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OZET

Tekrarlayan Dozlarda Metotreksat Uygulamasina Kars1 Resveratroliin Rat
Ovaryumundaki Koruyucu Etkilerinin Degerlendirilmesi

Metotreksat (MTX), folik asit antagonisti olup, klinikte bir¢ok hastaligin tedavisinde
kullanilan kematorapotik bir ajandir. MTX yuksek dozlarda kullanildiginda
sitotoksik etki gosterdigi yapilan ¢alismalarla ortaya konulmus, organ ve dokularda
neden oldugu toksisitenin engellenmesinin gerekliligi ortaya ¢ikmistir. Calismamizda
disi ratlarda MTX ile indiiklenmis ovaryum hasarina karst gucli bir antioksidan
kabul edilen Resveratrol’in (RES) koruyucu etkilerini arastirmayir amagladik.
Calismamizda Wistar Albino cinsi toplam 42 adet disi rat (240-360 g) kullanarak, 7
grup (Grupl- Kontrol, Grupll- MTX (1.gun), Gruplll- MTX (1., 3. gun), GruplV-
MTX (1., 3., 5. glin), GrupV- MTX (1.glin) + RES, GrupVI- MTX (1., 3. Gin) +
RES, GrupVIl- MTX (1., 3., 5. giin) + RES) olusturduk. Sicanlara, ilk glin kontrol
grubu hari¢ tiim gruplara 15 mg/kg intraperitoneal yoldan tek doz MTX uygularken;
V., VI, ve VII. gruplara ise MTX uygulamasindan 1 saat nce Resveratrol 20 mg/kg
dozunda oral gavaj yolu ile verildi. I1I., 1V., VI. ve VII. gruplara 3. giin, 1V. ve VII.
gruplara ise 5. gin olmak uzere tekrarlayan dozlarda MTX uygulamas: yapildi.
Deneyin 8. gunu anestezi altinda ratlardan doku ve kan ornekleri alinarak sakrifiye
edildi. Ratlarin ovaryum dokularinda hematoksilen-eozin (H-E) boyamasi ve
TUNEL boyama yapilarak 1sik mikroskobunda ovaryum hasar1 degerlendirildi.
Calismamizda alinan ovaryum doku Ornekleri homojenize edilerek, TAS ve TOS
aktiviteleri spektrofotometrik olarak tayin edildi. Ayrica, Comet Assay yontemi ile
de kanda DNA hasarinin degerlendirilmesi yapildi. Grup IV ve VI’da birer hayvan
kaldigi, VII’de ise hi¢ hayvan kalmadigi i¢in bu gruplar degerlendirilmeye
alimamadi. Biyokimyasal analizler sonucunda MTX gruplar1 olan grup II ve III’de
TOS diizeyi kontrol grubuna gore artig gosterirken grup V’de TOS diizeyinin anlamli
olarak diistiigii goriildii. Bununla beraber TAS diizeyi grup V’de grup II ve III’e gore
anlamli olarak artti. H-E ile boyama sonucunda hasar olusan MTX gruplarina kiyasla
grup V’de birgok bulguda iyilesme gozlenmistir. TUNEL boyama sonucunda en
fazla pozitif boyanma; esit miktarda grup Il ve IlI’te daha sonra grup V’te
gozlemlenmistir. Ayrica DNA hasar analizi gosteren comet skoru grup II ve III’de
anlaml olarak artarken, grup V’de anlamli olarak azalmistir. Bu ¢alismanin sonuglari
dogrultusunda resveratrolin antioksidan o6zelliginden dolayr metotreksata bagh
ovaryum hasarina kars1 koruyucu etkiler saglayabilecegi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Metotreksat, Ovaryum, Rat, Resveratrol.



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
[1- MTX (1st day), Grouplll- MTX (1st and 3rd day), Group 1VV- MTX (1st, 3rd and
5th day), GroupV- MTX (1st day) + RES, GroupVI- MTX (1st and 3rd day) + RES,
GroupVIl- 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. Il1.,
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 1V and VI and none in Group VI, these groups could not be evaluated. As
a result of biochemical analyzes, TOS levels increased in MTX groups, group Il and
I11, 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 11
and I11. Many findings were improved in group VV 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 Il and Il1, then in group V. In
addition, the comet score showing DNA damage analysis increased significantly in
groups Il and 111, 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.
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1. GIRIS

Neoplazilerden psoriazise (sedef hastaligl) uzanan genis yelpazede birgok
hastaligin tedavisinde kullanilan Metotreksat (MTX), bir folik asit antagonisti olup,
dihidrofolat rediiktaz enzimini baglayarak DNA ve RNA sentezini inhibe eden
antiproliferatif etkili bir ajandir (Fridlington ve ark., 2011; Hyoun ve ark., 2012).
MTX; proteinler, lipidler ve miyelinin sekillenmesinde biiyilk 6nemi olan
transmetilasyon reaksiyonlarina da belirgin olarak etki eder (Uzar, 2006).
Metotreksat; niikleik asitlerin, timidilatlarin ve proteinlerin sentezini inhibe ederken
malign ve bazi kanserli olmayan hiicrelerde biiylimeyi ve proliferasyonu
baskilayarak 6zellikle hizla boliinen hiicreler iizerinde toksik etkiye neden olur (Karri
ve Vanithakumari, 2011). Buradan da anlasilacagi gibi metotreksatin sitotoksik etkisi

yalnizca kanser hiicrelerine 0zgl olmayip tiim viicut hiicreleri tizerine olmaktadir.

MTX’in toksik etkileri hastadan hastaya degiskenlik gosterebilmektedir. Bu
yuzden MTX kullanildigi endikasyona bagli olarak genis bir doz araliginda
kullanilmaktadir (Widemann ve Adamson, 2006). MTX’in en iyi bilinen yan
etkilerinden bazilar1 hematolojik, hepatik ve pulmoner toksisite olarak siralanmigtir
(Kivity ve ark, 2014). Bazi1 raporlar MTX’in iskelet bliytimesi, noro, nefro ve tGreme
sistemleri Uzerindeki toksik etkilerini tanimlamaktadir (Karri ve Vanithakumari,
2011). Bu yiizden metotreksat kullanimi1 esnasinda antioksidan maddelerin birlikte

verilmesinin dokular {izerindeki toksik etkiyi azaltict etkileri oldugu kanitlanmistir

(Kabake1 ve ark., 2015).

Resveratrol (RES) (3,5,4-trihydroxystilbene) baslica {iziim kabugu olmak
lizere yerfistigi, ahududu, dut, erik ve bazi bitkilerde bulunmaktadir. Resveratroliin
ozellikle patojenlerin bitkilere saldirmasi, yaralanma veya ultraviyole (UV) 1s18a
maruz kalma sonucunda bitkiler tarafindan firetilen bir fitoalleksin oldugu
bilinmektedir. Bu maddenin aym1 zamanda insanlarda da koruyucu olduguna
inanilmaktadir. Ciinkii daha ¢ok renkli liziimlerde bulunan resveratrol maddesinin
antioksidant aktivite gostererek kilcal damarlarin tikanmasini ve apoliprotein, lipid
sentezinin modiilasyonu ile kilcal damarlarda trombosit birikmesini engelledigi

yapilan ¢aligmalarla ortaya konulmustur. Resveratrol hiicre yasam siiresini uzatan ilk



molekdldir. Resveratrol'un sirtuin (SIRTZ2, insan SIRT1 homologu) aktivasyonu ile
kalori kisitlamasina yanit olarak mantarlarda hiicre yasam siiresini uzattigini
calismalar goOstermistir. Resveratrol'in sirtuinleri aktive ettigi insan ve hayvan
modellerinde yapilan ¢aligmalarla da gosterilmistir. Resveratrol ile ilgili
arastirmalarin biiylik ¢ogunlugu kanser iizerine yogunlagmis olup, bu bilesigin,
kanserin pek ¢cok asamasinda durdurucu ve engelleyici 6zelligi oldugu belirlenmistir
(Karabulut, 2008; Keskin ve ark., 2009; Tunali-Akbay ve ark., 2010; Yulug ve ark.,
2013). Resveratrol'in antioksidan potansiyeline ilaveten antikanser 06zelligini
sergiledigi insan kanserleri tizerine yapilan farkli ¢aligmalarda da (meme, rahim agzi,

rahim, yumurtalik gibi) gosterilmistir (Rauf ve ark., 2018).

Literatliirde Metotreksat’in yol actig1 toksisiteyi engellemeye yonelik g¢esitli
maddeler ile ¢alismalar mevcut olmasina karsin, giiclii antioksidan etkiye sahip
resveratroliin tekrarlayan dozlarda MTX verildiginde ovaryum ve diger dokulardaki
koruyucu etkilerinin arastirilmamis olmast  bu c¢alismanin  6zgilinliglni
arttirmaktadir. Tekrarlayan ve tek doz MTX uygulamasi sonrasit meydana gelen
oksidatif organ hasarina karsi giiclii bir antioksidan olan resveratrol verilerek rat
ovaryumu (zerindeki koruyucu etkisinin  biyokimyasal, histokimyasal ve

immuinohistokimyasal olarak degerlendirilmesi amaglanmaktadir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Ovaryum

Disilerin iireme sisteminde yer alan ovaryum, pelvik boslugun sag ve sol
lateralinde yer alan bir ¢ift organdir. Sekil itibari ile bademe benzetilmektedir (Roach
ve Andreotti, 2017).

Ovaryum, disilerde germ hiicrelerinin biiylimesini ve bunlar1 ihtiva eden
olgunlasmis oositlerin fallop tiiplerine ge¢isini saglayan, her ay gerceklesen siklusta
hormonlarin etkisiyle biyolojik ve morfolojik degisiklikler yasayan memeli organidir

(Kawashima ve Kawasmura, 2017).

Disi iireme sisteminde fertiliteyi saglayan, karmasik bir yapiya sahip olmakla
birlikte oositlerin gelisip olgunlasmasinda en elverisli ortami bulunduran, hem
endokrin hem ekzokrin bir bezdir (Avila ve ark., 2016). Ovaryumun yapist sekil

2.1°de gosterilmistir.

Sekil 2.1. Ovaryumun yapist (Gartner ve Hiatt, 2000).



2.1.1. Ovaryum Anatomisi ve Fizyolojisi

3 cm boyunda, 1 cm kalinlikta ve 1,5 cm ene sahip, bademe benzeyen sekli
ile disi ilireme sisteminde bulunan ovaryumlar, pembemsi beyaz renkte bir ¢ift
organdir (Sen, 2019). Agirliklart 4-6 gr olan ovaryumlar pelvisin fossa ovarika
denilen gukurluklarina yerlesmislerdir. Dis kisimlari tunika albuginea ad1 verilen sert
bir bag doku ile ¢evrelenmis olup, yas ilerledikce bu zarin daha da kalinlasarak

sertlestigi goriilmiistiir (Soares ve ark., 2005).

Uterusun saginda ve solundaki duvarlarinda bulunan ve periton katlantisindan
olusarak ovaryumu askida tutan mezovaryum, ovaryumlara kan damarlarin1 getiren
peritoneal bir katlantt olup ovaryumun broad ligamentinin posterior yiiziine
baglanmasini saglar. Ovaryumun tubal kutbu suspansory ligament tarafindan pelvik
duvara baglanirken, uterin kutbu ise ovarian ligament ile uterusa baglanir (Saladin,

2008).

Ovaryumun baslica iki gorevi vardir. Birincisi gamet liretmek, ikincisi ise
steroid hormonlarmin sentezlenmesidir. ilk fonksiyonu olan gamet Uretiminde
gelisen gamete oosit, olgunlasan gamete ise ovum denilmektedir (Gartner ve Hiatt,
2006). ikinci fonksiyonunda steroid hormonlar yapisinda Ostrojen ve progesteron
salgilamaktadir. Ostrojen; i¢ ve dis genital organlarin gelisip olgunlasmasini ve
adolesan donemde sekonder cinsiyet karakterinin olugsmasini saglarken, progesteron
ise kadin i¢ genital organi olan uterin kaviteyi gebelik siirecine, meme bezlerini de

laktasyona hazirlamaktadir (Sen, 2019).

