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ÖZET 

Tekrarlayan Dozlarda Metotreksat Uygulamasına Karşı Resveratrolün Rat 
Ovaryumundaki Koruyucu Etkilerinin Değerlendirilmesi 

Metotreksat (MTX), folik asit antagonisti olup, klinikte birçok hastalığın tedavisinde 
kullanılan kematörapötik bir ajandır. MTX yüksek dozlarda kullanıldığında 
sitotoksik etki gösterdiği yapılan çalışmalarla ortaya konulmuş, organ ve dokularda 
neden olduğu toksisitenin engellenmesinin gerekliliği ortaya çıkmıştır. Çalışmamızda 
dişi ratlarda MTX ile indüklenmiş ovaryum hasarına karşı güçlü bir antioksidan 
kabul edilen Resveratrol’ün (RES) koruyucu etkilerini araştırmayı amaçladık. 
Çalışmamızda Wistar Albino cinsi toplam 42 adet dişi rat (240-360 g) kullanarak, 7 
grup (GrupI- Kontrol, GrupII- MTX (1.gün), GrupIII- MTX (1., 3. gün), GrupIV- 
MTX (1., 3., 5. gün), GrupV- MTX (1.gün) + RES, GrupVI- MTX (1., 3. Gün) + 
RES, GrupVII-  MTX (1., 3., 5. gün) + RES) oluşturduk. Sıçanlara, ilk gün kontrol 
grubu hariç tüm gruplara 15 mg/kg intraperitoneal yoldan tek doz MTX uygularken; 
V., VI., ve VII. gruplara ise MTX uygulamasından 1 saat önce Resveratrol 20 mg/kg 
dozunda oral gavaj yolu ile verildi. III., IV., VI. ve VII. gruplara 3. gün, IV. ve VII. 
gruplara ise 5. gün olmak üzere tekrarlayan dozlarda MTX uygulaması yapıldı. 
Deneyin 8. günü anestezi altında ratlardan doku ve kan örnekleri alınarak sakrifiye 
edildi. Ratların ovaryum dokularında hematoksilen-eozin (H-E) boyaması ve 
TUNEL boyama yapılarak ışık mikroskobunda ovaryum hasarı değerlendirildi. 
Çalışmamızda alınan ovaryum doku örnekleri homojenize edilerek, TAS ve TOS 
aktiviteleri spektrofotometrik olarak tayin edildi. Ayrıca, Comet Assay yöntemi ile 
de kanda DNA hasarının değerlendirilmesi yapıldı. Grup IV ve VI’da birer hayvan 
kaldığı, VII’de ise hiç hayvan kalmadığı için bu gruplar değerlendirilmeye 
alınamadı. Biyokimyasal analizler sonucunda MTX grupları olan grup II ve III’de 
TOS düzeyi kontrol grubuna göre artış gösterirken grup V’de TOS düzeyinin anlamlı 
olarak düştüğü görüldü. Bununla beraber TAS düzeyi grup V’de grup II ve III’e göre 
anlamlı olarak arttı. H-E ile boyama sonucunda hasar oluşan MTX gruplarına kıyasla 
grup V’de birçok bulguda iyileşme gözlenmiştir. TUNEL boyama sonucunda en 
fazla pozitif boyanma; eşit miktarda grup II ve III’te daha sonra grup V’te 
gözlemlenmiştir. Ayrıca DNA hasar analizi gösteren comet skoru grup II ve III’de 
anlamlı olarak artarken, grup V’de anlamlı olarak azalmıştır. Bu çalışmanın sonuçları 
doğrultusunda resveratrolün antioksidan özelliğinden dolayı metotreksata bağlı 
ovaryum hasarına karşı koruyucu etkiler sağlayabileceği görülmüştür. 

Anahtar Kelimeler: Metotreksat, Ovaryum, Rat, Resveratrol.  
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ABSTRACT 

Evaluation of Protective Effects of Resveratrol in Rat Ovarium Against Repeated 
Doses of Methotrexate 

Methotrexate (MTX), a folic acid antagonist, is a chemotherapeutic agent used in the 
treatment of many diseases in the clinic. Studies have shown that MTX has a 
cytotoxic effect when used in high doses, and the necessity of preventing the toxicity 
it causes in organs and tissues has emerged. In our study, we aimed to investigate the 
protective effects of Resveratrol (RES), which is considered a powerful antioxidant, 
against MTX-induced ovarian damage in female rats. In our study, a total of 42 
female Wistar Albino rats (240-360 g) were used, 7 groups (Group I- Control, Group 
II- MTX (1st day), GroupIII- MTX (1st and 3rd day), Group IV- MTX (1st, 3rd and 
5th day), GroupV- MTX (1st day) + RES, GroupVI- MTX (1st and 3rd day) + RES, 
GroupVII- MTX (1st, 3rd and 5th day) + RES) have been created. While 
administering a single dose of MTX 15 mg/kg intraperitoneally to all groups except 
the control group on the first day; V., VI., and VII. Resveratrol was given to the 
groups by oral gavage at a dose of 20 mg/kg 1 hour before MTX administration. III., 
IV., VI. and VII. groups on the 3rd day, IV. and VII. on the 5th day, repeated doses 
of MTX were administered to the groups. On the 8th day of the experiment, tissue 
and blood samples were taken from the rats under anesthesia and they were 
sacrificed. Ovarian damage was evaluated under light microscope by performing 
hematoxylin-eosin (H-E) staining and TUNEL staining on ovarian tissues of rats. 
Ovarian tissue samples taken in our study were homogenized and TAS and TOS 
activities were determined spectrophotometrically. In addition, DNA damage in 
blood was evaluated by Comet Assay method. Since there was only one animal left 
in Groups IV and VI and none in Group VII, these groups could not be evaluated. As 
a result of biochemical analyzes, TOS levels increased in MTX groups, group II and 
III, compared to the control group, while TOS level decreased significantly in group 
V. However, the TAS level increased significantly in group V compared to groups II 
and III. Many findings were improved in group V compared to the MTX groups that 
were damaged as a result of staining with H-E. Maximum positive staining in 
TUNEL image; observed in equal amounts in groups II and III, then in group V. In 
addition, the comet score showing DNA damage analysis increased significantly in 
groups II and III, while it decreased significantly in group V. In line with the results 
of this study, it was observed that resveratrol may provide protective effects against 
methotrexate-induced ovarian damage due to its antioxidant properties. 

Keywords: Methotrexate, Ovary, Rat, Resveratrol. 

 



1 
 

1. GİRİŞ 

Neoplazilerden psöriazise (sedef hastalığı) uzanan geniş yelpazede birçok 

hastalığın tedavisinde kullanılan Metotreksat (MTX), bir folik asit antagonisti olup, 

dihidrofolat redüktaz enzimini bağlayarak DNA ve RNA sentezini inhibe eden 

antiproliferatif etkili bir ajandır (Fridlington ve ark., 2011; Hyoun ve ark., 2012). 

MTX; proteinler, lipidler ve miyelinin şekillenmesinde büyük önemi olan 

transmetilasyon reaksiyonlarına da belirgin olarak etki eder (Uzar, 2006). 

Metotreksat; nükleik asitlerin, timidilatların ve proteinlerin sentezini inhibe ederken 

malign ve bazı kanserli olmayan hücrelerde büyümeyi ve proliferasyonu 

baskılayarak özellikle hızla bölünen hücreler üzerinde toksik etkiye neden olur (Karri 

ve Vanithakumari, 2011). Buradan da anlaşılacağı gibi metotreksatın sitotoksik etkisi 

yalnızca kanser hücrelerine özgü olmayıp tüm vücut hücreleri üzerine olmaktadır. 

MTX’in toksik etkileri hastadan hastaya değişkenlik gösterebilmektedir. Bu 

yüzden MTX kullanıldığı endikasyona bağlı olarak geniş bir doz aralığında 

kullanılmaktadır (Widemann ve Adamson, 2006). MTX’in en iyi bilinen yan 

etkilerinden bazıları hematolojik, hepatik ve pulmoner toksisite olarak sıralanmıştır 

(Kivity ve ark, 2014). Bazı raporlar MTX’in iskelet büyümesi, nöro, nefro ve üreme 

sistemleri üzerindeki toksik etkilerini tanımlamaktadır (Karri ve Vanithakumari, 

2011). Bu yüzden metotreksat kullanımı esnasında antioksidan maddelerin birlikte 

verilmesinin dokular üzerindeki toksik etkiyi azaltıcı etkileri olduğu kanıtlanmıştır 

(Kabakçı ve ark., 2015). 

Resveratrol (RES) (3,5,4-trihydroxystilbene) başlıca üzüm kabuğu olmak 

üzere yerfıstığı, ahududu, dut, erik ve bazı bitkilerde bulunmaktadır. Resveratrolün 

özellikle patojenlerin bitkilere saldırması, yaralanma veya ultraviyole (UV) ışığa 

maruz kalma sonucunda bitkiler tarafından üretilen bir fitoalleksin olduğu 

bilinmektedir. Bu maddenin aynı zamanda insanlarda da koruyucu olduğuna 

inanılmaktadır. Çünkü daha çok renkli üzümlerde bulunan resveratrol maddesinin 

antioksidant aktivite göstererek kılcal damarların tıkanmasını ve apoliprotein, lipid 

sentezinin modülasyonu ile kılcal damarlarda trombosit birikmesini engellediği 

yapılan çalışmalarla ortaya konulmuştur. Resveratrol hücre yaşam süresini uzatan ilk 
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moleküldür. Resveratrol'un sirtuin (SIRT2, insan SIRT1 homologu) aktivasyonu ile 

kalori kısıtlamasına yanıt olarak mantarlarda hücre yaşam süresini uzattığını 

çalışmalar göstermiştir. Resveratrol'ün sirtuinleri aktive ettiği insan ve hayvan 

modellerinde yapılan çalışmalarla da gösterilmiştir. Resveratrol ile ilgili 

araştırmaların büyük çoğunluğu kanser üzerine yoğunlaşmış olup, bu bileşiğin, 

kanserin pek çok aşamasında durdurucu ve engelleyici özelliği olduğu belirlenmiştir 

(Karabulut, 2008; Keskin ve ark., 2009; Tunali-Akbay ve ark., 2010; Yuluğ ve ark., 

2013). Resveratrol'ün antioksidan potansiyeline ilaveten antikanser özelliğini 

sergilediği insan kanserleri üzerine yapılan farklı çalışmalarda da (meme, rahim ağzı, 

rahim, yumurtalık gibi) gösterilmiştir (Rauf ve ark., 2018). 

Literatürde Metotreksat’ın yol açtığı toksisiteyi engellemeye yönelik çeşitli 

maddeler ile çalışmalar mevcut olmasına karşın, güçlü antioksidan etkiye sahip 

resveratrolün tekrarlayan dozlarda MTX verildiğinde ovaryum ve diğer dokulardaki 

koruyucu etkilerinin araştırılmamış olması bu çalışmanın özgünlüğünü 

arttırmaktadır. Tekrarlayan ve tek doz MTX uygulaması sonrası meydana gelen 

oksidatif organ hasarına karşı güçlü bir antioksidan olan resveratrol verilerek rat 

ovaryumu üzerindeki koruyucu etkisinin biyokimyasal, histokimyasal ve 

immünohistokimyasal olarak değerlendirilmesi amaçlanmaktadır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Ovaryum 

Dişilerin üreme sisteminde yer alan ovaryum, pelvik boşluğun sağ ve sol 

lateralinde yer alan bir çift organdır. Şekil itibari ile bademe benzetilmektedir (Roach 

ve Andreotti, 2017). 

Ovaryum, dişilerde germ hücrelerinin büyümesini ve bunları ihtiva eden 

olgunlaşmış oositlerin fallop tüplerine geçişini sağlayan, her ay gerçekleşen siklusta 

hormonların etkisiyle biyolojik ve morfolojik değişiklikler yaşayan memeli organıdır 

(Kawashima ve Kawasmura, 2017). 

Dişi üreme sisteminde fertiliteyi sağlayan, karmaşık bir yapıya sahip olmakla 

birlikte oositlerin gelişip olgunlaşmasında en elverişli ortamı bulunduran, hem 

endokrin hem ekzokrin bir bezdir (Avila ve ark., 2016). Ovaryumun yapısı şekil 

2.1’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 2.1. Ovaryumun yapısı (Gartner ve Hiatt, 2000). 
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2.1.1. Ovaryum Anatomisi ve Fizyolojisi 

3 cm boyunda, 1 cm kalınlıkta ve 1,5 cm ene sahip, bademe benzeyen şekli 

ile dişi üreme sisteminde bulunan ovaryumlar, pembemsi beyaz renkte bir çift 

organdır (Şen, 2019). Ağırlıkları 4-6 gr olan ovaryumlar pelvisin fossa ovarika 

denilen çukurluklarına yerleşmişlerdir. Dış kısımları tunika albuginea adı verilen sert 

bir bağ doku ile çevrelenmiş olup, yaş ilerledikçe bu zarın daha da kalınlaşarak 

sertleştiği görülmüştür (Soares ve ark., 2005). 

