban Mersininin Genel Özellikleri 

Kanser, kardiyovasküler hastalıklar ve serebrovasküler hastalıklar gibi patolojik du-

rumlara karşı savunmada; meyve tüketiminin önemli bir yeri vardır ve bunun nedeni, bu 

gıdalardaki antioksidan vitaminler ve polifenolik antioksidanlardır (79). Geçmişte tıbbi bir 

bitki olarak bilinen yaban mersini de antioksidan kapasitesi ve antikanserojen etkileri nede-

niyle neredeyse dünyanın hemen heryerinde günden güne popüleritesini arttıran bir meyve 

olmuştur (80) (Resim 1). 

Ericaceae familyasından olan Vaccinium; ılıman iklim koşullarında yetişen ve kışın 

yapraklarını döken üzümsü, mavi- siyah veya mor renkte bir meyvedir (80, 81). 

 

Resim 1. Yaban mersini meyvesi ( 2019, Trabzon) 
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Antioksidan kapasite ve antikanserojenik etkileri nedeniyle dünyada özellikle Kuzey 

Amerika ve batı Asya da; ülkemizde ise Artvin, Rize, Trabzon, Ordu, Giresun, Gümüşhane, 

Samsun, Sinop, Kastamonu, Zonguldak, Bolu, Bartın, Düzce, Kocaeli, Sakarya, İstanbul, 

Kırklareli, Bursa, Balıkesir, Erzurum ve Ardahan gibi illerde yetişmektedir. 

Dünyada yaban mersini olarak bilinen Vaccinium’un Türkiye'de, V. Vitis-idea, V. 

myrtillus, V. uligunosum ve V. arctostaphyllos gibi türleri mevcuttur. Yaban mersini; Rize'de 

likapa ve kaskanaka, Trabzon'da ligarba, Artvin'de mostvi, morsvi ve merhauk, Ordu ve Gi-

resun'da çalı çileği, Ardahan'da göğen ve diğer illerde çay üzümü ve ayı üzümü gibi değişik 

isimlerle anılmaktadır (80, 82). 

Yaban mersini; yapısında oldukça fazla miktarlarda doğal antioksidanlar, antikarsi-

nojenler, fenolik asitler ve flavonoidler bulundurur. Meyvelerdeki flavonoid alt gruplarından 

olan antosiyaninler, toksik etkiler göstermeyen ve birçok hastalığın engellenmesinde antiok-

sidan etkiye sahip ilgi çekici renklerdeki pigmentlerdir (80, 83). Antioksidan etkileri oldukça 

fazla olan antosiyaninler, serbest radikalleri zararsızlaştırarak kanser ve diğer birçok hasta-

lığın önlenmesinde önemli etkiye sahiptir (84-87). Yabani bir meyve olan yaban mersini de 

tadının iyi olması yanında; yapısında bulunan askorbik asit, polifenoller ve 15 farklı antosi-

yaninin sağladığı antioksidan özellikler nedeniyle faydalı bir meyvedir. Siyanidin-3 gluko-

zit, delfinidin-3-glukozit, malvidin-3-glukozit, petunidin-3-glukozit ve delfinidin-3-galakto-

sid (%8.98) yaban mersininde bulunan başlıca temel antosiyaninlerdir (80, 83). 

Bazı deneysel çalışmalar, yaban mersininin bir serbest radikal temizleyicisi gibi dav-

ranarak; damar dokuları, bağırsak, kalp ve retina gibi organlarda serbest radikallere bağlı 

hasarı önlediğini göstermiştir (13, 15). 

Sonuç olarak yaban mersini, antioksidan ve antikanserojen etkilerinin yanında anti-

enflamatuar, antimikrobiyal, hipoglisemik, kardiyoprotektif ve nöroprotektif etkilere sahip 

fonksiyonel bir besindir (88). 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1. Deneysel Çalışma Aşaması 

Bu çalışma, Karadeniz Teknik Üniversitesi (KTÜ) Hayvan Deneyleri Yerel Etik Ku-

rulunun 2018/23 numaralı izni ile gerçekleştirilmiş (EK.1) ve KTÜ Bilimsel Araştırma Pro-

jeleri Birimi tarafından desteklenmiştir (Proje Numarası: TYL-2019-8298). 

3.2. Deney Hayvanları, Laboratuvar Koşulları ve Deney Uygulamaları 

Deney hayvanı olarak kullanılan sıçanlar, KTÜ Cerrahi Uygulama ve Araştırma 

Merkezi (KTÜCAM)’nden temin edildi. Çalışmadaki sıçanların tümünün bakımı ve barın-

ması KTÜCAM tarafından sağlandı; bu şekilde sıçanların çevre stresi ve çevreye uyum 

problemleri yaşamasının önüne geçilmeye çalışıldı. Çalışmada 8-10 haftalık 21 adet Spraque 

Dawley cinsi erişkin dişi sıçan kullanıldı. 5 günlük deney süresince laboratuvarın sıcaklığı 

ortalama 22±2°C, nisbi nem ortalama %50±5 olarak ayarlandı ve sıçanların bir günlük dön-

güsü 12 saat aydınlık 12 saat karanlık olacak şekilde aydınlatma sağlandı. Tüm sıçanlar, 

standart Tip III kafeslerde ve kafes üstlerine yerleştirilmiş kolayca ulaşabilecekleri standart 

sıçan yemi ve çeşme suyu ile beslenerek stres faktörlerinden uzak tutuldular (Resim 2). 

 

Resim 2. Sıçanlar ve deney boyunca bakımın sağlandığı standart tip III kafesler 
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Deneye dahil edilen sıçanlar her grupta 7 sıçan olmak üzere rastgele seçilerek 3 gruba 

ayrıldı. Herhangi bir işlem uygulanmayan kontrol grubu, deneyin ilk günü tek doz 30 mg/kg 

ip. MTX verilen MTX grubu ve deneyin ilk günü tek doz 30 mg/kg ip. MTX verildikten 

sonra aynı günden başlanarak 5 gün boyunca oral gavajla 200 mg/kg hazırlanmış YME ve-

rilen MTX+YME grubu oluşturuldu ve ilaç dozları literatüre göre belirlendi (89, 90) (Şekil 

10) (Resim 3, 4). 

 

Şekil 10. Deney grupları ve deney uygulamaları 

 

Resim 3. Bir deneğe MTX uygulaması 
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Resim 4. Gavaj için hazırlanmış YME ve YME’nin gavaj yoluyla verilmesi 

Deneyin sonunda hayvanlar derin anestezi altında kansızlaştırma yöntemi ile sakri-

fiye edildi. Ovaryumlar cerrahi olarak çıkarıldı (Resim 5). Sağ ovaryum dokuları %10 for-

malin ile tespit edildi ve sol ovaryum dokuları biyokimyasal analize kadar -80°C'de saklandı. 

3.3. Etanollü YME Hazırlanması 

Bu çalışmada kullanılan olgun yaban mersini meyve örnekleri 2019 yılı yaz mevsi-

minde Trabzon’dan toplandı ve toplanan meyve numuneleri çeşitli işlemlerden geçirilerek 

YME hazırlandı (91, 92) (Tablo 1). Aşağıdaki protokole göre hazırlanan etanollü YME, de-

neyde kullanılmak üzere 4˚C’de karanlıkta saklandı. 