2.1.2. Ovaryumun Histolojik Yapisi

Ovaryum iki kisimdan olusur. I¢ kismima medulla, dis kismma ise korteks
denilmektedir. Medulla kisminda kan damarlari, sinirler ve stromal hiicreler

bulunurken korteks kismi oosit igermektedir (Faddy ve ark., 1992).

Ovaryumlar1 damarsal agidan inceledigimizde, ovaryuma kani getiren arterler

hilustan girerek, medulla ve korteks smirinda pleksus olustururlar. Ovaryumun



venlerini olusturanlar ise panpiniform pleksusudur. Abdominal kavitede bulunan bu

venlerden soldaki renal venle birlesirken sagdaki ise vena cava inferiora baglanir

(Waugh ve Grant, 2001).

Adolesan donemde ovarial yiizey diiz bir yapiya sahipken lireme doneminde
tekrarlayan ovulasyonlar ylzinden ovaryum yizeyi diizensiz yapidadir.
Postmenapozal donem geldiginde ise ovaryumlar addlesan ve iireme donemindekine

gore dortte bir kii¢iilmiistiir (Sen, 2019).

Saglikli bireylerin ovaryumlarinda dogumla beraber ortalama 600-800 bin
civarinda primer oosit vardir fakat bunlardan 400 bini ovulasyona ulasir. Gerisi ise

atreziye ugrayarak dejenere olur (Dickey ve ark., 2002).
2.1.3. Ovaryum Folikiillerinin Gelisimi

Fertilite doneminde ovaryumlar farklilasarak daha komplike organ haline
gelirler. Bebeklik ve genclik déneminde yumurtaliklar devinimsiz degildirler, siirekli
olarak biiylime gosterirken bununla beraber ayrimlasma ve bozulmalar yasarlar

(Peters, 1969).

Ik etap da overlerin gelisim siireci oosit adi altinda primordiyal folikiilde
baglar. Birgok memelinin primordiyal folikiil bulunan havuzu, ya memelilerdeki gibi
embriyonun gelisimi sirasinda ya da kemirgen canlilardaki gibi dogumdan sonra
olusur. Primordiyal folikiillerin oldugu bu kiime disilerde bulunan,
yumurtlayabilecegi oositlerin tedarik edilmesini saglar. Hipofiz hormonlarindaki
degisim iireme dongiisii sirasinda kadinlarda ve primatlardaki folikiil gelisimini

baslatir (Balla ve ark., 2003).

Ovaryumdaki folikillerden her déngude secilen bir grup folikil puberte
doneminden baglayarak biiylime siirecine girer. Biiylime siirecindeki asamalar ise

primordiyal folikiilden baslayarak primer, sekonder ve graaf folikiiliinii olusturur

(Glney, 2019).



2.1.3.1. Primordiyal Folikul

Primordiyal Folikdllere, ilk olarak gonadotropin hormonundan bagimsiz bir
sekilde gelismis halde fetal hayatin 3. ayinda rastlanmaktadir (Silber, 2015). Folikul,
yass1 epitel folikiil hiicrelerine ve primer oosite sahiptir (Maheshwari ve Fowler,
2008). Bunlar korteksin icinde tek katli folikiil hiicrelerinden olusarak tunika
albungineanin alt kisminda yer alirlar. Primordiyaller grup olusturmuslardir ve oositi
sarmaktadirlar (Akicigil, 2020). Bu oosit yaklasik olarak 25 pum ¢apa sahip ve kire
seklindedir (Koh ve ark., 2009). Ooplazmasinda balbiani cisimcikleri, eser miktarda
ribozom ve seyrek olarak da annulat lamelleri bulunmaktadir. Gonadotropinlerin
uyarmasindan bagimsiz olarak gelisim gosteren bu folikiller, mayoz 1’in profaz
evresinde puberte dénemine kadar beklerler (Junqueira ve Carneiro, 2009; Zhang ve
ark., 2014). Primordiyalden primer folikiile gegis siirecinin geri doniisii yoktur ve
gelismeye baglayan folikiil ovulasyon ya da atrezi olana dek gelisimine devam
etmektedir. (Kezele ve Skinner, 2003).

2.1.3.2. Primer Folikil

Yumurtaliklardaki ortalama 20’ye yakin primordiyal folikiiliin uyarilarak
primer evreye doniismesi FSH (Folikill Stimiilan Hormon) tarafindan
gerceklesmektedir. Uyarilan bu folikiillerden sadece bir tanesi olgunlasabilmektedir
(Taskin, 2005). Ergenlik doneminde overler bu folikiiller ile dolmustur
(Kierszenbaum, 2006).

Primer folikil oositi, kiubik granll hucrelerin tabakalanmasi ile olusmustur
(Gougeon, 1996). Ik asamay1 olustururken oositin biiyiimesi ile beraber etrafini
cevreleyen hiicreler kiibik sekil alir ve bdylece ortaya ¢ikan folikiile primer folikiil
denir. Oosit bilyiirken 6zel proteinler salgilanmaya baglar ve bunlar birleserek folikiil
hicreleri ve oositin arasinda zona pellusidanin olusmasini saglar. Erken primer
folikil (Unilaminar primer folikil), tek tabakali kiibik hiicrelerle gevrelenerek
gelisen oositi tanimlamaktayken, ¢ok katli hiicreler tarafindan ¢evrelenen oosite ise

ge¢ primer folikdl (multilaminar primer folikul) adi verilmektedir (Giiney, 2019).



2.1.3.3. Sekonder Folikl

Sekonder folikiil olusurken kiibik graniiloza hiicreler erimeye baslayarak hilal
seklinde bosluk olusturur. Bunlara antrum denir. Antrumlarin i¢i hyalUronandan
zengin folikul sivisi ile doludur ve progesteron, Ostrojen ve androjen gibi steroid
hormonlarini igermektedir (Bacha ve ark. 2012). Olusan bosluklar ilk olarak
kiiciiktiir fakat bir araya gelerek biiyiirler (Akincigil, 2020).

Korona radiatay1 olusturan graniiloza hiicreleri zona pellusidaya komsudur ve
oositi sarar. Daha sonra teka tabakasi gelisip damardan zengin teka internayi ve
stromaya benzer yapida olan teka eksternayr olusturur (Nahirney ve Ovale, 2009).
Teka eksterna ile teka interna arasindaki sinir belirgin olmamasina ragmen graniiloza
ve teka folikiilii arasindaki sinirda bazal membranin bulunmasindan ve hiicre
morfolojilerinin farklilik géstermesinden dolay1 belirginlik gdstermistir (Junqueira ve
Carneiro, 2006).

2.1.3.4. Graaf Folikili

Graniiloza hiicrelerindeki ¢ogalmayla birlikte folikiil sivisindaki artis ¢apinin
2,5 cm biiytikliige ulagmasini saglar. Biiyiiyerek olgunlasan bu folikiile graaf folikilu
denir. Tersiyer folikil olarak da bilinmekedir. Folikiller maksimum boyuta

geldiginde ¢ogalma aktiviteleri azalacaktir (Sadler, 2011).

Cok katl ve damarsiz yapiya sahip olan grantiloza hiicreleri folikiler kaviteyi
cevreleyerek buraya dogru kumulus ooforus adinda bir ¢ikintt meydana getirir ve bu

zona pellusida ile cevrili oosit icerir (Kuehnel, 2003).

Oosit folikiildeki mayoz boliinmenin ilk asamasini gerceklestirerek sekonder
oosit olmakla birlikte dollenme oldugunda sekonder oositten ovum ve 2. polar
cisimcik olusmustur (Akincigil, 2020). Olusan bu yapilar déllenmeye kadar 2. mayoz
bolinmede metafazda kalir. Ovulasyondan 6nce Luteinizan hormunun (LH) aniden
artmasiyla mayoz boliinme uyarilir ve folikiil riiptiirii ger¢ceklesir. Ovulasyonla atilan

sekonder oositin tubaya gecmesiyle ovaryumda ovulasyondan sonra geride kalan



granuloza ve teka lutein hiicreleri korpus luteum yapisini olusturur ve bu yapisida
progesteron sentezi yapar (Ross ve Pawlina, 2011). Progesteron hormonu salgilatan
korpus luteum; fertilizasyon gerceklesirse ovaryumda gebelik korpus luteumu,
gebelik gerceklesmezse menstruasyon korpus luteumu olustururken, dollenme
meydana gelmediginde ya da sona erdiginde ise dejenere olarak korpus albikansi

olusturur (Erdost, 2016).

2.1.3.5. Atretik Folikul

Birgok folikiil gelisim evresinde olgun hale gecemeden dejenere olarak
islevlerini kaybederler. Dejenerasyon surecini takip eden folikil hucreleri bizilerek
kii¢iiliir ve birbirlerinden ayrilarak otoliz olurlar. Sisen zona pellusida ve vaskiiler

sekle gelen teka hiicrelerinin yerlerini bag dokusu alir (Eroschenko, 2013).

2.1.4. Ovaryum Embriyolojisi

Gonadlar, epitel proliferasyon ve altinda yer alan mezensimin artmasiyla
olusan uzunlamasina bir ¢ift siskinlik halinde ortaya c¢ikmaktadirlar. Primordiyal
germ hiicreleri yolk kesesinin allantoise yakin duvarindaki endoderm hiicreleri
arasinda belirir. Bu hiicreler hareket ederek bagirsagin mezenteriumu iizerinden
ilerleyerek primitif gonadal kabartiya gelir (Akincigil, 2020). Gonadal kabartiya

ulagamayan primordiyal germ hiicreleri gelisemezler (Ross ve Pawlina, 2011).

Embriyoda cinsiyetin dollenme sirasinda spermin tasidigin X ya da Y
kromozomu sayesinde belirledigi bilinmektedir. XX kromozom diizenine sahip

embriyoda sekonder kortikal kordonlar gelisirken medullar kordonlar gerilemektedir

(Sadler, 2011).

2.2. Metotreksat

Metotreksat, 1940 yillarinda gelistirilen bir folik asit antagonistidir (Chan ve
Cronstein, 2002). 1950 ve 1960’11 yillarda sivi igermeyen, dayanikli tiimorlerin
tedavisinde kullanilmaya baslanmistir (Hashkes ve ark., 2013).



Metotreksat, meme ve akciger kanseri, osteosarkom, bircok hematolojik
hastaliklar, romatoid artrit, psoriasis, multiple skleroz gibi hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir (Abolmaali ve ark., 2013). Ayrica piistiiler, eritrodermik formlar ve
psoriatik artrit tedavilerinde de metotreksata basvurulmaktadir (Sentiirk, 2016).
Maling hastaliklarin tedavisinde yiiksek dozlarda kullanilirken, immiin sistemi
baskilayan hastaliklarda daha diisiik dozlarda kullanilan terapotik bir ajandir (Oktem
ve ark., 2006). Hiicre boliinmelerini yavaslatan bir ilag olarak onkolojide yillar boyu
kullanim alant bulmaktadir. Arastirmalar sonucunda oral ve intravendz yoldan
yapilan uygulamalarda metotreksatin merkezi sinir sistemi hari¢ tim viicuda
yayilabildigi goriilmektedir (Isik ve ark., 1997). Metotreksat’in tedavi edici ve yan
etkileri kullanilan hastalarda degisebilirlik gosterebilmektedir (Widemann ve

Adamson, 2006).

2.2.1. Kimyasal Yapisi

Metotreksat, 4-amino-4-deoksi-10-N-metilpteroilglutamik asit yapiya sahip
bir kimyasi vardir (Armagan ve ark., 2008; Sayilmaz ve ark., 2016). Metotreksatin
kimyasal yapisi sekil 2.2°de gosterilmistir. MTX, folik aside yapisal olarak benzerlik
goOstermektedir ve para-aminobenzoik asit ile pteridin grubuyla yapisal olarak yer
degistirebilir (Padmanabhan ve ark., 2009).

