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OZET
Sicanlarda Metotreksat Kaynakhh Ovaryum Hasarina Kars1 Yaban Mersininin
(Vaccinium myrtillus) Etkilerinin Incelenmesi

Bu caligmanin amaci yoresel olarak yetisen ve antioksidan 6zellige sahip olan yaban
mersininden elde edilen ekstraktin (YME), baz1 kanser tiirleri ve romatizmal hastaliklarin
tedavisinde yaygin olarak kullanilan kemoterapotik bir ilag olan metotreksat (MTX) 1n over

dokusunda olusturacagi hasara karsi histolojik ve biyokimyasal etkilerini arastirmaktir.

Bu calismada, 21 eriskin disi sigan kullanildi. Sigcanlar rastgele her grupta 7 sican
olmak iizere 3 gruba ayrildi. Ilk grup kontrol grubu olup, higbir islem uygulanmadi. Ikinci
grup MTX grubu olup tek doz intraperitoneal (ip.) 30 mg/kg MTX uyguland1. Ugiincii grup
ise MTX+YME grubu olup; tek doz ip. 30 mg/kg MTX ve 5 giin oral gavaj ile 200 mg/kg
YME uygulandi. Deney sonunda sicanlar sakrifiye edilip ovaryumlar: ¢ikarildi. Sag ovar-
yumdan alinan kesitler, hematoksilen ve eozin (H&E) ve masson trikrom ile boyandiktan
sonra histopatolojik olarak degerlendirildi ve kesitlerdeki primordiyal, primer, sekonder, ter-
siyer ve atretik folikiiller sayildi. Ayrica sol ovaryum dokular1 biyokimyasal incelemeler i¢in
alinarak malondialdehid (MDA), katalaz (CAT), siiperoksit dismiitaz (SOD), total antioksi-
dan kapasite (TAS) ve total oksidatif kapasite (TOS), oksidatif stres indeksi (OSI), 8-okso-
deoksiguanozin (8-OHdG) ve kaspaz-3 seviyeleri analiz edildi.

Biyokimyasal incelemelerde MTX grubu MDA degerinin hem kontrole hem de
MTX+YME grubuna gére yiiksekti. MTX grubuna ait dokularda belirgin fokal nekroz alan-
lar1, vazodilatasyon/konjesyon, 6dem, dejenere oositler ve kollajen ve fibréz doku artis tes-
pit edildi. MTX+YME grubunda bu patolojik bulgularin MTX grubuna gore azaldigi go-
rildi. MTX ve MTX+YME gruplarindaki atretik folikiil sayis1 kontrol grubuna gore istatis-
tiksel olarak ytiksekti.

Sonug olarak MTX, ovaryum dokusunda oksidatif strese neden olarak histopatolojik
hasar olusturabilir; YME uygulamasi, MTX’in olusturdugu oksidatif stres ve doku hasarini

azaltmada etkili olabilir.

Anahtar Kelimeler: Infertilite, 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. GIRIS ve AMAC

Diinyadaki 6liim sebeplerinin basinda gelen kanser, baslangigta normal olan hiicre-
lerin kontrolsiiz bir sekilde boliindiigii ve anormal hiicrelerin olustugu bir siireci ifade et-
mektedir. Organizmada serbest radikallerin artmas1 ve antioksidanlarin etkilerinin azalmasi
pek ¢ok hastaligin yaninda kanser olusumunda da rol oynayabilir (1, 2).

Kanser tedavisinde uzun yillardir kullanilan kemoterapdtikler ve tedavi teknolojile-
rinde olumlu yondeki ilerlemeler kanser hastalarinda sagkalim oranlarini artirmistir. Ancak
tedavide kullanilan kemoterapotiklerin istenmeyen etkileri halen tam olarak engelleneme-
mektedir ve bu istenmeyen etkilerden biri de infertilite veya fertilitenin azalmasidir. Kadin-
larda kemoterapétik ilaglarin kullanilmasi, erken ovaryan yetmezlik ve infertiliteye sebep
olabilir (3, 4). Antioksidan tedavilerin bu olumsuz durumlar1 6nlemede etkilerinin arastiril-
dig1 birgok ¢alisma yapilmistir ve yapilmaktadir (5-7).

Kanser tedavilerinde yaygin bir sekilde kullanilmakta olan kemoterapotik ajanlardan
biri de MTXtir (8). ilave olarak MTX, dihidrofolat rediiktaz enziminin etkilerini engelleyen
bir folik asit analogu olup, romatoid artrit ve sedef hastalig1 gibi bazi otoimmiin hastaliklarda
da kullanilan etkili bir tedavi ajanidir (9, 10). Diger kemoterapétikler gibi MTX de kanser
i¢in tedavi edici etkilerinin yaninda istenmeyen etkilere de sahiptir. MTX’in baslica yan et-
kileri hepatotoksisite ve nefrotoksisite olup hem hepatositlerde, hem de glomeriiler ve tiibii-
ler hiicrelerde oksidatif strese neden olabilir. Ozellikle hizli béliinen hiicrelerden olan kan
kok hiicreleri, trofoblast hiicreleri ve gonadal hiicreler, MTX’in istenmeyen etkilerine daha
stk maruz kalabilir. Bu istenmeyen etkilerin, hiicrelerde azalmis nikotinamid adenin diniik-
leotit fosfat (NADPH) seviyeleri ve artan reaktif oksijen tiirleri (ROT) sebebiyle olusabile-
cegi bildirilmistir (11).

Antioksidanlar, ROT un zararsizlastirilmasina katki yaparlar. Bu etkileriyle, kanser
ve diger bir¢ok hastaligin 6nlenmesinde etkili olduklar1 yapilan ¢calismalarla kanitlanmistir.
Meyveler ve meyvelerdeki dogal bilesiklerin hastaliklarla miicadele etme ve saglikli yaslan-
maya yardim etmedeki rolleri, tiim diinyada bilim adamlarinca arastirilmaktadir (12). Bazi
meyvelerde bulunan antosiyanidinler ve diger fenolikler ROT ile savagmak i¢in gerekli yiik-
sek antioksidan o6zelliklere sahiptirler. Tiirkiye’de yaygin olarak yetistirilen yaban mersini
de bu maddeler yoniinden zengin bir igerige sahiptir (5, 13).

Yaban mersini, Vaccinium cinsine ait olup 200’{in {izerinde tiire sahiptir. Yerli Av-
rupa yaban mersini (Vaccinium myrtillus), Kuzey Amerika highbush (Vaccinium

corymbosum) ve lowbush (Vaccinium angustifolium) ise en bilinen tiirlerdir. Yaban mersini



meyveleri, geleneksel tipta gastrointestinal sistem ve diyabetik rahatsizliklarin tedavisinde
cay veya likor olarak kullanilmaktadir (14). Antosiyanin, flavonoid ve fenolik asit igerigin-
den oldukga zengin olan yaban mersinindeki bu bilesiklerin; antioksidan, antimutagenik, an-
tikanserojenik, antienflamatuar, antihipertansif, antihiperlipidemik, antiproliferatif ve anti-
mikrobiyal etkileri gosterilmistir (15).

Dogal bir antioksidan olan yaban mersini bir serbest radikal temizleyici gibi davra-
narak serbest radikallerin; damar, bagirsak, kalp, retina gibi organlara zarar vermesini onle-
yebilir (15-18).

Bu bilgiler 15181inda ¢alismamiz; eriskin disi siganlarda MTX’in sebep oldugu ovar-
yum hasarina kars1 yliksek antioksidan igerige sahip yaban mersininin muhtemel iyilestirici
etkilerinin arastirilmasini amaclamustir. Ilave olarak giincel literatiirde MTX kaynakl1 ovar-
yum hasarina kars1 yaban mersininin etkilerini arastiran bir ¢alisma bulunamamaistir. Bu ne-
denle ¢alismamizla literatiirdeki bu boslugun doldurulmasi ve bu konuyla ilgili klinik ¢alig-

malara basamak olmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Ovaryum

16. yy’dan 6nce disi testisi olarak adlandirilan ovaryum; Von Bear’in ovaryum foli-
kiillerinin memeli yumurtalarinin kaynagi oldugunu kesfetmesinden sonra kadin iireme sis-
teminin temel yapilarindan biri olarak kabul gérmiistiir (19).

Ovaryum, disilerin {iremesi i¢in endokrin ve ekzokrin iki ana salgilama fonksiyonuna
sahip olup dongiisel olarak degisen salgilama yapan dinamik bir organdir (20, 21).

Ovaryumun ekzokrin islevi oosit tiretmek iken; endokrin islevi ise oositin olgunlas-
masini, olgun oositin fertilizasyon igin serbest birakilmasini, ayrica disilerin ikincil esey ka-
rakterlerinin olugmasini ve gebeligin meydana gelmesini etkin kilan steroidler tiretmektir
(22). Ovaryum dis kisimda farkli asamalardaki folikiillerin bulundugu korteks ve i¢ kisimda
vaskiilarize bag doku yapisindaki medulladan olusur (23) (Sekil 1).
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Sekil 1. Ovaryum yapisi (Eroschenko’dan, 23)



2.1.1. Ovaryum Embriyolojisi

Embriyonun disi mi erkek mi olacagi her ne kadar fertilizasyon sirasinda genetik

olarak belirlense de; gonadlar 7. haftaya kadar yapisal olarak ayni gériiniimdedirler (24).

Primordiyal germ hiicreleri (PGH), epiblastlardan koken alir ve erken embriyonik
gelisim siirecinde yolk kesesi endoderm hiicreleri arasinda tanimlanir (24, 25). Dordiincii
haftada goge baslayan PGH, ilkel dorsal mezenter {izerinden gegerek altinci haftada gonadal
sirtlar iginde yayilmaya baslarlar. Bu donemden 6nce yogunlasmis mezensim ve iistiindeki
prolifere epitelden olusan ilkel gonadlar; karin arka duvarinda gonadal sirt olarak adlandiri-
lan bir ¢ift kabarikliktan ibarettirler (24). Bu gog sirasinda PGH ¢ogunlukla gonada ulasirken
bazen hiicrelerin bazilar1 ya da tiimii dorsal mezenterde ya da mezensimde kalarak basari-
sizliga ugrayabilirler. PGH’ler; ovaryumda oositin olusmasinda, testislerde spermlerin olus-
masinda rol alan diploid yapidaki hiicrelerdir (26). Eger PGH hiicreleri gonadal sirta ulasa-

mazsa indiiktif etkiden mahrum kalan gonadlar gelisemez (24, 25).

Genetik olarak ister disi ister erkek olsun, hem over hem de testis gelistirebilme ka-
pasitesinde oldugundan embriyonun gonadlari biseksiiel yani tinisekstir (27). Farklanmamis
tiniseks gonadlarda, genital sirt epitelinin ¢ogalarak alttaki mezensim i¢inde olusturdugu
kordonlara primitif seks kordonlar1 denir ve bu kordonlar yiizey epiteli ile devam ederler.
Disi cinsiyette daha sonra bu kordonlar, gonadin medullasina dogru uzanir ve hiicre grupla-
rina ayrilarak kordon yapisini kaybeder ve yerini vaskiiler gevsek bag doku yapisindaki
ovaryum medullasina birakir. Y geni yoklugunda yani XX kromozomu varliginda PGH de
oogonyumlara farklanir, oogonyumlar ¢ogalir ve 1. Mayozun profaz evresine girerek diploid
yapidaki primer oositleri olustururlar (24, 28). Intrauterin besinci aydan 6nce say1 7 milyona
ulasirken oositlerin bir kismi1 dogumdan 6nce bir kismi da ¢ocukluk ¢agr siiresince atreziye
ugrar. Ancak atrezinin sonraki yillarda da devam etmesiyle addlesana gelindiginde kalan

ortalama 40 bin oositten tiim iiretken ¢ag boyunca sadece 500 kadar1 olgun evreyi gorebilir.