Tablo 1. Etanollü YME hazırlama işlem basamakları 

İşlem No Yapılan İşlem 

1 Yaban mersini meyve örnekleri 20 gün boyunca 45˚C’de kurutuldu. 

2 Laboratuvar değirmeni (Retsch ZM200, Haan, Almanya) ile toz haline getirildi. 

3 Toz halindeki örnekten 3 gr alınarak 30 mL saf etanol ile karıştırıldı. 

4 
Karışım vortekslendi ve sonra 45˚C’de 150 rpm’de sürekli çalkalanarak 24 saatlik inkübas-

yona bırakıldı. 

5 Karışım 1800 xg’de 10 dakika santrifüjlendi. 

6 Süpernatan, önce süzgeç kağıdından süzüldü ve sonra 0.2 m’lik filtreden geçirildi. 

7 Hazırlanan etanollü YME, deneyde kullanılmak üzere 4˚C’de, karanlıkta saklandı. 
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3.3.1. YME’nin Toplam Fenolik İçeriğinin Belirlenmesi 

YME’nin toplam fenolik madde içeriği, modifiye edilmiş Folin-Ciocalteu yöntemine 

göre spektrofotometrik olarak belirlendi (93). 

Buna göre; 12 L örnek için Tablo 2’deki işlemler uygulandı ve toplam fenolik içerik tayi-

ninde kullanılan gallik asit standart grafiği oluşturuldu (Şekil 11) (94).  

Tablo 2. YME’nin toplam fenolik içeriğinin belirlenmesi 

İşlem No Yapılan İşlem 

1 
12.5 L örnek, 62.5 uL Folin reaktifi ve 125 L %20 lik sodyum karbonat çözeltisi ile karıştı-

rıldı. 

2 Karışım oda sıcaklığında 30 dakika boyunca inkübasyona bırakıldı. 

3 
760 nm de mikropleyt okuyucu spektrofotometrede (Molecular Devices Versamax, California, 

ABD) absorbans ölçümü yapıldı. 

4 
Standart olarak gallik asit kullanılarak toplam fenolik madde miktarı her g örnek başına mg 

gallik aside eşdeğer (mg GAE/g örnek) olarak hesaplandı. 

5 Ölçümler üç kez yinelenerek sonuçlar aritmetik ortalama±standart sapma olarak verildi. 

 

Şekil 11. Toplam fenolik içerik belirlenmesinde kullanılan standart grafiği 

3.3.2. YME’nin Toplam Flavonoid İçeriğinin Belirlenmesi 

Aliminyum klorür kolorimetrik yöntemi kullanılarak YME’nin toplam flavonoid içe-

riği belirlendi (95). Buna göre; 20 L örnek için Tablo 3’teki işlemler uygulandı ve toplam 

flavonoid içerik tayininde kullanılan kuersetin standart grafiği Şekil 12’de verildi (96).  
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Tablo 3. YME’nin toplam flavonoid içeriğinin belirlenmesi 

İşlem No Yapılan İşlem 

1 
20 L örnek, 172 L %80’lik etanol, 4 L %10’luk alüminyum klorür ve 4 L 1 M potas-

yum asetat çözeltisi ile karıştırıldı. 

2 Karışım oda sıcaklığında, karanlıkta 40 dakika inkübasyona bırakıldı. 

3 
415 nm’de mikropleyt okuyucu spektrofotometrede (Molecular Devices Versamax, Cali-

fornia, ABD) absorbans ölçümü yapıldı. 

4 
Standart için kuersetin kullanılarak toplam flavonoid madde miktarı g örnek başına mg ku-

ersetin eşdeğeri (mg KE/g örnek) olarak hesaplandı. 

5 Ölçümler üç kez tekrarlanarak sonuçlar aritmetik ortalama±standart sapma olarak verildi. 

 

Şekil 12. Toplam flavonoid içerik belirlenmesinde kullanılan standart grafiği 

3.3.3. YME’nin Demir İndirgeyici Gücünün Belirlenmesi 

Oyaizu’nun geliştirmiş olduğu yöntem modifiye edilerek YME’ye ait demir indirgeyici güç 

belirlendi (97) (Tablo 4). Standart olarak troloks kullanılarak YME’nin demir indirgeyici 

gücü belirlendi ve İndirgeyici güç tayininde kullanılan troloks standart grafiği oluşturuldu 

(98) (Şekil 13). 
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Tablo 4. YME’ye ait demir indirgeyici gücün belirlenmesi 

İşlem No Yapılan İşlem 

1 
40 L numune, 100 L 0.2 M fosfat tamponu (pH:6.6) ve 100 L potasyum ferrisiyanat ile 

karıştırıldı 

2 Karışım 50°C’de inkübe 20 dakika edildi ve sonra su altında soğutma yapıldı 

3 Karışım üzerine 100 L %10’luk trikloroasetik asit eklendi 

4 Karışıma, 3000xg’de 10 dakika santrifüj uygulandı 

5 Üst fazlardan 100 er L örnek alınarak 96 kuyucuklu mikropleyte aktarıldı. 

6 
Mikropleytlerdeki örnekler üzerine 100 er L distile su ve 200 L demir (III) klorür ek-

lendi. 

7 Elde edilen son karışım oda sıcaklığında 5 dakika inkübe edildi 

8 
Süre sonunda 700 nm’de mikropleyt okuyucu spektrofotometrede (Molecular Devices, 

Versamax, California, ABD) absorbans ölçümü gerçekleştirildi 

9 
Standart olarak troloks kullanılarak YME’nin demir indirgeyici gücü g örnek başına mg 

troloks eşdeğeri (TE/g örnek) olarak hesaplandı. 

10 Ölçümler üç kez yinelenerek sonuçlar aritmetik ortalama±standart sapma olarak verildi. 

 

Şekil 13. Demir indirgeyici güç belirlenmesinde kullanılan standart grafiği 

Antioksidanların aktive edilmesi için yapılan tüm analizlerde analitik veya yüksek 

performanslı sıvı kromatografisi (HPLC) sınıfı saflıkta olan kimyasallar (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, ABD) kullanıldı. 
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3.4. Histolojik Analizler 

3.4.1. Ovaryum Doku Numunelerinin Elde Edilmesi 

Deneyin 6. gününde derin anestezi altındaki sıçanlar; dorso-ventral olarak diseksiyon 

tahtasına yatırıldı ve bisturi ile abdominal orta hattan deri insizyonu yapıldı. Daha sonra pens 

yardımıyla künt diseksiyon ile periton açılarak, sağ ve sol ovaryumlar etraflarındaki yağ ta-

bakası ile birlikte çıkarıldı. Sonra ovaryumlara zarar vermeyecek şekilde etraflarındaki yağ 

dokusundan temizleme işlemi gerçekleştirildi (Resim 5). Temizlenen sağ ovaryumlar bütün 

olarak takip kasetlerine yerleştirilip numaralandırılarak %10’luk formalin solüsyonunda tes-

pit işlemine alındı. Sol ovaryumlar soğutulmuş serum fizyolojik (SF) içinde yağ dokuların-

dan temizlenip numaralanmış ependorflara konularak biyokimyasal değerlendirmeler yapı-

lıncaya kadar -80 oC’de saklandı. 