Methotrexate

Sekil 2.2. Metotreksatin kimyasal yapis1 (Sonmez ve ark., 2016).



2.2.2. Metotreksatin Etki Mekannizmasi

MTX, transformilaz enzimi olan amino-imidazol karboksamit ribontkleotid
(AICAR) ile beraber pirin ve pirimidin sentezlerinde inhibe ettigi bir¢ok enzim
bulunmaktadir ve biiyilk oranda hiicre boliinmesini baskilamaktadir. Bunun
sonucunda novo purin nikleotid sentezini engellemekle birlikte AICAR’nin
¢ogalmast MTX’in anti-inflamatuar etkisine biiylik katki saglayan adenozinin hicre

icine birikmesi sonucunu ortaya ¢ikarir (Hashkes ve ark., 2013).

Bazi caligmalarda MTX’in oksidatif stresin dokulardaki lipitleri ve DNA
hasarin1 oksit durumuna getirerek hiicre Oliimleriyle ilgili gen ekspresyonlarini
fazlalastirarak hiicre 6liimiinde rol aldigi ifade edilmektedir (Abd-Allah ve Sharaf El-
Din, 2013).

Hizli boliinen neoplastik hiicrelerin tedavisinde en etkili olan birgok
kemoterapdtik ajan, yumurtalik fonksiyonlari iizerinde kalici etkilere sahiptir. Bu da
amenore, kisirllk ve hatta menopoza yol acabilmektedir. Bu etkiler, alkilleyici
ajanlarda daha biylik ve MTX gibi antimetobolitlerde daha azdir (Hortu ve ark.,
2020).

Karri’'nin 2011 yilinda yaptig1 ¢alismada; MTX’in etki mekanizmasini ortaya
¢ikarmak ic¢in yumurtalik, rahim, serviks ve vajinanin histolojisini incelemistir.
Calismanin sonuglari, doza bagl bir tarzda MTX'in yumurtalikta preantral ve antral

foliktler biiytimeyi kisitladigini gostermektedir.

2.2.3. Farmakokinetik ve Farmakodinamik Etkileri

MTX, 25 mg/kg dozundan daha diisiik oranlarda oral olarak uygulandiginda
gastrointestinal sistem tarafindan tama yakin emilirken uygulanan doz arttiginda bu
oran azalacagl icin intravendz olarak uygulama tercih edilmektedir. Intravendz
uygulamadan sonra MTX plazmadan 3 kademede elimine edilir. Ik kademede hizl

bir dagilim goriiliirken, ikinci kademede bobreklerdeki klirens 2-3 saatlik yar1 omiir
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sirmektedir. Ugiincii kademede ise yaklasik 8-10 saatlik bir yarilanma &mrii

bulunmaktadir (Brunton ve ark., 2006).

MTX yap1 olarak folik aside benzedigi icin hiicre igerisine indirgenmis folat
tagiyici ile tasinmaktadir (Tian ve Cronstein, 2007). Degisebilen oranlarda glutamat
kiimeleri olan bir ¢cok metabolitten olusan MTX, hiicre igerisine girmesiyle fazla olan
glutamat  kisimlar1  folilpoliglutamat  sentaz  (FPGS) enzimiyle MTX
poliglutamatlarina doniistiiriiliirler (Gangjee ve ark., 2002). Dogal MTX, MTX
poliglutamat ile karsilagtirildiginda hedef enzimlerde daha fazla afinitenin ve MTX
etkinliginin arttig1 diistiniilmektedir (Assaraf,2006).

2.2.4. Metotreksatin Yan Etkileri

MTX, timidilatlarla beraber nikleik asit ve protein sentezlerini
baskilamaktadir. Bu sayede maling ve kanserli olmayan bazi hiicrelerin biiylimelerini
ve ¢ogalmalarini 6nleyerek hizli boliinen hiicrelerde toksik etkiler olusturmaktadir.
Baz1 sonuglar MTX’in nérolojik, nefrolojik, iirolojik alanda ve iskelet biiyiimesinde
toksik etkilerinin oldugu tanimlanmustir (Karri, 2011). Olusan yan tesirlerin
bircogunda MTX’in etkilemesi sonucu ortaya ¢ikan oksidatif stresin etkili
olabilecegi belirtilmistir (Caron ve ark., 2009; Oktem ve ark., 2006; Uygur ve ark.,
2019).

Tablo 2.1. Metotreksat tedavisi sirasinda karsilasilan yan etkiler (Sentiirk, 2016).

Sik Karsilasilan Yan Etkiler Ciddi Yan Etkiler
Gastrointestinal sistem problemleri Hepatotoksisite
Stomatit ve agizda yara Pulmoner degisiklikler
Karaciger fonksiyonlarinda bozulma Enfeksiyon
Ekstremiteler ~ demakiler  punktant Kemik iligi siipresyonu
dokuntd
Santral sinir sistemi semptomlari Lenfoproferatif hastaliklar
Alopesi Nefrotoksisite

Ates
Hematolojik Degisiklikler
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Dubey ve ark. (2016), Hindistan’ da yaptiklar1 bir ¢alismada uzun bir siire
MTX kullanan 204 romatoid artrit hastasin1 incelemisler ve ortaya ¢ikan
hepatotoksisitenin %6, hepatik fibroziin %2 oldugunu, biyopsi ile tanilanmislardir.

Yine bu ¢alismada anemi ile 16kopeni oraninin %5,4 oldugu ortaya ¢ikmustir.

2.2.5. Ila¢ Etkilesimi

MTX’ in metabolizmasini etkileyen birden fazla ila¢ bulunmaktadir. Bunlar

MTX’ in plazma diizeyinde toksik oranda artisina neden olurlar (Sentiirk, 2016).

Tablo 2.2. Metotreksat diizeyini arttiran ilaglar (Sentiirk, 2016).

NSAI Ilaclar Antibiyotikler Diger Ilaclar
Solisilatlar Trimetoprim- Barbittratlar
Sulfametaksazol
Naproksen Sulfanomidler Kolsisin
Ibubrofen Penisilinler Dipiradamol
Indometazin Tetrasiklinler Fenitoin
Fenilbutazon Siprofloksazin Probenesid
Sulfonilire Tiazid ditretikler
Furosemid

NSAI: Non-steroidal Antienflamatuar

2.3. Oksidatif Stres ve Antioksidanlar

D1s orbitalinde bir ya da daha fazla ¢iftlenmemis elektron barindiran viicutta
olusan kimyasal {irlinlere serbest radikaller denilmektedir (Halliwell, 1994; Young ve
Woodside, 2001). Serbest radikallerin kararsiz yapilar1 hem organik hem de
inorganik maddelerle reaksiyona girmelerine ve oksijen bulunan yapilarda reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) olusmasina sebep olurlar. Yapilan ¢alismalar, kemoterapotik
urdnlerin hem in vitro hem de in vivo ortamlarda ROS iiretimine sebep oldugunu
gostermistir (Crohns ve ark., 2009; Simone ve ark., 2007; Weijl ve ark., 1997; White
ve ark., 2006).

ROS’lar canlilik siireleri kisa olsa da hiicredeki bilesenlerle proteinler,
lipitler, karbonhidratlar, niikleik asitlerle etkilesime girerek krozomlarda kirilmalara,

DNA hasarlarina, oksidasyona, malign degisimlere, mutasyonlara hatta hcre
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6lumlerine neden olabilen zararl bilesiklerdir (Schoenberg ve Beger, 1990; Sinclair
ve ark.,1990). Oksidatif denge sekil 2.3’de gosterilmistir.

Oksidatif denge Yaslanma
inflamasyon

Yiuksek Oz basinci
Kimyasal ajanlar
Radvyasyon
iskemi-repefiizyon
ﬁ:’hoksidan'ar =

S
erbest Radika"er

=y

Oksidatif hasar

g W08 09 Wiy W B
e 2y S

VMembran lipidleri Proteinler Nukleik asitler

Sekil 2.3. Oksidatif denge (Ozcan ve ark., 2015)

Hiicrelerde meydana gelen ROS’lar, antioksidanlar tarafindan yok edilir.
Fakat bazen yok etme asamasinda antioksidanlarin bile yetersiz kalabilecegi kadar
¢ok ROS olusmus olabilir. Bu duruma oksidatif stres denilmektedir ve bunun

sonucunda doku hasarlar meydana gelmektedir (Akkus, 1996).

Son zamanlarda antikanser ilaglarla yapilan toksisite ¢alismalarinda oksidatif
stress iizerinde durulmaktadir. Bu g¢alismamizda da kullandigimiz MTX’in genis
kullanim endikasyonlarina karsilik 6zellikle nefrotoksisite ve hepatotoksisite gibi yan
etkileri karsimiza ¢iktig1 icin reaktif oksijen tiirlerinin meydana getirdigi oksidatif
hasar sonucu olustugu diistiniilmektedir. Bu nedenle MTX toksisitesinden korunmak
amactyla tedavi sirasinda antioksidanlarla birlikte kullanilmasi gerektigi sonucu
ortaya c¢ikmaktadir (Uygur ve ark., 2019). Olas ve ark. (2001), yaptiklar1 bir
calismada ROS’larin azalmasinda resveratroliin etkisinin oldugunu bildirmistir.
Calismamizda bu bilgiler dogrultusunda MTX’in hasar olusturucu etkilerine karsi

koruyucu olarak resveratrolii kullanmaktay1z.
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2.4. Resveratrol

Polifenol bir bilesik olan resveratrol, saglik sektoriinde dikkatleri iizerine
¢eken, yaslanma karsiti 6zelligi ortaya konulan giiglii bir antioksidandir (Baxter,
2008). Natiirel yapida bir stilben olan resveratroliin sentezi stilben sentaz enzimi

tarafindan yapilmaktadir (Mazza, 1995).

72 farkli bitkide bulunabilen resveratrollin, genellikle bitki meyvelerinin etli
kisimlarinda iiretilemezken meyvelerinin kabuk ve yapraklariin tist kisimlarindaki
stilben sentazdan iiretimleri saglanmaktadir. Uzim, cilek, dut, yaban mersini,
okaliptlis, zambak, alagam, yer fistig1 kokii gibi bitkilerde stilben sentaz geni
bulunmaktadir (Das ve Das, 2007). Patojenlerin saldirilari, ultraviyole isinlar ve
radyasyon, agir metal varligi, ozon, hava kirlilikleri ve iklim degisiklikleri bitkileri
olumsuz etkilerken, koruyucu olarak stilben sentaz geni aktif hale gelerek
resveratroliin tretiminin arttirtlmasi ile antioksidan gorevi gérmesi saglanir (Ather ve
ark., 2007).

2.4.1. Resveratroliin Yapisi ve Fiziksel Ozellikleri

Polifenolik bilesik olan resveratrol iki fenol halkasinin bir stiren ¢ift bag ile
baglanmas1 sonucu olusur ve 3, 4, 5- trihidroksistilben olarak adlandirilir
(Kursvietiené ve ark., 2016). Formuli C14H1,03 ile gosterilirken; yagda, suda, aseton
ve metanolde kolay c¢o6zunebilen, 228,25 g/mol molekil agirhigna sahip bir
antioksidandir (Haneke, 2002). Resveratroliin trans- ve cis- olmak Uzere biyolojik
etkileri farkli olan iki formu mevcuttur (Pallas ve ark., 2013; Zhao ve ark., 2013).

Resveratroliin trans ve cis yapilari sekil 2.4°de gosterilmistir.
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trans-Resveratrol cis-Resveratrol

Sekil 2.4. Resveratroliin trans ve cis yapilar1 (Sales ve Resurreccion, 2014).

Resveratroliin ayrica trans ve cis formlarindan farkli olarak glikozid yapida

piceid formu da bulunmaktadir ve sekil 2.5’de gosterilmektedir (Yikrazuul, 2010).