Yiizey epiteli ise yeniden prolifere olarak yiizeyle baglantilarin1 koruyan ve kortikal
kordonlar olarak adlandirilan yeni kordonlar yapar (24). Bu kordonlar da hiicre kiimelerine
ayrilir ve folikiiler hiicreler olarak adlandirilan ylizey epiteli kaynakli bu hiicreler her bir

oositin etrafini gevreleyerek yedinci ayda primordiyal folikiil yapisinin goriilmesini saglar.

Intrauterin dénemde olusan primordiyal folikiillerin i¢indeki primer oositler menstriiel sik-
lusta segilene kadar bu evrede beklerler ve disinin tiim iireme ¢ag1 boyunca kullanacagi over

rezervini olustururlar (24, 28).



2.1.2. Ovaryum Anatomisi

Ovaryumlar yaklasik olarak uzunluklari 3 cm, genislikleri 1.5 cm ve kalinliklar 1

cm olan badem seklindeki bir ¢ift organdir (29). Ovaryumlarin her biri iist kisimlarindan

ligamentum suspansoryum ovarii (slispensor ligament) ile pelvis yan duvarina; alt kisimla-

rindan ise ligamentum ovarii propriyum ile uterusa asilir (30, 31) (Sekil 2).
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Sekil 2. Ovaryum anatomisi ve genel histolojisi (Mescher’den, 31)

2.1.3. Ovaryum Genel Histolojisi

Ovaryumlar germinal epitel olarak bilinen kiibik ya da skuamoz tek sira hiicre taba-

kastyla gevrilidir. Germinal epitel altinda ise tunika albuginea denilen, testiste de bulu-

nan yogun kollajen6z bag doku tabaka ile ¢evrilmistir (23, 32, 33). Tunika albuginea taba-

kasinin altinda ovaryumun korteks kismi bulunur (23, 33).



Ovaryum korteks ve medulla olarak adlandirilan iki ana kisimdan olugur. Kortekste
ovaryum folikiillerin gelisimi meydana gelir ve bu folikiiller de oosit, graniiloza ve teka hiic-

releri ile ¢cevre somatik hiicrelerden olusur. Medullada ise damar ve sinir yapilar1 bulunur

(19, 33).
2.1.4. Ovaryum Folikiillerinin Gelisimi

Disilerde tireme devam ettigi siirece her ay, folikiil gelisimine baslamak i¢in rezerv
folikiil havuzundan bir grup primordiyal folikiil etkinlestirilir. Boylece se¢ilmis folikiildeki
oositin de gelisimine kaldig1 yerden devam etmesiyle déllenmeye hazir 0ositi igeren olgun
(tersiyer) folikiil meydana gelir (34). Primordiyal folikiiller, bir antral kaviteye sahip tersiyer
folikiilii olusturmadan Once biiyliyerek sirasiyla primer (erken-geg) ve sekonder folikiil ev-
relerinden geger (22, 30, 33, 35) (Sekil 3).
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2.1.4.1. Primordiyal Folikiil

Primordiyal folikiil, ovaryumda gergeklesen folikiilogenezde goriilen ilk folikiildiir.

Primordiyal folikiil; 1. Mayozun diploten evresinde beklemekte olan belirgin niikleoluslu

perifer yerlesimli niikleusa sahip bir primer 0osit ve onlar1 ¢evreleyen tek katli yassi granii-

loza hiicrelerinin birlikteliginden olugsmaktadir (Sekil 4). Primordiyal folikiiller genellikle

dinlenme havuzu folikiilleri olarak adlandirilmaktadirlar. Primordiyal folikiillerde belirgin

bir teka tabakasi yoktur (36, 37). Disinin iiretken dénemi boyunca siirecek uzun folikiil ge-

lisimi sirasinda; ergenlik donemi baslangicinda sayilari oldukga fazla olan primordiyal foli-

kiillerin biiyiik bolimii atreziye ugrayarak kaybolacaktir (38).
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Sekil 4. Primordiyal folikiil (Ross ve Pawlina’dan, 30)



2.1.4.2. Primer Folikiil

Secilen primordiyal folikiiliin gelismesi ile oosit, folikiil hiicreleri ve stromada bazi
farkliliklar goriilmektedir. Bu farkliliklar, primer folikiil i¢indeki oositin biiylimesi Ve yassi

olan folikiil hiicrelerinin kiiboidal sekle doniiserek graniiloza tabakasini olusturmasidir.

Kiibik folikiiler hiicreler goriildiigiinde artik primer folikiilden so6zedilir (30) (Sekil 5). Pri-
mer folikiil gelisirken; 00sitin ¢ekirdeginin yaninda yerlesik olan Golgi aparati sitoplazmada
daha genis alana yayilir, mitokondriler boliintir, serbest ribozomlar ve graniillii endoplazmik

retikulum daha fazla gériilmeye baglar ve 00sit biiyiir (32).

Primer folikiillerde zona pellusida (ZP) glikoproteinlerinin salgilanmasi ile (ZP1,
ZP2, ZP3) oosit ve folikiil hiicreleri arasinda ZP denilen ve oogenez, fertilizasyon, preimp-
lantasyon donemlerinde gorev alan 6zel bir tabaka olugmaktadir (30, 39). Aralarindaki bu
tabakaya ragmen; folikiil hiicreleri uzantilar1 ve oositler de mikrovilluslari ile ZP iginden

gecerek birbirleriyle temaslarini1 devam ettirirler (30, 32).

Folikiil gelisirken, stromal hiicreler teka folikiili denilen kilif ile folikiillerin etrafini
sarar ve teka folikiili ile stratum graniilozum arasinda da bir bazal lamina bulunur. Gelisen
teka folikiili; teka interna ve teka eksterna denilen iki tabakaya ayrilir ancak aralarindaki

sinir net degildir (32).

Tek tabakal1 kiiboidal folikiil hiicresi tabakasinin gelisen 00siti ¢evrelemesi ile olu-
san folikiile erken primer folikiil denilirken; gok katmanli graniiloza hiicre tabakasinin oositi

cevrelemesiyle artik olusan folikiil ge¢ primer folikiil olarak adlandirilir (30).

Primer Folikul

Sekil 5. Primer folikiil (Ross ve Pawlina’dan, 30)



2.1.4.3. Sekonder Folikiil

Sekonder folikiil olugurken primer folikiiliin yapis1 degisir ve 8-12 tabakaya ulagmis
graniiloza hiicrelerinin aralarinda sivi dolu bosluklar goriilmeye baslar (32, 33) (Sekil 6). Bu
hiicrelerin arasindaki bosluklar birleserek i¢i folikiil sivisi ile dolu daha biiyiik bosluklar
meydana getirir; primer oositin ¢ap1 daha da genisler ve bu folikiile artik sekonder folikiil
ad1 verilir (33). Viskoz ve saydam olan folikiil sivisinda; glikozaminoglikanlar, aralarinda
steroid baglayici proteinlerin de bulundugu birkag protein ve bol miktarda steroid hormonlar
bulunur (31).
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Sekil 6. Sekonder folikiil (Ross ve Pawlina’dan, 30)

2.1.4.4. Tersiyer Folikiil

Sekonder folikiildeki sivi dolu bosluklarin biiyliimesi ve birlesmesiyle artik tek bir
bosluk haline gelen antrum g¢epegevre graniiloza hiicresi ile doselidir. Primer oosit bir kutba

cekilerek etrafini saran ilk sira graniiloza hiicreleri (korona radiata), ve onlari ¢evreleyen ve



antrum duvarina tutturan diger graniiloza hiicreleriyle (kumulus ooforusu) antrum igine sar-

kan bir tepecik olusturur (33) (Sekil 7).

Ovulasyondan kisa siire 6ncesinde gozle goriilebilecek boyuta ulasan tersiyer folikiil
icindeki primer oosit, mayoz boliinmesine devam eder ve perivitellin bosluga bir kutup ci-
simcigi atarak 2. mayozun metafazinda tekrar duraksar. Olugan haploid kromozomlu o0sit

artik sekonder oosit olarak adlandirilir (24).
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Sekil 7. Tersiyer folikiil (Ross ve Pawlina’dan, 30)

2.1.4.5. Atretik Folikiil

Folikiil gelisiminin intrauterin donemde baslamasi gibi; bazi folikiillerde meydana
gelen yapisal bozulma olarak tanimlanabilen atrezi de intrauterin donemde baslar ve repro-
diiktif donemin bitisine kadar siirer. Folikiiler atrezinin altinda yatan mekanizmanin apopitoz

oldugu diistiniilmektedir (40, 41).
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Atretik folikiile ait graniiloza hiicreleri 6ncelikle birbirleriyle baglantilarini kaybe-
derler, piknotik ve koyu boyali hiicreler olarak goriiliirler. Daha sonra hiicrelerde sitoplaz-
mik vakuoller, niikleer ve sitoplazmik kondensasyon ve fragmantasyonlar goriiliir ve cogu
ortadan kalkar. Oosit de kiiciiliip dejenere olurken ZP kollabe olur ancak varligini bir siire
daha devam ettirir (41, 42).

Bu folikiillerin sayisinin artmasi canlilar tizerindeki stres faktoriiniin artmasiyla da

ilskilidir (43).
2.1.5. Over Rezervi

Over rezervi, geleneksel anlamda disilerin iireme verimliligini, ovaryumlarin barin-
dirdig1 oosit miktarini ve bu oositlerin kalite durumunu ifade etmekle birlikte; modern an-
lamda oositin kalitesinden daha ¢ok oosit sayisiyla iligkili bir durum olarak tanimlanmakta-
dir (44).

Klinikte over rezervini belirlemede; biyokimyasal olarak inhibin, ostradiol, folikiil
stiimiile edici hormon (FSH), anti miilleriyan hormon (AMH) gibi hormonlarin 6l¢iimii, fo-
likiil sayiminin yapilmasi ve ovaryum boyutlarinin 6l¢iilmesi gibi ultrasonografik dl¢timler
kullanilmaktadir (45). Bu testler her ne kadar klinik i¢in yaygin ve kullanislh olsa da deneysel
caligmalarda histolojik olarak yapilan folikiil sayimlar1 over rezervini belirlemede etkin ve

onemli bir yontemdir (46).

Disiler dogduklarinda yaklasik olarak 2 milyon folikiile sahiptirler ve bu folikiil sa-
yis1 dogal bir siire¢ olarak menarsin baginda 40.000’e diismektedir. Bir kadinin folikiil sayi-
sinda 30’lu yaslardan sonra asir1 bir azalma meydana gelir ve folikiil sayis1 yaklasik olarak

25.000 civarina iner (47, 48).

