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OZET

Metotreksatin Olusturdugu Ovaryum Hasar1 Uzerine D Vitamininin Etkisi

Amag¢: Calismamizda metotreksatin neden oldugu over hasarina karsi vitamin
D’nin etkilerini histopatolojik, immunohistokimyasal ve biyokimyasal degerlendirme ile
arastirmay1 amacladik.

Materyal ve Metot: 36 adet Wistar Albino sigcan kontrol ve VD grubunda 8, MTX
ve MTX+ D grubunda 10 adet olarak gruplara ayrildi. 14 giinliik deney siiresinin sonunda
sicanlardan vajinal smear alinarak proestrus evresinde olan sicanlar sakrifiye edilerek
ovaryum dokulart alindi. Ovaryum dokularina H-E, Masson trikrom, toluidin mavisi,
kaspaz-3 ve VDR boyamalari yapildi. Folikiil saymmi yapilarak over rezervi
degerlendirildi. Biyokimyasal parametrelerde TOS, TAS, AMH, FSH, LH, &strojen, VD,
Ca ve P diizeyleri ELISA kitleri spektrofotometrik yontemler kullanilarak 6lgiildii.

Bulgular: Histopatolojik olarak MTX grubunda atretik folikiil sayisinda, over
stromasinda bag dokusunda, inflamatuar hiicre birikiminde, mitotoik arreste giden
hiicrelerde, apoptotik cisimciklerde artis1 gozlemledik. Ayrica folikiil sayilar1 bakimindan
gruplar arasinda bir fark olmadigini gézlemledik. Toluidin mavisi ile boyanan kesitlerde
MTX grubunda mast hiicrelerin arttigini fakat istatistiksel anlamli olmadigini, kaspaz-3
immiinoreaktivitesinin MTX grubunda artti§i, VDR immiinoreaktivitesinin azaldig
tespit edildi. VD verilen tedavi grubunda folikiil sayisinda degisiklik gozlenmedi.
MTX+D grubunda kaspaz-3 immiinoreaktivitesinin azaldigi, VDR
immiinoreaktivitesinin arttig1, mast hiicre sayisinin degismedigi bulgularina ulasildi.
Biyokimyasal olarak MTX grubunda TOS seviyesi artig gosterirken VD uygulamasiin
TOS’u diislirdiigii fakat istatistiksel olarak anlamli olmadig: tespit edildi. Biyokimyasal
parametrelerde VD seviyesindeki artis disindaki parametrelerde degisiklik gdzlenmedi.

Sonuglar: MTX’in oksidatif stresi artirarak over hasart olusturdugunu fakat
primordiyal folikiil sayisinda ve AMH seviyesinde degisiklige neden olmadigini gosterdi.
Diger yandan atretik folikiil ve apoptotik hiicre sayisinda artisa neden oldu. Sicanlara,
VD uygulamasinin ise tiim parametreler incelendiginde beklenen iyilestirici etkiyi
gostermedigini tespit ettik.

Anahtar Kelimeler: D Vitamini, MTX, Over
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ABSTRACT

Effect of Vitamin D on Ovary Damage Caused by Methotrexate

Aim: We aimed to investigate the effects of vitamin D on methotrexate induced
ovarian damage histopathological, immunohistochemical, and biochemical evaluations.

Material and Method: Thirty-six Wistar Albino rats were divided into four
groups: control, VD, MTX and MTX+D groups. After 14-day experimental period,
vaginal smear samples were obtained from the rats, and those determined to be in the
proestrus phase were sacrificed for ovarian tissue collection. Histopathological HE,
Masson's trichrome, toluidine mavisi, caspase-3, VDR, were performed on ovarian
tissues. Follicle counts were conducted to evaluate ovarian reserve. Biochemical
parameters including TOS, TAS, AMH, FSH, LH, estrogen, VD, calcium, and phosphate
levels were measured using ELISA Kits and spectrophotometric methods.

Results: MTX group showed increased atretic follicles, connective tissue,
inflammatory cell accumulation, and apoptotic bodies in granulosa cells. Mast cells
increased (not statistically significant), caspase-3 immunoreactivity rose, while VDR
immunoreactivity decreased. MTX+D group had no changes in follicle numbers but
showed decreased caspase-3 immunoreactivity and increased VDR immunoreactivity.
VD administration reduced MTX-induced TOS levels, but this decrease was not
statistically significant. Serum VD levels increased.