Uterusun sağında ve solundaki duvarlarında bulunan ve periton katlantısından 

oluşarak ovaryumu askıda tutan mezovaryum, ovaryumlara kan damarlarını getiren 

peritoneal bir katlantı olup ovaryumun broad ligamentinin posterior yüzüne 

bağlanmasını sağlar. Ovaryumun tubal kutbu suspansory ligament tarafından pelvik 

duvara bağlanırken, uterin kutbu ise ovarian ligament ile uterusa bağlanır (Saladin, 

2008). 

Ovaryumun başlıca iki görevi vardır. Birincisi gamet üretmek, ikincisi ise 

steroid hormonlarının sentezlenmesidir. İlk fonksiyonu olan gamet üretiminde 

gelişen gamete oosit, olgunlaşan gamete ise ovum denilmektedir (Gartner ve Hiatt, 

2006). İkinci fonksiyonunda steroid hormonlar yapısında östrojen ve progesteron 

salgılamaktadır. Östrojen; iç ve dış genital organların gelişip olgunlaşmasını ve 

adölesan dönemde sekonder cinsiyet karakterinin oluşmasını sağlarken, progesteron 

ise kadın iç genital organı olan uterin kaviteyi gebelik sürecine, meme bezlerini de 

laktasyona hazırlamaktadır (Şen, 2019). 

2.1.2. Ovaryumun Histolojik Yapısı 

Ovaryum iki kısımdan oluşur. İç kısmına medulla, dış kısmına ise korteks 

denilmektedir. Medulla kısmında kan damarları, sinirler ve stromal hücreler 

bulunurken korteks kısmı oosit içermektedir (Faddy ve ark., 1992). 

Ovaryumları damarsal açıdan incelediğimizde, ovaryuma kanı getiren arterler 

hilustan girerek, medulla ve korteks sınırında pleksus oluştururlar. Ovaryumun 
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venlerini oluşturanlar ise panpiniform pleksusudur. Abdominal kavitede bulunan bu 

venlerden soldaki renal venle birleşirken sağdaki ise vena cava inferiora bağlanır 

(Waugh ve Grant, 2001). 

Adölesan dönemde ovarial yüzey düz bir yapıya sahipken üreme döneminde 

tekrarlayan ovulasyonlar yüzünden ovaryum yüzeyi düzensiz yapıdadır. 

Postmenapozal dönem geldiğinde ise ovaryumlar adölesan ve üreme dönemindekine 

göre dörtte bir küçülmüştür (Şen, 2019). 

Sağlıklı bireylerin ovaryumlarında doğumla beraber ortalama 600-800 bin 

civarında primer oosit vardır fakat bunlardan 400 bini ovulasyona ulaşır. Gerisi ise 

atreziye uğrayarak dejenere olur (Dickey ve ark., 2002). 

2.1.3. Ovaryum Foliküllerinin Gelişimi 

Fertilite döneminde ovaryumlar farklılaşarak daha komplike organ haline 

gelirler. Bebeklik ve gençlik döneminde yumurtalıklar devinimsiz değildirler, sürekli 

olarak büyüme gösterirken bununla beraber ayrımlaşma ve bozulmalar yaşarlar  

(Peters, 1969). 

İlk etap da overlerin gelişim süreci oosit adı altında primordiyal folikülde 

başlar. Birçok memelinin primordiyal folikül bulunan havuzu, ya memelilerdeki gibi 

embriyonun gelişimi sırasında ya da kemirgen canlılardaki gibi doğumdan sonra 

oluşur. Primordiyal foliküllerin olduğu bu küme dişilerde bulunan, 

yumurtlayabileceği oositlerin tedarik edilmesini sağlar. Hipofiz hormonlarındaki 

değişim üreme döngüsü sırasında kadınlarda ve primatlardaki folikül gelişimini 

başlatır (Balla ve ark., 2003). 

Ovaryumdaki foliküllerden her döngüde seçilen bir grup folikül puberte 

döneminden başlayarak büyüme sürecine girer. Büyüme sürecindeki aşamalar ise 

primordiyal folikülden başlayarak primer, sekonder ve graaf folikülünü oluşturur 

(Güney, 2019). 
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2.1.3.1. Primordiyal Folikül 

Primordiyal Foliküllere, ilk olarak gonadotropin hormonundan bağımsız bir 

şekilde gelişmiş halde fetal hayatın 3. ayında rastlanmaktadır (Silber, 2015). Folikül, 

yassı epitel folikül hücrelerine ve primer oosite sahiptir (Maheshwari ve Fowler, 

2008). Bunlar korteksin içinde tek katlı folikül hücrelerinden oluşarak tunika 

albungineanın alt kısmında yer alırlar. Primordiyaller grup oluşturmuşlardır ve oositi 

sarmaktadırlar (Akıcıgil, 2020). Bu oosit yaklaşık olarak 25 μm çapa sahip ve küre 

şeklindedir (Koh ve ark., 2009). Ooplazmasında balbiani cisimcikleri, eser miktarda 

ribozom ve seyrek olarak da annulat lamelleri bulunmaktadır. Gonadotropinlerin 

uyarmasından bağımsız olarak gelişim gösteren bu foliküller, mayoz 1’in profaz 

evresinde puberte dönemine kadar beklerler  (Junqueira ve Carneiro, 2009; Zhang ve 

ark., 2014). Primordiyalden primer foliküle geçiş sürecinin geri dönüşü yoktur ve 

gelişmeye başlayan folikül ovulasyon ya da atrezi olana dek gelişimine devam 

etmektedir. (Kezele ve Skinner, 2003). 

2.1.3.2. Primer Folikül 

Yumurtalıklardaki ortalama 20’ye yakın primordiyal folikülün uyarılarak 

primer evreye dönüşmesi FSH (Folikül Stimülan Hormon) tarafından 

gerçekleşmektedir. Uyarılan bu foliküllerden sadece bir tanesi olgunlaşabilmektedir 

(Taşkın, 2005). Ergenlik döneminde overler bu foliküller ile dolmuştur 

(Kierszenbaum, 2006). 

Primer folikül oositi, kübik granül hücrelerin tabakalanması ile oluşmuştur 

(Gougeon, 1996). İlk aşamayı oluştururken oositin büyümesi ile beraber etrafını 

çevreleyen hücreler kübik şekil alır ve böylece ortaya çıkan foliküle primer folikül 

denir. Oosit büyürken özel proteinler salgılanmaya başlar ve bunlar birleşerek folikül 

hücreleri ve oositin arasında zona pellusidanın oluşmasını sağlar. Erken primer 

folikül (Unilaminar primer folikül), tek tabakalı kübik hücrelerle çevrelenerek 

gelişen oositi tanımlamaktayken, çok katlı hücreler tarafından çevrelenen oosite ise 

geç primer folikül (multilaminar primer folikül) adı verilmektedir (Güney, 2019). 
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2.1.3.3. Sekonder Folikül 

Sekonder folikül oluşurken kübik granüloza hücreler erimeye başlayarak hilal 

şeklinde boşluk oluşturur. Bunlara antrum denir. Antrumların içi hyalüronandan 

zengin folikül sıvısı ile doludur ve progesteron, östrojen ve androjen gibi steroid 

hormonlarını içermektedir (Bacha ve ark. 2012). Oluşan boşluklar ilk olarak 

küçüktür fakat bir araya gelerek büyürler (Akıncıgil, 2020). 

Korona radiatayı oluşturan granüloza hücreleri zona pellusidaya komşudur ve 

oositi sarar. Daha sonra teka tabakası gelişip damardan zengin teka internayı ve 

stromaya benzer yapıda olan teka eksternayı oluşturur (Nahirney ve Ovale, 2009). 

Teka eksterna ile teka interna arasındaki sınır belirgin olmamasına rağmen granüloza 

ve teka folikülü arasındaki sınırda bazal membranın bulunmasından ve hücre 

morfolojilerinin farklılık göstermesinden dolayı belirginlik göstermiştir (Junqueira ve 

Carneiro, 2006). 

2.1.3.4. Graaf Folikülü 

Granüloza hücrelerindeki çoğalmayla birlikte folikül sıvısındaki artış çapının 

2,5 cm büyüklüğe ulaşmasını sağlar. Büyüyerek olgunlaşan bu foliküle graaf folikülü 

denir. Tersiyer folikül olarak da bilinmekedir. Foliküller maksimum boyuta 

geldiğinde çoğalma aktiviteleri azalacaktır (Sadler, 2011). 

Çok katlı ve damarsız yapıya sahip olan granüloza hücreleri foliküler kaviteyi 

çevreleyerek buraya doğru kumulus ooforus adında bir çıkıntı meydana getirir ve bu 

zona pellusida ile çevrili oosit içerir (Kuehnel, 2003). 

Oosit foliküldeki mayoz bölünmenin ilk aşamasını gerçekleştirerek sekonder 

oosit olmakla birlikte döllenme olduğunda sekonder oositten ovum ve 2. polar 

cisimcik oluşmuştur (Akıncıgil, 2020). Oluşan bu yapılar döllenmeye kadar 2. mayoz 

bölünmede metafazda kalır. Ovulasyondan önce Luteinizan hormunun (LH) aniden 

artmasıyla mayoz bölünme uyarılır ve folikül rüptürü gerçekleşir. Ovulasyonla atılan 

sekonder oositin tubaya geçmesiyle ovaryumda ovulasyondan sonra geride kalan 
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granuloza ve teka lutein hücreleri korpus luteum yapısını oluşturur ve bu yapısıda 

progesteron sentezi yapar (Ross ve Pawlina, 2011). Progesteron hormonu salgılatan 

korpus luteum; fertilizasyon gerçekleşirse ovaryumda gebelik korpus luteumu, 

gebelik gerçekleşmezse menstruasyon korpus luteumu oluştururken, döllenme 

meydana gelmediğinde ya da sona erdiğinde ise dejenere olarak korpus albikansı 

oluşturur (Erdost, 2016). 

2.1.3.5. Atretik Folikül 

Birçok folikül gelişim evresinde olgun hale geçemeden dejenere olarak 

işlevlerini kaybederler. Dejenerasyon sürecini takip eden folikül hücreleri büzülerek 

küçülür ve birbirlerinden ayrılarak otoliz olurlar. Şişen zona pellusida ve vasküler 

şekle gelen teka hücrelerinin yerlerini bağ dokusu alır (Eroschenko, 2013). 

2.1.4. Ovaryum Embriyolojisi 

Gonadlar, epitel proliferasyon ve altında yer alan mezenşimin artmasıyla 

oluşan uzunlamasına bir çift şişkinlik halinde ortaya çıkmaktadırlar. Primordiyal 

germ hücreleri yolk kesesinin allantoise yakın duvarındaki endoderm hücreleri 

arasında belirir. Bu hücreler hareket ederek bağırsağın mezenteriumu üzerinden 

ilerleyerek primitif gonadal kabartıya gelir (Akıncıgil, 2020). Gonadal kabartıya 

ulaşamayan primordiyal germ hücreleri gelişemezler (Ross ve Pawlina, 2011). 

Embriyoda cinsiyetin döllenme sırasında spermin taşıdığı X ya da Y 

kromozomu sayesinde belirlediği bilinmektedir. XX kromozom düzenine sahip 

embriyoda sekonder kortikal kordonlar gelişirken medullar kordonlar gerilemektedir 

(Sadler, 2011).  

2.2. Metotreksat 

Metotreksat, 1940 yıllarında geliştirilen bir folik asit antagonistidir (Chan ve 

Cronstein, 2002). 1950 ve 1960’lı yıllarda sıvı içermeyen, dayanıklı tümörlerin 

tedavisinde kullanılmaya başlanmıştır (Hashkes ve ark., 2013). 
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Metotreksat, meme ve akciğer kanseri, osteosarkom, birçok hematolojik 

hastalıklar, romatoid artrit, psoriasis, multiple skleroz gibi hastalıkların tedavisinde 

kullanılmaktadır (Abolmaali ve ark., 2013). Ayrıca püstüler, eritrodermik formlar ve 

psoriatik artrit tedavilerinde de metotreksata başvurulmaktadır (Şentürk, 2016). 