Disi ovaryumlari, ergenlik doneminden menopoz donemine kadar, primordiyal foli-
kiillerde yerlesmis ve dollenme yetenegi olan oositlere sahiptirler (49). Yasa bagl olarak
over rezervinde azalma olmasi; geri dondiiriilemeyen ve disilerde bulunan primordiyal foli-

kiillerin sayisinin azalmasiyla birliktelik gosteren bir siirectir (48).

Genetik bazi anomaliler, pelvik bélgeye radyoterapi uygulanmasi ve sistemik kemo-
terapotik kullanimi gibi bazi faktorler de oosit kalite ve sayisinda bozulmaya neden olarak

fertiliteyi diigiirebilir (45).
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Kemoterapétik ilaglarin folikiiller tizerinde gosterdikleri direkt toksik etkinin ya-
ninda Ovariyan vaskiiler yapida ve bag dokuda yaptiklar1 olumsuz etki de ovariyan hasara
katkida bulunabilir (46).

2.2. Metotreksat

[lk olarak ¢ocukluk I6semisinin tedavisinde kullanilan MTX, bir folik asit antagonisti
olarak deoksiribontikleik asit (DNA) ve riboniikleik asit (RNA) sentezinde gorev alan dihid-

rofolat rediiktaz enzim inhibitorii olan bir ilagtir (50, 51).

Malign tiimérlerin tedavisinde kullanilan MTX; bunlarin yanisira psoriyazis, psori-
yatik artrit ve romatoid artrit gibi non malign baz1 kronik hastaliklarin tedavisinde de immii-

niteyi baskilamak amactyla kullanilmaktadir (50, 52).
2.2.1. Kimyasal Yapisi

MTX (C20H22NgOs), DNA sentez ve tamirinden sorumlu olan dihidrofolat rediiktaza
baglanip; timidilat ve piirin sentezini bozarak ve hiicre proliferasyonunu azaltarak bir¢ok
metabolik yola etki eder. Pteridin halkali folik asitin ilave bir amino grubu (NH2) ve bir metil
grubu (CHs) eklenmis bir analogu olan MTX, antienflamatuar ve immiinosupresif etkilere
de sahiptir (53-56) (Sekil 8).
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Sekil 8. MTX’in molekiiler yapis1 (Ma’dan, 51)

2.2.2. Etki Mekanizmasi

MTX; DNA sentezini bozar ve aktif T hiicrelerinin apopitozunun gerceklesmesine

yol agarak nétrofillerdeki kemotaksiyi baskilar. Ayrica proinflamatuvar sitokin sentezinin
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azaltilmasini saglar (55, 57). Sonug¢ olarak MTX, hiicre metabolizmasinda tetrahidrofolat

bagimli tiim basamaklar1 bozar (53).
2.2.3. Yan Etkileri

Diger pek ¢ok kemoterapotik gibi MTX de tedavi edici etkilerinin yaninda ¢ok sayida
organ ve dokuda neden oldugu hasara bagl yan etkilere sahiptir. Miyelosiipresyon, mukozit,
nefrotoksisite, hepatotoksisite ve akut veya kronik ensefalopati ile nérotoksisite bunlardan
bazilar1 olup doz artis1 bu etkileri artirmaktadir. Bunlarin yaninda bulanti, mide sikayetleri,
sa¢ dokiilmesi, ishal ve bagirsak iltihabi1 da MTX tedavilerinde en sik rastlanan yan etkiler-
dendir (58, 59). Ilave olarak uzun siireli ve kiimiilatif MTX dozlar1 erken ovariyan yetmez-

lige ve erken menapoza da neden olabilir (60).
2.3. Serbest Radikaller, Oksidatif Stres ve Antioksidanlar

Serbest radikaller; bir ya da daha fazla sayidaki eslesmemis elektronlu ve kararsiz
kimyasal yapilar olup biyolojik sistemlerde normal aerobik metabolizmanin sonucu iiretil-
melerinin yaninda homeostazisi bozan hastalik, radyasyon ve bazi kimyasallarin neden ol-

dugu anormal reaksiyonlar sonucunda da ortaya ¢ikabilirler (61-63).

Organizmada; hidroksil, stiperoksit ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tiirleri
(ROT) olarak adlandirilan oksijen kokenli serbest radikallere ilave olarak karbon ve azot
kokenli serbest radikaller de bolca bulunur. Aktif molekiiller olan serbest radikaller; hiicre
sinyal yolaklari, apopitozis ve prostoglandin sentezi gibi pek ¢ok fizyolojik olayda dnemli
rol oynarlar (63-65).

Normal sartlarda hiicrelerin oksijen kullanimiyla mitokondri tarafindan iiretilen
ROT’un antioksidan sistemlerce dengelenmeyen asir1 tiretimi; hiicrede lipitlere, proteinlere

zarar verebilir ve niikleik asitleri bozarak DNA zincir kiriklarina neden olabilir (64-67).

Oksidatif stres; artan veya antioksidan sistemlerce nétralize edilemeyen ROT’ un
hiicre ve dokularda yarattig1 hasar1 temsil eder. Artan oksidatif stres; hipertansiyon ve ate-
roskleroz gibi kardiyovaskiiler, alzheimer ve demans gibi norolojik, romatoid artrit gibi oto-
immiin hastaliklarda ve hatta kanser patogenezinde rol oynamaktadir (66). Ilave olarak kadin

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

Bu nedenle oksidatif stresi onlemek, artan ROT’lar1 zararsizlagtirmak ve olumsuz

etkilerini notralize etmek igin gérev yapan; organizmada liretilen endojen ve disaridan be-
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sinlerle alinan ekzojen antioksidanlar olduk¢a 6nemlidir (66, 69, 70). Endojen antioksidan-
lar; serbest radikallere karsi enzimatik ve enzimatik olmayan bir savunma sistemi olusturur-
lar. Enzimatik endojen antioksidanlar; SOD, CAT, glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon
rediiktaz (GR) gibi enzimlerden olusurken; non enzimatik endojen antioksidanlar ise lipoik
asit, biluribin, ferritin, laktoferrin, seruloplazmin ve glutatyon (GSH) gibi bilesiklerdir (66,
69).

Enzimatik bir antioksidan olan SOD enzimi, bir ROT olan siiperoksitten yine bir
baska ROT olan hidrojen peroksit olusumunu katalizleyerek ROT zararsizlastirilmasindaki
ilk basamakta rol oynar (Sekil 9). Olusan hidrojen peroksit ise CAT ve GPx tarafindan ka-

talizlenen baska bir reaksiyonla suya doniistiiriilerek zararsizlastirilir (70).

soD H205 + O

203" + 2H*

Sekil 9. SOD enziminin siiperoksitten hidrojen peroksit katalizi (Valko’dan, 62)

Oksidan ve antioksidan sistemler arasindaki dengenin herhangi bir sebeple bozul-
masi sonucunda artan ROT, biyolojik membranlarda lipit peroksidasyonunun baglamasina
neden olabilir. Bu zincirleme devam eden peroksidasyon reaksiyonlari sonucunda MDA,
akrolein ve 4-Hidroksinonenal (HNE) gibi bilesikler olusur ve bu bilesiklerden 6zellikle
MDA membranlar gibi yogun lipid i¢eren yapilarda ROT’a bagli hasarin 6nemli gostergele-
rindendir (71, 72). Notralize edilemeyen ROT un DNA’daki niikleik asitlere saldirisi sira-
sinda olusan 8-OHdG ise ROT kaynakli DNA hasarinin tespitinde kullanilmaktadir (73).

TAS o6l¢tiimii ise, besinlerin ve canli organizmalarin antioksidan seviyesini belirle-
mede ¢ok sik kullanilan bir yontemdir (74). Biyolojik canlilarda fazla sayida oksidan ve
antioksidan molekiil bulunmasi ve bunlarin her birinin ayr1 ayri tespit edilmesinin hem
maddi hem manevi olarak zor bir islem olmasindan dolayt TAS ve TOS seviyelerinin 6l-
¢iimii kullanish olabilir (75, 76). Organizmadaki oksidatif stresin belirteci olan OSI de
TOS’un TAS’a oraninin yiizdesi olarak tanimlanmaktadir (76).

Serbest radikallerin olumsuz etkilerinden ka¢inmak ve bagisiklik sistemini giiglen-

dirmek i¢in antioksidan enzim bakimindan zengin gidalarin tiiketilmesi biiylik 6nem tasir
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(69, 77). Bitki ve meyvelerde bulunan fenolikler, flavonoidler ve vitaminler yiiksek derecede
antioksidan bilesiklerdir (78). Bitkiler, bu olduk¢a zengin antioksidan igerikleri sayesinde
serbest radikallerle savasarak oksidatif stres kaynakli hastaliklarin tedavi ve 6nlenmesinde

faydali olabilirler (69).
2.4. Yaban Mersininin Genel Ozellikleri

Kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve serebrovaskiiler hastaliklar gibi patolojik du-
rumlara karsi savunmada; meyve tiiketiminin 6nemli bir yeri vardir ve bunun nedeni, bu
gidalardaki antioksidan vitaminler ve polifenolik antioksidanlardir (79). Gegmiste tibbi bir
bitki olarak bilinen yaban mersini de antioksidan kapasitesi ve antikanserojen etkileri nede-
niyle neredeyse diinyanin hemen heryerinde giinden giine popiileritesini arttiran bir meyve
olmustur (80) (Resim 1).

Ericaceae familyasindan olan Vaccinium; iliman iklim kosullarinda yetisen ve kigin

yapraklarint doken iiziimsii, 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 diinyada 6zellikle Kuzey
Amerika ve bat1 Asya da; lilkemizde ise Artvin, Rize, Trabzon, Ordu, Giresun, Giimiishane,
Samsun, Sinop, Kastamonu, Zonguldak, Bolu, Bartin, Diizce, Kocaeli, Sakarya, Istanbul,

Kirklareli, Bursa, Balikesir, Erzurum ve Ardahan gibi illerde yetismektedir.

Diinyada yaban mersini olarak bilinen Vaccinium’un Tiirkiye'de, V. Vitis-idea, V.
myrtillus, V. uligunosum ve V. arctostaphyllos gibi tiirleri mevcuttur. Yaban mersini; Rize'de
likapa ve kaskanaka, Trabzon'da ligarba, Artvin'’de mostvi, morsvi ve merhauk, Ordu ve Gi-
resun‘da ¢ali ¢gilegi, Ardahan'da gégen ve diger illerde ¢ay tiziimii ve ay1 tiziimii gibi degisik

isimlerle anilmaktadir (80, 82).

Yaban mersini; yapisinda oldukga fazla miktarlarda dogal antioksidanlar, antikarsi-
nojenler, fenolik asitler ve flavonoidler bulundurur. Meyvelerdeki flavonoid alt gruplarindan
olan antosiyaninler, toksik etkiler gostermeyen ve birgok hastaligin engellenmesinde antiok-
sidan etkiye sahip ilgi ¢ekici renklerdeki pigmentlerdir (80, 83). Antioksidan etkileri oldukca
fazla olan antosiyaninler, serbest radikalleri zararsizlastirarak kanser ve diger bir¢ok hasta-
ligin 6nlenmesinde 6nemli etkiye sahiptir (84-87). Yabani bir meyve olan yaban mersini de
tadinin iyi olmasi yaninda; yapisinda bulunan askorbik asit, polifenoller ve 15 farkli antosi-
yaninin sagladigi antioksidan 6zellikler nedeniyle faydali 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 baslica temel antosiyaninlerdir (80, 83).