OH

OH
e, 0
HO O N

OH

OH

Sekil 2.5. Resveratrolun piceid formu (Yikrazuul, 2010)

Uziim ekstraktlarinda da bulunan 1siktan korundukca sabit kalan trans-
resveratrol izomeri ¢alismalarda diger formlarina gore daha sik kullanilmaktadir (Das
ve ark., 1999; Fremont, 2000). Dokulara taginan ve hizli emilen resveratroliin biiyiik
bir kismu idrar yolu ile atilmaktadir (Bertelli, 1998).

2.4.2. Resveratrolun Biyolojik Etkileri

Resveratrol olduk¢a genis bir etki alanina sahiptir. Yapilan birgok arastirma

ve ¢alisma alanlar1 sekil 2.6°da 6zetlenmektedir (Karabulut, 2008).
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Kardiyoprotektif -

RESVERATROL

Kanser
Kemopreventif
Obeziteyi azaltma
LI .

Sekil 2.6. Resveratrolin etkileri (Karabulut, 2008).

Yapilan caligmalar resveratroliin kalp- damar sistemi {izerinde faydalarinin
oldugunu, viicuttaki tiimdrlerin biiylimesini yavaslattigini ve antikanserojen
Ozelligini ortaya koymaktadir (Rocha-Gonzalez ve ark., 2008). Bununla beraber
resveratrol midede gastrit, lilser ve kanserin gelismesine sebebiyet veren helicobacter
pylorinin olusumunu ve memelilerde malign hicrelerin gelisimini 6nledigini

gostermistir (Mahady ve Penland, 2000).

Bazi c¢aligmalar ise kalp kaslarinda, bobreklerde ve beyinde profilaktik
ozellige sahip oldugunu gostermektedir (Giovannini ve ark., 2001). Fransa’da yag
orani yiikksek gidalarla beslenilmesine ragmen kirmizi sarap fazla tiiketildigi i¢in
resveratrol tiketimininde arttigi, bunun da kalp hastaliklarina daha diisiik oranda
rastlanilmasina sebep oldugu seklinde iliskilendirilmektedir (Kopp, 1998). Colica ve
ark. (2018) yaptiklari sistematik derleme c¢alismasi ile resveratroliin kardiyoprotektif,
noroprotektif, kemopreventif ve antioksidan ajan olarak islev goren iyilestirme ve

Onleyici potansiyeli hakkindaki en 6nemli bilimsel verileri 6zetlemislerdir.

2.4.3. Farmakolojik Ozellikleri

Ik olarak 1940’1 yillarda Takaoka karaca ot kokiinden (Veratrum

grandiflorum) sonrasinda ise 1960’larda Japon madimagi kullanarak olusturulan
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resveratrol; gonorede, fungal hastaliklarda ve cilt iltihaplarinda tedavi maksadiyla
kullanilmistir (Nonomura ve ark., 1963). 1990’11 yillarda ise sarapta bulunarak
kardiyoprotektif 6zelligi ortaya ¢ikarilmistir (Bertelli ve ark., 1995).

Farmakolojik olarak resveratrol genis kullanim alanma sahiptir. Bu
alanlardan analjezik, antioksidan, anti-aging, antiinflamatuar etkiler en fazla
bilinenler arasindadir (Cottart ve ark., 2010; Das ve ark., 2008). Ayrica meme, mide,
karaciger, serviks, ovaryum dokularindaki kanser hiicrelerinin proliferasyonunu
baskilayan antikanser etkisi de bilinmektedir (Aggarwal ve ark., 2004; Nobili ve ark.,
2009).

Diisiik biyoyararlanioma sahip resveratrolii saglam kisiler kullandiginda
plazmalarindaki resveratrol maksimum hiza 30-60 dakikada ulasirken (Walle ve
ark.,2004), siganlarda 120 dakikada kalp, 60 dakikada bobrek ve 30 dakikada ise
karaciger dokusunda maksimum derisim gosterdigi gOrilmiistiir (Bertelli ve ark.,
1996).

2.4.4. Resveratroliin Antioksidan Etkileri

Dogal bir polifenol olarak bilinen resveratroliin 6ne c¢ikan antioksidan
ozelliginin yaglarin yiikseltgenmesine bagli apoptozisi onlemesine bagli oldugu
bilinmektedir (Frankel ve ark., 1993; Wang ve ark., 2002). In vitro sartlarda
potansiyel olarak antioksidan etkisinin olmamasina ragmen canlilarda giiclii bir
antioksidan 6zelliginin oldugu bildirilmistir (Mukherjee ve ark., 2010). Antioksidan
etkisi C vitamininden 30 kat, E vitamininden ise 50 kat daha fazla oldugu (Celotti ve
ark., 1996), ayrica trombositopeniyi kontrol altina aldigi ve arteriosklerozu
engelledigi bilinmektedir (Weindruch, 2003).

Resveratrol iizerine yapilan ¢aligmalarda nitrik oksit (NO) biresimini uyarip
indUklenebilir nitrik oksit miktarini arttigi saptanmistir. Resveratrol NO diizeylerini
doza bagli arttirinca, artan doza bagli olarak hiicre zedelenmelerinde azalmalar
goriilmistiir (Giovannini ve ark., 2001; Hung ve ark., 2000). Arteria cerebri mediay1

okliide ederek olusturulan iskemi beyinde nekrotik alan olusturmus ve resveratroliin
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de bu olusan alan1 kii¢iilttiigii bildirilmistir. Resveratroliin bunlar1 bir ¢ok etkileri ile
beraber Ozellikle antioksidan 6zelligi sayesinde yaptigi ileri stirlilmektedir (Huang ve
ark., 2001).

Ortega ve Duleba 2015 yilinda yaptiklari ¢aligmada resveratroliin
yumurtaliklara olan etkilerini si¢anlar lizerinde incelemigler ve resveraroliin folikiiler

rezervi arttirdigini ve yumurtalik dmriinii uzattigini bildirmislerdir.

2.4.5. Resveratroliin Yan Etkileri

Hayvan modellerinde yapilan ¢alismalarda olumsuz yan etkilere
rastlanmazken (Johnson ve ark., 2011), insanlar iizerinde yapilan ¢aligmalar bunu
sOylemek i¢in olduk¢a azdir (Tome-Carneiro ve ark., 2013). Hangi miktarlarda
kullanildiginda ortaya ¢iktig1 bilinmeyen, agiga kavusmayan yan etkilerin arasinda
en ¢ok uykuya egilim, bas donmesi, oksipital ve frontal bas agrilari, bacaklarda kas
agrilart goriilmektedir (Cottart ve ark., 2010). Resveratroliin uzun siireli kullanimi
icin mutlaka gilivenligi degerlendirilmeli, 6zellikle meme kanseri, over ve rahim
kanserlerinde resveratroliin Ostrojenik aktivasyonu bilinmedigi i¢in bu gibi

hastaliklarda takviyelerinden kagiilmalidir (Walter., 2001).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gereg
3.1.1. Deney Hayvanlar:

Deney hayvanlar;, Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Deney
Hayvanlar1 Uretim ve Deneysel Arastirma Merkezi’nden temin edildi ve deneysel
calismamiz yine ayni yerde gerceklestirildi. Bu calismada agirliklart 240-360 gr
arasinda degisen Wistar Albino cinsi toplam 42 adet disi sican kullanildi. Siganlar
standart 151k (12 saat giin 15181/ 12 saat aydinlik), 1s1 (25°C) ve yeteri kadar ad libitum
su ve yem (Yem Kurumu Standart Sigan Yemi) ile toplam 7 glin sureyle beslendi ve

deney toplam 8 giinde tamamlandi.
3.1.2. Etik Kurul Onay1

Deneye, Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’nun 18.09.2019 tarihli ve 545 no’lu karar1 dogrultusunda baslandi.

3.1.3. Kullanilan ila¢ ve Kimyasallar

Metotreksat

Resveratrol
3.2. YOntem
3.2.1. Deney Plam

Calismamizda her biri 6 adet disi sicandan olusan 7 ayr1 deney grubu
olusturuldu. Gruplar;

Grup I: Kontrol,

Grup I1: Metotreksat (1. giin) (15 mg/kg i.p. MTX),

Grup I1I: Metotreksat (1.+ 3. gun) (15 mg/kg i.p. MTX),
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Grup 1V: Metotreksat (1.+ 3.+ 5. glin) (15 mg/kg i.p. MTX),

Grup V: Metotreksat (1. giin) + Resveratrol (7 gin suresince) (15 mg/kg i.p.
MTX + 20 mg/kg/giin RES),

Grup VI: Metotreksat (1. + 3. guin) + Resveratrol (7 gun siresince) (15 mg/kg
I.p. MTX + 20 mg/kg/giin RES),

Grup VII: Metotreksat (1. + 3. + 5. giin) + Resveratrol (7 gln suresince) (15
mg/kg i.p. MTX + 20 mg/kg/giin RES).

Sicanlara, ilk gin Il., I11., 1V. ve V. gruplara 15 mg/kg intraperitoneal yoldan
tek doz MTX uygulanirken; V., VL., VIIL. gruplara ise MTX uygulamasindan 1 saat
once antioksidan olarak kullandigimiz Resveratrol 20 mg/kg dozunda oral gavaj yolu
ile verildi. 11, 1V., VI. ve VII. gruplara 3. guin, IV. ve VII. gruplara ise 5. gin olmak
uzere tekrarlayan dozlarda MTX uygulamasi yapildi (Kocaman ve Colakoglu, 2013).
Resveratrol verilecek gruplarin (V, VI, VII) tedavi prosediirii 7 giin boyunca siirdii
ve son uygulamayi takip eden 24 saat i¢inde yani 8. giin hayvanlar gruplar halinde
i.m. olarak uygulanan %10’luk Ketamin HC1 (Ketalar; Alfamin) ve %2’lik Xylazine
(Alfazin) anestezisi altinda cerrahi ekzanguinasyon ile sakrifiye edildi. Deney planmi

tablo 3.1°de 6zetlenmistir.
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Tablo 3.1. Deney plani

Deney Grubu Hayvan Sayisi Doz Deney Siresi
I. Kontrol 6 - 7 gun
Ell I\éIr)S 5 15 mgl/\lA(gr/)g(Un i.p. 7 giin
B L 2
(1.I+\s{f+l\g.T (>3(Un) 6 ° mgl/\ﬁ/iun P 7.gun
2/1.. I\(/;II;; 15 mg/kg/gun i.p.

6 MTX + 20 7 gun

+RES(7 gln i
sUres(incge) mg/kg/gin RES
VI. MTX o
(1.43. Giin) 15 mg/kg/gin i.p.
+R.ES'(7 gin 6 MTX i 20 7 giin
siiresince) mg/kg/gun RES
VII. MTX i
I 15 mg/kg/giin i.p.
(1+JI;3I;;?7 SJ‘J‘ : 6 MTX + 20 7 giin
siiresince) mg/kg/gun RES

3.2.2. Kan ve Doku Orneklerinin Toplanmasi

Deneyin 8. giinii ratlardan anestezi altinda kesim Oncesi intrakardiyak
yontemle alinan kan ornekleri Comet Testi i¢in K3EDTA’l1 tiiplere toplandi. Daha
sonra ratlar servikal dislokasyon yontemiyle Otenazi edilerek nekropsileri yapildi.
Pelvik bolge acgilarak ovaryum ornekleri alindi. TAS ve TOS analizleri i¢in doku
numuneleri alinarak analizin yapilacag tarihe kadar -20 °C’de saklandi. Histolojik
incelemeler icin ovaryum doku 6rnekleri %10’luk nétral formaldehit ¢ozeltisi icinde
tespit edilip, rutin doku takip yontemlerinden sonra parafine bloklandi. Histolojik

incelemeler i¢cin Hematoksilen-Eozin (H-E) ve TUNEL boyama yontemi kullanildi.