Maling hastalıkların tedavisinde yüksek dozlarda kullanılırken, immün sistemi 

baskılayan hastalıklarda daha düşük dozlarda kullanılan terapötik bir ajandır (Öktem 

ve ark., 2006). Hücre bölünmelerini yavaşlatan bir ilaç olarak onkolojide yıllar boyu 

kullanım alanı bulmaktadır. Araştırmalar sonucunda oral ve intravenöz yoldan 

yapılan uygulamalarda metotreksatın merkezi sinir sistemi hariç tüm vücuda 

yayılabildiği görülmektedir (Işık ve ark., 1997). Metotreksat’ın tedavi edici ve yan 

etkileri kullanılan hastalarda değişebilirlik gösterebilmektedir (Widemann ve 

Adamson, 2006). 

2.2.1. Kimyasal Yapısı 

Metotreksat, 4-amino-4-deoksi-10-N-metilpteroilglutamik asit yapıya sahip 

bir kimyası vardır (Armağan ve ark., 2008; Sayılmaz ve ark., 2016). Metotreksatın 

kimyasal yapısı şekil 2.2’de gösterilmiştir. MTX, folik aside yapısal olarak benzerlik 

göstermektedir ve para-aminobenzoik asit ile pteridin grubuyla yapısal olarak yer 

değiştirebilir (Padmanabhan ve ark., 2009). 

 

Şekil 2.2. Metotreksatın kimyasal yapısı (Sönmez ve ark., 2016). 
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2.2.2. Metotreksatın Etki Mekannizması 

MTX, transformilaz enzimi olan amino-imidazol karboksamit ribonükleotid 

(AICAR) ile beraber pürin ve pirimidin sentezlerinde inhibe ettiği birçok enzim 

bulunmaktadır ve büyük oranda hücre bölünmesini baskılamaktadır. Bunun 

sonucunda novo pürin nükleotid sentezini engellemekle birlikte AICAR’nin 

çoğalması MTX’in anti-inflamatuar etkisine büyük katkı sağlayan adenozinin hücre 

içine birikmesi sonucunu ortaya çıkarır (Hashkes ve ark., 2013). 

Bazı çalışmalarda MTX’in oksidatif stresin dokulardaki lipitleri ve DNA 

hasarını oksit durumuna getirerek hücre ölümleriyle ilgili gen ekspresyonlarını 

fazlalaştırarak hücre ölümünde rol aldığı ifade edilmektedir (Abd-Allah ve Sharaf El-

Din, 2013).  

Hızlı bölünen neoplastik hücrelerin tedavisinde en etkili olan birçok 

kemoterapötik ajan, yumurtalık fonksiyonları üzerinde kalıcı etkilere sahiptir. Bu da 

amenore, kısırlık ve hatta menopoza yol açabilmektedir. Bu etkiler, alkilleyici 

ajanlarda daha büyük ve MTX gibi antimetobolitlerde daha azdır (Hortu ve ark., 

2020). 

Karri’nin 2011 yılında yaptığı çalışmada; MTX’in etki mekanizmasını ortaya 

çıkarmak için yumurtalık, rahim, serviks ve vajinanın histolojisini incelemiştir. 

Çalışmanın sonuçları, doza bağlı bir tarzda MTX'in yumurtalıkta preantral ve antral 

foliküler büyümeyi kısıtladığını göstermektedir. 

2.2.3. Farmakokinetik ve Farmakodinamik Etkileri 

MTX, 25 mg/kg dozundan daha düşük oranlarda oral olarak uygulandığında 

gastrointestinal sistem tarafından tama yakın emilirken uygulanan doz arttığında bu 

oran azalacağı için intravenöz olarak uygulama tercih edilmektedir. İntravenöz 

uygulamadan sonra MTX plazmadan 3 kademede elimine edilir. İlk kademede hızlı 

bir dağılım görülürken, ikinci kademede böbreklerdeki klirens 2-3 saatlik yarı ömür 
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sürmektedir. Üçüncü kademede ise yaklaşık 8-10 saatlik bir yarılanma ömrü 

bulunmaktadır (Brunton ve ark., 2006). 

MTX yapı olarak folik aside benzediği için hücre içerisine indirgenmiş folat 

taşıyıcı ile taşınmaktadır (Tian ve Cronstein, 2007). Değişebilen oranlarda glutamat 

kümeleri olan bir çok metabolitten oluşan MTX, hücre içerisine girmesiyle fazla olan 

glutamat kısımları folilpoliglutamat sentaz (FPGS) enzimiyle MTX 

poliglutamatlarına dönüştürülürler (Gangjee ve ark., 2002). Doğal MTX,  MTX 

poliglutamat ile karşılaştırıldığında hedef enzimlerde daha fazla afinitenin ve MTX 

etkinliğinin arttığı düşünülmektedir (Assaraf,2006). 

2.2.4. Metotreksatın Yan Etkileri 

MTX, timidilatlarla beraber nükleik asit ve protein sentezlerini 

baskılamaktadır. Bu sayede maling ve kanserli olmayan bazı hücrelerin büyümelerini 

ve çoğalmalarını önleyerek hızlı bölünen hücrelerde toksik etkiler oluşturmaktadır. 

Bazı sonuçlar MTX’in nörolojik, nefrolojik, ürolojik alanda ve iskelet büyümesinde 

toksik etkilerinin olduğu tanımlanmıştır (Karri, 2011). Oluşan yan tesirlerin 

birçoğunda MTX’in etkilemesi sonucu  ortaya çıkan oksidatif stresin etkili 

olabileceği belirtilmiştir (Caron ve ark., 2009; Öktem ve ark., 2006; Uygur ve ark., 

2019). 

Tablo 2.1.  Metotreksat tedavisi sırasında karşılaşılan yan etkiler (Şentürk, 2016). 

Sık Karşılaşılan Yan Etkiler Ciddi Yan Etkiler 
Gastrointestinal sistem problemleri           Hepatotoksisite 
Stomatit ve ağızda yara           Pulmoner değişiklikler 
Karaciğer fonksiyonlarında bozulma           Enfeksiyon 
Ekstremiteler demaküler punktant 
döküntü 

          Kemik iliği süpresyonu 

Santral sinir sistemi semptomları           Lenfoproferatif hastalıklar 
Alopesi           Nefrotoksisite 
Ateş  
Hematolojik Değişiklikler  
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Dubey ve ark. (2016), Hindistan’ da yaptıkları bir çalışmada uzun bir süre 

MTX kullanan 204 romatoid artrit hastasını incelemişler ve ortaya çıkan 

hepatotoksisitenin %6, hepatik fibrözün %2 olduğunu, biyopsi ile tanılanmışlardır. 

Yine bu çalışmada anemi ile lökopeni oranının %5,4 olduğu ortaya çıkmıştır. 

2.2.5. İlaç Etkileşimi 

MTX’ in metabolizmasını etkileyen birden fazla ilaç bulunmaktadır. Bunlar 

MTX’ in plazma düzeyinde toksik oranda artışına neden olurlar (Şentürk, 2016). 

Tablo 2.2.  Metotreksat düzeyini arttıran ilaçlar (Şentürk, 2016). 

NSAİ İlaçlar Antibiyotikler Diğer İlaçlar 
Solisilatlar Trimetoprim-

Sulfametaksazol 
Barbitüratlar 

Naproksen Sulfanomidler Kolşisin 
İbubrofen Penisilinler Dipiradamol 
İndometazin Tetrasiklinler Fenitoin 
Fenilbütazon Siprofloksazin Probenesid 
Sulfonilüre  Tiazid diüretikler 
  Furosemid 
NSAİ: Non-steroidal Antienflamatuar 

2.3. Oksidatif Stres ve Antioksidanlar 

Dış orbitalinde bir ya da daha fazla çiftlenmemiş elektron barındıran vücutta 

oluşan kimyasal ürünlere serbest radikaller denilmektedir (Halliwell, 1994; Young ve 

Woodside, 2001). Serbest radikallerin kararsız yapıları hem organik hem de 

inorganik maddelerle reaksiyona girmelerine ve oksijen bulunan yapılarda reaktif 

oksijen türlerinin (ROS) oluşmasına sebep olurlar. Yapılan çalışmalar, kemoterapötik 

ürünlerin hem in vitro hem de in vivo ortamlarda ROS üretimine sebep olduğunu 

göstermiştir (Crohns ve ark., 2009; Simone ve ark., 2007; Weijl ve ark., 1997; White 

ve ark., 2006). 

ROS’lar canlılık süreleri kısa olsa da hücredeki bileşenlerle proteinler, 

lipitler, karbonhidratlar,  nükleik asitlerle etkileşime girerek krozomlarda kırılmalara, 

DNA hasarlarına, oksidasyona, malign değişimlere, mutasyonlara hatta hücre 
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ölümlerine neden olabilen zararlı bileşiklerdir (Schoenberg ve Beger, 1990; Sinclair 

ve ark.,1990). Oksidatif denge şekil 2.3’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 2.3. Oksidatif denge (Özcan ve ark., 2015) 

Hücrelerde meydana gelen ROS’lar, antioksidanlar tarafından yok edilir. 

Fakat bazen yok etme aşamasında antioksidanların bile yetersiz kalabileceği kadar 

çok ROS oluşmuş olabilir. Bu duruma oksidatif stres denilmektedir ve bunun 

sonucunda doku hasarları meydana gelmektedir (Akkuş, 1996). 

Son zamanlarda antikanser ilaçlarla yapılan toksisite çalışmalarında oksidatif 

stress üzerinde durulmaktadır. Bu çalışmamızda da kullandığımız MTX’in geniş 

kullanım endikasyonlarına karşılık özellikle nefrotoksisite ve hepatotoksisite gibi yan 

etkileri karşımıza çıktığı için reaktif oksijen türlerinin meydana getirdiği oksidatif 

hasar sonucu oluştuğu düşünülmektedir. Bu nedenle MTX toksisitesinden korunmak 

amacıyla tedavi sırasında antioksidanlarla birlikte kullanılması gerektiği sonucu 

ortaya çıkmaktadır (Uygur ve ark., 2019). Olas ve ark. (2001), yaptıkları bir 

çalışmada ROS’ların azalmasında resveratrolün etkisinin olduğunu bildirmiştir. 

Çalışmamızda bu bilgiler doğrultusunda MTX’in hasar oluşturucu etkilerine karşı 

koruyucu olarak resveratrolü kullanmaktayız.  
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2.4. Resveratrol 

Polifenol bir bileşik olan resveratrol, sağlık sektöründe dikkatleri üzerine 

çeken, yaşlanma karşıtı özelliği ortaya konulan güçlü bir antioksidandır (Baxter, 

2008). Natürel yapıda bir stilben olan resveratrolün sentezi stilben sentaz enzimi 

tarafından yapılmaktadır (Mazza, 1995). 

72 farklı bitkide bulunabilen resveratrolün, genellikle bitki meyvelerinin etli 

kısımlarında üretilemezken meyvelerinin kabuk ve yapraklarının üst kısımlarındaki 

stilben sentazdan üretimleri sağlanmaktadır. Üzüm, çilek, dut, yaban mersini, 

okaliptüs, zambak, alaçam, yer fıstığı kökü gibi bitkilerde stilben sentaz geni 

bulunmaktadır (Das ve Das, 2007). Patojenlerin saldırıları, ultraviyole ışınlar ve 

radyasyon, ağır metal varlığı, ozon, hava kirlilikleri ve iklim değişiklikleri bitkileri 

olumsuz etkilerken, koruyucu olarak stilben sentaz geni aktif hale gelerek 

resveratrolün üretiminin arttırılması ile antioksidan görevi görmesi sağlanır (Ather ve 

ark., 2007). 

2.4.1. Resveratrolün Yapısı ve Fiziksel Özellikleri 

Polifenolik bileşik olan resveratrol iki fenol halkasının bir stiren çift bağ ile 

bağlanması sonucu oluşur ve 3, 4, 5- trihidroksistilben olarak adlandırılır 

(Kuršvietienė ve ark., 2016). Formülü C14H12O3 ile gösterilirken; yağda, suda, aseton 

ve metanolde kolay çözünebilen, 228,25 g/mol molekül ağırlığına sahip bir 

antioksidandır (Haneke, 2002). Resveratrolün trans- ve cis- olmak üzere biyolojik 

etkileri farklı olan iki formu mevcuttur (Pallas ve ark., 2013; Zhao ve ark., 2013). 

Resveratrolün trans ve cis yapıları şekil 2.4’de gösterilmiştir. 
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Şekil 2.4. Resveratrolün trans ve cis yapıları (Sales ve Resurreccion, 2014). 