Bazi deneysel ¢alismalar, yaban mersininin bir serbest radikal temizleyicisi gibi dav-
ranarak; damar dokulari, bagirsak, kalp ve retina gibi organlarda serbest radikallere bagl

hasar1 onledigini gostermistir (13, 15).

Sonug olarak yaban mersini, antioksidan ve antikanserojen etkilerinin yaninda anti-
enflamatuar, antimikrobiyal, hipoglisemik, kardiyoprotektif ve ndroprotektif etkilere sahip

fonksiyonel bir besindir (88).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deneysel Calisma Asamasi

Bu ¢aligma, Karadeniz Teknik Universitesi (KTU) Hayvan Deneyleri Yerel Etik Ku-
rulunun 2018/23 numarali izni ile gergeklestirilmis (EK.1) ve KTU Bilimsel Arastirma Pro-
jeleri Birimi tarafindan desteklenmistir (Proje Numarast: TYL-2019-8298).

3.2. Deney Hayvanlari, Laboratuvar Kosullar1 ve Deney Uygulamalari

Deney hayvani olarak kullanilan siganlar, KTU Cerrahi Uygulama ve Arastirma
Merkezi (KTUCAM)’nden temin edildi. Calismadaki siganlarin tiimiiniin bakimi1 ve barim-
mas1 KTUCAM tarafindan saglandi; bu sekilde siganlarin cevre stresi ve ¢evreye uyum
problemleri yasamasinin oniine gegilmeye ¢alisildi. Calismada 8-10 haftalik 21 adet Spraque
Dawley cinsi erigkin disi sigan kullanildi. 5 giinliik deney siiresince laboratuvarin sicakligi
ortalama 22+2°C, nisbi nem ortalama %505 olarak ayarland1 ve si¢anlarin bir giinliik don-
giisii 12 saat aydinlik 12 saat karanlik olacak sekilde aydinlatma saglandi. Tiim sicanlar,
standart Tip 111 kafeslerde ve kafes iistlerine yerlestirilmis kolayca ulasabilecekleri standart

sican yemi ve ¢esme suyu ile beslenerek stres faktorlerinden uzak tutuldular (Resim 2).

-
|
@
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e
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§
@
8

MTX+YME

Resim 2. Siganlar ve deney boyunca bakimin saglandigi standart tip III kafesler
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Deneye dahil edilen siganlar her grupta 7 sigan olmak iizere rastgele segilerek 3 gruba
ayrildi. Herhangi bir islem uygulanmayan kontrol grubu, deneyin ilk giinii tek doz 30 mg/kg
ip. MTX verilen MTX grubu ve deneyin ilk giinii tek doz 30 mg/kg ip. MTX verildikten
sonra ayni giinden baglanarak 5 giin boyunca oral gavajla 200 mg/kg hazirlanmis YME ve-
rilen MTX+YME grubu olusturuldu ve ilag dozlar1 literatiire gore belirlendi (89, 90) (Sekil
10) (Resim 3, 4).

\

Bu gruptaki sicanlara deney siiresince
herhangi bir uygulama yapilmadi ve

LT I:> normal laboratuvar sartlarinda stres
Grubu \olmaksmm yasatildi. )

4 ™
Deneyin 1. giinii, tek doz olacak
I:> sekilde, her hayvan i¢in 30 mg/kg ip.
olarak 1 mL hacimde verildi.
N 7
6eneyin 1. gilini, tek doz 30 mg/kg i[)
1 mL hacimde MTX, 5 giin boyunca
:> glinde bir kez 200 mg/kg oral gavaj
yolu ile 1 mL hacimde YME verildi.
e .

Sekil 10. Deney gruplar1 ve deney uygulamalari

Resim 3. Bir denege MTX uygulamasi
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Resim 4. Gavaj igin hazirlanmis YME ve YME’nin gavaj yoluyla verilmesi

Deneyin sonunda hayvanlar derin anestezi altinda kansizlastirma yontemi ile sakri-
fiye edildi. Ovaryumlar cerrahi olarak ¢ikarildi (Resim 5). Sag ovaryum dokular1 %10 for-

malin ile tespit edildi ve sol ovaryum dokular1 biyokimyasal analize kadar -80°C'de saklandi.
3.3. Etanollii YME Hazirlanmasi

Bu ¢alismada kullanilan olgun yaban mersini meyve ornekleri 2019 yili yaz mevsi-
minde Trabzon’dan toplandi ve toplanan meyve numuneleri gesitli islemlerden gegirilerek
YME hazirlandi (91, 92) (Tablo 1). Asagidaki protokole gore hazirlanan etanollic YME, de-

neyde kullanilmak iizere 4°C’de karanlikta saklandi.

Tablo 1. Etanollii YME hazirlama islem basamaklar1

islem No Yapilan Islem
1 Yaban mersini meyve ornekleri 20 giin boyunca 45°C’de kurutuldu.
2 Laboratuvar degirmeni (Retsch ZM200, Haan, Almanya) ile toz haline getirildi.
3 Toz halindeki 6rnekten 3 gr alinarak 30 mL saf etanol ile karistirildi.
4 Karisim vortekslendi ve sonra 45°C’de 150 rpm’de siirekli ¢alkalanarak 24 saatlik inkiibas-
yona birakildi.
5 Karisim 1800 xg’de 10 dakika santrifiijlendi.
6 Siipernatan, 6nce siizge¢ kagidindan siiziildii ve sonra 0.2 um’lik filtreden gegirildi.
7 Hazirlanan etanollii YME, deneyde kullanilmak tizere 4°C’de, karanlikta saklandi.
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3.3.1. YME’nin Toplam Fenolik I¢eriginin Belirlenmesi
YME’nin toplam fenolik madde igerigi, modifiye edilmis Folin-Ciocalteu yontemine

gore spektrofotometrik olarak belirlendi (93).

Buna gore; 12 pL 6rnek i¢in Tablo 2’deki islemler uygulandi ve toplam fenolik igerik tayi-
ninde kullanilan gallik asit standart grafigi olusturuldu (Sekil 11) (94).

Tablo 2. YME’nin toplam fenolik igeriginin belirlenmesi

Islem No Yapilan Islem
1 12.5 uL 6rnek, 62.5 uL Folin reaktifi ve 125 uL %20 lik sodyum karbonat ¢ozeltisi ile karisti-
rild1.
2 Karisim oda sicakliginda 30 dakika boyunca inkiibasyona birakildi.
. 760 nm de mikropleyt okuyucu spektrofotometrede (Molecular Devices Versamax, California,
ABD) absorbans 6l¢timii yapildi.
A Standart olarak gallik asit kullanilarak toplam fenolik madde miktar1 her g 6rnek basina mg
gallik aside esdeger (mg GAE/g 6rnek) olarak hesaplandi.
5 Olgiimler ii¢ kez yinelenerek sonuglar aritmetik ortalama+standart sapma olarak verildi.

1,4

1,2

0,8
0,6

0.4 .

Absorbans (760 nm)

0,2

=]

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Gallik asit konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 11. Toplam fenolik igerik belirlenmesinde kullanilan standart grafigi

3.3.2. YME’nin Toplam Flavonoid Iceriginin Belirlenmesi

Aliminyum kloriir kolorimetrik yontemi kullanilarak YME nin toplam flavonoid ige-
rigi belirlendi (95). Buna gore; 20 puL 6rnek i¢in Tablo 3’teki islemler uygulandi ve toplam
flavonoid igerik tayininde kullanilan kuersetin standart grafigi Sekil 12°de verildi (96).
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Tablo 3. YME’nin toplam flavonoid igeriginin belirlenmesi

islem No Yapilan islem

20 pL 6rnek, 172 uL %80’lik etanol, 4 pL %10’luk aliiminyum kloriir ve 4 uL 1 M potas-
yum asetat ¢ozeltisi ile karistirildi.
2 Karisim oda sicakliginda, karanlikta 40 dakika inkiibasyona birakildi.
415 nm’de mikropleyt okuyucu spektrofotometrede (Molecular Devices Versamax, Cali-
fornia, ABD) absorbans 6l¢timii yapildi.
Standart i¢in kuersetin kullanilarak toplam flavonoid madde miktar1 g 6rnek basina mg ku-
ersetin esdegeri (mg KE/g 6rnek) olarak hesaplandi.

5 Olgiimler ii¢ kez tekrarlanarak sonuglar aritmetik ortalama+standart sapma olarak verildi.

0,7

0,6 .
0,5

0,4

0,3 .

0,2

Absorbans {415 nm)

0,1

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

Kuersetin konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 12. Toplam flavonoid igerik belirlenmesinde kullanilan standart grafigi

3.3.3. YME’nin Demir Indirgeyici Giiciiniin Belirlenmesi

Oyaizu’nun gelistirmis oldugu yontem modifiye edilerek YME’ye ait demir indirgeyici gii¢
belirlendi (97) (Tablo 4). Standart olarak troloks kullanilarak YME’nin demir indirgeyici
giicii belirlendi ve Indirgeyici gii¢ tayininde kullanilan troloks standart grafigi olusturuldu
(98) (Sekil 13).
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Tablo 4. YME’ye ait demir indirgeyici giiclin belirlenmesi

islem No Yapilan islem

40 pL numune, 100 pL 0.2 M fosfat tamponu (pH:6.6) ve 100 uL potasyum ferrisiyanat ile

karistirildi
2 Karigim 50°C’de inkiibe 20 dakika edildi ve sonra su altinda sogutma yapildi
3 Karisim tizerine 100 pL %10’ luk trikloroasetik asit eklendi
4 Karisima, 3000xg’de 10 dakika santrifiij uygulandi
5 Ust fazlardan 100 er uL 6rnek alinarak 96 kuyucuklu mikropleyte aktarildi.
6 Mikropleytlerdeki 6rnekler tizerine 100 er pL distile su ve 200 puL demir (I1T) kloriir ek-
lendi.
7 Elde edilen son karisim oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi
8 Siire sonunda 700 nm’de mikropleyt okuyucu spektrofotometrede (Molecular Devices,
Versamax, California, ABD) absorbans dl¢limii gerceklestirildi
9 Standart olarak troloks kullanilarak YME’nin demir indirgeyici giicii g 6rnek basina mg
troloks esdegeri (TE/g 6rnek) olarak hesaplandi.
10 Olgiimler ii¢ kez yinelenerek sonuglar aritmetik ortalamatstandart sapma olarak verildi.