Conclusion: This study demonstrated that MTX increases oxidative stress and
causes ovarian damage, but it does not result in changes in the number of primordial
follicles and AMH levels. On the other hand, it led to an increase in the number of atretic
follicles and apoptotic cells. Moreover, we found that the treatment of VD to the rats did
not demonstrate the expected therapeutic effect when all parameters were examined.

Keywords: Vitamin D, Methotrexate, Ovary
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1. GIRIS

Metotreksat 16semi, lenfoma, akciger kanseri ve pekgok kanser c¢esidinde
kullanilan bir folik asit anologudur. Antineoplastik bir ajan olarak kullanilmasinin yani
sira sarkoidoz, romatoid artrit, dermatomiyozit ve psoOriasis gibi inflamatuvar
hastaliklarin tedavisinde yaygin sekilde kullanilmaktadir (1). Cocukluk ve iireme
cagindaki kanserlerin tedavisi sirasinda kemoterapatik ajanlarin uzun siireli kullanimi
yumurtalik yetmezligi ve kisirlik gibi ¢esitli komplikasyonlara yol agabilmektedir (2).

Metotreksat hiicrede etkilerini dihidrofolat rediiktaz enzimini geri doniisiimlii
olarak baskilayarak gosterir. Dihidrofolatin tetrahidrofolata doniistimiinii engeller
boylece folat antagonisti gibi davranir. Tetrahidrofolat inhibisyonu pirimidin timidilat ve
piirin niikleotidlerinin biyosentezinin durmasina yol agar. Bu yapitaslarinin iretilmemesi
hiicre ¢ogalmasi i¢in gerekli olan DNA ve RNA’nin transkripsiyonu igin kullanilan ATP
yapimini da inhibe ederek durmasina neden olur. Boylece MTX hastalarda antineoplastik
ve immiinsiipresif olarak kullanilmaktadir (3). Kullanim dozunun iizerinde antineoplastik
olarak kullanilirken diisiik dozlarda immiinsiipresif ve antiinflamatuvar olarak kullanilir.
Metotreksatin 6zellikle yiiksek dozlarda yumurtalik fonksiyon bozukluguna neden
oldugu daha 6nce yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (4).

Kemoterapi alan hastalarda infertiliteyi Onleyecek yoOntemlerin arastirilmasi
giderek 6nem kazanmaktadir. Vitamin D (VD), temel olarak ultraviyole ile deride
sentezlenen, yagda ¢6ziinen steroid bir prohormondur. Karaciger ve bobrekte hidroksile
olarak aktif forma doniismesi gerekir (5). VD temel olarak viicutta kalsiyum ve fosfat
metabolizmasinda rol almasinin yani sira, anti-fibrotik, anti-oksidatif ve anti-inflamatuar
etkileri gibi gesitli sitoprotektif 6zelliklere sahiptir (6, 7).

Calismamizin amaci sik kullanilan kemoterapdtik bir ilag olan metotreksatin
neden oldugu over hasar tlizerine VD’nin koruyucu, iyilestirici etkilerinin histolojik,

biyokimyasal olarak arastirilmasi ve literatiire katki saglanmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Over Embriyolojisi

Embriyonun cinsiyeti déllenme gerceklestiginde belirlenmesine karsin intrauterin
gelisimin 7. haftasina kadar gonadlar disi veya erkek yapisal karekteri kazanmamaistir.
Gentital sistem gelisiminin bu evresine farklilasmamis donem denir.

Gonadlar; mezotel, mezenkim ve primordiyal germ hiicreleri olmak iizere iig
yapidan olugmustur. Gonadal kabartilarin olusumu mezonefrozun medial kenarindaki
s6lom epitelinin altindaki mezensimde ¢ogalmasi ve sikigsmasi ile mezenkimal blastemi
olusturmaktadir. Bu farklilasma sonucunda mezonefroz ve dorsal mezenter hatt arasinda,
uzunlamasina bir ¢ift kabart1 olusur ve bu alan gonadal kabarti bolgesini olusturur.