 

Resim 5. Sıçanlarda ovaryumların çıkarılması 

3.4.2. Dokuların Takip, Histolojik Boyama ve Değerlendirme Aşamaları 

Etraflarındaki yağ dokuları uzaklaştırılan tüm sağ ovaryum dokularına 3 gün 

%10’luk formalin solüsyonunda tespit işlemi uygulandı. Fikse olan dokular laboratuvarları-

mızdaki tam otomatik takip cihazı (Thermo Scientific Excelsior AS, Thermo Shandon Li-

mited, Runcorn, UK) ile rutin doku takibi yapılarak, doku gömme cihazı (Leica HistoCore 

Arcadia Embedding System, Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Almanya) ile 

parafine gömüldü ve parafin bloklar elde edildi. 
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Parafin bloklardan KTÜ Tıp Fakültesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalı labo-

ratuarlarındaki yarı otomatik mikrotom cihazı (Leica Biosystems RM2245 Semi-Automated 

Rotary Microtome, Leica Microsystems Ltd., Nussloch, Almanya) yardımıyla önce 20 

μm’lik kesitlerle trimleme işlemi yapılarak dokuya ulaşıldı. Daha sonra dokuya ulaşıldığında 

dokudan 5 μm’lik seri kesitler alındı. Alınan kesitler benmari içine konularak sıcak su ile 

kırışıkların açılması için bekletildi ve açılan dokular rodajlı lamlar üzerine alındı. 

3.4.2.1. Hematoksilen ve Eozin (H&E) Boyama Yöntemi 

Alınan ovaryum kesitlerinden her denek için rastgele seçilen beş kesit H&E boyama 

için zembillere yerleştirildi ve parafinin uzaklaştırılması için 58°C’lik etüvde 1 saat bekle-

tildi. Parafini eriyen kesitler daha sonra uygun protokole göre belirli sürelerde belirtilen kim-

yasallarda tutularak boyandı (Tablo 5). 

Tablo 5. H&E boyama aşamaları 

İşlem İşlem Süresi 

Ksilen 5 dakika 

Ksilen 5 dakika 

%100’lük alkol 5 dakika 

%96’lık alkol 5 dakika 

%70’lik alkol 5 dakika 

Distile su ile hidrasyon 2-3 dakika 

Hematoksilen 35 saniye 

Musluk suyu ile yıkama 5 dakika 

Asit alkol Batır çıkar 

Distile su yıkama 1 dakika 

Amonyaklı su 10 saniye 

Distile su yıkama 1 dakika 

Eozin 30 saniye 

Distile su yıkama 1 dakika 

%70’lik alkol 5 dakika 

%96’lık alkol 5 dakika 

%100’lük alkol 5 dakika 

Ksilen 5dakika 

Ksilen 5 dakika 

Entellan ve lamel ile kapatma  
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3.4.2.2. Masson Trikrom Boyama Yöntemi 

Masson Trikrom ile yapılacak boyama için alınan kesitler 58°C’lik etüvde 1 saat 

bekletilip parafin eridikten sonra ksilen ve azalan alkol serilerinden geçirilerek deparafini-

zasyon işlemi uygulandı. Daha sonra her bir kesit üzerindeki dokular, üretici firma direktif-

leri doğrultusunda GBL® Masson Trikrom Boyama Seti (Ürün Kodu: 5022-100, GBL Gül 

Biyoloji Laboratuvarı Sanayi ve Ticaret Limited Şirketi, Türkiye) kullanılarak boyandı 

(Tablo 6). 

Tablo 6. Masson Trikrom boyama aşamaları 

İşlem İşlem Süresi 

5 damla A- Weigert demirli hematoksilen ve 5 damla B- Weigert demirli hematoksilen 

karıştırılma ve doku üzeri kaplama 
10 dakika 

Ayıraç uzaklaştırma  

Kurutma 30-60 dakika 

10 damla C- Pikrik asit alkolik çözeltisi ile kaplama 4 dakika 

Ayıraç uzaklaştırma  

Distile su ile yıkama 3-4 saniye 

10 damla D- Gelincik kızılı fuksin çözeltisi ile kaplama 4 dakika 

Ayıraç uzaklaştırma  

Distile su ile yıkama 3-4 saniye 

10 damla E- Fosfomolibdik asit çözeltisi ile kaplama 10 dakika 

Ayıraç uzaklaştırma  

Kurutma 5 dakika 

Entellan ve lamel ile kapatma  

3.4.2.3. Histolojik Değerlendirme Yöntemi 

Tespit ve takip işlemlerinden geçirilip daha sonra parafin bloklardan alınan ve H&E 

ile boyanan kesitler ışık mikroskobunda (Olympus BX 51, Japonya) histopatolojik değişik-

likler açısından değerlendirildi ve fotoğraflandı (Olympus, DP 71, Japonya).  

Dokudaki vasküler konjesyon; (vasküler konjesyon yok: 0, hafif vasküler konjesyon: 

1, orta vasküler konjesyon: 2, şiddetli vasküler konjesyon: 3 olacak şekilde) derecelendirildi. 

İlave olarak bu kesitlerdeki tüm (primordiyal, primer, sekonder, tersiyer ve atretik) foliküller 

belirlenerek ayrı ayrı sayıldı (99) (Resim 6). 
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Masson Trikrom ile boyanan kesitlerde de fibröz doku ve kollajen artışı (fibröz doku 

ve kollajen artışı yok: 0, hafif fibröz doku ve kollajen artışı: 1, orta fibröz doku ve kollajen 

artışı: 2, şiddetli fibröz doku ve kollajen artışı: 3 olacak şekilde) sınıflandı. 

 

Resim 6. Sıçan ovaryum dokusuna ait bir kesitte korpus luteum (mavi ay), primordiyal foli-

kül (turuncu ok), erken (tek katlı) primer folikül (sarı çember), sekonder folikül 

(beyaz çember), içinde oosit (beyaz yıldız) ve ZP (mavi ok başı) görülmekte 

(H&E x 400) 

3.5. Biyokimyasal İncelemeler 

Sıçanlardan alınan sol ovaryum dokularında; 

 MDA, 

 8-OHdG, 

 TAS ve TOS, 

 OSİ, 

 SOD, 

 CAT ve 

 Kaspaz-3 seviyeleri analiz edildi. 



27 

3.5.1. Doku Örneklerinin Alınması ve Hazırlanışı 

Dişi sıçanlardan alınan sol ovaryumlarda, belirtilen oksidan ve antioksidan parametrelerin 

belirlenebilmesi için dokulara öncelikle aşağıdaki işlemler uygulandı (Tablo 7). 

Tablo 7. Biyokimyasal parametrelerin ölçümü için dokuların hazırlanışı  

İşlem No Yapılan İşlem 

1 Dokuların herbirinden yaklaşık 30’ar mg’lık kesimler yapıldı. 

2 
Dokular homejenizatör (IKA Ultra-Turrax T-25, Staufen im Breisgau, Almanya) yardımı ile 

2 mL fosfat tamponu (PBS, pH: 7.4) içinde 9500 rpm’de homojenize edildi. 

3 Elde edilen homojenatlar 1800xg’de 10 dakika santrifüje edildi. 

4 Tüm parametrelerin ölçümü elde edilen süpernatanlarda yapıldı. 

3.5.2. Doku Örneklerinin Protein Miktarının Belirlenmesi 

Doku örneklerindeki protein miktarları; üretici firmanın tavsiyeleri ile ticari kit 

(Thermo Scientific Pierce BCA Protein Assay Kit, Cat No: 23227, Rockford, lL, ABD) kul-

lanılarak belirlendi ve sonuçlar mg/mL cinsinden hesaplandı. Dokularda Enzyme Linked 

Immuno Sorbent Assay (ELISA) kitleri kullanılarak ölçülen tüm biyokimyasal parametrele-

rin seviyeleri, standardizasyonu sağlamak amacıyla hesaplanan örnek protein miktarlarına 

oranlanarak ve mg protein başına olacak şekilde verildi. 