0,6
05 e
0,4
0,3

0,2

Absorbans {700 nm)
L

0,1

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

Troloks konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 13. Demir indirgeyici gii¢ belirlenmesinde kullanilan standart grafigi

Antioksidanlarin aktive edilmesi i¢in yapilan tiim analizlerde analitik veya yiiksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC) sinifi saflikta olan kimyasallar (Sigma-Aldrich, St.
Louis, ABD) kullanild.
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3.4. Histolojik Analizler
3.4.1. Ovaryum Doku Numunelerinin Elde Edilmesi

Deneyin 6. gliniinde derin anestezi altindaki siganlar; dorso-ventral olarak diseksiyon
tahtasina yatirildi ve bisturi ile abdominal orta hattan deri insizyonu yapildi. Daha sonra pens
yardimiyla kiint diseksiyon ile periton agilarak, sag ve sol ovaryumlar etraflarindaki yag ta-
bakasi ile birlikte ¢ikarildi. Sonra ovaryumlara zarar vermeyecek sekilde etraflarindaki yag
dokusundan temizleme islemi gergeklestirildi (Resim 5). Temizlenen sag ovaryumlar biitiin
olarak takip kasetlerine yerlestirilip numaralandirilarak %10°luk formalin soliisyonunda tes-
pit islemine alindi. Sol ovaryumlar sogutulmus serum fizyolojik (SF) i¢inde yag dokularin-
dan temizlenip numaralanmis ependorflara konularak biyokimyasal degerlendirmeler yapi-
lincaya kadar -80 °C’de saklandi.

Resim 5. Siganlarda ovaryumlarin ¢ikarilmasi

3.4.2. Dokularin Takip, Histolojik Boyama ve Degerlendirme Asamalari

Etraflarindaki yag dokular1 uzaklagtirilan tiim sag ovaryum dokularmna 3 giin
%10’1luk formalin soliisyonunda tespit islemi uygulandi. Fikse olan dokular laboratuvarlari-
mizdaki tam otomatik takip cihaz1 (Thermo Scientific Excelsior AS, Thermo Shandon Li-
mited, Runcorn, UK) ile rutin doku takibi yapilarak, doku gomme cihaz1 (Leica HistoCore
Arcadia Embedding System, Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Almanya) ile

parafine gomiildii ve parafin bloklar elde edildi.
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Parafin bloklardan KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal1 labo-
ratuarlarindaki yar1 otomatik mikrotom cihazi (Leica Biosystems RM2245 Semi-Automated
Rotary Microtome, Leica Microsystems Ltd., Nussloch, Almanya) yardimiyla 6nce 20
um’lik kesitlerle trimleme islemi yapilarak dokuya ulasildi. Daha sonra dokuya ulasildiginda
dokudan 5 um’lik seri kesitler alindi. Alinan kesitler benmari igine konularak sicak su ile

kirisiklarin agilmasi i¢in bekletildi ve agilan dokular rodajli lamlar {izerine alindi.
3.4.2.1. Hematoksilen ve Eozin (H&E) Boyama Yontemi

Aliman ovaryum kesitlerinden her denek igin rastgele se¢ilen bes kesit H&E boyama
icin zembillere yerlestirildi ve parafinin uzaklastirilmasi i¢in 58°C’lik etiivde 1 saat bekle-
tildi. Parafini eriyen kesitler daha sonra uygun protokole gore belirli siirelerde belirtilen kim-

yasallarda tutularak boyandi (Tablo 5).

Tablo 5. H&E boyama asamalari

islem Islem Siiresi
Ksilen 5 dakika
Ksilen 5 dakika
%100°liik alkol 5 dakika
%9611k alkol 5 dakika
%70’lik alkol 5 dakika
Distile su ile hidrasyon 2-3 dakika
Hematoksilen 35 saniye
Musluk suyu ile yikama 5 dakika
Asit alkol Batir ¢ikar
Distile su yikama 1 dakika
Amonyakli su 10 saniye
Distile su yikama 1 dakika
Eozin 30 saniye
Distile su yikama 1 dakika
%70’lik alkol 5 dakika
%96°lik alkol 5 dakika
%100’liik alkol 5 dakika
Ksilen 5dakika
Ksilen 5 dakika

Entellan ve lamel ile kapatma
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3.4.2.2. Masson Trikrom Boyama Y ontemi

Masson Trikrom ile yapilacak boyama i¢in alinan kesitler 58°C’lik etiivde 1 saat
bekletilip parafin eridikten sonra ksilen ve azalan alkol serilerinden gegirilerek deparafini-
zasyon islemi uygulandi. Daha sonra her bir kesit tizerindeki dokular, iiretici firma direktif-
leri dogrultusunda GBL® Masson Trikrom Boyama Seti (Uriin Kodu: 5022-100, GBL Giil
Biyoloji Laboratuvart Sanayi ve Ticaret Limited Sirketi, Tiirkiye) kullanilarak boyandi
(Tablo 6).

Tablo 6. Masson Trikrom boyama asamalari

Islem Islem Siiresi
5 damla A- Weigert demirli hematoksilen ve 5 damla B- Weigert demirli hematoksilen T
karistirtlma ve doku iizeri kaplama
Ayirag uzaklagtirma
Kurutma 30-60 dakika
10 damla C- Pikrik asit alkolik ¢6zeltisi ile kaplama 4 dakika
Ayirag uzaklastirma
Distile su ile yikama 3-4 saniye
10 damla D- Gelincik kizili fuksin ¢ozeltisi ile kaplama 4 dakika
Ayirag uzaklagtirma
Distile su ile yikama 3-4 saniye
10 damla E- Fosfomolibdik asit ¢ozeltisi ile kaplama 10 dakika

Ayirag uzaklastirma
Kurutma 5 dakika

Entellan ve lamel ile kapatma

3.4.2.3. Histolojik Degerlendirme Yontemi

Tespit ve takip islemlerinden gecirilip daha sonra parafin bloklardan alinan ve H&E
ile boyanan kesitler 1s1k mikroskobunda (Olympus BX 51, Japonya) histopatolojik degisik-
likler agisindan degerlendirildi ve fotograflandi (Olympus, DP 71, Japonya).

Dokudaki vaskiiler konjesyon; (vaskiiler konjesyon yok: 0, hafif vaskiiler konjesyon:
1, orta vaskiiler konjesyon: 2, siddetli vaskiiler konjesyon: 3 olacak sekilde) derecelendirildi.
[lave olarak bu kesitlerdeki tiim (primordiyal, primer, sekonder, tersiyer ve atretik) folikiiller

belirlenerek ayr1 ayri sayildi (99) (Resim 6).
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Masson Trikrom ile boyanan kesitlerde de fibr6z doku ve kollajen artis1 (fibroz doku
ve kollajen artis1 yok: O, hafif fibr6z doku ve kollajen artisi: 1, orta fibréz doku ve kollajen
artist: 2, siddetli fibroz doku ve kollajen artisi: 3 olacak sekilde) siniflandi.

Resim 6. Sigan ovaryum dokusuna ait bir kesitte korpus luteum (mavi ay), primordiyal foli-
kil (turuncu ok), erken (tek katli) primer folikiil (sar1 ¢gember), sekonder folikiil
(beyaz gember), i¢inde oosit (beyaz yildiz) ve ZP (mavi ok basi) goriilmekte
(H&E x 400)

3.5. Biyokimyasal incelemeler
Siganlardan alinan sol ovaryum dokularinda;

e MDA,

8-OHdG,

e TASveTOS,
e OS],

e SOD,

o CATve

e Kaspaz-3 seviyeleri analiz edildi.

26



3.5.1. Doku Orneklerinin Alinmasi ve Hazirlamist

Disi siganlardan alinan sol ovaryumlarda, belirtilen oksidan ve antioksidan parametrelerin

belirlenebilmesi i¢in dokulara 6ncelikle asagidaki islemler uygulandi (Tablo 7).

Tablo 7. Biyokimyasal parametrelerin 6lglimii igin dokularin hazirlanis

islem No Yapilan islem

1 Dokularin herbirinden yaklagik 30’ar mg’lik kesimler yapildi.

Dokular homejenizator (IKA Ultra-Turrax T-25, Staufen im Breisgau, Almanya) yardimu ile
2 mL fosfat tamponu (PBS, pH: 7.4) iginde 9500 rpm’de homojenize edildi.

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

4 Tiim parametrelerin 6l¢iimii elde edilen siipernatanlarda yapildi.

3.5.2. Doku Orneklerinin Protein Miktariin Belirlenmesi

Doku orneklerindeki protein miktarlari; iretici firmanin tavsiyeleri ile ticari kit
(Thermo Scientific Pierce BCA Protein Assay Kit, Cat No: 23227, Rockford, IL, ABD) kul-
lanilarak belirlendi ve sonuglar mg/mL cinsinden hesaplandi. Dokularda Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay (ELISA) kitleri kullanilarak 6lgiilen tim biyokimyasal parametrele-
rin seviyeleri, standardizasyonu saglamak amaciyla hesaplanan 6rnek protein miktarlarina

oranlanarak ve mg protein bagina olacak sekilde verildi.
3.5.3. Ovaryum Dokusu MDA Tayini

Doku 6rneklerinin MDA seviyeleri, liretici firmanin tavsiyeleri ile ELISA kit (YL-
Biont, Cat No: YLA0029RA, Shanghai, Cin) kullanilarak belirlendi. Sonuglar nmol/mg pro-
tein birimiyle verildi. MDA 6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi Sekil 14°de gosterildi.
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Sekil 14. Doku MDA 6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi

3.5.4. Ovaryum Dokusu 8-OHdG Tayini

Doku 6rneklerinin 8-OHdG seviyeleri, tiretici firmanin tavsiyeleri ile ELISA kit
(YLBiont, Cat No: YLAOO61RA, Shanghai, Cin) kullanilarak belirlendi. Sonuglar ng/mg
protein birimiyle verildi. 8-OHdG 6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi Sekil 15°te goste-
rildi.
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Sekil 15. Doku 8-OHdG &l¢timiinde kullanilan standart grafigi

3.5.5. Ovaryum Dokusu TAS ve TOS Tayini

Doku o6rneklerindeki TOS seviyeleri, kolorimetrik kit (Rel Assay Diagnostics, Cat
No: RL0024, Gaziantep, Turkey) kullanilarak {iiretici firmanin tavsiyeleri gozetilerek belir-

lendi ve sonuglar umol H2O7 esdegeri/L birimiyle verildi.
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Doku drneklerindeki TAS seviyeleri, iretici firmanin tavsiyeleri gozetilerek kolori-
metrik kit (Rel Assay Diagnostics, Cat No: RL0017, Gaziantep, Turkey) kullanilarak belir-

lendi ve sonuglar mmol TE/L birimiyle verildi.
3.5.6. Ovaryum Dokusu OSI Tayini
Doku érneklerindeki OSI seviyeleri;
“OSI=[(TOS, pmol H,0> esdegeri/L) / (TAS, pmol TE/L)] x 100”
formiilii kullanilarak hesaplandi (100).
3.5.7. Ovaryum Dokusu SOD Tayini

Doku orneklerinin SOD seviyeleri, tiretici firmanin tavsiyeleri ile ELISA kit (YL-
Biont, Cat No: YLAO115RA, Shanghai, Cin) kullanilarak belirlendi. Sonuglar ng/mg protein
birimiyle verildi. Doku SOD 6l¢timiinde kullanilan standart grafigi Sekil 16°da gosterildi.
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Sekil 16. Doku SOD dl¢iimiinde kullanilan standart grafigi

3.5.8. Ovaryum Dokusu CAT Tayini

Doku 6rneklerinin CAT seviyelert, tiretici firmanin tavsiyeleri ile ELISA kit (USCN,
Cat No: SEC418Ra, Wuhan, Cin) kullanilarak belirlendi. Sonuglar ng/mg protein birimiyle
verildi. Doku CAT o6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi Sekil 17°de gosterildi.
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Sekil 17. Doku CAT 6l¢limiinde kullanilan standart grafigi

3.5.9. Ovaryum Dokusu Kaspaz-3 Tayini

Doku orneklerinin kaspaz-3 seviyeleri, iiretici firmanin tavsiyeleri ile ELISA kit
(YLBiont, Cat No: YLAOO17RA, Shanghai, Cin) kullanilarak belirlendi. Sonuglar ng/mg
protein birimiyle verildi. Kaspaz-3 6lgtimiinde kullanilan standart grafigi Sekil 18’de goste-
rildi.
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Sekil 18. Doku kaspaz-3 6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi
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3.6. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizlerde verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov Smirnov
testi ile degerlendirildi. Gruplarin karsilastirilmasinda ANOVA ve post hoc Bonferroni testi
kullanildi. Anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak alindi. Elde edilen veriler ortalama+standart

sapma olarak ifade edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Histolojik Bulgular

Kontrol, MTX, MTX+YME gruplarina ait folikiil sayis1 degerlendirmeleri sag ovar-
yum dokularindan elde edilen ve H&E ile boyanan kesitler tizerinde yapildi.