3.2.3. Doku Takip Calismalar

En az 48 saat %10 notral formalin solisyonu icerisinde fiksasyonu saglanan
doku Ornekleri, bir gece akan suda yikama islemine tabi tutulduktan sonra sirasiyla

asagidaki igslemlerden gegirildi.
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3.2.3.1. Doku Orneklerinde Histokimyasal Cahsmalar
a. Suyun Dokulardan Uzaklastirilmasi (Dehidratasyon)

Dokular dereceli alkollerde sirastyla belirtilen siirelerde bekletildi.

Alkol derecesi Sure

%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. Seffaflandirma

Ksilolde 3-10 dk (Her 3 dk da bir kontrol edilerek igslem sonlandirildi).

¢. Parafin Emdirme

S1vi parafin (60 °C etlivde) 30 dk bekletildi.
Kati parafin (oda sicakliginda) 1 gece bekletildi.

d. GOHmme

Sert parafin, igerisine gdmiilen dokularla bloklar halinde hazirlandi.

e. Kesit alma

Hazirlanan parafin bloklardan rotary mikrotom kullanilarak 4 mikron

kalinliginda kesitler alindi.
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Kesitlerin Hematoksilen-Eozin (H-E) ile Boyanmasi

Histokimyasal degerlendirme i¢in preparatlara Hematoksilen- Eozin ile rutin

boyama yapildi. Uygulanan boyama protokolii sirasiyla agagida belirtilmistir.

Yapilan islem
1. Deparafinizasyon

A) 60°C etuv
B) Ksilol 1

C) Ksilol 11

2. Alkol serisi
A) %96

B) %90

C) %80

D) %70

3. Distile Su
4. Hematoksilen
5. Cesme suyu
6. Asit alkol
7. Cesme suyu
8. Eozin

9. Cesme suyu

Sire

45 dk bekletildi.
20 dk bekletildi.
20 dk bekletildi.

10 dk bekletildi.

10 dk bekletildi.

10 dk bekletildi.

10 dk bekletildi.

5 dk bekletildi.

2 dk bekletildi.

5 dk bekletildi, sonra 2-3 tur akan suda yikandi.
3-4 sn

5 dk bekletildi, sonra 2-3 tur akan suda yikandi.
2 dk bekletildi.

5 dk sonra 2-3 tur akan suda yikandi.

10. %70- %80- %90 alkol serisinden sirasiyla batir ¢ikar yaparak gegirildi.

11. Ksilol

1 gece bekletildi.

12. Kapatma (Entellan)

3.2.3.2. Doku Orneklerinde immiinohistokimyasal Cahismalar

Fiksasyonu saglanan dokulara yukarida sayilan doku takip islemleri sirasiyla

uygulanarak dokular parafine gémdaldi. Rotary mikrotom ile lizinli lama 4 pm

kalinhginda seri kesitler

uygulandi.

alimarak immiinohistokimyasal boyama prosediirii
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Immiinohistokimyasal Boyama Prosediirii
TUNEL Boyama Yontemi

Sirasiyla asagidaki islemler uygulandi.

1. 4 ym kalinhiginda elde edilen parafin kesitler etlivde 60°C etlivde 1 saat
bekletildi.

2. Deparafinizasyon islemi i¢in Ksilol-1’de 10 dk, Ksilol-2’de 10 dk
bekletildi.

3. Dehidratasyon iglemi i¢in sirasiyla,

a. %100’luk alkolde 5 dk bekletildi.

b. %96’lik alkolde 5 dk bekletildi.

c. %90’lik alkolde 5 dk bekletildi.

d. %80’lik alkolde 5 dk bekletildi.

e. %70’lik alkolde 5 dk bekletildi.

4. Ug ayr1 PBS soliisyonunda 5’er dk bekletildi.

5. Lam hidrofobik isaretleme kalemi (PAP Pen kalem, Immunopen) ile doku
orneklerinin yeri belirlendikten sonra kesitler oda sicakliginda 20 dakika 20 pg/ml
Proteinaz K ile muamele edildi.

6. Ug ayr1 PBS soliisyonunda 3’er dk bekletildi.

7. Dokularin iizerini kaplayacak sekilde ve diger dokularla karigmamasina
dikkat edilerek nemli ortamda %3’lik H;O, soliisyonu damlatildi. 10 dk oda
sicakliginda bekletildi.

8. Uc ayr1 PBS soliisyonunda 3’er dk bekletildi.

9. Dengeleyici tampon (equilibration buffer) ile oda 1sisinda 30 dk
bekletiletildi.

10. Kesitler biotinli niikleotid karisimi (biotinylated nucleotide mix), rTdT
enzimi ile dengeleyici soliisyondan olusan rTdT (Terminal deoxynucleotidyl
transferase (TdT) reaksiyon karisimi ile 37 °C’de 1 saat inkubatorde bekletildi.

11. Ug ayr1 PBS soliisyonunda 3’er dk bekletildi.

12. Stop Buffer’da 5 dk bekletildi.

13. Conjugate soltisyonunda 30 dk bekletildi.
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14. Ug ayr1 PBS soliisyonunda 3’er dk bekletildi.

15. Dab krmojenle 15 dk muamele edildi.

16. Distile su da yikama yapildi.

17. Metil green ile 5 dk zit boyma yapildu.

18. Cesme suyunda 5 dk yikandi.

19. Sirasiyla %70, %80, %90 ve %100°lik alkol serilerinden batir ¢ikar
yapilarak gecirildi.

20. Kesitler seffaflasana kadar ksilolde bekletildi.

21. Entellan kullanilarak kapama yapildu.

Ovaryum dokusu kesitlerinde kontrol ve deney gruplarinda histokimyasal ve
immiinohistokimyasal yontemler kullanilmis ve ovaryum dokusundaki hasarlanma-
iyilesme degerleri; kamera destekli binokiiler 151k mikroskobu (ECLIPSE Ni-U,
Nikon, Tokyo, Japan) ile incelenmistir.

3.2.4. Biyokimyasal Calismalar

-20 °C’de saklanan herbir gruba ait ovaryum dokulari oda sicakligina
getirildikten sonra ayr1 ayr1 tartilarak 50 mM fosfat tamponu (ph 7.4) ile 10 kat diliie
edildi. Janke&Kuntel Ultraturrax T-25 (Almanya) marka doku pargalayici ile ve daha
sonra UW-2070 Bandeun Electronic (Almanya) marka sonikatér ile muamele
edilerek homojenizasyon tamamlandi. Doku 6rnekleri sogutmali santrifiij ile 10.000

devir/dk, 10 dk. santrifiij edildi ve slipernatani alinarak ependorf tiiplere aktarildi.

Elde edilen sipernatanlarda, Rel Assay Diagnostic Assay Kkitleri ve
MultiskanGO (ThermoFisher Sci., Waltham, Massachusetts, USA) mikroplaka
okuyucu kullanilarak spektrofotometrik yontemle TAS (Total Antioxidant Status) ve
TOS (Total Oxidant Status) parametreleri ¢alisildi.

Total Antioksidan Kapasitesi (TAS)

Tim deney gruplarina ait elde edilen doku homojenizatlarinda ticari olarak

alinan TAS Kitleri ile spektrofotometrik protokol uygulanarak gergeklestirildi. ABTS
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(2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic ~ acid))  temelinde  ¢alisan
spektrofotometrik olarak o6lgllen kolorometrik bir metottur. Toplam antioksidan
durumunu belirtmek i¢in numunede bulunan antioksidanlar kit ig¢eriginde bulunan
ABTS radikallerinin indirgenmesine sebep olarak ABTS'in koyu mavi-yesil renginin
kaybolmasina neden olur. Bu amagcla spektrofotometrede 660 nm absorbansinda
yapilan okuma ile toplam antioksidan miktar1 belirlenir. Bu analiz stabil antioksidan
bir soliisyon olan Trolox (Vit E analogu) ile kalibre edilir ve Trolox esdegeri (mmol
Trolox Equiv/L) olarak ifade edilir (Erel, 2004).

Total Oksidan Kapasitesi (TOS)

Tim deney gruplarina ait elde edilen doku homojenizatlarinda ticari olarak
alinan TOS Kkitleri ile spektrofotometrik protokol uygulanarak gergeklestirildi. Bu
test 530 nm’de spektrofotometrik olarak dlculen kolorometrik bir metottur. Toplam
oksidan durumu belirlenmede ticari olarak temin edilecek kitin ¢alisma prensibi su
sekildedir. Numunedeki oksidanlar demir iyon selatlayici kompleksi okside eder.
Oksidasyon reaksiyonu, reaksiyon ortami i¢inde bol miktarda mevcut olan
giiclendirici molekiiller ile uzatilir. Ferrik iyon, bir asidik ortam iginde kromojen
renkli bir kompleks yapar. Rengin yogunlugu numunede olan oksidan miktari ile
dogru orantilidir. Bu tahlil H,O,’le kalibre edilir ve sonuclar H,O, esdegeri (umol
H.O, Equiv/L) olarak gosterilir (Erel, 2005).

Oksidatif Stres indeks (OSI)

Oksidatif stres derecesinin bir indikator parametresi olan Oksidatif Stres
Indeksi; Total Oksidan Seviye (TOS — Birimi pmol H,O, Eqv. / L) / Total
Antioksidan Seviye (TAS — Birimi pmol Trolox equivalent/L) seklinde boliinerek
(OSI - Birimi AU) hesaplandi.
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3.2.5. Comet Assay

3.2.5.1. Comet Analizi i¢in Kullanilan Cézeltiler

Lizis Soltsyonu (500 ml stok soltisyon)

2,5 M NacCl,

100 mM EDTA,

10 mM Trizma base,

Tartilip distile su ile 500 ml’ye tamamlandi.
100 ml ¢alisma soliisyonu:

%1 Triton X-100 1ml

%210 DMSO 10 mi

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

500 ml elektroforez tamponu:

300 mM NaOH

1 mM Na2EDTA karnistirildi. Distile su ile hacim 500 ml’ye tamamlandi
(pH> 13)

Notralizasyon Tamponu

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

STOK PBS (1 litre)

Na,HPO,,
KClI,
KH2PO4,
NacCl,

Tris  HCI,
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Stok PBS igin uygun oranlarda karistirtlip hacmi distile su ile 1 litreye

tamamlandi.

NMA

%1,5 NMA (75 mg NMA, 5 ml 10X PBS i¢inde)

LMA

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

3.2.5.2. Lamlarin Hazirlanmasi

Lamlar sicak zeminde 1sitildi ve sicak kalmasi saglandi. 50 mg (0,05 gr)
normal erime noktasima sahip agaroz (NMA) + 5 ml 1/10 diliie edilmis PBS de
eritildi. Kabarcik kalmayincaya kadar kaynatildi ve 60 °C suda bekletildi. NMA’dan
her bir lama 100 ul dokiilerek lama froti seklinde yayildi ve donmasi igin soguk
yuzeyde bekletildi.

3.2.5.3. Deneyin Yapilisi

Comet analiz ¢alismasi i¢in, 0,5 ml histopaque 1077 + 0,5 ml tam kan yavas
yavag ilave edildi. 2100 rpm’de 30 dk oda sicakliginda santrifuj edildi. Santirfij
sonrasinda tiipte olusan iki tabaka arasindaki bulanik kisimdan 500 pl ¢ekildi ve 1/10
dilue PBS (fosfat tamponu) ilave edilerek 1600 rpm 10 dk tekrar santlrfiij edildi. Her
seferinde siipernatan atildi, pelet alindi. Hiicreler ¢ok yogun ise 1/10 PBS ile yeniden
sulandirildi. Daha sonra, 40 mg (0,04 gr) LMA + 4 ml 1/10 diliic PBS de eritildi,
kaynatildi, 37 C su i¢ine alindi. Hiicrelerden 10 pl alind1 ependorf icine yerlestirildi
ve Uzerine 90 ul low melting agar (LMA) eklendi. Bu hazirlanan karisimdan 80 ul
aliarak daha 6nceden normal melting agarla (NMA) kaplanmis lamlara yerlestirildi
ve lizeri lamelle kapatilarak 15 dakika +4 °C de bekletildi. 15 dakikanin sonunda
lameller atilip, lizis sollisyonuna konulup 60 dakika +4 °C de bekletildi. 60 dakikanin
bitiminde, lamlar soguk elektroforez tamponu ile dolu olan tanka yerlestirildi.