3.5.3. Ovaryum Dokusu MDA Tayini 

Doku örneklerinin MDA seviyeleri, üretici firmanın tavsiyeleri ile ELISA kit (YL-

Biont, Cat No: YLA0029RA, Shanghai, Çin) kullanılarak belirlendi. Sonuçlar nmol/mg pro-

tein birimiyle verildi. MDA ölçümünde kullanılan standart grafiği Şekil 14’de gösterildi. 
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Şekil 14. Doku MDA ölçümünde kullanılan standart grafiği 

3.5.4. Ovaryum Dokusu 8-OHdG Tayini 

Doku örneklerinin 8-OHdG seviyeleri, üretici firmanın tavsiyeleri ile ELISA kit 

(YLBiont, Cat No: YLA0061RA, Shanghai, Çin) kullanılarak belirlendi. Sonuçlar ng/mg 

protein birimiyle verildi. 8-OHdG ölçümünde kullanılan standart grafiği Şekil 15’te göste-

rildi. 

 

Şekil 15. Doku 8-OHdG ölçümünde kullanılan standart grafiği 

3.5.5. Ovaryum Dokusu TAS ve TOS Tayini 

Doku örneklerindeki TOS seviyeleri, kolorimetrik kit (Rel Assay Diagnostics, Cat 

No: RL0024, Gaziantep, Turkey) kullanılarak üretici firmanın tavsiyeleri gözetilerek belir-

lendi ve sonuçlar µmol H2O2 eşdeğeri/L birimiyle verildi. 
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Doku örneklerindeki TAS seviyeleri, üretici firmanın tavsiyeleri gözetilerek kolori-

metrik kit (Rel Assay Diagnostics, Cat No: RL0017, Gaziantep, Turkey) kullanılarak belir-

lendi ve sonuçlar mmol TE/L birimiyle verildi. 

3.5.6. Ovaryum Dokusu OSİ Tayini 

Doku örneklerindeki OSİ seviyeleri; 

“OSİ=[(TOS, µmol H2O2 eşdeğeri/L) / (TAS, µmol TE/L)] x 100” 

formülü kullanılarak hesaplandı (100). 

3.5.7. Ovaryum Dokusu SOD Tayini 

Doku örneklerinin SOD seviyeleri, üretici firmanın tavsiyeleri ile ELISA kit (YL-

Biont, Cat No: YLA0115RA, Shanghai, Çin) kullanılarak belirlendi. Sonuçlar ng/mg protein 

birimiyle verildi. Doku SOD ölçümünde kullanılan standart grafiği Şekil 16’da gösterildi. 

 

Şekil 16. Doku SOD ölçümünde kullanılan standart grafiği 

3.5.8. Ovaryum Dokusu CAT Tayini 

Doku örneklerinin CAT seviyeleri, üretici firmanın tavsiyeleri ile ELISA kit (USCN, 

Cat No: SEC418Ra, Wuhan, Çin) kullanılarak belirlendi. Sonuçlar ng/mg protein birimiyle 

verildi. Doku CAT ölçümünde kullanılan standart grafiği Şekil 17’de gösterildi. 
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Şekil 17. Doku CAT ölçümünde kullanılan standart grafiği 

3.5.9. Ovaryum Dokusu Kaspaz-3 Tayini 

Doku örneklerinin kaspaz-3 seviyeleri, üretici firmanın tavsiyeleri ile ELISA kit 

(YLBiont, Cat No: YLA0017RA, Shanghai, Çin) kullanılarak belirlendi. Sonuçlar ng/mg 

protein birimiyle verildi. Kaspaz-3 ölçümünde kullanılan standart grafiği Şekil 18’de göste-

rildi. 

 

Şekil 18. Doku kaspaz-3 ölçümünde kullanılan standart grafiği 
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3.6. İstatistiksel Analiz 

İstatistiksel analizlerde verilerin normal dağılıma uygunluğu Kolmogorov Smirnov 

testi ile değerlendirildi. Grupların karşılaştırılmasında ANOVA ve post hoc Bonferroni testi 

kullanıldı. Anlamlılık düzeyi p<0.05 olarak alındı. Elde edilen veriler ortalama±standart 

sapma olarak ifade edildi. 

  



32 

4. BULGULAR 

4.1. Histolojik Bulgular 

Kontrol, MTX, MTX+YME gruplarına ait folikül sayısı değerlendirmeleri sağ ovar-

yum dokularından elde edilen ve H&E ile boyanan kesitler üzerinde yapıldı. 

Yapılan sayımlar sonucunda elde edilen folikül sayıları istatistiksel olarak karşılaştı-

rıldığında; MTX ve MTX+YME gruplarındaki atretik folikül sayısında kontrol grubuna göre 

istatistiksel olarak anlamlı artış mevcuttu (sırasıyla p=0.008 ve p=0.044). 

İstatistiksel olarak anlamlı olmamakla birlikte primordiyal, primer ve tersiyer folikül 

sayılarında MTX ve MTX+YME grubunda kontrole göre azalma varken sekonder folikül 

sayılarında ise artış mevcuttu. MTX+YME ve MTX grubu folikül sayıları karşılaştırıldı-

ğında ise istatistiksel olarak anlamlı olmasa da MTX grubunda primordiyal, primer ve tersi-

yer folikül sayılarının MTX+YME grubuna göre düşük; atretik ve sekonder folikül sayıları-

nın yüksek olduğu görüldü (Şekil 19) (Tablo 8). 

 

Şekil 19. Gruplara ait folikül sayılarındaki değişimlerin grafiği 
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Tablo 8. Folikül sayılarının gruplar arasında karşılaştırılması 

 Primordiyal 

Folikül Sayısı 

Primer Foli-

kül Sayısı 

Sekonder Fo-

likül Sayısı 

Tersiyer Foli-

kül Sayısı 

Atretik Foli-

kül Sayısı 

Kontrol Grubu 22.85±7.60 22.14±12.26 24.85±6.74 9.571±4.577 4.71±1.88 

MTX Grubu 17.71±1.79 20.42±5.31 29.28±11.96 7.857±2.672 9.28±2.87A 

MTX+YME 

Grubu 
19.42±7.25 21.28±5.73 28.42±11.77 8.571±2.760 8.28±2.56A 

A MTX ve MTX+YME grubu atretik folikül sayısı kontrol grubuna göre yüksekti (sırasıyla p=0.008; p=0.044) 

Veriler ortalama±standart sapma olarak verildi. 

Kontrol grubunda; içinde perifer yerleşimli nükleus ve belirgin nükleolusa sahip ma-

turasyonunu tamamlamamış oosit olan primordiyal, primer, sekonder ve tersiyer foliküllerin 

ve korpus luteumun bulunduğu korteks ve kan damarlarından zengin medullaya sahip nor-

mal over dokusu izlendi (Resim 7-10).  