Yapilan sayimlar sonucunda elde edilen folikiil sayilart istatistiksel olarak karsilagti-
rildiginda; MTX ve MTX+YME gruplarindaki atretik folikiil sayisinda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli artis mevcuttu (sirastyla p=0.008 ve p=0.044).

[statistiksel olarak anlaml1 olmamakla birlikte primordiyal, primer ve tersiyer folikiil
sayilarinda MTX ve MTX+YME grubunda kontrole gére azalma varken sekonder folikiil
sayilarinda ise artis mevcuttu. MTX+YME ve MTX grubu folikiil sayilar1 karsilastirildi-
ginda ise istatistiksel olarak anlamli olmasa da MTX grubunda primordiyal, primer ve tersi-
yer folikiil sayilarinin MTX+YME grubuna gore diistik; atretik ve sekonder folikiil sayilari-
nin yiiksek oldugu gorildi (Sekil 19) (Tablo 8).

Folikiil Sayilar:

30
25

. A
: A
. m

5 l

Primordiyal Folikill  Primer Folikiil Sekonder Folikiil Tersiyer Folikiil Atretik Folikiil

0

m Kontrol Grubu ®MTX Grubu MTX+YME Grubu

Sekil 19. Gruplara ait folikiil sayilarindaki degisimlerin grafigi
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Tablo 8. Folikiil sayilarinin gruplar arasinda karsilastirilmasi

Primordiyal Primer Foli-  Sekonder Fo-  Tersiyer Foli-  Atretik Foli-
Folikiil Sayis1 kiil Sayisi likiil Sayis1 kiil Sayisi kiil Sayisi

Kontrol Grubu 22 851760  22.14+12.26  24.85+6.74  9.571+4.577  4.71+1.88

MTX Grubu 17.71£1.79 20.42+531  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+2.56"

AMTX ve MTX+YME grubu atretik folikiil sayis1 kontrol grubuna gore yiiksekti (sirastyla p=0.008; p=0.044)
Veriler ortalamazstandart sapma olarak verildi.

Kontrol grubunda; i¢inde perifer yerlesimli niikleus ve belirgin niikleolusa sahip ma-

turasyonunu tamamlamamis oosit olan primordiyal, primer, sekonder ve tersiyer folikiillerin

ve korpus luteumun bulundugu korteks ve kan damarlarindan zengin medullaya sahip nor-

mal over dokusu izlendi (Resim 7-10).

Resim 7. Kontrol grubuna ait sigan ovaryum dokusuna ait kesitte, ovaryum medullasi (sar1

y1ldiz) ve korteksi (kirmiz1 ay) goriilmekte (H&E x40)
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Resim 8. Kontrol grubuna ait sigan ovaryumunda korpus luteum (ay), ¢cok katli primer foli-
kiil (mavi ¢gember) ve primordiyal folikiiller (turuncu oklar) goériilmekte. Primer
folikiiller i¢inde primer oosit (beyaz yildiz) izlenmekte (H&E x200)

Resim 9. Kontrol grubuna ait kesitte ovaryumu saran germinal epitel tabakasi (beyaz ok),
folikiilii cevreleyen teka eksterna (kirmizi ok), teka interna (kirmizi ¢ift yonlii ok)
tabakalar1 ve oositi ¢cevreleyen ZP (mavi ok basi) ve oositin niikleusu (beyaz ok
bas1) goriilmekte (H&E x 400)
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Resim 10. Kontrol grubuna ait kesitte folikiiliin teka eksterna (kirmizi ok), teka interna (kir-
mizi ¢ift yonlii ok) tabakalar1 ve folikiile ait oositin (beyaz yildiz) ZP’si (mavi ok
bas1) goriilmekte (H&E x 400)

flave olarak MTX grubuna ait H&E boyali kesitlerde, bazi folikiillerde folikiiler
hiicre sinirlarinin kayboldugu ve folikiil i¢indeki oositlerin dejenere oldugu goriildii. Dokuda
belirgin fokal nekroz alanlari, 6dem ve vazodilatasyon/konjesyon tespit edildi (Resim 11,
12). MTX grubunda goriilen tiim bu patolojiler, MTX+YME grubunda belirgin olarak azal-
mist1 (Resim 13, 14).
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Resim 11. MTX grubuna ait kesitte goriilen yogun vazodilatasyon/konjesyon (kirmizi yil-
diz), folikiil hiicre sinirlarinin kayboldugu fokal nekroz alanlari (mavi simsek)
ve bir sekonder folikiil (beyaz ¢ember) izlenmekte (H&E x 200)

Resim 12. MTX grubuna ait kesitte fokal nekroz alanlar1 (mavi simsek) ve 6dem (mavi
carpi) izlenmekte (H&E x 400)
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Resim 13. MTX+YME grubuna ait kesitte ovaryumun etrafini1 saran germinal epitel (beyaz
oK) ve korpus luteum (ay) goriilmekte. Tersiyer folikiilde (yesil gember), teka eks-
terna tabakas1 (kirmizi ok), teka interna tabakas1 (kirmizi ¢ift yonlii ok), graniiloza
hiicreleri (mavi ¢ift yonlii ok), antrum (sar1 ok), oosit (beyaz yildiz), ZP (mavi ok
bast), korona radiata hiicreleri (pembe ok) izlenmekte (H&E x200)

Resim 14. MTX+YME grubuna ait bir kesitte; germinal epitel tabakasi (beyaz ok), sekon-
der folikiil (beyaz ¢ember) ve 6dem (mavi ¢arp1) goriilmekte (H&E x 400)

37



Gruplara ait H&E boyali kesitlerde goriilen vazokonjesyon 0-3 arasinda semikanti-
tatif olarak siniflandiginda hem MTX hem de MTX+YME grubunda kontrol grubuna gore
belirgin vazodilatasyon/konjesyon goriildiigii; MTX+YME grubunda ise vazodilatas-
yon/konjesyonun MTX grubuna gore azaldig1 gézlendi (Sekil 20).

Vazodilatasyon/Konjesyon

100%
80%
60%
40%
20% I
0% N
Kontrol Grubu MTX Grubu MTX+YME Grubu
0 m]l m2 m3

Sekil 20. Gruplara ait dokulardaki vazodilatasyon/konjesyon skorlari

Masson Trikrom ile boyanan preparatlarda; dokulardaki fibroz doku ve kollajen artigi
0-3 arasinda semikantitatif olarak skorlandi. Gruplardan hem MTX hem de MTX+YME’de
kontrole gore belirgin fibroz doku ve kollajen artis1 mevcuttu. Bu fibroz doku ve kollajen

artisi; MTX+YME grubunda MTX grubuna gore azaldi (Sekil 21) (Resim 15-17).

Kollajen ve Fibroz Doku
100%
80%
60%
40%
20%
0% .
Kontrol Grubu MTX Grubu MTX+YME Grubu
E0)m]l =2 m3

Sekil 21. Gruplara ait dokulardaki kollajen ve fibréz doku skorlari

38



Resim 15. Kontrol grubuna ait bir kesitte primordiyal folikiiller (turuncu ok) gériilmekte.

Sekonder folikiil i¢indeki oositi ¢evreleyen diizenli mavi renkte ZP (mavi ok basi)

goriilmekte (Masson Trikrom, x 400)

x 400)

9

(mavi ok basi) izlenmekte. Yogun mavi boyali kollajen ve fibroz doku (yesil yil-
gu goriilmekte (Masson Trikrom

sekonder folikiildeki (beyaz ¢ember) oositi ¢cevreleyen diizenli mavi boyanan ZP
diz) artis1 oldu

Resim 16. MTX grubuna ait kesitte, dejenere olmus bir oositten geride kalan diizensiz ve

39



Resim 17. MTX+YME grubuna ait kesitte diizensiz mavi boyanan ZP (mavi ok basi) ve

kollajen ve fibroz doku (yesil yildiz) artisinin azaldig1 goriilmekte (Masson Trik-
rom, x 400)

4.2. Ovaryum Dokularimin Biyokimyasal Bulgulari

Doku biyokimyasal degerlendirmeleri i¢in siganlarin sol ovaryumlar: kullanild.
MTX grubunda MDA degeri kontrol grubuna gére istatistiksel olarak anlamli artig gosterdi
(p=0.042) (Tablo 9). Kontrol grubu ile MTX+Y ME grubu arasinda MDA degerleri agisindan
istatistiksel fark yoktu ve MTX+YME grubu MDA degerleri istatistiksel olarak fark olus-
turmasa da MTX e gore diisiiktli. Benzer sekilde MTX grubunda 8-OHdG degerleri de kont-
rol ve MTX+YME gruplaria gore yiiksekti ancak bu yiikseklik istatistiksel anlaml1 degildi.

Doku CAT ve SOD gibi antioksidan enzim ve TAS seviyeleri; MTX grubunda kont-
role ve MTX+YME’ye gore belirgin olarak diisiiktii ancak istatistiksel anlam bulunamadi.
Ilave olarak MTX grubuna ait ovaryum dokularmin TOS, OSI ve Kaspaz-3 seviyelerinde

de; kontrol ve MTX+YME gruplaria gore istatistiksel anlamli olmayan artis tespit edildi
(Tablo 9).
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Tablo 9. Ovaryum dokularinin biyokimyasal bulgulari

Kontrol Grubu MTX Grubu MTX+YME Grubu

8-OHdG 0.764+0.23 2.23+1.99 1.361+1.44

SOD 7.38+9.34 2.25+0.89 4.28+1.87

TOS 16.61+8.26 25.78+14.08 22.54+9.13

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

A MTX grubunun MDA diizeyi kontrol grubuna gore artt1. (p=0.042).
Veriler ortalama+standart sapma olarak verildi.



5. TARTISMA

Diinyadaki 6liim sebeplerinin baginda gelen ve en énemli halk sagligi problemlerin-
den olan kanser tedavisi i¢in yapilan uygulamalar; bir yandan kanseri tedavi ederken diger
yandan organizmadaki farkli saglikli sistemler iizerinde yiiksek toksik etkiler olusturabilir.
Uygulanan kemoterapi ve radyoterapi gibi tedaviler; hem disi hem de erkekte lireme siste-
minin bir pargas1 olan gonadlar iizerine toksik etki gdsterebilirler (101, 102). Ozellikle ka-
dinlarda radyoterapi ve/veya kemoterapi nedeniyle hasar goren gonadlar; prematiir ovariyan

yetmezlige, prematiir menapoza ve infertiliteye neden olabilir (101, 103, 104).