Lamlar elekroforezin i¢ine akim ydniinde yerlestirilmistir. Lamlar soguk elektroforez
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tamponu i¢inde karanlik ortamda +4 °C de 30 dk bekletilmistir. Bu islemden sonra,
300 mA-25 V da 25 dk elektroforez tankinda yiiriitme islemi yapildi. islem sonrasi
elektroforezden lamlar c¢ikarildi, kagit havlu {izerine alindi ve notralizasyon
tamponundan her lama 5’er ml dokilerek nétralizasyonu icin beklendi. Daha sonra,
hiicreleri iceren agaroz jeller yikanmadan oda sicakliginda bir saat kurumaya
birakildi. Hazirlanan lamlar 60 pl Etidiyum bromiir ile boyanarak okuma islemi i¢in
hazirlandi. Okuma islemi karanlik ortamda florosan 151k altinda yapildi. Her numune

cift olarak degerlendirildi.

3.2.5.4. Goriuntlu Analizi

Numune basma 100 adet hiicre florosan mikroskobu altinda (Olympus BX
50, Japan) degerlendirildi. 40X’de skorlama yapildi (Etidyum bromiir igin floresan
mikroskop, 488 nm dalga boyuna getirildi. Degerlendirilen her slayt kodlandi).

DNA kiriklar 5 kategoride degerlendirildi:

0= Hasarlanmamuis hiicreler,

1= En az hasarlanmuis hiicre,

2= Orta hasarlanmis hiicre,

3= Maksimumda az hasarlanmis hiicre,

4= Maksimum kuyruk uzunluguna sahip olan hiicreler ve maksimum hasara
ugramis hiicreler.

Her numunedeki hasarlanma derecesi 0-4 arasi skorlandi ve bdylece her

numune icin comet skoru elde edildi.

3.2.6. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler IBM SPSS 20.0 programi kullanilarak yapildi. Sonuglar
ortalama + standart hata olarak verilmistir. Histolojik analizde yar1 kalitatif
degerlendirme i¢in Kruskal-Wallis testi kullanildi. Ikili grup karsilastirmalar icin
parametrik olmayan Mann-Whitney U testi kullanildi. Comet testi, TAS ve TOS
analizlerinde gruplar arasinda karsilastirma i¢in tek yonliit ANOVA (post hoc Tukey
testi) kullanildi. 0.05'in altindaki p degerleri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Histolojik Parametreler

Histokimyasal Bulgular

Kontrol grubuna ait (Grup I) ovaryum doku kesitlerinde normal histolojik
yapilar gozlemlenmisken, kismen de olsa bazi kesitlerde hemorajik alanlar

gozlemlenmistir (Tablo 4.1, Sekil 4.1, Sekil 4.2).

MTX verilen deney grubunun (Grup II-11I-IV) ovaryum dokular
incelendiginde kontrol grubuna gore; oosit dejenerasyonlari, folikiillerin granuloza
hiicreleri arasinda ayrilmalar, zona pellusida yapisinda dejenerasyonlar, mononukleer
hiicre infiltrasyonlari, 6zellikle korpus luteumlarda hemorajik alanlar, vaskiler
konjesyonlar, folikiil sayisinda azalmalar ve folikiiler dejenerasyonlar gézlenmistir.
Grup 1V’teki hayvan sayisi bire diistiigii icin bu gruptaki bulgular istatistiksel olarak
degerlendirilemezken, grup Il ve grup II'teki bulgular degerlendirmeye alinmistir
(Tablo 4.1, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6).

MTX ve RES birlikte verilen grupta ise (Grup V-VI-VII); hasar olusan MTX
grubuna kiyasla, hemorajik alanlarin olusumu disinda bir¢cok bulguda iyilesme
gozlemlenmistir. Grup VI’daki hayvan sayis1 bire diistiigii ve grup VII’de ise hig
hayvan kalmadigi igin bu gruplardaki bulgular degerlendirilemezken, grup V’teki
bulgular degerlendirmeye alinmistir (Tablo 4.1, Sekil 4.7, Sekil 4.8).
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Tablo 4.1. Histolojik bulgularin gruplar arasinda derecelendirilmesi.

Gruplar l. Grup: 1. Grup: 1. Grup: 1IV. Grup: V. Grup: V1. Grup: VII. Grup:
Kontrol MTX1 MTX2 MTX3 MTX1+RES MTX2+RES MTX3+RES
(n=6) (n=6) (n=3) (n=1) (n=4) (n=1) (n=0)
Parametreler/ i T a T T T o o G i = o R S i o S S S e
Skorlari
Oosit
. 600 O 111 3 003 0 000 1 040 0 001 0 000 O
dejenerasyonlari
Zona pellusida
yapisinda 600 O 112 2 003 0 000 1 022 0 001 0 000 O

dejenerasyonlar

Mononikleer

hicre 600 0 112 2 0120 001 0 0310 001 0 000 O
infiltrasyonlari

Folikal

sayisinda 600 O 111 3 0120 000 1 121 0 0010 000 O
azalmalar

Vaskuler

konjesyonlar

Folikdllerin

granuloza

hicreleri 600 O 112 2 100 2 000 1 0310 001 0 000 O
arasinda
ayrilmalar
Hemorajik
alanlar
Foliktler
dejenerasyonlar

600 O 112 2 100 2 000 1 112 O 001 O 000 O
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Kontrol ve deney gruplarma ait doku kesitlerinde incelenen yapisal
degisiklikler (0-3) arasi skorlanarak degerlendirildi.

0: Higbir yapisal degisikligin olmamasi,

1: Hafif derecede,

2: Orta derecede,

3: Ciddi derecede yapisal degisikligi ifade etmektedir.

Sekil 4.1. Grup I’e ait ovaryum dokusu Kesiti. Normal histolojik yapilar diginda
kismen de olsa hemorajik alanlar gézlemlenmistir, H-E, x20.
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Sekil 4.2. Grup I’e ait ovaryum dokusu kesiti. Normal histolojik yapilar disinda
kismen de olsa hemorajik alanlar gozlemlenmistir, H-E, x40.

Sekil 4.3. Grup II’ ye ait ovaryum dokusu kesiti. Siyah oklar; monontkleer hiicre
infiltrasyonlarini, kirmizi oklar; hemorajik alanlart ve turuncu ok; granuloza
hiicrelerindeki ayrilmalar1 gostermektedir, H-E, x20.
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Sekil 4.4. Grup II’ye ait ovaryum dokusu kesiti. Siyah oklar; mononikleer hiicre
infiltrasyonlarini, kirmizi ok; hemorajik alanlari, sar1 ok; folikiil dejenerasyonlarini
ve mavi ok; oosit dejenerasyonunu gostermektedir, H-E, x40.

Sekil 4.5. Grup III’ e ait ovaryum dokusu kesiti. Siyah oklar; mononikleer hiicre
infiltrasyonlarini, kirmizi oklar; hemorajik alanlar1 gostermektedir, H-E, x20.

34



Sekil 4.6. Grup IlI’e ait ovaryum dokusu kesiti. Siyah oklar; mononikleer hiicre
infiltrasyonlarini, kirmizi oklar; hemorajik alanlari, sar1 oklar; folikiil
dejenerasyonlarmi  ve turuncu ok; granuloza hiicrelerindeki ayrilmalari
gostermektedir, H-E, x40.

Sekil 4.7. Grup V’e ait ovaryum dokusu Kesiti. Kirmizi oklar; hemorajik alanlari
gostermektedir, H-E, x20.
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Sekil 4.8. Grup V’e ait ovaryum dokusu kesiti. Kirmizi oklar; hemorajik alanlar
gostermektedir, H-E, x40.

Immiinohistokimyasal Bulgular

Ovaryum doku kesitlerinin immiinohistokimyasal boyamalarinda kontrol
grubunda herhangi bir pozitif boyanmaya rastlanmamigstir (Tablo 4.2, Sekil 4.9, Sekil
4.10, Sekil 4.11).

MTX verilen grupta (Grup II-I1I-IV); Grup IV’ teki hayvan sayist bire
diistiigii i¢in bu gruptaki boyanmalar degerlendirilmeye alinmamistir. Grup Il ve
grup llI’teki Kkesitlerde ise esit miktarda ve grup I’e kiyasla fazla miktarda pozitif
boyanma gozlemlenmistir (Tablo 4.2, Sekil 4.10, 4.11).

MTX ve RES birlikte verilen grupta ise (Grup V-VI-VII); hasar olusan MTX
grubuna kiyasla daha az oranda pozitif boyanma gézlemlenmistir. Fakat grup VI’
daki hayvan sayis1 bire diistiigii ve grup VII’de ise hi¢ hayvan kalmadigi i¢in bu
gruplardaki boyanmalar degerlendirilmeye alinamazken, Grup V’te ise pozitif

boyanmalar gozlemlenmis ve degerlendirmeye alinmistir (Tablo 4.2, Sekil 4.12).
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Boyama dereceleri bakimindan en fazla pozitif boyanma; esit miktarda grup II ve
I11’te daha sonra grup V’te gozlemlenmistir. Bulgularimiz histopatolojik bulgularla

paralellik gostermektedir.

Tablo 4.2. TUNEL ile isaretlenme dereceleri.

Grup |l Grup 11 Grup 11 Grup VvV
Kontrol MTX1 MTX2 MTX1+RES
TUNEL - ++ ++ +

Kontrol grubu ile deney gruplarina ait ovaryum doku kesitlerinde incelenen
immunohistokimyasal dereceler Refaiy ve ark. yapmus olduklari derecelendirmeye

gore degerlendirilmistir (Refaiy ve ark., 2011).

Kontrol ve deney gruplarina ait doku kesitlerinde incelenen yapisal

degisiklikler (-, +++) arasi skorlanarak degerlendirildi.

-: Boyanmanin olmamasini,

-/+: Cok hafif derecede boyanma olmasini,
+: Az derecede boyanma olmasini,

++: Orta derecede boyanma olmasini,

+++: Ciddi derecede boyanma olmasini ifade etmektedir.

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

Sekil 4.11. Grup I1I’e ait ovaryum dokusu kesitinin TUNEL boyamasi, x40.
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Sekil 4.12. Grup V’e ait ovaryum dokusu kesitinin TUNEL boyamasi, x40.

4.2. Biyokimyasal Parametreler

4.2.1. TAS, TOS ve OSI Olc¢iimleri

Deney gruplarina ait ovaryum dokusu TAS, TOS ve OSI analiz sonuglari
Tablo 4.3’te verildi.

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

TOS (umol/L) TAS (mmol/L) OSlI (AV)
Gruplar Ort. £SD P Ort. £SD P Ort. £SD P
Grup | 25,13+2,28  **p=0.000  1,12+0,08  **p=0.041  2,244+0,32  **p=0.000
Grup Il 38,62+2,12  *p=0.000 0,99+0,05  *p=0.041 3,87+0,30  *p=0.000
Grup Il 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 0,90+0,08  *p=0.002 1,80+0,62  **p=0.000
**p=0.000

Veriler ortalama ve standart sapma olarak sunuldu. Gruplar arasindaki karsilastirmada one way
ANOVA (post hoc Tukey testi) kullanildi. *p: Kontrol grubuna, **p: Metotreksatl grubuna gore
kiyaslama. Grup I: kontrol, Grup II: MTXZ1, Grup HI: MTX2, Grup V: MTX1+Res. (Diger gruplar
hayvan dliimlerine baglh yetersiz hayvan sayisi nedeni ile istatistiksel analizlere dahil edilmemistir).