 

Resim 7. Kontrol grubuna ait sıçan ovaryum dokusuna ait kesitte, ovaryum medullası (sarı 

yıldız) ve korteksi (kırmızı ay) görülmekte (H&E x40) 
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Resim 8. Kontrol grubuna ait sıçan ovaryumunda korpus luteum (ay), çok katlı primer foli-

kül (mavi çember) ve primordiyal foliküller (turuncu oklar) görülmekte. Primer 

foliküller içinde primer oosit (beyaz yıldız) izlenmekte (H&E x200) 

 

Resim 9. Kontrol grubuna ait kesitte ovaryumu saran germinal epitel tabakası (beyaz ok), 

folikülü çevreleyen teka eksterna (kırmızı ok), teka interna (kırmızı çift yönlü ok) 

tabakaları ve oositi çevreleyen ZP (mavi ok başı) ve oositin nükleusu (beyaz ok 

başı) görülmekte (H&E x 400) 
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Resim 10. Kontrol grubuna ait kesitte folikülün teka eksterna (kırmızı ok), teka interna (kır-

mızı çift yönlü ok) tabakaları ve foliküle ait oositin (beyaz yıldız) ZP’si (mavi ok 

başı) görülmekte (H&E x 400) 

İlave olarak MTX grubuna ait H&E boyalı kesitlerde, bazı foliküllerde foliküler 

hücre sınırlarının kaybolduğu ve folikül içindeki oositlerin dejenere olduğu görüldü. Dokuda 

belirgin fokal nekroz alanları, ödem ve vazodilatasyon/konjesyon tespit edildi (Resim 11, 

12). MTX grubunda görülen tüm bu patolojiler, MTX+YME grubunda belirgin olarak azal-

mıştı (Resim 13, 14). 
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Resim 11. MTX grubuna ait kesitte görülen yoğun vazodilatasyon/konjesyon (kırmızı yıl-

dız), folikül hücre sınırlarının kaybolduğu fokal nekroz alanları (mavi şimşek) 

ve bir sekonder folikül (beyaz çember) izlenmekte (H&E x 200) 

 

Resim 12. MTX grubuna ait kesitte fokal nekroz alanları (mavi şimşek) ve ödem (mavi 

çarpı) izlenmekte (H&E x 400) 



37 

 

Resim 13. MTX+YME grubuna ait kesitte ovaryumun etrafını saran germinal epitel (beyaz 

ok) ve korpus luteum (ay) görülmekte. Tersiyer folikülde (yeşil çember), teka eks-

terna tabakası (kırmızı ok), teka interna tabakası (kırmızı çift yönlü ok), granüloza 

hücreleri (mavi çift yönlü ok), antrum (sarı ok), oosit (beyaz yıldız), ZP (mavi ok 

başı), korona radiata hücreleri (pembe ok) izlenmekte (H&E x200) 

 

Resim 14. MTX+YME grubuna ait bir kesitte; germinal epitel tabakası (beyaz ok), sekon-

der folikül (beyaz çember) ve ödem (mavi çarpı) görülmekte (H&E x 400) 
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Gruplara ait H&E boyalı kesitlerde görülen vazokonjesyon 0-3 arasında semikanti-

tatif olarak sınıflandığında hem MTX hem de MTX+YME grubunda kontrol grubuna göre 

belirgin vazodilatasyon/konjesyon görüldüğü; MTX+YME grubunda ise vazodilatas-

yon/konjesyonun MTX grubuna göre azaldığı gözlendi (Şekil 20). 

 

Şekil 20. Gruplara ait dokulardaki vazodilatasyon/konjesyon skorları 

Masson Trikrom ile boyanan preparatlarda; dokulardaki fibröz doku ve kollajen artışı 

0-3 arasında semikantitatif olarak skorlandı. Gruplardan hem MTX hem de MTX+YME’de 

kontrole göre belirgin fibröz doku ve kollajen artışı mevcuttu. Bu fibröz doku ve kollajen 

artışı; MTX+YME grubunda MTX grubuna göre azaldı (Şekil 21) (Resim 15-17). 

 

Şekil 21. Gruplara ait dokulardaki kollajen ve fibröz doku skorları 
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Resim 15. Kontrol grubuna ait bir kesitte primordiyal foliküller (turuncu ok) görülmekte. 

Sekonder folikül içindeki oositi çevreleyen düzenli mavi renkte ZP (mavi ok başı) 

görülmekte (Masson Trikrom, x 400) 

 

Resim 16. MTX grubuna ait kesitte, dejenere olmuş bir oositten geride kalan düzensiz ve 

sekonder foliküldeki (beyaz çember) oositi çevreleyen düzenli mavi boyanan ZP 

(mavi ok başı) izlenmekte. Yoğun mavi boyalı kollajen ve fibroz doku (yeşil yıl-

dız) artışı olduğu görülmekte (Masson Trikrom, x 400) 
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Resim 17. MTX+YME grubuna ait kesitte düzensiz mavi boyanan ZP (mavi ok başı) ve 

kollajen ve fibröz doku (yeşil yıldız) artışının azaldığı görülmekte (Masson Trik-

rom, x 400) 

4.2. Ovaryum Dokularının Biyokimyasal Bulguları 

Doku biyokimyasal değerlendirmeleri için sıçanların sol ovaryumları kullanıldı. 

MTX grubunda MDA değeri kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı artış gösterdi 

(p=0.042) (Tablo 9). Kontrol grubu ile MTX+YME grubu arasında MDA değerleri açısından 

istatistiksel fark yoktu ve MTX+YME grubu MDA değerleri istatistiksel olarak fark oluş-

turmasa da MTX’e göre düşüktü. Benzer şekilde MTX grubunda 8-OHdG değerleri de kont-

rol ve MTX+YME gruplarına göre yüksekti ancak bu yükseklik istatistiksel anlamlı değildi. 

Doku CAT ve SOD gibi antioksidan enzim ve TAS seviyeleri; MTX grubunda kont-

role ve MTX+YME’ye göre belirgin olarak düşüktü ancak istatistiksel anlam bulunamadı. 

İlave olarak MTX grubuna ait ovaryum dokularının TOS, OSİ ve Kaspaz-3 seviyelerinde 

de; kontrol ve MTX+YME gruplarına göre istatistiksel anlamlı olmayan artış tespit edildi 

(Tablo 9). 
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Tablo 9. Ovaryum dokularının biyokimyasal bulguları 

 Kontrol Grubu MTX Grubu MTX+YME Grubu 

MDA 43.34±9.87 68.00±22.47A 44.72±16.18 

8-OHdG 0.76±0.23 2.23±1.99 1.361±1.44 

CAT 101.20±30.39 73.35±19.87 87.51±23.76 

SOD 7.38±9.34 2.25±0.89 4.28±1.87 

TAS 0.13±0.04 0.09±0.06 0.13±0.10 

TOS 16.61±8.26 25.78±14.08 22.54±9.13 

OSİ 16.70±14.79 105.74±183.96 69.50±109.27 

Kaspaz-3 0.61±0.15 2.04±1.95 0.86±0.57 

A MTX grubunun MDA düzeyi kontrol grubuna göre arttı. (p=0.042).  

Veriler ortalama±standart sapma olarak verildi. 

 

  



42 

5. TARTIŞMA 

Dünyadaki ölüm sebeplerinin başında gelen ve en önemli halk sağlığı problemlerin-

den olan kanser tedavisi için yapılan uygulamalar; bir yandan kanseri tedavi ederken diğer 

yandan organizmadaki farklı sağlıklı sistemler üzerinde yüksek toksik etkiler oluşturabilir. 

Uygulanan kemoterapi ve radyoterapi gibi tedaviler; hem dişi hem de erkekte üreme siste-

minin bir parçası olan gonadlar üzerine toksik etki gösterebilirler (101, 102). Özellikle ka-

dınlarda radyoterapi ve/veya kemoterapi nedeniyle hasar gören gonadlar; prematür ovariyan 

yetmezliğe, prematür menapoza ve infertiliteye neden olabilir (101, 103, 104). 