Hem kanser tedavisinde hem de otoimmiin bazi hastaliklarin tedavisinde tek basina
veya diger kemoterapdtiklerle kombine olarak kullanilan MTX’in de hem iireme hem de
diger sistemler tlizerinde olumsuz etkileri mevcuttur (105-107) Bu olumsuz etkilerin koke-
ninde; MTX’in serbest radikal iiretimini artirmast ve dokularda oksidatif strese yol agmasi
olabilir (108). ilave olarak MTX, antioksidan enzim sisteminin calismasmi da bozabilir
(109).

Dokularda hasara neden olabilen oksidatif stres; giiniimiizde diyabet, koroner arter
hastalig1 ve kanser gibi pek ¢ok hastaligin etiyolojisinden sorumlu tutulmaktadir. Organiz-
mada bulunan antioksidan enzimleri de igeren endojen antioksidan sistem ve buna ilave ola-
rak meyve-sebzelerden alinan flavonoid, karotenoid ve C vitamini gibi eksojen antioksidan-

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

Glinlimiizde kemoterapoétik ilaglarin toksik etkilerini azaltmak i¢in farkli antioksi-
danlarin denendigi birgok ¢alisma yapilmistir (11, 105, 107, 110). Yaban mersini de serbest
radikal temizleyicisi gorevi iistlenerek serbest radikallerin dokulara zarar vermesini 6nleye-
bilen gii¢lii antioksidan 6zelliklere sahip bir meyvedir (90, 111). Yaban mersininde bulun-
makta olan antosiyaninler, flavonoidler ve diger fenolik bilesiklerin; antioksidan, antimuta-
genik, antikanserojenik, antienflamatuar, antihipertansif, antihiperlipidemik, antiproliferatif

ve antimikrobiyal aktivitelere sahip oldugu bilinmektedir (15).

Bu nedenlerle biz de ¢alismamizda; dokularda oksidatif strese yol agan kemoterapo-
tik bir ajan olan MTX kaynakli ovaryum hasarina karsi; antioksidan 6zellige sahip yaban

mersini meyvesinin etkilerini inceledik.

Oksidatif stres, serbest radikal iiretimi ve antioksidan savunma sistemlerinin arasinda

bulunan hassas dengede bir bozulma durumunda ortaya ¢ikar (1, 112). Bugiine kadar bir¢ok

42



calismada, MTX in farkli organlarda oksidatif stres kaynakli oldugu diisiiniilen hasarlar yap-
t1g1 bildirilmistir (106, 108, 110, 113). Bu ¢alismalardan birinde Asci ve ark. (114); gallik
asitin MTX ile indiiklenmis bobrek hasarina etkilerini arastirmislar ve ¢alismalarinin MTX
grubunda oksidatif stresin gosterilmesinde etkin belirtegler olan TOS ve OSI degerlerinin
artarken TAS degerinin azaldigini rapor etmislerdir. Bunun aksine MTX’le birlikte gallik
asit verilen grupta MTX grubuna gére TOS, OSI degerlerinin diisiik ve TAS degerlerinin
yiiksek oldugunu gostermislerdir. Bir baska ¢alismada Savran ve ark. (106); MTX uygula-
nan grubun MDA diizeyinin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugunu ve SOD, CAT ve
GPx diizeylerinin ise daha diisiik oldugunu gozlemlemislerdir. flave olarak MTX ile birlikte
antioksidan olarak C vitamini verilen grupta ise MTX etkilerinin diizelerek MDA diizeyinin
diistiigiinii ve SOD, CAT ve GPx diizeylerinin ise arttigini gézlemlemislerdir. Molsidominin
MTX kaynakli karaciger hasarina karsi koruyucu etkilerinin incelendigi bir ¢aligmada ise;
MTX uygulanan grupta MDA seviyesinin artmis, SOD ve CAT seviyelerinin azalmis oldugu
bildirilmistir (113). Ilave olarak Abdel-Raheem ve Khedr (115)’in siganlarda MTX kaynakli
bobrek hasarina karst montelukastin koruyucu etkilerini arastirdiklar: bir bagka ¢alismada;
MTX grubu MDA seviyesinin kontrole gore arttigi, SOD seviyesinin ise azaldig1 gosteril-
mistir. Bu calismalardan bagka iki ¢alismada da bobrek dokularinda MTX’in yukardaki ¢a-
lismalara ve bizim ¢alismamiza benzer sekilde doku MDA seviyesinde yiikselmeye neden
oldugu bildirilmistir (116, 117). Yulug ve ark. (105) da sigan bagirsaginda MTX’e bagl
hasarin 6nlenmesinde bilinen bir antioksidan olan resveratroliin etkinligini arastirdiklari ¢a-
lismada; MTX grubunda MDA seviyesinin yiikseldigini, SOD seviyesinin azaldigini ve res-
veratroliin ise MTX’in bu olumsuz etkilerini kompanse ettigini gézlemlemislerdir. Ata ve
ark. (7) ise MTX kaynakli ovaryum hasarina karsi resveratroliin etkilerini inceledikleri ¢a-
lismalarinda MTX grubu ovaryum dokusunda MDA’nin kontrole gore yiiksek, SOD ve
GSH’mn disiik oldugunu ve MTX+Resveratrol grubunda ise degerlerin kontrole benzer ol-
dugunu bildirmislerdir. MTX kaynakli ovaryum hasarina oksitosinin etkilerinin arastirildigi
bir bagka ¢alismada da MTX’in kontrol grubuna kiyasla plazma MDA seviyelerinde artisa
neden oldugu rapor edilmistir (118). Yapca ve ark. (119) da MTX kaynakl disi lireme sis-
temindeki oksidatif hasara kars1 mirtazapinin etkilerini inceledikleri ¢calismalarinda, MTX
verilen gruptaki ovaryum doku MDA seviyesinin kontrol grubu ve Mirtazapin+MTX gru-
buna gore artmis oldugunu bildirmislerdir. Pandir ve ark. (111, 120) ise sisplatine bagl erit-
rosit ve ovaryum hasarina karsi yaban mersininin etkilerini inceledikleri iki farkli ¢alismada;

bir kemoterapétik olan sisplatinin kontrol grubuna gére doku MDA seviyelerinde artisa ve
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antioksidan enzim seviyelerinde diisiise neden oldugunu bildirmislerdir. Ilave olarak; sisp-
latine ek olarak YME verilen gruplarda ise YME nin antioksidan etkisi ile doku MDA sevi-
yelerinde diisiise ve antioksidan enzim seviyelerinde artisa neden oldugunu ortaya koymus-

lardir.

Bu caligmalarin sonuglarina benzer sekilde biz de, calismamizda kemoterapétik ola-
rak MTX verdigimiz grup ovaryum dokularinda, lipid peroksidasyon belirteci olan MDA
seviyelerinin kontrole gore artmis oldugunu gézlemledik. Calismamizda MTX grubunda tes-
pit edilen belirgin MDA artiginin; ROT un asir1 birikimiyle olusan oksidatif stresin dokuya
verdigi hasara bagli olabilecegini diisiindiik (7, 105). Asci ve ark. (114)’nin ¢alismasina ben-
zer sekilde biz de calismamizda, MTX grubuna ait doku TOS ve OSI degerlerinde artis, TAS
degerinde diisiis gordiik ancak istatistiksel fark bulamadik. ilave olarak bahsedilen ¢alisma-
larin MTX grubunda gériilen antioksidan enzim seviyelerindeki diisiise benzer sekilde, bi-
zim MTX grubunda da diger gruplara gore antioksidan enzimlerden CAT ve SOD seviyele-
rinde istatistiksel anlamli olmasa da bir diisiis mevcuttu. Bu diistisiin, MTX’in antioksidan

sistem {izerine muhtemel baskilayici etkilerine bagli olabilecegini diisiindiik (109, 11).

Calismamizda, MDA seviyeleri bakimindan MTX+YME grubu ile kontrol grubu
arasinda fark yoktu. Ilave olarak istatistiksel fark yaratmasa da MTX+YME grubu MDA
degerlert MTX grubuna gore oldukea diistiktii. Bu durumu; MTX’in 6zellikle hiicre lipidleri
tizerinde olusturdugu oksidatif stresin YME tarafindan kompanse edilmis olabilecegi sek-
linde yorumladik (90, 120). MTX grubuna gére MTX+YME grubu SOD ve CAT diizeyle-
rinin ise, istatistiksel anlamli olmasada, literatiirde yer alan ve aralarinda YME’nin de bu-
lundugu farkli antioksidanlarin kullanildigi ¢alismalara benzer sekilde arttigini belirledik (7,
105, 106, 120). Bu etkinin, yaban mersini meyvesinde bulunan flavanoidler ve antosiyanin-

ler gibi pek ¢ok bilesigin antioksidan 6zelliklerinden kaynaklanmis olabilecegini diisiindiik.

[lave olarak MTX+YME grubunda; istatistiksel anlamli olmasa da TOS ve OS] de-
gerlerinin MTX grubuna gore azaldigini, TAS’1n ise antioksidan olarak gallik asitin kulla-
nildig1 ¢alismaya benzer sekilde arttigini belirledik (114). Bu da bize; MTX ile beraber ver-
digimiz YME’nin; diger ¢alismalarda kullanilan C vitamini ve resveratrol gibi antioksidan-
lara benzer sekilde davranarak oksidatif stres belirteclerinin azalip antioksidan parametrele-

rin artigin1 indiiklemis olabilecegini diisiindiirdi (7, 106).

Serbest radikaller ileri derecede saldirgan bilesiklerdir ve ROT un da dahil oldugu

bu bilesiklerin asir1 birikimi, lipidlerin ve proteinlerin yaninda hiicrede DNA hasarina da
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sebep olabilir (65, 67, 112). Serbest radikallerin olusturdugu oksidatif hasar sonucunda DNA
zincirinde bozulmalar biyokimyasal olarak 8-OHdG seviyelerinin dl¢iimii ile ortaya konabi-
lir (67, 73). Arslan A ve ark. (121) yapmis olduklari galismada; MTX grubu si¢an bagirsak
dokularinda oksidatif stres parametrelerinden MDA, myeloperoksidaz ve 8-OHdG’in de art-
misken antioksidan parametrelerden GSH seviyelerinde diislis oldugunu bildirdiler. Resve-
ratrol ve famotidinin ise oksidatif stres parametrelerindeki artis1 ve GSH seviyelerindeki dii-
stisii engelledigini rapor ettiler. Biz de ¢alismamizda, literatiire benzer sekilde MTX gru-
bunda 8-OHdG seviyelerinin istatistiksel anlamli olmasa da kontrole gore arttigin1 belirle-
dik. MTX+YME grubunda ise 8-OHdG seviyeleri, MTX grubuna gore diisiiktii ancak bu

fark istatistiksel anlam olusturmadi.