Resveratrolün ayrıca trans ve cis formlarından farklı olarak glikozid yapıda 

piceid formu da bulunmaktadır ve şekil 2.5’de gösterilmektedir (Yikrazuul, 2010). 

 

Şekil 2.5. Resveratrolün piceid formu (Yikrazuul, 2010) 

Üzüm ekstraktlarında da bulunan ışıktan korundukça sabit kalan trans- 

resveratrol izomeri çalışmalarda diğer formlarına göre daha sık kullanılmaktadır (Das 

ve ark., 1999; Fremont, 2000). Dokulara taşınan ve hızlı emilen resveratrolün büyük 

bir kısmı idrar yolu ile atılmaktadır (Bertelli, 1998). 

2.4.2. Resveratrolün Biyolojik Etkileri 

Resveratrol oldukça geniş bir etki alanına sahiptir. Yapılan birçok araştırma 

ve çalışma alanları şekil 2.6’da özetlenmektedir (Karabulut, 2008). 
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Şekil 2.6. Resveratrolün etkileri (Karabulut, 2008). 

Yapılan çalışmalar resveratrolün kalp- damar sistemi üzerinde faydalarının 

olduğunu, vücuttaki tümörlerin büyümesini yavaşlattığını ve antikanserojen 

özelliğini ortaya koymaktadır (Rocha‐González ve ark., 2008). Bununla beraber 

resveratrol midede gastrit, ülser ve kanserin gelişmesine sebebiyet veren helicobacter 

pylorinin oluşumunu ve memelilerde malign hücrelerin gelişimini önlediğini 

göstermiştir (Mahady ve Penland, 2000). 

Bazı çalışmalar ise kalp kaslarında, böbreklerde ve beyinde profilaktik 

özelliğe sahip olduğunu göstermektedir (Giovannini ve ark., 2001). Fransa’da yağ 

oranı yüksek gıdalarla beslenilmesine rağmen kırmızı şarap fazla tüketildiği için 

resveratrol tüketimininde arttığı, bunun da kalp hastalıklarına daha düşük oranda 

rastlanılmasına sebep olduğu şeklinde ilişkilendirilmektedir (Kopp, 1998). Colica ve 

ark. (2018) yaptıkları sistematik derleme çalışması ile resveratrolün kardiyoprotektif, 

nöroprotektif, kemopreventif ve antioksidan ajan olarak işlev gören iyileştirme ve 

önleyici potansiyeli hakkındaki en önemli bilimsel verileri özetlemişlerdir. 

2.4.3. Farmakolojik Özellikleri 

İlk olarak 1940’lı yıllarda Takaoka karaca ot kökünden (Veratrum 

grandiflorum) sonrasında ise 1960’larda Japon madımağı kullanarak oluşturulan 
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resveratrol; gonorede, fungal hastalıklarda ve cilt iltihaplarında tedavi maksadıyla 

kullanılmıştır (Nonomura ve ark., 1963). 1990’lı yıllarda ise şarapta bulunarak 

kardiyoprotektif özelliği ortaya çıkarılmıştır (Bertelli ve ark., 1995). 

Farmakolojik olarak resveratrol geniş kullanım alanına sahiptir. Bu 

alanlardan analjezik, antioksidan, anti-aging, antiinflamatuar etkiler en fazla 

bilinenler arasındadır (Cottart ve ark., 2010; Das ve ark., 2008). Ayrıca meme, mide, 

karaciğer, serviks, ovaryum dokularındaki kanser hücrelerinin proliferasyonunu 

baskılayan antikanser etkisi de bilinmektedir (Aggarwal ve ark., 2004; Nobili ve ark., 

2009). 

Düşük biyoyararlanıma sahip resveratrolü sağlam kişiler kullandığında 

plazmalarındaki resveratrol maksimum hıza 30-60 dakikada ulaşırken (Walle ve 

ark.,2004), sıçanlarda 120 dakikada kalp, 60 dakikada böbrek ve 30 dakikada ise 

karaciğer dokusunda maksimum derişim gösterdiği görülmüştür (Bertelli ve ark., 

1996). 

2.4.4. Resveratrolün Antioksidan Etkileri  

Doğal bir polifenol olarak bilinen resveratrolün öne çıkan antioksidan 

özelliğinin yağların yükseltgenmesine bağlı apoptozisi önlemesine bağlı olduğu 

bilinmektedir (Frankel ve ark., 1993; Wang ve ark., 2002). İn vitro şartlarda 

potansiyel olarak antioksidan etkisinin olmamasına rağmen canlılarda güçlü bir 

antioksidan özelliğinin olduğu bildirilmiştir (Mukherjee ve ark., 2010). Antioksidan 

etkisi C vitamininden 30 kat, E vitamininden ise 50 kat daha fazla olduğu (Celotti ve 

ark., 1996), ayrıca trombositopeniyi kontrol altına aldığı ve arteriosklerozu 

engellediği bilinmektedir (Weindruch, 2003). 

Resveratrol üzerine yapılan çalışmalarda nitrik oksit (NO) bireşimini uyarıp 

indüklenebilir nitrik oksit miktarını arttığı saptanmıştır. Resveratrol NO düzeylerini 

doza bağlı arttırınca, artan doza bağlı olarak hücre zedelenmelerinde azalmalar 

görülmüştür (Giovannini ve ark., 2001; Hung ve ark., 2000). Arteria cerebri mediayı 

oklüde ederek oluşturulan iskemi beyinde nekrotik alan oluşturmuş ve resveratrolün 
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de bu oluşan alanı küçülttüğü bildirilmiştir. Resveratrolün bunları bir çok etkileri ile 

beraber özellikle antioksidan özelliği sayesinde yaptığı ileri sürülmektedir (Huang ve 

ark., 2001). 

Ortega ve Duleba 2015 yılında yaptıkları çalışmada resveratrolün 

yumurtalıklara olan etkilerini sıçanlar üzerinde incelemişler ve resverarolün foliküler 

rezervi arttırdığını ve yumurtalık ömrünü uzattığını bildirmişlerdir. 

2.4.5. Resveratrolün Yan Etkileri 

Hayvan modellerinde yapılan çalışmalarda olumsuz yan etkilere 

rastlanmazken (Johnson ve ark., 2011), insanlar üzerinde yapılan çalışmalar bunu 

söylemek için oldukça azdır (Tome-Carneiro ve ark., 2013). Hangi miktarlarda 

kullanıldığında ortaya çıktığı bilinmeyen, açığa kavuşmayan yan etkilerin arasında 

en çok uykuya eğilim, baş dönmesi, oksipital ve frontal baş ağrıları, bacaklarda kas 

ağrıları görülmektedir (Cottart ve ark., 2010). Resveratrolün uzun süreli kullanımı 

için mutlaka güvenliği değerlendirilmeli, özellikle meme kanseri, over ve rahim 

kanserlerinde resveratrolün östrojenik aktivasyonu bilinmediği için bu gibi 

hastalıklarda takviyelerinden kaçınılmalıdır (Walter., 2001). 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1. Gereç 

3.1.1. Deney Hayvanları 

Deney hayvanları, Burdur Mehmet Akif Ersoy Üniversitesi Deney 

Hayvanları Üretim ve Deneysel Araştırma Merkezi’nden temin edildi ve deneysel 

çalışmamız yine aynı yerde gerçekleştirildi. Bu çalışmada ağırlıkları 240-360 gr 

arasında değişen Wistar Albino cinsi toplam 42 adet dişi sıçan kullanıldı. Sıçanlar 

standart ışık (12 saat gün ışığı/ 12 saat aydınlık), ısı (25oC) ve yeteri kadar ad libitum 

su ve yem (Yem Kurumu Standart Sıçan Yemi) ile toplam 7 gün süreyle beslendi ve 

deney toplam 8 günde tamamlandı. 

3.1.2. Etik Kurul Onayı 

Deneye, Burdur Mehmet Akif Ersoy Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel 

Etik Kurulu’nun 18.09.2019 tarihli ve 545 no’lu kararı doğrultusunda başlandı. 

3.1.3. Kullanılan İlaç ve Kimyasallar 

Metotreksat  

Resveratrol  

3.2. Yöntem 

3.2.1. Deney Planı 

Çalışmamızda her biri 6 adet dişi sıçandan oluşan 7 ayrı deney grubu 

oluşturuldu. Gruplar; 

Grup I: Kontrol, 

Grup II: Metotreksat (1. gün) (15 mg/kg i.p. MTX), 

Grup III: Metotreksat (1.+ 3. gün) (15 mg/kg i.p. MTX), 
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Grup IV: Metotreksat (1.+ 3.+ 5. gün) (15 mg/kg i.p. MTX), 

Grup V: Metotreksat (1. gün) + Resveratrol (7 gün süresince) (15 mg/kg i.p. 

MTX + 20 mg/kg/gün RES),  

Grup VI: Metotreksat (1. + 3. gün) + Resveratrol (7 gün süresince) (15 mg/kg 

i.p. MTX + 20 mg/kg/gün RES),  

Grup VII: Metotreksat (1. + 3. + 5.  gün) + Resveratrol (7 gün süresince) (15 

mg/kg i.p. MTX + 20 mg/kg/gün RES). 

Sıçanlara, ilk gün II., III., IV. ve V. gruplara 15 mg/kg intraperitoneal yoldan 

tek doz MTX uygulanırken; V., VI., VII. gruplara ise MTX uygulamasından 1 saat 

önce antioksidan olarak kullandığımız Resveratrol 20 mg/kg dozunda oral gavaj yolu 

ile verildi. III., IV., VI. ve VII. gruplara 3. gün, IV. ve VII. gruplara ise 5. gün olmak 

üzere tekrarlayan dozlarda MTX uygulaması yapıldı (Kocaman ve Çolakoğlu, 2013). 

Resveratrol verilecek grupların (V, VI, VII) tedavi prosedürü 7 gün boyunca sürdü 

ve son uygulamayı takip eden 24 saat içinde yani 8. gün hayvanlar gruplar halinde 

i.m. olarak uygulanan %10’luk Ketamin HC1 (Ketalar; Alfamin) ve %2’lik Xylazine 

(Alfazin) anestezisi altında cerrahi ekzanguinasyon ile sakrifiye edildi. Deney planı 

tablo 3.1’de özetlenmiştir. 
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Tablo 3.1.  Deney planı 

Deney Grubu Hayvan Sayısı Doz Deney Süresi 
I. Kontrol 6 - 7 gün 
II. MTX               
(1. Gün) 6 15 mg/kg/gün i.p. 

MTX 7 gün 

III. MTX                
(1.+3. Gün) 6 15 mg/kg/gün i.p. 

MTX 7 gün 

IV. MTX  
(1.+3.+5. Gün) 6 15 mg/kg/gün i.p. 

MTX 7 gün 

V. MTX               
(1. Gün)          

+RES(7 gün 
süresince) 

6 
15 mg/kg/gün i.p. 

MTX + 20 
mg/kg/gün RES 

7 gün 

VI. MTX        
(1.+3. Gün)    
+RES(7 gün 
süresince) 

6 
15 mg/kg/gün i.p. 

MTX + 20 
mg/kg/gün RES 

7 gün 

VII. MTX 
(1.+3.+5. Gün) 

+RES(7 gün 
süresince) 

6 
15 mg/kg/gün i.p. 

MTX + 20 
mg/kg/gün RES 

7 gün 

 

3.2.2. Kan ve Doku Örneklerinin Toplanması 

Deneyin 8. günü ratlardan anestezi altında kesim öncesi intrakardiyak 

yöntemle alınan kan örnekleri Comet Testi için K3EDTA’lı tüplere toplandı. Daha 

sonra ratlar servikal dislokasyon yöntemiyle ötenazi edilerek nekropsileri yapıldı. 

Pelvik bölge açılarak ovaryum örnekleri alındı. TAS ve TOS analizleri için doku 

numuneleri alınarak analizin yapılacağı tarihe kadar -20 °C’de saklandı. Histolojik 

incelemeler için ovaryum doku örnekleri %10’luk nötral formaldehit çözeltisi içinde 

tespit edilip, rutin doku takip yöntemlerinden sonra parafine bloklandı. Histolojik 

incelemeler için Hematoksilen-Eozin (H-E) ve TUNEL boyama yöntemi kullanıldı. 

3.2.3. Doku Takip Çalışmaları 

En az 48 saat %10 nötral formalin solüsyonu içerisinde fiksasyonu sağlanan 

doku örnekleri, bir gece akan suda yıkama işlemine tabi tutulduktan sonra sırasıyla 

aşağıdaki işlemlerden geçirildi. 
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3.2.3.1. Doku Örneklerinde Histokimyasal Çalışmalar  

a. Suyun Dokulardan Uzaklaştırılması (Dehidratasyon) 

Dokular dereceli alkollerde sırasıyla belirtilen sürelerde bekletildi.  