Intrauterin gelisiminin 6. haftasa kadar gonadal kabartilarin igerisinde iireme hiicreleri
bulunmaz (8, 9).

Bipotansiyel gonad
Gonadlar

7’ - Miller kanah
Wolff kanali
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- MIF hormonlan (-)
- Testesteron
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Owvaryumiar
» i 1

Testisler
\d ;’ ovidukt
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Sekil 2.1. Farklilasmamis gonadlardan testis ve ovaryum gelisimi (10)

Primordiyal germ iireme hiicreleri, intrauterin gelisimin 2. haftasinda primer
endoderm adi verilen epiblastdan kdken alirlar. Intrauterin gelisiminin 5. haftasinda
primordiyal germ hiicreleri epiblast tabakasindan ayrilarak vitellis kesesinin
ekstraembriyonik bolgelerine dogru go¢ ederler. Bu gog sirasinda 6ncelikle embriyonun

ekstraembriyonik mezoderminde sonra vitelliis kesesinin endoderminde goriiliirler (11).



Primordiyal germ hiicreleri intrauterin gelisimin 4. haftasinda arka barsagin
(hindgut) dorsal mezenteri boyunca gog ederler. 4. haftanin sonu 5. haftanin baglarinda
¢O6lom ve mezenkim hiicrelerinin ¢ogalmasinin sonucunda iirogenital sirtin medial (orta)
hatt1 tizerinde kalinlasmis ¢6lom epiteli gelisir ve bu yapiya gonadal kabart1 denir. 5.
haftanin baslarinda embriyonun lumbar bolgesindeki ilkel gonadal kabatilara ulasirlar.
Gogleri esnasinda mitoz bolinme ile sayilarini arttirirlar. 6. haftada ise primordiyal germ
hiicreleri altindaki mezensim igerisine girerek burada genital kabartilara yerlesirler.
Primordiyal germ hiicre gégiiniin izledigi bu yola germ ¢izgisi denir ve bu hiicreler
sitoplazmalarinin agik renkli olmasi ile alkalen fosfataz enzim isarctlemesiyle
belirlenirler (12, 13).

Pirmordiyal germ hiicrelerinin ilkel gonadlara ulagsmasiyla birlikte gonadal kabarti
epiteli cogalarak epitel hiicrelerinin altinda bulunan mezensim igerisine gomiiliirler ve
primitif cinsiyet kordonu adi verilen diizensiz kordon yapilarini olustururlar.
Farklilasmamig gonadlarda disi veya erkek karakterlerinin ayrilmasit miimkiin olmamakla
birlikte sadece periferde korteks ve merkezi medulla bolgesi fark edilmektedir. 46 XY
karyotipe sahip embriyoda gonadin medullar kismi geliserek testisi olustururken
korteksin gelisimi geriler. 46 XX karyotipe sahip embriyoda gonadin medullar kismi
geriler ve korteks kismi gelisir (8).

Embriyonun cinsiyeti 7. haftada gonadal seks Y kromozomundaki Testis
Determining Faktor (TBF) bolgesinin SRY gen iiriinii testislerin gelisimini baglatir. Disi
embriyoda ise SRY geni yoklugunda WNT4 geni aktive olur ve overlerin gelisimi
baslamis olur. SRY farklilasmamis donemdeki farklilagmamis gondalarin destek
hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde bulunur (14).

XX kromozomuna sahip disi embriyolarda ilkel cinsiyet kordonlar1 diizensiz
kiimeleri meydana getiriler ve bu kiimeler ovaryumun medulllar bélgesinde belli siire
kaldiktan sonra dejenere olarak kaybolurlar. Intrauterin gelisiminin 7. haftasinda yiizey
epiteli orjinli hiicre kordonlart mezensimde gomiiliirler. Kortikal kordonlarin boyutlari da
arttik¢a primordiyal germ hiicreleri igerisine dogru invajine olurlar. 4. ayda bu kordonlar
bir veya birden ¢ok sayida primordiyal germ hiicresini sarmig izole halde bir grup
diizensiz hiicre topluluklarini meydana getirirler. Zamanla bu hiicre topluluklari
oogoniumlar1 olustururken ylizey epitelinden asagiya gé¢ eden ve iireme hiicrelerini
sarmalayan epitel hiicrelerinden de primordiyal folikiil ad1 verilen tek tabakali yassi
folikiil hiicreleri olusur (8). Intrauterin dénemdeki oogonyumlar mitoz bdliinmenin yani