Oksidatif stresin; hiicre zar1 lipidlerine, proteinlerine ve DNA’sina verdigi zararlar
hiicreyi apopitoza siiriikleyebilir (122). Literatiirde giiniimiize degin pek ¢ok hiicre dlimii
¢esidi tanimlanmistir ve apopitoz da bunlardan biridir. Apopitoz, 151k mikroskobik olarak ve
hiicrede olusan DNA kiriklarinin gesitli yontemlerle tespiti ile bir diger hiicre 6liimii ¢esidi
olan nekrozdan kolayca ayirt edilebilen programlanmis hiicre 6liimiidiir (123). Apopitoz;
kaspaz adi verilen sistein aspartik proteazlarin seri aktivasyonu ile olusur. Kaspaz-3 gibi
kaspazlardaki artisin biyokimyasal olarak tespiti, dokuda apopitoz gostergelerinden biridir
(124).

Literatiirde MTX’in dokularda apopitozu indiikledigi ile iligkili ¢ok sayida ¢alisma
mevcuttur. Ekinci Akdemir ve ark. (125), MTXin karaciger dokusunda toksik etkiye sebep
olarak 8-OHdG ve kaspaz-3 miktarlarini arttirdigini géstermislerdir. Owumi ve ark. (126)
iIse MTX tedavisi uygulanan sicanlarin hem karaciger hem de bobreklerinde kaspaz-3 akti-
vitesinde artis oldugunu gdstermistir. Bir bagka ¢alismada MTX’ in ovaryum dokusunda
neden oldugu oksidatif stresin folikiillerde apopitoza sebep oldugu TUNEL yontemi ile gos-
terilmistir (110). Biz de ¢alismamizda MTX grubu ovaryum dokusunda, apopitozu gosteren
kaspaz-3 degerlerinde literatiirle uyumlu artis ve MTX+YME verilen grupta diisiis oldugunu
tespit ettik. Ancak veriler istatistiksel fark olusturmadi ve bu da bize kaspaz-3 6l¢limii ya-
ninda TUNEL gibi ek bir yontemle dokuda apopitoz tayini yapamamis olmamizin ¢aligma-

mizin eksik yonii olabilecegini diisiindiirdii.

Hiicrelerde apopitoza yol agabilen MTX, dokularda 151k mikroskobik olarak da gos-
terilebilen patolojik degisikliklere neden olabilir. Literatiirdeki ¢alismalar; bobrek doku-
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sunda MTX’in, glomeriillerde bozulmalar ve atrofi, epitel hiicrelerinde dejenerasyon, tiibii-
ler hiicre nekrozu, dokuda hemoroji ve intersitisyel 6dem ve nekroz gibi patolojilere neden
oldugunu bildirmektedir (111, 114-117, 127). Karaciger dokusunda ise MTX’in; nekroz ve
dejenerasyon, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, vaskiiler konjesyon ve dilatasyon ve hepa-
tositlerde piknotik ¢ekirdekler gibi olumsuz degisikliklere neden olabilecegi gosterilmistir
(106, 125). Testis dokusunda da MTX, interstisyel alanda 6dem, limende olgunlasmamis
germ hiicreleri, seminifer tiibiil capinda ve germinal epitel kalinliginda azalma gibi patolo-
jilere yol agmaktadir (128, 129). Biz de ¢alismamizda, MTX’in farkli organlarda yaptig
hasarlar1 gosteren bu ¢alismalara benzer sekilde, over dokusunda da hasara neden oldugunu

belirledik.

Turkler ve ark. (107) yaptiklari galismada, MTX’in over dokusunda folikiiler hiicre-
ler ve interstisyel alanda 6dem, vaskiiler dilatasyon ve konjesyon ve ilave olarak inflamatu-
var hiicre infiltrasyonuna neden oldugunu goézlemlemislerdir. Biz de MTX grubumuzda;
Turkler ve ark. (107) ¢alismasina benzer sekilde vazodilatasyon/konjesyon ve interstisyel
alanda 6dem tespit ettik. ilave olarak kortekste baz1 follikiilerde hiicre sinirlarinin kayboldu-
gunu, fokal nekroz alanlar1 olustugunu gordiik. Shohda ve ark. (6) caligmasinda bildirdikle-
rine benzer sekilde MTX grubunda bazi folikiillerin atreziye ugradigini ve oositlerin deje-
nere oldugunu gordiik. Ilave olarak calismamizda; antioksidan olarak Turkler ve ark.
(107)’nin kullandiklart likopen ve Shohda ve ark. (6) kullandiklar: folik asite benzer sekilde
YME’nin MTX’in yol agtigi tiim bu olumsuz etkileri azalttigini tespit ettik. ilave olarak
Pandir ve ark. (120)’nin sisplatinle olusturduklari over hasarini hafifletebildigini gosterdik-
leri YME’nin; MTX’le indiiklenen over hasarini da benzer sekilde azaltabildigini gosterdik.
Hortu ve ark. (118), MTX’in over dokusunda fibrozis yapabildigini gostermislerdir; benzer
sekilde bizim MTX grubumuzda da kollajen ve fibréz doku artis1 mevcuttu. Antioksidan
ozelliklere sahip Koenzim Q10 ve dut ekstrakti kullanilan ¢alismalardakine benzer sekilde
YME’nin dokudaki MTX’e bagli fibrozisi ve asir1 kollajen birikimini azaltabildigini gordiik
ve bunun YME kaynakli antioksidan etkiye bagl olabilecegini diisiindiik (130, 131).

Kemoterapdtik ilaglarin kullanimi; overlerdeki oositlere, folikiillere, stromal hiicre-
lere ve vaskiiler yapiya geri doniisiimsiiz zararlar vererek infertiliteye neden olabilir. (46).
Taskin ve ark. (132), kemoterapétik olarak sisplatin uyguladiklart grupta primordiyal, se-

konder ve tersiyer folikiillerin kontrol grubuna gore azaldigini tespit etmislerdir. Gol ve ark.
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(133) da yiiksek doz MTX uyguladiklart grupta, primordiyal folikiil sayisinin azaldigin bil-
dirmislerdir. Ulug ve Oner (99), ise tek yiiksek doz MTX uygulamasinin sadece primer, se-
konder ve total folikiil sayisinda; 1., 3., 5. ve 7. giinlerde ¢oklu diisiik doz MTX uygulama-
smin ise primordiyal, primer, sekonder, tersiyer ve total folikiil sayilarinda istatistiksel an-
laml1 azalmaya neden oldugunu gdstermiglerdir. Bizim ¢alismamizda da MTX grubunda her
ne kadar literatiire benzer sekilde primordiyal, primer, tersiyer folikiil sayilarinda diisiis olsa
da istatistiksel fark olusturmadi. Bu durumun ¢alismamizin denek sayisinin diger ¢alisma-
lara gore diisiik olmasi ile iligkili olabilecegini diisiindiik. Calismamizin MTX+YME gru-
bunda primordiyal, primer ve tersiyer folikiil sayilarinin istatistiksel fark yaratmasa da kont-
role gore diisiik ancak MTX’e gore yiiksek olmasi; YME’nin oksidatif strese karsi ¢alisan,

antioksidan iyilestirici etkilerine bagl olabilir.

Karri ve Vanithakumari (134) yaptiklar bir ¢alismada, bizim ¢alismamiza benzer
sekilde MTX’in over dokusunda atretik folikiil sayisinda artisa neden oldugunu bildirdiler.
Calismamizda hem MTX hem de MTX+YME grubunda atretik folikiil sayisinin kontrole
gore yiiksekti. Folikiillerdeki atrezi artisina, MTX’in hizli1 boliinen graniiloza hiicrelerinde
hasara ve bu hiicrelerin sentezledikleri steroid hormonlarda yetersizlige yol agmasi olabile-

cegini diisiindiik (134).

Sonug olarak ¢calismamizdaki veriler 1s181nda; MTX’in over dokusunda baglica MDA
artis1 ile temsil edilen oksidatif hasara, folikiillerde atreziye ve histopatolojik hasara neden
oldugu ve olusan bu hasarin uzun vadede over dokusunu harap edebilecegini diisiindiik. Ilave
olarak YME kullaniminin, overdeki MTX kaynakli olumsuz etkileri azalttigini ancak etkin
doz ve siirenin tespiti i¢in denek sayisinin artirildigr ilave calismalar yapilmasi gerektigini

diistinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Disi eriskin siganlarda MTX kaynakli ovaryum hasarina karst YME’nin koruyucu

etkilerini inceledigimiz bu deneysel ¢alismamizda;

MTX uygulamas1 over dokusunda;

1.

7.

Oksidatif stres gostergesi olan MDA degerlerinde istatistiksel olarak anlamli
yiikseligse neden oldu.

Oksidatif stres gdstergesi olan 8-OHdG, TOS ve OSI degerlerinde yiikselmeye
neden oldu ancak bu artis istatistiksel fark olusturmadi.

Antioksidan enzimlerden CAT ve SOD seviyelerinde istatistiksel fark goster-
meyen diislise neden oldu.

Apopitoz gostergesi olan kaspaz-3 seviyelerinde istatistiksel anlamli olmayan
artisa neden oldu.

Atretik folikiil sayisinda istatistiksel anlamli bir artisa neden oldu.

Fokal nekroz alanlari, 6dem ve vazodilatasyon/konjesyon olusmasina ve foli-
kiiler hiicre ve oositlerde dejenerasyona neden oldu.

Kollajen ve fibroz doku artigina neden oldu.

MTX e ilave olarak YME uygulamasi over dokusunda;

1.

MTX in artisina neden oldugu MDA seviyelerini diisiirdii ve kontrol grubuna
yaklastirdi.

MTX in artisina neden oldugu 8-OHdG, TOS ve OS] degerlerinde istatistiksel
fark yaratmayan diislise neden oldu.

MTX in diisiirdiigi CAT ve SOD seviyelerinde istatistiksel fark géstermeyen
artisa neden oldu.

MTX’in artirdig1 kaspaz-3 seviyelerinde istatistiksel anlamli olmayan diisiise
neden oldu.

MTX in artirdig1 atretik folikiil sayisinda istatistiksel anlamli olmayan diislise
neden oldu.

MTX’in olusturdugu fokal nekroz alanlari, 6dem, vazodilatasyon/konjes-
yonda ve oosit dejenerasyonunda belirgin azalmaya neden oldu.

MTXin indiikledigi kollajen ve fibroz doku artisini azaltti.
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Calismamizin sonuglart dogrultusunda yapilacak diger calismalarda;

1.

MTX’in ovaryum dokusunda olugturdugu hasari azaltan YME nin, dokudaki
hasar1 tamamen yok etmek veya 6nlemek i¢in kullanilacak etkin siire/dozunun
tam olarak belirlenebilmesi i¢in farkli doz ve siirelerdeki etkileri arastirilabilir.
YME’nin ovaryum dokusundaki oksidatif strese karg1 molekiiler diizeydeki et-
kilerini belirlemek i¢in molekiiler biyolojiden de faydalanilabilir.

Folikiillerde olusan apopitozun daha etkin belirlenebilmesi i¢in dokuda kaspaz
3 bakilmasi yaninda TUNEL yo6ntemi veya flow sitometri gibi ek yontemler
de kullanilabilir.

Histolojik yonden degerli bir parametre olan ve mikro yapilar hakkinda daha

ayrintil bilgi verebilen elektron mikroskobik inceleme de kullanilabilir.
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