Alkol derecesi  Süre 

%50               1 saat bekletildi. 

%70               1 saat bekletildi. 

%80               1 saat bekletildi. 

%90               1 saat bekletildi. 

%96               1 saat bekletildi. 

%100              1 saat bekletildi. 

%100              1 saat bekletildi. 

%100              1 saat bekletildi. 

b. Şeffaflandırma 

Ksilolde 3-10 dk (Her 3 dk da bir kontrol edilerek işlem sonlandırıldı). 

c. Parafin Emdirme 

Sıvı parafin (60 °C etüvde) 30 dk bekletildi. 

Katı parafin (oda sıcaklığında) 1 gece bekletildi. 

d. Gömme 

Sert parafin, içerisine gömülen dokularla bloklar halinde hazırlandı. 

e. Kesit alma 

Hazırlanan parafin bloklardan rotary mikrotom kullanılarak 4 mikron 

kalınlığında kesitler alındı. 
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Kesitlerin Hematoksilen-Eozin (H-E) ile Boyanması  

Histokimyasal değerlendirme için preparatlara Hematoksilen- Eozin ile rutin 

boyama yapıldı. Uygulanan boyama protokolü sırasıyla aşağıda belirtilmiştir. 

Yapılan işlem                 Süre               

1. Deparafinizasyon   

A) 60°C etüv    45 dk bekletildi. 

B) Ksilol I                  20 dk bekletildi. 

C) Ksilol II   20 dk bekletildi. 

2. Alkol serisi  

A) %96             10 dk bekletildi. 

B) %90             10 dk bekletildi. 

C) %80              10 dk bekletildi. 

D) %70             10 dk bekletildi. 

3. Distile Su               5 dk bekletildi. 

4. Hematoksilen        2 dk bekletildi. 

5. Çeşme suyu        5 dk bekletildi, sonra 2-3 tur akan suda yıkandı. 

6. Asit alkol            3-4 sn  

7. Çeşme suyu          5 dk bekletildi, sonra 2-3 tur akan suda yıkandı. 

8. Eozin                2 dk bekletildi. 

9. Çeşme suyu       5 dk sonra 2-3 tur akan suda yıkandı. 

10. %70- %80- %90 alkol serisinden sırasıyla batır çıkar yaparak geçirildi. 

11. Ksilol           1 gece bekletildi. 

12. Kapatma (Entellan) 

3.2.3.2. Doku Örneklerinde İmmünohistokimyasal Çalışmalar  

Fiksasyonu sağlanan dokulara yukarıda sayılan doku takip işlemleri sırasıyla 

uygulanarak dokular parafine gömüldü. Rotary mikrotom ile lizinli lama 4 μm 

kalınlığında seri kesitler alınarak immünohistokimyasal boyama prosedürü 

uygulandı. 
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İmmünohistokimyasal Boyama Prosedürü 

TUNEL Boyama Yöntemi 

Sırasıyla aşağıdaki işlemler uygulandı. 

1. 4 μm kalınlığında elde edilen parafin kesitler etüvde 60°C etüvde 1 saat 

bekletildi. 

2. Deparafinizasyon işlemi için Ksilol-1’de 10 dk, Ksilol-2’de 10 dk 

bekletildi. 

3. Dehidratasyon işlemi için sırasıyla,  

a. %100’lük alkolde 5 dk bekletildi. 

b. %96’lık alkolde 5 dk bekletildi. 

c. %90’lık alkolde 5 dk bekletildi. 

d. %80’lik alkolde 5 dk bekletildi. 

e. %70’lik alkolde 5 dk bekletildi. 

4. Üç ayrı PBS solüsyonunda 5’er dk bekletildi.  

5. Lam hidrofobik işaretleme kalemi (PAP Pen kalem, Immunopen) ile doku 

örneklerinin yeri belirlendikten sonra kesitler oda sıcaklığında 20 dakika 20 μg/ml 

Proteinaz K ile muamele edildi. 

6. Üç ayrı PBS solüsyonunda 3’er dk bekletildi. 

7. Dokuların üzerini kaplayacak şekilde ve diğer dokularla karışmamasına 

dikkat edilerek nemli ortamda %3’lük H2O2 solüsyonu damlatıldı. 10 dk oda 

sıcaklığında bekletildi. 

8. Üç ayrı PBS solüsyonunda 3’er dk bekletildi. 

9. Dengeleyici tampon (equilibration buffer) ile oda ısısında 30 dk 

bekletiletildi. 

10. Kesitler biotinli nükleotid karışımı (biotinylated nucleotide mix), rTdT 

enzimi ile dengeleyici solüsyondan oluşan rTdT (Terminal deoxynucleotidyl 

transferase (TdT) reaksiyon karışımı ile 37 ˚C’de 1 saat inkübatörde bekletildi. 

11. Üç ayrı PBS solüsyonunda 3’er dk bekletildi. 

12. Stop Buffer’da 5 dk bekletildi. 

13. Conjugate solüsyonunda 30 dk bekletildi. 
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14. Üç ayrı PBS solüsyonunda 3’er dk bekletildi. 

15. Dab krmojenle 15 dk muamele edildi. 

16. Distile su da yıkama yapıldı. 

17. Metil green ile 5 dk zıt boyma yapıldı. 

18. Çeşme suyunda 5 dk yıkandı. 

19. Sırasıyla %70, %80, %90 ve %100’lük alkol serilerinden batır çıkar 

yapılarak geçirildi. 

20. Kesitler şeffaflaşana kadar ksilolde bekletildi. 

21. Entellan kullanılarak kapama yapıldı. 

Ovaryum dokusu kesitlerinde kontrol ve deney gruplarında histokimyasal ve 

immünohistokimyasal yöntemler kullanılmış ve ovaryum dokusundaki hasarlanma-

iyileşme değerleri; kamera destekli binoküler ışık mikroskobu (ECLIPSE Ni-U, 

Nikon, Tokyo, Japan) ile incelenmiştir. 

3.2.4. Biyokimyasal Çalışmalar 

-20 ºC’de saklanan herbir gruba ait ovaryum dokuları oda sıcaklığına 

getirildikten sonra ayrı ayrı tartılarak 50 mM fosfat tamponu (ph 7.4) ile 10 kat dilüe 

edildi. Janke&Kuntel Ultraturrax T-25 (Almanya) marka doku parçalayıcı ile ve daha 

sonra UW-2070 Bandeun Electronic (Almanya) marka sonikatör ile muamele 

edilerek homojenizasyon tamamlandı. Doku örnekleri soğutmalı santrifüj ile 10.000 

devir/dk, 10 dk. santrifüj edildi ve süpernatanı alınarak ependorf tüplere aktarıldı. 

Elde edilen süpernatanlarda, Rel Assay Diagnostic Assay kitleri ve 

MultiskanGO (ThermoFisher Sci., Waltham, Massachusetts, USA) mikroplaka 

okuyucu kullanılarak spektrofotometrik yöntemle TAS (Total Antioxidant Status) ve 

TOS (Total Oxidant Status) parametreleri çalışıldı.  

Total Antioksidan Kapasitesi (TAS)  

Tüm deney gruplarına ait elde edilen doku homojenizatlarında ticari olarak 

alınan TAS kitleri ile spektrofotometrik protokol uygulanarak gerçekleştirildi. ABTS 
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(2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)) temelinde çalışan 

spektrofotometrik olarak ölçülen kolorometrik bir metottur. Toplam antioksidan 

durumunu belirtmek için numunede bulunan antioksidanlar kit içeriğinde bulunan 

ABTS radikallerinin indirgenmesine sebep olarak ABTS'in koyu mavi-yeşil renginin 

kaybolmasına neden olur. Bu amaçla spektrofotometrede 660 nm absorbansında 

yapılan okuma ile toplam antioksidan miktarı belirlenir. Bu analiz stabil antioksidan 

bir solüsyon olan Trolox (Vit E analoğu) ile kalibre edilir ve Trolox eşdeğeri (mmol 

Trolox Equiv/L) olarak ifade edilir (Erel, 2004). 

Total Oksidan Kapasitesi (TOS)  

Tüm deney gruplarına ait elde edilen doku homojenizatlarında ticari olarak 

alınan TOS kitleri ile spektrofotometrik protokol uygulanarak gerçekleştirildi. Bu 

test 530 nm’de spektrofotometrik olarak ölçülen kolorometrik bir metottur. Toplam 

oksidan durumu belirlenmede ticari olarak temin edilecek kitin çalışma prensibi şu 

şekildedir. Numunedeki oksidanlar demir iyon şelatlayıcı kompleksi okside eder. 

Oksidasyon reaksiyonu, reaksiyon ortamı içinde bol miktarda mevcut olan 

güçlendirici moleküller ile uzatılır. Ferrik iyon, bir asidik ortam içinde kromojen 

renkli bir kompleks yapar. Rengin yoğunluğu numunede olan oksidan miktarı ile 

doğru orantılıdır. Bu tahlil H2O2’le kalibre edilir ve sonuçlar H2O2 eşdeğeri (μmol 

H2O2 Equiv/L) olarak gösterilir (Erel, 2005). 

Oksidatif Stres İndeks (OSI)  

Oksidatif stres derecesinin bir indikatör parametresi olan Oksidatif Stres 

İndeksi; Total Oksidan Seviye (TOS – Birimi μmol H2O2 Eqv. / L) / Total 

Antioksidan Seviye (TAS – Birimi μmol Trolox equivalent/L) şeklinde bölünerek 

(OSI - Birimi AU) hesaplandı. 
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3.2.5. Comet Assay 

3.2.5.1. Comet Analizi İçin Kullanılan Çözeltiler 

Lizis Solüsyonu (500 ml stok solüsyon) 

2,5 M NaCl, 

100 mM EDTA, 

10 mM Trizma base, 

Tartılıp distile su ile 500 ml’ye tamamlandı. 

100 ml çalışma solüsyonu: 

%1 Triton X-100 1ml 

%10 DMSO 10 ml 

Alkali Elektroforez Tamponu (300 mM NaOH/1mM EDTA) 

500 ml elektroforez tamponu: 

300 mM NaOH  

1 mM Na2EDTA karıştırıldı. Distile su ile hacim 500 ml’ye tamamlandı 

(pH> 13) 

Nötralizasyon Tamponu 

100 ml Nötralizasyon tamponu: 

400 mM Tris HCL’in distile su ile hacmi 100 ml’ye tamamlandı (pH 7,4). 

STOK PBS (1 litre) 

Na2HPO4, 

KCl, 

KH2PO4, 

NaCl, 

Tris HCl, 
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Stok PBS için uygun oranlarda karıştırılıp hacmi distile su ile 1 litreye 

tamamlandı. 

NMA  

%1,5 NMA (75 mg NMA, 5 ml 10X PBS içinde) 

LMA  

%0,75 LMA (37,5 mg LMA, 5ml 10X PBS içinde) 

3.2.5.2. Lamların Hazırlanması 

Lamlar sıcak zeminde ısıtıldı ve sıcak kalması sağlandı. 50 mg (0,05 gr) 

normal erime noktasına sahip agaroz (NMA) + 5 ml 1/10 dilüe edilmiş PBS de 

eritildi. Kabarcık kalmayıncaya kadar kaynatıldı ve 60 °C suda bekletildi. NMA’dan 

her bir lama 100 µl dökülerek lama froti şeklinde yayıldı ve donması için soğuk 

yüzeyde bekletildi. 

3.2.5.3. Deneyin Yapılışı 

Comet analiz çalışması için, 0,5 ml histopaque 1077 + 0,5 ml tam kan yavaş 

yavaş ilave edildi. 2100 rpm’de 30 dk oda sıcaklığında santrifuj edildi. Santürfüj 

sonrasında tüpte oluşan iki tabaka arasındaki bulanık kısımdan 500 µl çekildi ve 1/10 

dilüe PBS (fosfat tamponu) ilave edilerek 1600 rpm 10 dk tekrar santürfüj edildi. Her 

seferinde süpernatan atıldı, pelet alındı. Hücreler çok yoğun ise 1/10 PBS ile yeniden 

sulandırıldı. Daha sonra, 40 mg (0,04 gr) LMA + 4 ml 1/10 dilüe PBS de eritildi, 

kaynatıldı, 37 ̊C su içine alındı. Hücrelerden 10 µl alındı ependorf içine yerleştirildi 

ve üzerine 90 µl low melting agar (LMA) eklendi. Bu hazırlanan karışımdan 80 µl 

alınarak daha önceden normal melting agarla (NMA) kaplanmış lamlara yerleştirildi 

ve üzeri lamelle kapatılarak 15 dakika +4 °C de bekletildi. 15 dakikanın sonunda 

lameller atılıp, lizis solüsyonuna konulup 60 dakika +4 °C de bekletildi. 60 dakikanın 

bitiminde, lamlar soğuk elektroforez tamponu ile dolu olan tanka yerleştirildi. 