Hem kanser tedavisinde hem de otoimmün bazı hastalıkların tedavisinde tek başına 

veya diğer kemoterapötiklerle kombine olarak kullanılan MTX’in de hem üreme hem de 

diğer sistemler üzerinde olumsuz etkileri mevcuttur (105-107) Bu olumsuz etkilerin köke-

ninde; MTX’in serbest radikal üretimini artırması ve dokularda oksidatif strese yol açması 

olabilir (108). İlave olarak MTX, antioksidan enzim sisteminin çalışmasını da bozabilir 

(109). 

Dokularda hasara neden olabilen oksidatif stres; günümüzde diyabet, koroner arter 

hastalığı ve kanser gibi pek çok hastalığın etiyolojisinden sorumlu tutulmaktadır. Organiz-

mada bulunan antioksidan enzimleri de içeren endojen antioksidan sistem ve buna ilave ola-

rak meyve-sebzelerden alınan flavonoid, karotenoid ve C vitamini gibi eksojen antioksidan-

lar; serbest radikaller ve oksidatif stresle savaşmaktadır (1, 66). 

Günümüzde kemoterapötik ilaçların toksik etkilerini azaltmak için farklı antioksi-

danların denendiği birçok çalışma yapılmıştır (11, 105, 107, 110). Yaban mersini de serbest 

radikal temizleyicisi görevi üstlenerek serbest radikallerin dokulara zarar vermesini önleye-

bilen güçlü antioksidan özelliklere sahip bir meyvedir (90, 111). Yaban mersininde bulun-

makta olan antosiyaninler, flavonoidler ve diğer fenolik bileşiklerin; antioksidan, antimuta-

genik, antikanserojenik, antienflamatuar, antihipertansif, antihiperlipidemik, antiproliferatif 

ve antimikrobiyal aktivitelere sahip olduğu bilinmektedir (15). 

Bu nedenlerle biz de çalışmamızda; dokularda oksidatif strese yol açan kemoterapö-

tik bir ajan olan MTX kaynaklı ovaryum hasarına karşı; antioksidan özelliğe sahip yaban 

mersini meyvesinin etkilerini inceledik. 

Oksidatif stres, serbest radikal üretimi ve antioksidan savunma sistemlerinin arasında 

bulunan hassas dengede bir bozulma durumunda ortaya çıkar (1, 112). Bugüne kadar birçok 
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çalışmada, MTX’in farklı organlarda oksidatif stres kaynaklı olduğu düşünülen hasarlar yap-

tığı bildirilmiştir (106, 108, 110, 113). Bu çalışmalardan birinde Asci ve ark. (114); gallik 

asitin MTX ile indüklenmiş böbrek hasarına etkilerini araştırmışlar ve çalışmalarının MTX 

grubunda oksidatif stresin gösterilmesinde etkin belirteçler olan TOS ve OSİ değerlerinin 

artarken TAS değerinin azaldığını rapor etmişlerdir. Bunun aksine MTX’le birlikte gallik 

asit verilen grupta MTX grubuna göre TOS, OSİ değerlerinin düşük ve TAS değerlerinin 

yüksek olduğunu göstermişlerdir. Bir başka çalışmada Savran ve ark. (106); MTX uygula-

nan grubun MDA düzeyinin kontrol grubuna göre daha yüksek olduğunu ve SOD, CAT ve 

GPx düzeylerinin ise daha düşük olduğunu gözlemlemişlerdir. İlave olarak MTX ile birlikte 

antioksidan olarak C vitamini verilen grupta ise MTX etkilerinin düzelerek MDA düzeyinin 

düştüğünü ve SOD, CAT ve GPx düzeylerinin ise arttığını gözlemlemişlerdir. Molsidominin 

MTX kaynaklı karaciğer hasarına karşı koruyucu etkilerinin incelendiği bir çalışmada ise; 

MTX uygulanan grupta MDA seviyesinin artmış, SOD ve CAT seviyelerinin azalmış olduğu 

bildirilmiştir (113). İlave olarak Abdel-Raheem ve Khedr (115)’in sıçanlarda MTX kaynaklı 

böbrek hasarına karşı montelukastın koruyucu etkilerini araştırdıkları bir başka çalışmada; 

MTX grubu MDA seviyesinin kontrole göre arttığı, SOD seviyesinin ise azaldığı gösteril-

miştir. Bu çalışmalardan başka iki çalışmada da böbrek dokularında MTX’in yukardaki ça-

lışmalara ve bizim çalışmamıza benzer şekilde doku MDA seviyesinde yükselmeye neden 

olduğu bildirilmiştir (116, 117). Yulug ve ark. (105) da sıçan bağırsağında MTX’e bağlı 

hasarın önlenmesinde bilinen bir antioksidan olan resveratrolün etkinliğini araştırdıkları ça-

lışmada; MTX grubunda MDA seviyesinin yükseldiğini, SOD seviyesinin azaldığını ve res-

veratrolün ise MTX’in bu olumsuz etkilerini kompanse ettiğini gözlemlemişlerdir. Ata ve 

ark. (7) ise MTX kaynaklı ovaryum hasarına karşı resveratrolün etkilerini inceledikleri ça-

lışmalarında MTX grubu ovaryum dokusunda MDA’nın kontrole göre yüksek, SOD ve 

GSH’ın düşük olduğunu ve MTX+Resveratrol grubunda ise değerlerin kontrole benzer ol-

duğunu bildirmişlerdir. MTX kaynaklı ovaryum hasarına oksitosinin etkilerinin araştırıldığı 

bir başka çalışmada da MTX’in kontrol grubuna kıyasla plazma MDA seviyelerinde artışa 

neden olduğu rapor edilmiştir (118). Yapca ve ark. (119) da MTX kaynaklı dişi üreme sis-

temindeki oksidatif hasara karşı mirtazapinin etkilerini inceledikleri çalışmalarında, MTX 

verilen gruptaki ovaryum doku MDA seviyesinin kontrol grubu ve Mirtazapin+MTX gru-

buna göre artmış olduğunu bildirmişlerdir. Pandir ve ark. (111, 120) ise sisplatine bağlı erit-

rosit ve ovaryum hasarına karşı yaban mersininin etkilerini inceledikleri iki farklı çalışmada; 

bir kemoterapötik olan sisplatinin kontrol grubuna göre doku MDA seviyelerinde artışa ve 
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antioksidan enzim seviyelerinde düşüşe neden olduğunu bildirmişlerdir. İlave olarak; sisp-

latine ek olarak YME verilen gruplarda ise YME’nin antioksidan etkisi ile doku MDA sevi-

yelerinde düşüşe ve antioksidan enzim seviyelerinde artışa neden olduğunu ortaya koymuş-

lardır.  

Bu çalışmaların sonuçlarına benzer şekilde biz de, çalışmamızda kemoterapötik ola-

rak MTX verdiğimiz grup ovaryum dokularında, lipid peroksidasyon belirteci olan MDA 

seviyelerinin kontrole göre artmış olduğunu gözlemledik. Çalışmamızda MTX grubunda tes-

pit edilen belirgin MDA artışının; ROT’un aşırı birikimiyle oluşan oksidatif stresin dokuya 

verdiği hasara bağlı olabileceğini düşündük (7, 105). Asci ve ark. (114)’nın çalışmasına ben-

zer şekilde biz de çalışmamızda, MTX grubuna ait doku TOS ve OSİ değerlerinde artış, TAS 

değerinde düşüş gördük ancak istatistiksel fark bulamadık. İlave olarak bahsedilen çalışma-

ların MTX grubunda görülen antioksidan enzim seviyelerindeki düşüşe benzer şekilde, bi-

zim MTX grubunda da diğer gruplara göre antioksidan enzimlerden CAT ve SOD seviyele-

rinde istatistiksel anlamlı olmasa da bir düşüş mevcuttu. Bu düşüşün, MTX’in antioksidan 

sistem üzerine muhtemel baskılayıcı etkilerine bağlı olabileceğini düşündük (109, 11). 