Kontrol grubuna kiyasla grup II ve Metotreksatin artan dozunun uygulandigi
grup IllI’de TOS seviyesi anlamli olarak artmigtir (Grup II ve Grup III sirasiyla
*p=0.000, *p=0.001), (Sekil 4.9) . Grup Il MTX dozu uygulanarak RES verilen
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grupta (Grup V) hem kontrole hem de Grup II'ye gore TOS seviyelerinde anlamli
diisiis goriilmistiir (sirasiyla *p=0.001, **p=0.000), (Sekil 4.9). Kontrole kiyasla
TAS seviyeleri biitiin gruplarda anlamli olarak azalmistir (sirasiyla *p=0.041,
*p=0.001, *p=0.002), (4.10). Fakat grup Il MTX dozu uygulanarak RES verilen
grupta (Grup V) MTXI1 (Grup II)’e gore TAS seviyelerinde anlamli degisiklik
olmamustir (p<0.05), (Sekil 4.10). Oksidatif stresin gostergesi olan OSI degerleri
grup Il ve Metotreksatin artan dozunun uygulandigi grup 111’ de kontrole kiyasla
anlamli olarak artmistir (sirasiyla *p=0.000, *p=0.000), (Sekil 4.11). MTX1 dozu
uygulanarak RES verilen grupta (Grup V); MTX1 (Grup I1)’e gére OSI seviyelerinde
anlaml diisiis goriilmiistiir (**p=0.000), (Sekil 4.11).

TOS (umol/L)

45

40

35 A

30 A

25

20 4 BTOS (umolL)
15 -

10

5

0 T T T 1

Grup I Grup I Grup I Grup V

Sekil 4.13. Gruplararas1 ovaryum TOS diizeyleri. Grup I: kontrol, Grup II: MTXI1,
Grup II: MTX2, Grup V: MTXI1+Res. (Diger gruplar hayvan oliimlerine baglh
yetersiz hayvan sayisi nedeni ile istatistiksel analizlere dahil edilmemistir). *p:
Kontrol grubuna gore kiyaslama, **p: MTX1 grubuna gore kiyaslama.
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TAS (mmol/L)

1,4 -

1,2
* T

08 -
06 TAS (mmol/L)
0,4 -

0,2 -

GrupI GrpII Grup II1 Grp V

Sekil 4.14. Gruplararas1 ovaryum TAS diizeyleri Grup I: kontrol, Grup II: MTXI,
Grup HI: MTX2, Grup V: MTX1+Res. (Diger gruplar hayvan oliimlerine bagh
yetersiz hayvan sayisi nedeni ile istatistiksel analizlere dahil edilmemistir). *p:
Kontrol grubuna gore kiyaslama.

OSI (AU)
5 -
45
4 -
35
3 -
2,3 1 * mOSI (AU)
2 -
15
1 -
05 -
D T T T 1
Grup Grup II Grup I Gmp V

Sekil 4.15. Gruplararas1 ovaryum OSI diizeyleri. Grup I: kontrol, Grup II: MTXI1,
Grup III: MTX2, Grup V: MTXI1+Res. (Diger gruplar hayvan oliimlerine baglh
yetersiz hayvan sayisi nedeni ile istatistiksel analizlere dahil edilmemistir). *p:
Kontrol grubuna gore kiyaslama, **p: MTX1 grubuna gore kiyaslama.
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4.3. DNA Hasarn

Gruplarda olusan DNA hasar analizi comet yontemi ile gerceklestirildi.
Comet skoru analiz degerleri i¢in gruplar arasinda fark anlamli bulunmustur
(p=0.000). Kontrol grubuna (Grup 1) gore karsilastirmada, grup Il ve grup H1’Un
comet skoru anlamli olarak artti (sirasiyla, p=0.043, p=0.000) (Sekil 4.12, 4.13,
4.14). Grup V’in comet skoru grup II’ye gbre anlamli olarak azaldi (sirasiyla,
p=0.005), (Sekil 4.12, 4.13, 4.14, 4.15). Gruplara ait istatiksel hesaplamalar Tablo

4.4’te sunulmustur.

Tablo 4.4. Gruplara ait comet skoru analizi.

Comet score Arbitrary Unit)

Gruplar Ortalama +SD P degeri
Grup | 121,50 + 41,62

Grup Il 223,00 £ 92,61 *p=0.043
Grup 11 342,00 + 20,88 *p=0.000
Grup V 79,40 + 23,96 **p=0.005

Veriler ortalama ve standart sapma olarak sunuldu. Gruplar arasindaki karsilatirmada one way
ANOVA (post hoc Tukey testi) kullanildi. *p: Kontrol grubuna gore kiyaslama. **p: MTX1 grubuna
gore kiyaslama. Grup I: kontrol, grup 11: MTXZ1, grup I1I: MTX2, grup V: MTX1+RES.

Sekil 4.16. (A) Grup I’e ait Comet Assay goriintlsi. Hasar derecesine gore hicreler

hasarsiz (go¢ etmemis) ile agir hasar goren (DNA gogii) olmak {izere bes katogaride
(0, 1, 2, 3, 4) smiflandirildi.
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Sekil 4.17. (B) Grup II’ye ait Comet Assay goruntust. Hasar derecesine gore
hiicreler hasarsiz (go¢ etmemis) ile agir hasar géren (DNA gocili) olmak iizere bes
katogaride (0, 1, 2, 3, 4) siniflandirildi.

Sekil 4.18. (C) Grup IlI’e ait Comet Assay gorlntlsi. Hasar derecesine gore
hiicreler hasarsiz (go¢ etmemis) ile agir hasar goren (DNA gogii) olmak iizere bes
katogaride (0, 1, 2, 3, 4) simiflandirildi.
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Sekil 4.19. (D) Grup V’e ait Comet Assay goruntusi. Hasar derecesine gore hiicreler
hasarsiz (go¢ etmemis) ile agir hasar géren (DNA gocii) olmak iizere bes katogaride
(0, 1, 2, 3, 4) smiflandirildi.
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5. TARTISMA

Resveratrol (trans-3, 5, 40-trihidroksistilben), ultraviyole radyasyon ve
mantar enfeksiyonu gibi stres kosullar1 altinda aktive olan bir fitoaleksin olarak
bitkiler tarafindan sentezlenen dogal bir polifenoldiir (Gusman ve ark., 2001).
Meyvelerde, sert kabuklu yemislerde ve bazi sifali bitkilerde bulunur ve ¢ogunlukla

lizim kabugunda ve dolayisiyla kirmizi sarapta bulunur (Weinstein ve ark., 1997).

Uziim, ¢ilek ve sifal1 bitkilerde bulunan dogal bir polifenol olan resveratrol,
antioksidan ve anti-enflamatuar aktiviteler sergiler ve uzun omiirlii bir ajan oldugu
One siriilmiistiir. Ayrica, resveratrolun kardiyoprotektif ozelliklere ve hem glikoz
hem de lipid metabolizmas1 {lizerinde yararli etkilere sahip olduguna dair artan
kanitlar vardir. Son zamanlarda, cesitli ¢alismalar, resveratroliin ¢esitli patolojik ve
metabolik bozukluklar1 tedavi etmek igin terap6tik bir ajan olarak kullanimini
incelemistir. Ortega ve Dulebanin yaptigi bir calismada resveratrol sicanlarda
yumurtalik folikiiler rezervini artirmis ve yumurtalik Omriinii uzatmistir bu
dogrultuda resveratroliin jinekolojik rahatsizliklarin tedavisindeki etkinligi i¢in daha

fazla arastirma gerektigini savunmuslardir (Ortega ve Duleba, 2015).

MTX, bazi romatizmal hastalik tiirlerinin tedavisinde siklikla Onerilen en
yaygin kullanilan ilaglardan biridir. MTX, belirli kanserleri tedavi etmek i¢in yuksek
dozlarda bir folat antagonisti olarak da kullanilir. Raporlar, hicresel antioksidan
enzimlerin konsantrasyonundaki azalmanin, etkilenen hiicrelerin oksidatif hasara
duyarliligi ile sonuglandigini gostermistir. MTX etki mekanizmalar1 hala iyi
bilinmemekle birlikte, bu ilacin antioksidan savunma sisteminin etkinligini
azaltmada ve ayrica glutatyon seviyelerini diistirerek hiicrelerin ROS'a duyarliligini

artirmada ana rol oynadig1 varsayilmaktadir (Jalili ve ark., 2020).

MTX, basta malign olmak {izere bir¢ok hastaligin tedavisinde
kullanilmaktadir. Fakat sadece patolojik hiicerelerde degil, saglikli hiicrelerde de
hasara neden olmaktadir. Hayati organlardan olan bobrek ve karacigerle birlikte
testis ve ovaryumlarda da negatif etkilerine rastlanmaktadir (Asci ve ark., 2017

Erdogan ve ark., 2015; Vardi ve ark., 2010). Erdogan ve arkadaslarinin yaptigi ile
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Vard1 ve ark. yaptigi iki farkli ¢alismada Karaciger hiicrelerinde MTX stromada
konjesyon, vakuolar dejenerasyon ve sinuzoidlerde dilatasyona sebep olmustur
(Erdogan ve ark., 2015; Vardi ve ark., 2010). MTX’in bobreklerdeki etkisini
gosteren bir calismada ise inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, glomeruloskleroz ve

tiibiillerde nekrozun olustugu goriilmiistiir (Asci ve ark., 2017).

Calismamizda MTX’i 3 doz verdigimiz IV. gruptan ve 2 doz MTX ile RES
verdigimiz VI. gruptan 5, 2 doz MTX verdigimiz III. gruptan 3, 1 doz MTX ile RES
verdigimiz V. gruptan 2, 3 doz MTX ile beraber RES verdigimiz VII. gruptan ise 6
ratimiz ex olmustur. Nedenini arastirmak i¢in g¢aligmalara baktigimizda Senol
kemoterapik ajan kullanimiin en sik goriilen yan etkisinin kemik iligi baskilamasi
oldugunu ve bununda sebep oldugu nétropeninin olusturacagi enfeksiyonun en sik
karsilagilan 6liim nedeni oldugunu dile getirmis (Senol, 2004). Gonderen ve Kapucu
da yaptiklar1 derlemede yine ndtropeninin kemoterapinin en Onemli yan etkisi
oldugunu ve mortalite oranini yiikselttigini bildirmislerdir (Gonderen ve Kapucu,

2009). Bizde ex nedenlerimizin bu dogrultuda olabilecegini diisiinmekteyiz.

Halat tez ¢alismasinda MTX kaynakli si¢an testis hasarimi histolojik olarak
incelediginde intertisyel bolgelerde konjesyon ve ddem, bazal laminada ayrilmalar
gormiistiir (Halat, 2017). Giiney ise tez ¢alismasinda erigkin si¢canlarin ovaryumunda
MTX’in histopatolojik etkilerine baktiginda vaskiiler konjesyon, kollojen artis1 ve
fibroz dokularda degisimler goézlemlemistir, fakat istatistiksel bir anlamlilik
bulamamistir (Giiney, 2019). Bizim ¢alismamizda da sadece MTX’in verildigi deney
grubumuzda sigan ovaryumlar1 histokimyasal olarak incelendiginde oosit
dejenerasyonlari, folikiillerin granuloza hiicreleri arasinda ayrilmalar, zona pellusida
yapisinda dejenerasyonlar, mononiikleer hiicre infitrasyonlari, Ozellikle korpus
luteumlarda hemorajik alanlar, vaskiiler konjesyonlar, folikiil sayisinda azalmalar ve

folikiiler dejenerasyonlar1 gozlemledik.

McLaren ve ark. Metotreksat maruziyeti 6ykusi olan ve daha sonra kontrolli
ovaryan stimilasyon uygulanan infertilite hastalarinda gebelik orani, yumurtalik
yaniti ve endometriyal kalinligi degerlendirmek icin ¢alisma gergeklestirmislerdir.