Lamlar elekroforezin içine akım yönünde yerleştirilmiştir. Lamlar soğuk elektroforez 
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tamponu içinde karanlık ortamda +4 °C de 30 dk bekletilmiştir. Bu işlemden sonra, 

300 mA-25 V da 25 dk elektroforez tankında yürütme işlemi yapıldı. İşlem sonrası 

elektroforezden lamlar çıkarıldı, kağıt havlu üzerine alındı ve nötralizasyon 

tamponundan her lama 5’er ml dökülerek nötralizasyonu için beklendi. Daha sonra, 

hücreleri içeren agaroz jeller yıkanmadan oda sıcaklığında bir saat kurumaya 

bırakıldı. Hazırlanan lamlar 60 µl Etidiyum bromür ile boyanarak okuma işlemi için 

hazırlandı. Okuma işlemi karanlık ortamda florosan ışık altında yapıldı. Her numune 

çift olarak değerlendirildi. 

3.2.5.4. Görüntü Analizi 

Numune başına 100 adet hücre florosan mikroskobu altında (Olympus BX 

50, Japan) değerlendirildi. 40X’de skorlama yapıldı (Etidyum bromür için floresan 

mikroskop, 488 nm dalga boyuna getirildi. Değerlendirilen her slayt kodlandı).  

DNA kırıkları 5 kategoride değerlendirildi:  

0= Hasarlanmamış hücreler,  

1= En az hasarlanmış hücre,  

2= Orta hasarlanmış hücre,  

3= Maksimumda az hasarlanmış hücre,  

4= Maksimum kuyruk uzunluğuna sahip olan hücreler ve maksimum hasara 

uğramış hücreler.  

Her numunedeki hasarlanma derecesi 0-4 arası skorlandı ve böylece her 

numune için comet skoru elde edildi.  

3.2.6. İstatistiksel Analiz 

İstatistiksel analizler IBM SPSS 20.0 programı kullanılarak yapıldı. Sonuçlar 

ortalama ± standart hata olarak verilmiştir. Histolojik analizde yarı kalitatif 

değerlendirme için Kruskal-Wallis testi kullanıldı. İkili grup karşılaştırmaları için 

parametrik olmayan Mann-Whitney U testi kullanıldı. Comet testi, TAS ve TOS 

analizlerinde gruplar arasında karşılaştırma için tek yönlü ANOVA (post hoc Tukey 

testi) kullanıldı. 0.05'in altındaki p değerleri anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. Histolojik Parametreler 

Histokimyasal Bulgular 

Kontrol grubuna ait  (Grup I) ovaryum doku kesitlerinde normal histolojik 

yapılar gözlemlenmişken, kısmen de olsa bazı kesitlerde hemorajik alanlar 

gözlemlenmiştir (Tablo 4.1, Şekil 4.1, Şekil 4.2). 

MTX verilen deney grubunun (Grup II-III-IV) ovaryum dokuları 

incelendiğinde kontrol grubuna göre; oosit dejenerasyonları, foliküllerin granuloza 

hücreleri arasında ayrılmalar, zona pellusida yapısında dejenerasyonlar, mononükleer 

hücre infiltrasyonları, özellikle korpus luteumlarda hemorajik alanlar, vasküler 

konjesyonlar, folikül sayısında azalmalar ve foliküler dejenerasyonlar gözlenmiştir. 

Grup IV’teki hayvan sayısı bire düştüğü için bu gruptaki bulgular istatistiksel olarak 

değerlendirilemezken, grup II ve grup III’teki bulgular değerlendirmeye alınmıştır 

(Tablo 4.1, Şekil 4.3, Şekil 4.4, Şekil 4.5, Şekil 4.6).   

MTX ve RES birlikte verilen grupta ise (Grup V-VI-VII); hasar oluşan MTX 

grubuna kıyasla, hemorajik alanların oluşumu dışında birçok bulguda iyileşme 

gözlemlenmiştir. Grup VI’daki hayvan sayısı bire düştüğü ve grup VII’de ise hiç 

hayvan kalmadığı için bu gruplardaki bulgular değerlendirilemezken, grup V’teki 

bulgular değerlendirmeye alınmıştır (Tablo 4.1, Şekil 4.7, Şekil 4.8). 



31 
 

Tablo 4.1.  Histolojik bulguların gruplar arasında derecelendirilmesi. 

Gruplar I. Grup: 
Kontrol 

(n=6) 

II. Grup: 
MTX1 
(n=6) 

III. Grup: 
MTX2 
(n=3) 

IV. Grup: 
MTX3 
(n=1) 

V. Grup: 
MTX1+RES 

(n=4) 

VI. Grup: 
MTX2+RES 

(n=1) 

VII. Grup: 
MTX3+RES 

(n=0) 
Parametreler/ 

Skorları -  +  ++  +++ -  +  ++  +++ -  +  ++  +++ -  +  ++  +++ -  +  ++  +++ -  +  ++  +++ -  +  ++  +++ 

Oosit 
dejenerasyonları 6  0   0    0 1  1   1    3 0  0   3    0 0  0   0    1 0  4   0    0 0  0   1    0 0  0   0    0 

Zona pellusida 
yapısında 

dejenerasyonlar 
6  0   0    0 1  1   2    2 0  0   3    0 0  0   0    1 0  2   2    0 0  0   1    0 0  0   0    0 

Mononükleer 
hücre 

infiltrasyonları 
6  0   0    0 1  1   2    2 0  1   2    0 0  0   1    0 0  3   1    0 0  0   1    0 0  0   0    0 

Folikül 
sayısında 
azalmalar 

6  0   0    0 1  1   1    3 0  1   2    0 0  0   0    1 1  2   1    0 0  0   1    0 0  0   0    0 

Vasküler 
konjesyonlar 6  0   0    0 1  1   2    2 1  0   0    2 0  0   0    1 1  1   2    0 0  0   1    0 0  0   0    0 

Foliküllerin 
granuloza 
hücreleri 
arasında 

ayrılmalar 

6  0   0    0 1  1   2    2 1  0   0    2 0  0   0    1 0  3   1    0 0  0   1    0 0  0   0    0 

Hemorajik 
alanlar 5  1   0    0 0  0   1    5 0  0   0    3 0  0   0    1 0  0   0    4 0  0   0    1 0  0   0    0 

Foliküler 
dejenerasyonlar 6  0   0    0 1  1   2    2 0  0   3    0 0  0   0    1 0  3   1    0 0  0   1    0 0  0   0    0 
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Kontrol ve deney gruplarına ait doku kesitlerinde incelenen yapısal 

değişiklikler (0-3) arası skorlanarak değerlendirildi. 

0: Hiçbir yapısal değişikliğin olmaması, 

1: Hafif derecede, 

2: Orta derecede, 

3: Ciddi derecede yapısal değişikliği ifade etmektedir. 

 

 

Şekil 4.1. Grup I’e ait ovaryum dokusu kesiti. Normal histolojik yapılar dışında 
kısmen de olsa hemorajik alanlar gözlemlenmiştir, H-E, x20. 
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Şekil 4.2. Grup I’e ait ovaryum dokusu kesiti. Normal histolojik yapılar dışında 
kısmen de olsa hemorajik alanlar gözlemlenmiştir, H-E, x40. 

 

 

Şekil 4.3. Grup II’ ye ait ovaryum dokusu kesiti. Siyah oklar; mononükleer hücre 
infiltrasyonlarını, kırmızı oklar; hemorajik alanları ve turuncu ok; granuloza 
hücrelerindeki ayrılmaları göstermektedir, H-E, x20. 
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Şekil 4.4. Grup II’ye ait ovaryum dokusu kesiti. Siyah oklar; mononükleer hücre 
infiltrasyonlarını, kırmızı ok; hemorajik alanları, sarı ok; folikül dejenerasyonlarını 
ve mavi ok; oosit dejenerasyonunu göstermektedir, H-E, x40. 

 

 

Şekil 4.5. Grup III’ e ait ovaryum dokusu kesiti. Siyah oklar; mononükleer hücre 
infiltrasyonlarını, kırmızı oklar; hemorajik alanları göstermektedir, H-E, x20. 
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Şekil 4.6. Grup III’e ait ovaryum dokusu kesiti. Siyah oklar; mononükleer hücre 
infiltrasyonlarını, kırmızı oklar; hemorajik alanları, sarı oklar; folikül 
dejenerasyonlarını ve turuncu ok; granuloza hücrelerindeki ayrılmaları 
göstermektedir, H-E, x40. 

 

 

Şekil 4.7. Grup V’e ait ovaryum dokusu kesiti. Kırmızı oklar; hemorajik alanları 
göstermektedir, H-E, x20. 
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Şekil 4.8. Grup V’e ait ovaryum dokusu kesiti. Kırmızı oklar; hemorajik alanları 
göstermektedir, H-E, x40. 

İmmünohistokimyasal Bulgular 

Ovaryum doku kesitlerinin immünohistokimyasal boyamalarında kontrol 

grubunda herhangi bir pozitif boyanmaya rastlanmamıştır (Tablo 4.2, Şekil 4.9, Şekil 

4.10, Şekil 4.11). 

MTX verilen grupta (Grup II-III-IV); Grup IV’ teki hayvan sayısı bire 

düştüğü için bu gruptaki boyanmalar değerlendirilmeye alınmamıştır. Grup II ve 

grup III’teki kesitlerde ise eşit miktarda ve grup I’e kıyasla fazla miktarda pozitif 

boyanma gözlemlenmiştir (Tablo 4.2, Şekil 4.10, 4.11).  

MTX ve RES birlikte verilen grupta ise (Grup V-VI-VII); hasar oluşan MTX 

grubuna kıyasla daha az oranda pozitif boyanma gözlemlenmiştir. Fakat grup VI’ 

daki hayvan sayısı bire düştüğü ve grup VII’de ise hiç hayvan kalmadığı için bu 

gruplardaki boyanmalar değerlendirilmeye alınamazken, Grup V’te ise pozitif 

boyanmalar gözlemlenmiş ve değerlendirmeye alınmıştır (Tablo 4.2, Şekil 4.12). 
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Boyama dereceleri bakımından en fazla pozitif boyanma; eşit miktarda grup II ve 

III’te daha sonra grup V’te gözlemlenmiştir. Bulgularımız histopatolojik bulgularla 

paralellik göstermektedir. 

Tablo 4.2.  TUNEL ile işaretlenme dereceleri. 

 Grup I 
Kontrol 

Grup II 
MTX1 

Grup III 
MTX2 

Grup V 
MTX1+RES 

TUNEL - ++ ++ + 
 

Kontrol grubu ile deney gruplarına ait ovaryum doku kesitlerinde incelenen 

immünohistokimyasal dereceler Refaiy ve ark. yapmış oldukları derecelendirmeye 

göre değerlendirilmiştir (Refaiy ve ark., 2011). 

Kontrol ve deney gruplarına ait doku kesitlerinde incelenen yapısal 

değişiklikler (-, +++) arası skorlanarak değerlendirildi. 

-: Boyanmanın olmamasını, 

-/+: Çok hafif derecede boyanma olmasını, 

+: Az derecede boyanma olmasını, 

++: Orta derecede boyanma olmasını, 

+++: Ciddi derecede boyanma olmasını ifade etmektedir. 

 

Şekil 4.9. Grup I’e ait ovaryum dokusu kesitinin TUNEL boyaması, x40. 
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Şekil 4.10. Grup II’ye ait ovaryum dokusu kesitinin TUNEL boyaması, x40. 

 

 

Şekil 4.11. Grup III’e ait ovaryum dokusu kesitinin TUNEL boyaması, x40. 
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Şekil 4.12. Grup V’e ait ovaryum dokusu kesitinin TUNEL boyaması, x40. 

4.2. Biyokimyasal Parametreler 

4.2.1. TAS, TOS ve OSI Ölçümleri  

Deney gruplarına ait ovaryum dokusu TAS, TOS ve OSI analiz sonuçları 

Tablo 4.3’te verildi. 

Tablo 4.3.  Deney gruplarına ait TAS, TOS ve OSI parametrelerinin analizi. 