sira mayoz boliinme de gegiriler. Intrauterin dénemin 5. aymnda overlerdeki germ
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hiicrelerinin sayist yaklagik 7 milyona ulasir ve bu evreden sonra apoptoz baslayarak bu
say1 azalir. Hayatta kalan primer oositlerin timii 1. mayoz boliinme asamasinin profaz
evresinin diploten asamasinda bekler. Merkezi yerlesimde bir primer oosit ve etrafi
birbirleriyle hiicre baglant1 kompleksleri ile tutunmus tek sira yassi epitel hiicresi ile
cevreli, etrafindaki dokudan kesin hatlarla belirgin ayr1 bir bazal laminaya sahip bu yapiya
primodriyal folikiil ad1 verilir.

Dogumda overlerdeki oositlerin sayis1 600 bin ila 2 milyon arasinda degisir.
Puberteye gelinceye kadar bu say1 atreziyle azalir ve 400.000’e diiser. Dogumda tiim
primer oositler 1. duraksama adi verilen 1. mayoz bdliinmenin profazinin diploten
evresinde c¢ekirdek zarmin igerisinde kardes olmayan kromozomlar arasinda parca
degisimi yapilmis halde duraksar. Primer oositler puberteye kadar uzun bekleme
dénemindedir ve bu beklemeyi oocyte maturation inhibitor (OMI) adi verilen folikiil
hiicrelerinden sentezlenen maddedir. Bu bekleme donemi pubertede adenohipofizden
salgilanan LH’nin etkisinde OMI’nin etkisi ortadan kalkmasi ve ovulasyonun
gerceklesmesidir. Ovulasyon déneminde primer oosit bekleme déneminden ¢ikarak 1.
mayoz boliinmeyi tamamlar. Hemen ardindan 2. mayoz béliinmeye girer fakat bolinmeyi
tamalamadan metafaz evresinde duraksar. Bu duraksama donemi ise fertilizasyonun
gerceklesmesiyle tamamlanir. Fertilizasyon gerceklesmedigi takdirde mensturasyon ile 2.

mayoz boliinmede bekleyen oosit atilir (15).

2.2. Over Anatomisi

Erkeklerdeki testislerin karsiligi olan ovaryumlar pelvis lateral duvardaki a.v.
iliaca internaile a.v. iliaca externa arasinda bulunan fossa ovaricada lokalize olan grimsi
pembe renkli oval bir ¢ift organdir. Ovaryum yaklasik 4 gram agirliginda, 3-4 santimetre

uzunlugunda 2 santimetre genisliginde ve 1 santimetre kalinligindadir.
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Sekil 2.2. Ovaryum Anatomisi (16)



Ovaryumun facies lateralis ve facies medialis olmak tizere iki yiizii, e. superior
(tubaria) ve e. inferior (uterina) olmak tizere iki ucu, margo anterior (mesovaricus) ve
margo posterior (liber) olmak iizere iki kenar1 vardir. On kenarinda hilum ovarii bulunur
ve burdan ovaryuma damar ve sinirler girer veya ¢ikarlar. Lateral yiizii parietal periton
ile ortili olup medial yiizii ortiilii degildir.

Ovaryum ligamentleri 3 gesittir ve yerinde kalmasina yardimci olurlar:

e  Mesovaryum; ligamentum latum uterinin ovaryumun 6n kenarina yakin olan

kismudir.

e Ligamentum uteroovarikum; uterus ile ovaryum arasinda olup diiz ve elastik
lifler igermektedir.

e Ligamentum suspensoryum ovari; ovaryum iist ucu ile pelvis duvarlar
arasinda bulunur. Bu ligament ovaryumu pelvis yan duvarlarina baglar ve
sinir dallari igerir.

Ovaryum arter, ven ve sinirleri:

e Arterler: 2 gesittir; a. ovarica, aorta abdominalisten ¢ikip ovaryuma gelir. r.
ovaricus, a. uterinadan ¢ikip a. ovarica ile anastamoz yapar.

e Venler: Plex. Venosus ovaricus adi verilen bir ag yapar. V. Ovarica adi ile
sag tarafa vena cava inferiora sol tarafta ise venosus renalis sinistraya
dokiiliirler.

e Lenf damarlar: Para aortik lenf nodlarina agilirlar.