Metotreksat Oncesi ve sonrasit benzer dogurganlik tedavileri olan otuz bes hasta
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belirlenmistir. Bu grup i¢inde, metotreksata maruz kaldiktan sonraki 180 giin i¢inde
bir IVF dongiisii meydana geldiginde, toplanan oositlerde oOnemli bir diisis
gozlemlendi. Metotreksata maruz kaldiktan sonraki 180 glin sonra gergeklestirilen
donguler, oosit Uretiminde bir azalma gostermedi. Bu bulgular da McLaren ve
arkadaslarina metotreksatin oosit verimi lizerinde zaman sinirlt ve geri doniigimli

bir etkisi oldugunu diistindiirmektedir (McLaren ve ark., 2009).

Karabulut ratlar {izerinde yaptig1 resveratrol ile ilgili calismasinda bobrek,
karaciger, ileum ve midede resveratroliin hem histopatolojik hemde biyokimyasal
olarak oksidatif stresi azaltarak, antioksidan aktiviteyi arttirdigini gozlemlemistir.
Yine baska bir resveratrol ¢alismasinda iskemi perfiizyon hasarini biiylik olciide

azalttigin1 bulmustur (Karabulut, 2008).

Mokni ve ark. yaptiklar1 bir ¢calismada antioksidan enzimlerde resveratroliin
en iyi etkiyi 12,5 mg/kg dozda verildiginde gergeklestigini tespit etmiglerdir (Mokni
ve ark., 2007).

Sehirli ve ark. farelerde naftalinin sebep oldugu oksidatif strese karsi
resveratrolin koruyucu etkilerini incelemis ve naftalinin bobreklerde, akciger ve
karaciger dokularinda patolojik olarak degisiklikler yarattigini gérmiis, 10 mg/kg
verilen resveratroliin bu patojeniteyi azaltarak rejenerasyona sebep oldugunu

bildirmistir (Sehirli ve ark., 2008).

Gedik ve ark. sicanlarda karaciger iskemi/reperfiizyonun neden oldugu
oksidatif stres ve histolojik degisiklikleri incelemis ve Galismalarinda siganlara
Sehirli ve arkadaslarinin verdigi doz olan 10 mg/kg resveratrol uygulamislar ve
koruyucu etkisinin oldugunu ortaya koymuslardir (Gedik ve ark., 2008). Avni ve ark.
ise rat overinde iskemi-reperfizyon (zerine n-asetil sistein ve resveratrol’iin
koruyucu etkisini inceleyen calismasini yaparlarken farelere 20 mg/kg resveratrol
vermisler ve doku hasarinda anlamli azalmalar gérmiislerdir (Kili¢ ve ark., 2016).
Bizim calismamizda ise grup V,VI ve VII’ye MTX ile beraber farelere 20 mg/kg
resveratrol verildi. Fakat VI. grubumuzda hayvan sayisi 1’e distigi ve VIIL.

grubumuzda ise hi¢ hayvan kalmadigi i¢in sadece V. grubu degerlendirmeye
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aldigimizda histokimyasal bulgularimizda hasar olusan grup II ve III’e kiyasla,

hemorajik alanlarin olusumu disinda bir¢ok bulguda iyilesme gozlenmistir.

Zhang ve ark. fareler tizerinde yaptiklari deneysel bir caligmada resveratroliin
kardiyomiyositlerde doksorubisinin sebep oldugu sitokrom c¢ salinimini baskiladigin
proapoptotik box proteinlerinin disa vurumunu azaltarak apoptoza engel oldugunu
ifade etmislerdir (Zhang ve ark., 2011). Bagka bir ¢alismada ise Chen ve ark.
yaslanmaya baslamis sicanlarin ovaryumlar iizerinde ¢alisilmis ve resveratroliin bu
stirecte folikiil rezervini arttirdigini, atrezinin engellendigini ileri stirmiislerdir (Chen

ve ark., 2010).

Ozdemir deneysel ¢alismasinda kemoterapdtik ajan olarak siklofosfomidin
ratlarda olusturdugu ovaryum hasarina karsi antioksidan olarak resveratrolii
kullanmig ve etkilerini mikroskobik diizeyde incelemistir. Siklofosfomid grubunda
cok tabakaya sahip primer, sekonder ve graaf folikiillerinin teka hiicrelerinde artmis
olan TUNEL isaretlenmesi RES uygulamasi sonucu azalmis ve bu azalma ¢ok katl
primer folikullerde anlamli  diizeyde ger¢eklesmistir. Bunun  sonucunda
kemoterapdtik ajan kullanan disilerde dogurganligi korumak icin resveratroliin bir

secenek olabilecegi diisiiniilmiistiir (Ozdemir, 2014).

Biz de ¢alismamizda kemoterapétik ajan olarak MTX ve antioksidan olarak
RES’in etkilerine rat ovaryum dokularinda apoptotik hiicreleri isaretlemek iizere
TUNEL boyama ile immiinohistokimyasal olarak baktigimizda boyama dereceleri
bakimindan en fazla pozitif boyanmay1; esit miktarda grup II ve IlI’te daha sonra
grup V’te gozlemledik. Grup IV ve VI da 1 hayvan kaldigi, grup VII de ise hic
hayvan kalmadigi i¢in bu gruplar1 degerlendirmeye alamadik. Bu dogrultuda

bulgularimiz histopatolojik bulgularla paralellik gosterdi.

Atmaca ve ark. ratlarda yaptiklar1 21 giinliik deneyde suyla verilen sodyum
florid toksisitesinde, intraperitoneal yoldan verilen resveratroliin oksidatif stres
koruyucu etkilerini arastirmiglardir. Plazma TOS, florid verdikleri grupta artmus,

TAS seviyesi azalmistir. Floridin resveratrolle verildigi grupta ise TOS ve TAS
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degerleri kontrol grubuna yakin ¢ikmustir. Boylece resveratrolun floridin sebep

oldugu toksisitede faydali olacagi sonucuna varilmistir (Atmaca ve ark., 2014).

Giiney tez caligmasinda MTX’ in sigan ovaryumunda yaptigr hasra karsi
karayemisi antioksidan olarak kullanmig MTX grubuna ait MDA, TOS ve OSI
seviyeleri kontrol grubuna gore artarken MTX + karayemis grubunda ise MDA ve
OSI MTX grubuna gore azalmistir. Tezin sonucunda MTX kullaniminda
karayemisin koruyucu etkisinin oldugu gorilmistir (Glney, 2019). Ata ve
arkadaslarida bizim c¢alismamizda oldugu gibi MTX’in olugsturacagi yumurtalik
hasraina kars1 siganlarda resveratrol kullanmistir. MTX uygulanan grupta MDA daha
yliksek bulunurken tGSH ve SOD daha diisiik bulunmustur. Sonugta MTX in yaptigi
yumurtalik hasraina resveratroliin koruyucu etkisinin oldugu gortilmistiir (Ata ve

ark., 2019).

Mevcut ¢alismamizda kontrol grubuna (grup I) kiyasla, MTX tek doz
uyguladigimiz grup II ve MTX’in artan dozunun uygulandigi grup III’in TOS
seviyesi anlamli olarak artmistir. Grup V’de hem grup | hem de grup 11’ye gore TOS
seviyelerinde anlaml diistis goriilmistiir. Grup I’e kiyasla TAS seviyeleri anlaml
olarak azalmigtir. Fakat grup V’de grup II’ye gore TAS seviyelerinde anlamli
degisiklikler olmamustir. Oksidatif stresin gostergesi olan OSI degerlerinde grup II ve
MTX’in artan dozunun uygulandig1 grup III’de kontrole kiyasla anlamli olarak artis
gozlenmistir. Grup V’de grup II’ye gore OSI seviyelerinde anlamli diisiis

gorilmiistiir.

Kullanilan kemoterapdtik ajanlardan dolayr organizmadaki oksidan ve
antioksidan dengenin bozulmasiyla; protein, lipid ve karbonhidratlar oksidan
hasarina karsi duyarli olduklari i¢in bu yapidaki DNA ve molekiller zarar
gorebilmektedir (Wildburger ve ark., 2009; Zadak ve ark., 2009). DNA hasarina yol
actig1 bilinen serbest oksijen radikalleri iizerindeki resveratroliin etkisi hakkinda
caligmalar hala devam etmektedir. Giiglii bir antioksidan olan resveratroliin
DNA’daki kirilmalar1 azalttigmma dair ¢alismalar mevcuttur (Burkitt ve Duncan,
2000). Fakat bu etkiye sahip anlamli sonuglar ortaya koymayan caligsmalar da

literatiirde yerini almistir (Murcia ve Martinez-Tome, 2001).
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Vadi yaptig1 deneysel calismasinda MTX uygulanan ratlarda resveratroliin
DNA hasarina etkisini incelemis ve kontrol grubu, MTX grubu, RES grubu,
MTX+RES grubu olmak (izere 10’ar rattan olusan 4 deney grubu meydana
getirmistir. Deney sonunda DNA hasari incelendiginde 4 grupta da 8-OHdG
seviyeleri birbirine yakin ¢iktig1 i¢in istatistiksel bir nem tespit edilememistir (Vadi,

2017).

Abdel Wahab BA ve Abdel Wahab MM, geng ratlarda yaptiklar1 ¢alismada
resveratroliin uzun siireli aralikli hipoksi ile indiiklenen nérodavranigsal eksikliklere
karst koruyucu etkisini incelemigler ve aralikli hipoksinin 8-OHdG seviyelerinde
artisa neden oldugunu, tedavisinde resveratrol kullanilan ratlarda ise sonuglarin
antagonize oldugunu bildirmislerdir (Abdel Wahab BA ve Abdel Wahab MM, 2016).
Alturfan ve arkadaglar1 akrilamid kaynakli oksidatif strese karsi farkli dokular
lizerinde resveratrol etkisini ratlar {izerinde incelemisler ve akrilamid verdikleri
grupta DNA hasarini ifade eden 8-OHdG seviyesi istatistiksel olarak artarken, RES
verdikleri grupta ise bu seviyenin énemli oranda diistiigiinii bildirmislerdir (Alturfan

ve ark., 2011).

Bizim ¢alismamizda ise DNA hasarini ortaya ¢ikarmak i¢in comet yontemi
kullanildi ve kontrol grubu ile kiyasladigimizda MTX verdigimiz grup II ve grup
[1I’iin comet skoru anlamli olarak artarken, MTX+RES verdigimiz grup V’de ise

comet skoru anlamli olarak azalma gostermistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Yaptigimiz deneysel calismada, disi ratlarda Metotreksat ile olusturulan
ovaryum hasarinda, arastirmalar sonucunda antioksidan o6zelligi kanitlanan
Resveratrol’in doku hasar1 ve toksisiteye karsi koruyucu etkilerinin arastirilmasi
amaciyla deneysel hayvan modeli olusturulmus ve ovaryum dokularinda histolojik
parametreler, TAS ve TOS seviyeleri ve DNA hasar1 agisindan degerlendirmeler

yapilmustir.

Calismamizin sonuglari1 degerlendirdigimizde; resveratrollin, ovaryumlari
tek doz metotreksata bagl olusan hasara kars1 6nemli Olgiide korudugunu gordik,
fakat tekrarlayan dozlarda MTX uyguladigimiz gruplarda hayvan kayiplar
yasadigimiz ic¢in resveratrolin MTX’in tekrarlayan dozlarma kars1 etkisini
inceleyemedigimizden koruyuculugu goézlemleyemedik. Bu dogrultuda kanser
tedavilerinde kullanilan metotreksat gibi kemoterapotik ilaglarin ovaryumlarda
istenmeyen bulgular ortaya ¢ikarmasiyla tekrarlayan dozlarina karsi yontem

arayislari siirmeli ve ¢aligmalar devam etmelidir.

Sonu¢ olarak elde ettigimiz veriler dogrultusunda sigan ovaryumunu
biyokimyasal ve histolojik yonden inceledigimizde MTX’in oksidatif stres kaynakli
hasara sebep oldugunu, ovaryum dokularint korumak ve dogurganligi devam
ettirmek amaciyla oral olarak uyguladigimiz resveratrolin tek doz MTX

uygulandiginda bu hasar1 azalttigini sdyleyebiliriz.
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