Çalışmamızda, MDA seviyeleri bakımından MTX+YME grubu ile kontrol grubu 

arasında fark yoktu. İlave olarak istatistiksel fark yaratmasa da MTX+YME grubu MDA 

değerleri MTX grubuna göre oldukça düşüktü. Bu durumu; MTX’in özellikle hücre lipidleri 

üzerinde oluşturduğu oksidatif stresin YME tarafından kompanse edilmiş olabileceği şek-

linde yorumladık (90, 120). MTX grubuna göre MTX+YME grubu SOD ve CAT düzeyle-

rinin ise, istatistiksel anlamlı olmasada, literatürde yer alan ve aralarında YME’nin de bu-

lunduğu farklı antioksidanların kullanıldığı çalışmalara benzer şekilde arttığını belirledik (7, 

105, 106, 120). Bu etkinin, yaban mersini meyvesinde bulunan flavanoidler ve antosiyanin-

ler gibi pek çok bileşiğin antioksidan özelliklerinden kaynaklanmış olabileceğini düşündük. 

İlave olarak MTX+YME grubunda; istatistiksel anlamlı olmasa da TOS ve OSİ de-

ğerlerinin MTX grubuna göre azaldığını, TAS’ın ise antioksidan olarak gallik asitin kulla-

nıldığı çalışmaya benzer şekilde arttığını belirledik (114). Bu da bize; MTX ile beraber ver-

diğimiz YME’nin; diğer çalışmalarda kullanılan C vitamini ve resveratrol gibi antioksidan-

lara benzer şekilde davranarak oksidatif stres belirteçlerinin azalıp antioksidan parametrele-

rin artışını indüklemiş olabileceğini düşündürdü (7, 106). 

Serbest radikaller ileri derecede saldırgan bileşiklerdir ve ROT’un da dahil olduğu 

bu bileşiklerin aşırı birikimi, lipidlerin ve proteinlerin yanında hücrede DNA hasarına da 
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sebep olabilir (65, 67, 112). Serbest radikallerin oluşturduğu oksidatif hasar sonucunda DNA 

zincirinde bozulmalar biyokimyasal olarak 8-OHdG seviyelerinin ölçümü ile ortaya konabi-

lir (67, 73). Arslan A ve ark. (121) yapmış oldukları çalışmada; MTX grubu sıçan bağırsak 

dokularında oksidatif stres parametrelerinden MDA, myeloperoksidaz ve 8-OHdG’in de art-

mışken antioksidan parametrelerden GSH seviyelerinde düşüş olduğunu bildirdiler. Resve-

ratrol ve famotidinin ise oksidatif stres parametrelerindeki artışı ve GSH seviyelerindeki dü-

şüşü engellediğini rapor ettiler. Biz de çalışmamızda, literatüre benzer şekilde MTX gru-

bunda 8-OHdG seviyelerinin istatistiksel anlamlı olmasa da kontrole göre arttığını belirle-

dik. MTX+YME grubunda ise 8-OHdG seviyeleri, MTX grubuna göre düşüktü ancak bu 

fark istatistiksel anlam oluşturmadı. 

Oksidatif stresin; hücre zarı lipidlerine, proteinlerine ve DNA’sına verdiği zararlar 

hücreyi apopitoza sürükleyebilir (122). Literatürde günümüze değin pek çok hücre ölümü 

çeşidi tanımlanmıştır ve apopitoz da bunlardan biridir. Apopitoz, ışık mikroskobik olarak ve 

hücrede oluşan DNA kırıklarının çeşitli yöntemlerle tespiti ile bir diğer hücre ölümü çeşidi 

olan nekrozdan kolayca ayırt edilebilen programlanmış hücre ölümüdür (123). Apopitoz; 

kaspaz adı verilen sistein aspartik proteazların seri aktivasyonu ile oluşur. Kaspaz-3 gibi 

kaspazlardaki artışın biyokimyasal olarak tespiti, dokuda apopitoz göstergelerinden biridir 

(124). 

Literatürde MTX’in dokularda apopitozu indüklediği ile ilişkili çok sayıda çalışma 

mevcuttur. Ekinci Akdemir ve ark. (125), MTX’in karaciğer dokusunda toksik etkiye sebep 

olarak 8-OHdG ve kaspaz-3 miktarlarını arttırdığını göstermişlerdir. Owumi ve ark. (126) 

ise MTX tedavisi uygulanan sıçanların hem karaciğer hem de böbreklerinde kaspaz-3 akti-

vitesinde artış olduğunu göstermiştir. Bir başka çalışmada MTX’ in ovaryum dokusunda 

neden olduğu oksidatif stresin foliküllerde apopitoza sebep olduğu TUNEL yöntemi ile gös-

terilmiştir (110). Biz de çalışmamızda MTX grubu ovaryum dokusunda, apopitozu gösteren 

kaspaz-3 değerlerinde literatürle uyumlu artış ve MTX+YME verilen grupta düşüş olduğunu 

tespit ettik. Ancak veriler istatistiksel fark oluşturmadı ve bu da bize kaspaz-3 ölçümü ya-

nında TUNEL gibi ek bir yöntemle dokuda apopitoz tayini yapamamış olmamızın çalışma-

mızın eksik yönü olabileceğini düşündürdü. 

Hücrelerde apopitoza yol açabilen MTX, dokularda ışık mikroskobik olarak da gös-

terilebilen patolojik değişikliklere neden olabilir. Literatürdeki çalışmalar; böbrek doku-



46 

sunda MTX’in, glomerüllerde bozulmalar ve atrofi, epitel hücrelerinde dejenerasyon, tübü-

ler hücre nekrozu, dokuda hemoroji ve intersitisyel ödem ve nekroz gibi patolojilere neden 

olduğunu bildirmektedir (111, 114-117, 127). Karaciğer dokusunda ise MTX’in; nekroz ve 

dejenerasyon, inflamatuvar hücre infiltrasyonu, vasküler konjesyon ve dilatasyon ve hepa-

tositlerde piknotik çekirdekler gibi olumsuz değişikliklere neden olabileceği gösterilmiştir 

(106, 125). Testis dokusunda da MTX, interstisyel alanda ödem, lümende olgunlaşmamış 

germ hücreleri, seminifer tübül çapında ve germinal epitel kalınlığında azalma gibi patolo-

jilere yol açmaktadır (128, 129). Biz de çalışmamızda, MTX’in farklı organlarda yaptığı 

hasarları gösteren bu çalışmalara benzer şekilde, over dokusunda da hasara neden olduğunu 

belirledik. 

Turkler ve ark. (107) yaptıkları çalışmada, MTX’in over dokusunda foliküler hücre-

ler ve interstisyel alanda ödem, vasküler dilatasyon ve konjesyon ve ilave olarak inflamatu-

var hücre infiltrasyonuna neden olduğunu gözlemlemişlerdir. Biz de MTX grubumuzda; 

Turkler ve ark. (107) çalışmasına benzer şekilde vazodilatasyon/konjesyon ve interstisyel 

alanda ödem tespit ettik. İlave olarak kortekste bazı follikülerde hücre sınırlarının kayboldu-

ğunu, fokal nekroz alanları oluştuğunu gördük. Shohda ve ark. (6) çalışmasında bildirdikle-

rine benzer şekilde MTX grubunda bazı foliküllerin atreziye uğradığını ve oositlerin deje-

nere olduğunu gördük. İlave olarak çalışmamızda; antioksidan olarak Turkler ve ark. 