 TOS (µmol/L) TAS (mmol/L) OSI (AU) 
Gruplar Ort. ±SD P Ort. ±SD P Ort. ±SD P 
Grup I 25,13±2,28 **p=0.000 1,12±0,08 **p=0.041 2,24±0,32 **p=0.000 
Grup II 38,62±2,12 *p=0.000 0,99±0,05 *p=0.041 3,87±0,30 *p=0.000 
Grup III 34,53±2,15 *p=0.001 0,85±0,08 *p=0.001 4,06±0,69 *p=0.000 
Grup V 16,06±4,45 *p=0.001 

**p=0.000 
0,90±0,08 *p=0.002 1,80±0,62 **p=0.000 

 
Veriler ortalama ve standart sapma olarak sunuldu. Gruplar arasındaki karşılaştırmada one way 
ANOVA (post hoc Tukey testi) kullanıldı. *p: Kontrol grubuna, **p: Metotreksat1 grubuna göre 
kıyaslama. Grup I: kontrol, Grup II: MTX1, Grup III: MTX2, Grup V: MTX1+Res. (Diğer gruplar 
hayvan ölümlerine bağlı yetersiz hayvan sayısı nedeni ile istatistiksel analizlere dahil edilmemiştir). 

 

Kontrol grubuna kıyasla grup II ve Metotreksatın artan dozunun uygulandığı 

grup III’de TOS seviyesi anlamlı olarak artmıştır (Grup II ve Grup III sırasıyla 

*p=0.000, *p=0.001), (Şekil 4.9) . Grup II MTX dozu uygulanarak RES verilen 
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grupta (Grup V) hem kontrole hem de Grup II’ye göre TOS seviyelerinde anlamlı 

düşüş görülmüştür (sırasıyla *p=0.001, **p=0.000), (Şekil 4.9). Kontrole kıyasla 

TAS seviyeleri bütün gruplarda anlamlı olarak azalmıştır (sırasıyla *p=0.041, 

*p=0.001, *p=0.002), (4.10). Fakat grup II MTX dozu uygulanarak RES verilen 

grupta (Grup V)  MTX1 (Grup II)’e göre TAS seviyelerinde anlamlı değişiklik 

olmamıştır (p<0.05), (Şekil 4.10).  Oksidatif stresin göstergesi olan OSI değerleri 

grup II ve Metotreksatın artan dozunun uygulandığı grup III’ de kontrole kıyasla 

anlamlı olarak artmıştır (sırasıyla *p=0.000, *p=0.000), (Şekil 4.11). MTX1 dozu 

uygulanarak RES verilen grupta (Grup V); MTX1 (Grup II)’e göre OSI seviyelerinde 

anlamlı düşüş görülmüştür (**p=0.000), (Şekil 4.11). 

 

Şekil 4.13. Gruplararası ovaryum TOS düzeyleri. Grup I: kontrol, Grup II: MTX1, 
Grup III: MTX2, Grup V: MTX1+Res. (Diğer gruplar hayvan ölümlerine bağlı 
yetersiz hayvan sayısı nedeni ile istatistiksel analizlere dâhil edilmemiştir). *p: 
Kontrol grubuna göre kıyaslama, **p: MTX1 grubuna göre kıyaslama. 
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Şekil 4.14. Gruplararası ovaryum TAS düzeyleri Grup I: kontrol, Grup II: MTX1, 
Grup III: MTX2, Grup V: MTX1+Res. (Diğer gruplar hayvan ölümlerine bağlı 
yetersiz hayvan sayısı nedeni ile istatistiksel analizlere dâhil edilmemiştir). *p: 
Kontrol grubuna göre kıyaslama. 

 

 

Şekil 4.15. Gruplararası ovaryum OSI düzeyleri. Grup I: kontrol, Grup II: MTX1, 
Grup III: MTX2, Grup V: MTX1+Res. (Diğer gruplar hayvan ölümlerine bağlı 
yetersiz hayvan sayısı nedeni ile istatistiksel analizlere dâhil edilmemiştir). *p: 
Kontrol grubuna göre kıyaslama, **p: MTX1 grubuna göre kıyaslama. 
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4.3. DNA Hasarı 

Gruplarda oluşan DNA hasar analizi comet yöntemi ile gerçekleştirildi. 

Comet skoru analiz değerleri için gruplar arasında fark anlamlı bulunmuştur 

(p=0.000). Kontrol grubuna (Grup I) göre karşılaştırmada, grup II ve grup III’ün 

comet skoru anlamlı olarak arttı (sırasıyla, p=0.043, p=0.000) (Şekil 4.12, 4.13, 

4.14). Grup V’in comet skoru grup II’ye göre anlamlı olarak azaldı (sırasıyla, 

p=0.005), (Şekil 4.12, 4.13, 4.14, 4.15). Gruplara ait istatiksel hesaplamalar Tablo 

4.4’te sunulmuştur. 

Tablo 4.4.  Gruplara ait comet skoru analizi. 

 
Gruplar 

            Comet score Arbitrary Unit) 
Ortalama ±SD           P değeri 

Grup I 121,50 ± 41,62  
Grup II 223,00 ± 92,61  *p=0.043 
Grup III 342, 00 ± 20,88 *p=0.000 
Grup V 79,40 ± 23,96 **p=0.005 

Veriler ortalama ve standart sapma olarak sunuldu. Gruplar arasındaki karşılatırmada one way 
ANOVA (post hoc Tukey testi) kullanıldı. *p: Kontrol grubuna göre kıyaslama. **p: MTX1 grubuna 
göre kıyaslama. Grup I: kontrol, grup II: MTX1, grup III: MTX2, grup V: MTX1+RES. 

 

 

Şekil 4.16. (A) Grup I’e ait Comet Assay görüntüsü. Hasar derecesine göre hücreler 
hasarsız (göç etmemiş) ile ağır hasar gören (DNA göçü) olmak üzere beş katogaride 
(0, 1, 2, 3, 4) sınıflandırıldı. 
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Şekil 4.17. (B) Grup II’ye ait Comet Assay görüntüsü. Hasar derecesine göre 
hücreler hasarsız (göç etmemiş) ile ağır hasar gören (DNA göçü) olmak üzere beş 
katogaride (0, 1, 2, 3, 4) sınıflandırıldı. 

 

 

Şekil 4.18. (C) Grup III’e ait Comet Assay görüntüsü. Hasar derecesine göre 
hücreler hasarsız (göç etmemiş) ile ağır hasar gören (DNA göçü) olmak üzere beş 
katogaride (0, 1, 2, 3, 4) sınıflandırıldı. 
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Şekil 4.19. (D) Grup V’e ait Comet Assay görüntüsü. Hasar derecesine göre hücreler 
hasarsız (göç etmemiş) ile ağır hasar gören (DNA göçü) olmak üzere beş katogaride 
(0, 1, 2, 3, 4) sınıflandırıldı. 
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5. TARTIŞMA 

Resveratrol (trans-3, 5, 40-trihidroksistilben), ultraviyole radyasyon ve 

mantar enfeksiyonu gibi stres koşulları altında aktive olan bir fitoaleksin olarak 

bitkiler tarafından sentezlenen doğal bir polifenoldür (Gusman ve ark., 2001). 

Meyvelerde, sert kabuklu yemişlerde ve bazı şifalı bitkilerde bulunur ve çoğunlukla 

üzüm kabuğunda ve dolayısıyla kırmızı şarapta bulunur (Weinstein ve ark., 1997).  

Üzüm, çilek ve şifalı bitkilerde bulunan doğal bir polifenol olan resveratrol, 

antioksidan ve anti-enflamatuar aktiviteler sergiler ve uzun ömürlü bir ajan olduğu 

öne sürülmüştür. Ayrıca, resveratrolün kardiyoprotektif özelliklere ve hem glikoz 

hem de lipid metabolizması üzerinde yararlı etkilere sahip olduğuna dair artan 

kanıtlar vardır. Son zamanlarda, çeşitli çalışmalar, resveratrolün çeşitli patolojik ve 

metabolik bozuklukları tedavi etmek için terapötik bir ajan olarak kullanımını 

incelemiştir. Ortega ve Dulebanın yaptığı bir çalışmada resveratrol sıçanlarda 

yumurtalık foliküler rezervini artırmış ve yumurtalık ömrünü uzatmıştır bu 

doğrultuda resveratrolün jinekolojik rahatsızlıkların tedavisindeki etkinliği için daha 

fazla araştırma gerektiğini savunmuşlardır (Ortega ve Duleba, 2015). 

MTX, bazı romatizmal hastalık türlerinin tedavisinde sıklıkla önerilen en 

yaygın kullanılan ilaçlardan biridir. MTX, belirli kanserleri tedavi etmek için yüksek 

dozlarda bir folat antagonisti olarak da kullanılır. Raporlar, hücresel antioksidan 

enzimlerin konsantrasyonundaki azalmanın, etkilenen hücrelerin oksidatif hasara 

duyarlılığı ile sonuçlandığını göstermiştir. MTX etki mekanizmaları hala iyi 

bilinmemekle birlikte, bu ilacın antioksidan savunma sisteminin etkinliğini 

azaltmada ve ayrıca glutatyon seviyelerini düşürerek hücrelerin ROS'a duyarlılığını 

artırmada ana rol oynadığı varsayılmaktadır (Jalili ve ark., 2020).  

MTX, başta malign olmak üzere birçok hastalığın tedavisinde 

kullanılmaktadır. Fakat sadece patolojik hücerelerde değil, sağlıklı hücrelerde de 

hasara neden olmaktadır. Hayati organlardan olan böbrek ve karaciğerle birlikte 

testis ve ovaryumlarda da negatif etkilerine rastlanmaktadır (Asci ve ark., 2017; 

Erdoğan ve ark., 2015; Vardı ve ark., 2010). Erdoğan ve arkadaşlarının yaptığı ile 
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Vardı ve ark. yaptığı iki farklı çalışmada karaciğer hücrelerinde MTX stromada 

konjesyon, vakuolar dejenerasyon ve sinuzoidlerde dilatasyona sebep olmuştur 

(Erdoğan ve ark., 2015; Vardı ve ark., 2010). MTX’in böbreklerdeki etkisini 

gösteren bir çalışmada ise inflamatuvar hücre infiltrasyonu, glomeruloskleroz ve 

tübüllerde nekrozun oluştuğu görülmüştür (Asci ve ark., 2017).  

Çalışmamızda MTX’i 3 doz verdiğimiz IV. gruptan ve 2 doz MTX ile RES 

verdiğimiz VI. gruptan 5, 2 doz MTX verdiğimiz III. gruptan 3, 1 doz MTX ile RES 

verdiğimiz V. gruptan 2, 3 doz MTX ile beraber RES verdiğimiz VII. gruptan ise 6 

ratımız ex olmuştur. Nedenini araştırmak için çalışmalara baktığımızda Şenol 

kemoterapik ajan kullanımının en sık görülen yan etkisinin kemik iliği baskılaması 

olduğunu ve bununda sebep olduğu nötropeninin oluşturacağı enfeksiyonun en sık 

karşılaşılan ölüm nedeni olduğunu dile getirmiş (Şenol, 2004). Gönderen ve Kapucu 

da yaptıkları derlemede yine nötropeninin kemoterapinin en önemli yan etkisi 

olduğunu ve mortalite oranını yükselttiğini bildirmişlerdir (Gönderen ve Kapucu, 

2009). Bizde ex nedenlerimizin bu doğrultuda olabileceğini düşünmekteyiz. 

Halat tez çalışmasında MTX kaynaklı sıçan testis hasarını histolojik olarak 

incelediğinde intertisyel bölgelerde konjesyon ve ödem, bazal laminada ayrılmalar 

görmüştür (Halat, 2017). Güney ise tez çalışmasında erişkin sıçanların ovaryumunda 

MTX’in histopatolojik etkilerine baktığında vasküler konjesyon, kollojen artışı ve 

fibröz dokularda değişimler gözlemlemiştir, fakat istatistiksel bir anlamlılık 

bulamamıştır (Güney, 2019). Bizim çalışmamızda da sadece MTX’in verildiği deney 

grubumuzda sıçan ovaryumları histokimyasal olarak incelendiğinde oosit 

dejenerasyonları, foliküllerin granuloza hücreleri arasında ayrılmalar, zona pellusida 

yapısında dejenerasyonlar, mononükleer hücre infitrasyonları, özellikle korpus 

luteumlarda hemorajik alanlar, vasküler konjesyonlar, folikül sayısında azalmalar ve 

foliküler dejenerasyonları gözlemledik. 

McLaren ve ark. Metotreksat maruziyeti öyküsü olan ve daha sonra kontrollü 

ovaryan stimülasyon uygulanan infertilite hastalarında gebelik oranı, yumurtalık 

yanıtı ve endometriyal kalınlığı değerlendirmek için çalışma gerçekleştirmişlerdir. 