(107)’nın kullandıkları likopen ve Shohda ve ark. (6) kullandıkları folik asite benzer şekilde 

YME’nin MTX’in yol açtığı tüm bu olumsuz etkileri azalttığını tespit ettik. İlave olarak 

Pandir ve ark. (120)’nın sisplatinle oluşturdukları over hasarını hafifletebildiğini gösterdik-

leri YME’nin; MTX’le indüklenen over hasarını da benzer şekilde azaltabildiğini gösterdik. 

Hortu ve ark. (118), MTX’in over dokusunda fibrozis yapabildiğini göstermişlerdir; benzer 

şekilde bizim MTX grubumuzda da kollajen ve fibröz doku artışı mevcuttu. Antioksidan 

özelliklere sahip Koenzim Q10 ve dut ekstraktı kullanılan çalışmalardakine benzer şekilde 

YME’nin dokudaki MTX’e bağlı fibrozisi ve aşırı kollajen birikimini azaltabildiğini gördük 

ve bunun YME kaynaklı antioksidan etkiye bağlı olabileceğini düşündük (130, 131). 

Kemoterapötik ilaçların kullanımı; overlerdeki oositlere, foliküllere, stromal hücre-

lere ve vasküler yapıya geri dönüşümsüz zararlar vererek infertiliteye neden olabilir. (46). 

Taskin ve ark. (132), kemoterapötik olarak sisplatin uyguladıkları grupta primordiyal, se-

konder ve tersiyer foliküllerin kontrol grubuna göre azaldığını tespit etmişlerdir. Gol ve ark. 
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(133) da yüksek doz MTX uyguladıkları grupta, primordiyal folikül sayısının azaldığını bil-

dirmişlerdir. Ulug ve Oner (99), ise tek yüksek doz MTX uygulamasının sadece primer, se-

konder ve total folikül sayısında; 1., 3., 5. ve 7. günlerde çoklu düşük doz MTX uygulama-

sının ise primordiyal, primer, sekonder, tersiyer ve total folikül sayılarında istatistiksel an-

lamlı azalmaya neden olduğunu göstermişlerdir. Bizim çalışmamızda da MTX grubunda her 

ne kadar literatüre benzer şekilde primordiyal, primer, tersiyer folikül sayılarında düşüş olsa 

da istatistiksel fark oluşturmadı. Bu durumun çalışmamızın denek sayısının diğer çalışma-

lara göre düşük olması ile ilişkili olabileceğini düşündük. Çalışmamızın MTX+YME gru-

bunda primordiyal, primer ve tersiyer folikül sayılarının istatistiksel fark yaratmasa da kont-

role göre düşük ancak MTX’e göre yüksek olması; YME’nin oksidatif strese karşı çalışan, 

antioksidan iyileştirici etkilerine bağlı olabilir. 

Karri ve Vanithakumari (134) yaptıkları bir çalışmada, bizim çalışmamıza benzer 

şekilde MTX’in over dokusunda atretik folikül sayısında artışa neden olduğunu bildirdiler. 

Çalışmamızda hem MTX hem de MTX+YME grubunda atretik folikül sayısının kontrole 

göre yüksekti. Foliküllerdeki atrezi artışına, MTX’in hızlı bölünen granüloza hücrelerinde 

hasara ve bu hücrelerin sentezledikleri steroid hormonlarda yetersizliğe yol açması olabile-

ceğini düşündük (134). 

Sonuç olarak çalışmamızdaki veriler ışığında; MTX’in over dokusunda başlıca MDA 

artışı ile temsil edilen oksidatif hasara, foliküllerde atreziye ve histopatolojik hasara neden 

olduğu ve oluşan bu hasarın uzun vadede over dokusunu harap edebileceğini düşündük. İlave 

olarak YME kullanımının, overdeki MTX kaynaklı olumsuz etkileri azalttığını ancak etkin 

doz ve sürenin tespiti için denek sayısının artırıldığı ilave çalışmalar yapılması gerektiğini 

düşünmekteyiz. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Dişi erişkin sıçanlarda MTX kaynaklı ovaryum hasarına karşı YME’nin koruyucu 

etkilerini incelediğimiz bu deneysel çalışmamızda; 

MTX uygulaması over dokusunda; 

1. Oksidatif stres göstergesi olan MDA değerlerinde istatistiksel olarak anlamlı 

yükselişe neden oldu. 

2. Oksidatif stres göstergesi olan 8-OHdG, TOS ve OSİ değerlerinde yükselmeye 

neden oldu ancak bu artış istatistiksel fark oluşturmadı. 

3. Antioksidan enzimlerden CAT ve SOD seviyelerinde istatistiksel fark göster-

meyen düşüşe neden oldu. 

4. Apopitoz göstergesi olan kaspaz-3 seviyelerinde istatistiksel anlamlı olmayan 

artışa neden oldu. 

5. Atretik folikül sayısında istatistiksel anlamlı bir artışa neden oldu. 

6. Fokal nekroz alanları, ödem ve vazodilatasyon/konjesyon oluşmasına ve foli-

küler hücre ve oositlerde dejenerasyona neden oldu. 

7. Kollajen ve fibroz doku artışına neden oldu. 

MTX’e ilave olarak YME uygulaması over dokusunda; 

1. MTX’in artışına neden olduğu MDA seviyelerini düşürdü ve kontrol grubuna 

yaklaştırdı. 

2. MTX’in artışına neden olduğu 8-OHdG, TOS ve OSİ değerlerinde istatistiksel 

fark yaratmayan düşüşe neden oldu.  

3. MTX’in düşürdüğü CAT ve SOD seviyelerinde istatistiksel fark göstermeyen 

artışa neden oldu. 

4. MTX’in artırdığı kaspaz-3 seviyelerinde istatistiksel anlamlı olmayan düşüşe 

neden oldu. 

5. MTX’in artırdığı atretik folikül sayısında istatistiksel anlamlı olmayan düşüşe 

neden oldu. 

6. MTX’in oluşturduğu fokal nekroz alanları, ödem, vazodilatasyon/konjes-

yonda ve oosit dejenerasyonunda belirgin azalmaya neden oldu. 

7. MTX’in indüklediği kollajen ve fibröz doku artışını azalttı. 
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Çalışmamızın sonuçları doğrultusunda yapılacak diğer çalışmalarda; 

1. MTX’in ovaryum dokusunda oluşturduğu hasarı azaltan YME’nin, dokudaki 

hasarı tamamen yok etmek veya önlemek için kullanılacak etkin süre/dozunun 

tam olarak belirlenebilmesi için farklı doz ve sürelerdeki etkileri araştırılabilir. 

2. YME’nin ovaryum dokusundaki oksidatif strese karşı moleküler düzeydeki et-

kilerini belirlemek için moleküler biyolojiden de faydalanılabilir. 

3. Foliküllerde oluşan apopitozun daha etkin belirlenebilmesi için dokuda kaspaz 

3 bakılması yanında TUNEL yöntemi veya flow sitometri gibi ek yöntemler 

de kullanılabilir. 

4. Histolojik yönden değerli bir parametre olan ve mikro yapılar hakkında daha 

ayrıntılı bilgi verebilen elektron mikroskobik inceleme de kullanılabilir. 
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