Metotreksat öncesi ve sonrası benzer doğurganlık tedavileri olan otuz beş hasta 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/methotrexate
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/infertility
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belirlenmiştir. Bu grup içinde, metotreksata maruz kaldıktan sonraki 180 gün içinde 

bir IVF döngüsü meydana geldiğinde, toplanan oositlerde önemli bir düşüş 

gözlemlendi. Metotreksata maruz kaldıktan sonraki 180 gün sonra gerçekleştirilen 

döngüler, oosit üretiminde bir azalma göstermedi. Bu bulgular da McLaren ve 

arkadaşlarına metotreksatın oosit verimi üzerinde zaman sınırlı ve geri dönüşümlü 

bir etkisi olduğunu düşündürmektedir (McLaren ve ark., 2009). 

Karabulut ratlar üzerinde yaptığı resveratrol ile ilgili çalışmasında böbrek, 

karaciğer, ileum ve midede resveratrolün hem histopatolojik hemde biyokimyasal 

olarak oksidatif stresi azaltarak, antioksidan aktiviteyi arttırdığını gözlemlemiştir. 

Yine başka bir resveratrol çalışmasında iskemi perfüzyon hasarını büyük ölçüde 

azalttığını bulmuştur (Karabulut, 2008).  

Mokni ve ark. yaptıkları bir çalışmada antioksidan enzimlerde resveratrolün 

en iyi etkiyi 12,5 mg/kg dozda verildiğinde gerçekleştiğini tespit etmişlerdir (Mokni 

ve ark., 2007). 

Şehirli ve ark. farelerde naftalinin sebep olduğu oksidatif strese karşı 

resveratrolün koruyucu etkilerini incelemiş ve naftalinin böbreklerde, akciğer ve 

karaciğer dokularında patolojik olarak değişiklikler yarattığını görmüş, 10 mg/kg 

verilen resveratrolün bu patojeniteyi azaltarak rejenerasyona sebep olduğunu 

bildirmiştir (Şehirli ve ark., 2008).  

Gedik ve ark. sıçanlarda karaciğer iskemi/reperfüzyonun neden olduğu 

oksidatif stres ve histolojik değişiklikleri incelemiş ve çalışmalarında sıçanlara 

Şehirli ve arkadaşlarının verdiği doz olan 10 mg/kg resveratrol uygulamışlar ve 

koruyucu etkisinin olduğunu ortaya koymuşlardır (Gedik ve ark., 2008). Avni ve ark. 

ise  rat overinde iskemi-reperfüzyon üzerine n-asetil sistein ve resveratrol’ün 

koruyucu etkisini inceleyen çalışmasını yaparlarken farelere 20 mg/kg resveratrol 

vermişler ve doku hasarında anlamlı azalmalar görmüşlerdir (Kılıç ve ark., 2016). 

Bizim çalışmamızda ise grup V,VI ve VII’ye MTX ile beraber farelere 20 mg/kg 

resveratrol verildi. Fakat VI. grubumuzda hayvan sayısı 1’e düştüğü ve VII. 

grubumuzda ise hiç hayvan kalmadığı için sadece V. grubu değerlendirmeye 
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aldığımızda histokimyasal bulgularımızda hasar oluşan grup II ve III’e kıyasla, 

hemorajik alanların oluşumu dışında birçok bulguda iyileşme gözlenmiştir. 

Zhang ve ark. fareler üzerinde yaptıkları deneysel bir çalışmada resveratrolün 

kardiyomiyositlerde doksorubisinin sebep olduğu sitokrom c salınımını baskıladığını 

proapoptotik box proteinlerinin dışa vurumunu azaltarak apoptoza engel olduğunu 

ifade etmişlerdir (Zhang ve ark., 2011). Başka bir çalışmada ise Chen ve ark. 

yaşlanmaya başlamış sıçanların ovaryumları üzerinde çalışılmış ve resveratrolün bu 

süreçte folikül rezervini arttırdığını, atrezinin engellendiğini ileri sürmüşlerdir (Chen 

ve ark., 2010). 

Özdemir deneysel çalışmasında kemoterapötik ajan olarak siklofosfomidin 

ratlarda oluşturduğu ovaryum hasarına karşı antioksidan olarak resveratrolü 

kullanmış ve etkilerini mikroskobik düzeyde incelemiştir. Siklofosfomid grubunda 

çok tabakaya sahip primer, sekonder ve graaf foliküllerinin teka hücrelerinde artmış 

olan TUNEL işaretlenmesi RES uygulaması sonucu azalmış ve bu azalma çok katlı 

primer foliküllerde anlamlı düzeyde gerçekleşmiştir. Bunun sonucunda 

kemoterapötik ajan kullanan dişilerde doğurganlığı korumak için resveratrolün bir 

seçenek olabileceği düşünülmüştür (Özdemir, 2014).  

Biz de çalışmamızda kemoterapötik ajan olarak MTX ve antioksidan olarak 

RES’in etkilerine rat ovaryum dokularında apoptotik hücreleri işaretlemek üzere 

TUNEL boyama ile immünohistokimyasal olarak baktığımızda boyama dereceleri 

bakımından en fazla pozitif boyanmayı; eşit miktarda grup II ve III’te daha sonra 

grup V’te gözlemledik. Grup IV ve VI da 1 hayvan kaldığı, grup VII de ise hiç 

hayvan kalmadığı için bu grupları değerlendirmeye alamadık. Bu doğrultuda 

bulgularımız histopatolojik bulgularla paralellik gösterdi. 

Atmaca ve ark. ratlarda yaptıkları 21 günlük deneyde suyla verilen sodyum 

florid toksisitesinde, intraperitoneal yoldan verilen resveratrolün oksidatif stres 

koruyucu etkilerini araştırmışlardır. Plazma TOS, florid verdikleri grupta artmış, 

TAS seviyesi azalmıştır. Floridin resveratrolle verildiği grupta ise TOS ve TAS 
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değerleri kontrol grubuna yakın çıkmıştır. Böylece resveratrolün floridin sebep 

olduğu toksisitede faydalı olacağı sonucuna varılmıştır (Atmaca ve ark., 2014). 

Güney tez çalışmasında MTX’ in sıçan ovaryumunda yaptığı hasra karşı 

karayemişi antioksidan olarak kullanmış MTX grubuna ait MDA, TOS ve OSI 

seviyeleri kontrol grubuna göre artarken MTX + karayemiş grubunda ise MDA ve 

OSI MTX grubuna göre azalmıştır. Tezin sonucunda MTX kullanımında 

karayemişin koruyucu etkisinin olduğu görülmüştür (Güney, 2019). Ata ve 

arkadaşlarıda bizim çalışmamızda olduğu gibi MTX’in oluşşturacağı yumurtalık 

hasraına karşı sıçanlarda resveratrol kullanmıştır. MTX uygulanan grupta MDA daha 

yüksek bulunurken tGSH ve SOD daha düşük bulunmuştur. Sonuçta MTX in yaptığı 

yumurtalık hasraına resveratrolün koruyucu etkisinin olduğu görülmüştür (Ata ve 

ark., 2019).  

Mevcut çalışmamızda kontrol grubuna (grup I) kıyasla, MTX tek doz 

uyguladığımız grup II ve MTX’in artan dozunun uygulandığı grup III’ün TOS 

seviyesi anlamlı olarak artmıştır. Grup V’de hem grup I hem de grup II’ye göre TOS 

seviyelerinde anlamlı düşüş görülmüştür. Grup I’e kıyasla TAS seviyeleri anlamlı 

olarak azalmıştır. Fakat grup V’de grup II’ye göre TAS seviyelerinde anlamlı 

değişiklikler olmamıştır. Oksidatif stresin göstergesi olan OSI değerlerinde grup II ve 

MTX’in artan dozunun uygulandığı grup III’de kontrole kıyasla anlamlı olarak artış 

gözlenmiştir. Grup V’de grup II’ye göre OSI seviyelerinde anlamlı düşüş 

görülmüştür. 

Kullanılan kemoterapötik ajanlardan dolayı organizmadaki oksidan ve 

antioksidan dengenin bozulmasıyla; protein, lipid ve karbonhidratlar oksidan 

hasarına karşı duyarlı oldukları için bu yapıdaki DNA ve moleküller zarar 

görebilmektedir (Wildburger ve ark., 2009; Zadak ve ark., 2009). DNA hasarına yol 

açtığı bilinen serbest oksijen radikalleri üzerindeki resveratrolün etkisi hakkında 

çalışmalar hala devam etmektedir. Güçlü bir antioksidan olan resveratrolün 

DNA’daki kırılmaları azalttığına dair çalışmalar mevcuttur (Burkitt ve Duncan, 

2000). Fakat bu etkiye sahip anlamlı sonuçlar ortaya koymayan çalışmalar da 

literatürde yerini almıştır (Murcia ve Martinez-Tome, 2001). 
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Vadi yaptığı deneysel çalışmasında MTX uygulanan ratlarda resveratrolün 

DNA hasarına etkisini incelemiş ve kontrol grubu, MTX grubu, RES grubu, 

MTX+RES grubu olmak üzere 10’ar rattan oluşan 4 deney grubu meydana 

getirmiştir. Deney sonunda DNA hasarı incelendiğinde 4 grupta da 8-OHdG 

seviyeleri birbirine yakın çıktığı için istatistiksel bir önem tespit edilememiştir (Vadi, 

2017). 

Abdel Wahab BA ve Abdel Wahab MM, genç ratlarda yaptıkları çalışmada 

resveratrolün uzun süreli aralıklı hipoksi ile indüklenen nörodavranışsal eksikliklere 

karşı koruyucu etkisini incelemişler ve aralıklı hipoksinin 8-OHdG seviyelerinde 

artışa neden olduğunu, tedavisinde resveratrol kullanılan ratlarda ise sonuçların 

antagonize olduğunu bildirmişlerdir (Abdel Wahab BA ve Abdel Wahab MM, 2016).  

Alturfan ve arkadaşları akrilamid kaynaklı oksidatif strese karşı farklı dokular 

üzerinde resveratrol etkisini ratlar üzerinde incelemişler ve akrilamid verdikleri 

grupta DNA hasarını ifade eden 8-OHdG seviyesi istatistiksel olarak artarken, RES 

verdikleri grupta ise bu seviyenin önemli oranda düştüğünü bildirmişlerdir (Alturfan 

ve ark., 2011). 

Bizim çalışmamızda ise DNA hasarını ortaya çıkarmak için comet yöntemi 

kullanıldı ve kontrol grubu ile kıyasladığımızda MTX verdiğimiz grup II ve grup 

III’ün comet skoru anlamlı olarak artarken, MTX+RES verdiğimiz grup V’de ise 

comet skoru anlamlı olarak azalma göstermiştir. 
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Yaptığımız deneysel çalışmada, dişi ratlarda Metotreksat ile oluşturulan 

ovaryum hasarında, araştırmalar sonucunda antioksidan özelliği kanıtlanan 

Resveratrol’ün doku hasarı ve toksisiteye karşı koruyucu etkilerinin araştırılması 

amacıyla deneysel hayvan modeli oluşturulmuş ve ovaryum dokularında histolojik 

parametreler, TAS ve TOS seviyeleri ve DNA hasarı açısından değerlendirmeler 

yapılmıştır. 

Çalışmamızın sonuçlarını değerlendirdiğimizde; resveratrolün, ovaryumları 

tek doz metotreksata bağlı oluşan hasara karşı önemli ölçüde koruduğunu gördük, 

fakat tekrarlayan dozlarda MTX uyguladığımız gruplarda hayvan kayıpları 

yaşadığımız için resveratrolün MTX’in tekrarlayan dozlarına karşı etkisini 

inceleyemediğimizden koruyuculuğu gözlemleyemedik. Bu doğrultuda kanser 

tedavilerinde kullanılan metotreksat gibi kemoterapötik ilaçların ovaryumlarda 

istenmeyen bulgular ortaya çıkarmasıyla tekrarlayan dozlarına karşı yöntem 

arayışları sürmeli ve çalışmalar devam etmelidir.  

Sonuç olarak elde ettiğimiz veriler doğrultusunda sıçan ovaryumunu 

biyokimyasal ve histolojik yönden incelediğimizde MTX’in oksidatif stres kaynaklı 

hasara sebep olduğunu, ovaryum dokularını korumak ve doğurganlığı devam 

ettirmek amacıyla oral olarak uyguladığımız resveratrolün tek doz MTX 

uygulandığında bu hasarı azalttığını söyleyebiliriz. 
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