Sinirleri: Parasempatik sinirler n. vagustan sempatik sinirler ise m. splanchnicus minor

aortico-renal gangliondan gelir ve postsinaptik lifler a. ovarica ile ovaryuma ulagir (17).

2.3. Ovaryum Histolojisi

Ovaryumun dis1 germinatif epitel ile gevrili tek katli kiibik epitelle ortiiliidiir. Siki
fibroz bag dokusundan olusan tunika albuginea tabakasi1 germinatif epitelin hemen altinda
yerlesim gosterir. Tunika albuginea tabakasinin altinda rezerv olarak yer alan primordiyal
folikiiller yer almaktadir.

Ovaryum dista korteks i¢te medulla olarak sinirlar1 keskin sinirla belirli olamayan
iki boliimden olusur. Kortikal bolge ovaryumun periferinde medullay1 ¢evreleyen bag
dokusunun, diiz kas liflerinin, ovaryan folikiillerinin ve korpus luteumunda bulundugu
bolgedir. Medullar bolge ovaryumun merkezi konumunda olup gevsek bag dokusu, sinir,
kan ve lenf damarlar icermektedir. Damar ve sinirlerin ovaryuma girip ¢iktig1 bolgeye

hilus denir. Bu bolgede bulunan hilar hiicreleri damar bosluklar1 ve miyelinsiz sinir lifleri
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ile baglantilidir. Bu hiicrelerde reinke kristaloidleri ad1 verilen kristaller vardir. Reinke
kristaloidleri gebelik ve menopoz baslangicindan 6nce hormonal degisikliklere cevap
olusturmaktadir (18).

Ovaryum temel olarak birbiriyle iliskili iki temel fonksiyonu yiiriiten organdir.
Gametogenez adi verilen gamet {iretimi (oosit gelisimi) ve steroid hormon sentez
mekanizmasidir. Gamet tiretimi ile ekzokrin, hormon sentezi ve sekresyon 6zelligi ile
endokrin bez olarak kabul edilmektedir. Gametogenez, disilerde pubertede baslayan
gelismekte olan oositlerin olgun ovum haline gelmesi siirecidir. Ostrojen ve progesteron
steroid hormonlar1 sinifinda yer alan hormonlardir. Bu 6zelligi ile de parakrin bir
organdir. Ostrojen temel disi karakter olusumuda, i¢ ve dis genital organin gelisiminde,
meme gelisimini desteklemekte rol almaktadir. Progesteron disilerde puberte ile
aktivasyonu baglayan endometriyumdaki menstural siklik degisikleri takiben uterusu
gebelik i¢in hazirlar. Ayn1 zamanda meme bezindeki laktasyonun baglamasinda temel rol
oynar. Her iki steroid hormonun siklik degisikliklerle birlikte dollenmis ovumun uterusa
implante olmasinda gorevlidir (19, 20).

Ovaryum folikiilleri igersinde bir tane oosit igerir ve korteksin stromasinda daginik
sekilde yerlesmislerdir. Ayrica ovaryum folikiilleri geligmekte olan oositler i¢in uygun
mikrogevreyi saglarlar. Dogumdan sonra disi bireyde ortalama 600.000-800.000 kadar
primer oosit vardir. Primer oositler birinci mayotik béliinmede arreste ugramistir. Puberte
ile birlikte bir grup folikiiller halinde maturasyona ugrarlar (19).
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Sekil 2.3. Puberte sonrasi disi bireydeki ovaryum yapisi (21)



Folikiiller gelisim evresine gore histolojik olarak {i¢ evrede tanimlanir:

*  Primordiyal folikiil

«  Biiylimekte olan folikiiller: primer ve sekonder folikiil

*  Olgun (Graaf) folikiil
Primordiyal Folikiil: Folikiil gelisiminin en erken evresi olmakla birlite ovaryumdaki
rezerv folikiil havuzunu temsil etmektedir. Fetal gelisim doneminin iigiincii ayinda ortaya
cikarlar, ovaryumun Kkortikal bodlgesinde tunika albugineanin bitmesiyle hemen
asagisinda yerlesmis halde bulunur. Oositi tek katli yass1 folikiil hiicreleri ¢cevrelemistir.
Oosit 25-30 um ¢apinda ince dagilmis kromatin ve bir ya da birden fazla niikleolus igeren
biiyiik bir niikkleusa sahiptir. Oositin sitoplazmasi da 6zel bir isme sahip olup ooplazma
olarak adlandirilir ve igerisinde balbiani cisimcigi adi verilen aslinda endoplazmik
retikulum, golgi vezikiil ve membranlari, lizozomlarin ve mitokondriyumlarin bir arada
bulundugu 6zellesmis organel toplulugudur.

Primer Folikiil: Primordiyal folikiillerin yass1 folikiil hiicrelerinin prolifere olarak ilk
adimda kiibik sonrasinda prizmatik hiicrelere doniismesiyle birlikte bu folikiillere primer
folikiil ad1 verilir. Primer folikiil, folikiil gelisiminin ilk evresinde goriilen folikiil tipidir.

Primer oosit biiyliyerek 50-80um c¢apina ulastiginda 6zel bir protein olan
glikoprotein ve glikozaminoglikanlari gevresine sentezler. Ozel proteinlerde birleserek
zona pellusida (ZP) ad1 verilen oosit ile folikiil hiicreleri arasinda bulunan ekstraseliiler
bir yapiy1 meydana getiriler. Zona pellusida (ZP) ii¢ glikoproteinden olusmustur ZP-1,
ZP-2 ve ZP-3’diir. Zona pellusidanin fertilizasyondan once ve fertilizasyondan sonra
cesitli fonksiyonlar1 bulunmaktadir.

Fertilizasyondan Once oositin beslenmesini, spermiyumlarin tutunmasini ve
akrozomal reaksiyonu baglatir. Fertilizasyondan sonra polisperminin engellenmesi,
blastomerin dagilmasini engellemesi ve zararli maddelerin girisine engel olmasi gibi
cesitli fonksiyonlara sahiptir.

Folikiil hiicreleri hem birbirlerine hem de oosit ile gap junctionlar ile baglantili
olarak tutunurlar. Boylece folikiil hiicreleri oosite besinsel ve mekanik destek saglamis
olur. Folikiil hiicrelerinin arasinda bulunan gap junctionlar puberte baslayana kadar oosit
maturasyon inhibitor faktoriinii etkileyerek mayotik arreste destek saglar. Ovulasyondan
hemen 6nce gonadotropinlerden salgilanan Liiteinizan Hormonun (LH) artisi ile gap
junctionlarin baglantilar1 zayiflar ve oositten salgilanan bazi faktorler ¢cevreye yayilarak
folikiil epitel hiicrelerinin gelismesine olanak tanir. Folikiil epitelinin degisimi ile birlikte

aldig1 isim de degisir ve stratum granulosum adin1 alir.



Tek katli epitel i¢eren folikiile unilaminar primer folikiil denir.

Stratum granulozum olarak isimlendirilen ¢ok katli epitele doniisen folikiile
multilaminer primer folikiil denir.

Folikiildeki mitotik aktivitenin yani sira folikiilii ¢evreleyen bag dokusunda da
degisiklikler gerceklesir. Bu yapiya teka folikiilii ad1 verilir. Teka folikiiliinden salgilanan
anjiyogenetik faktorler damarlanmayi tetikler ve hizli mitotik aktiviteye sahip graniiloza
hiicrelerinin beslenmesini salgilamaktadir. Folikiiliin gelismesiyle birlikte teka kilifi
ozellesip iki yapiy1 olustururlar:

e  Teka interna sekretuar hiicrelerden, kan damarlarindan zengin olup i¢ katmani

olusturmak {izere organize olmustur.

e Teka externa koruyucu kapsiilii olusturmak tizere diiz kas hiicreleri ve
kollejen fibril demetlerinin organizasyonu ile koruyucu kapsiil olan dis
tabakay1 olusturmaktadir.

Teka internada bulunan LH reseptdrlerinin varligi ovulasyon sirasinda énemli rol
oynamaktadir. LH 0strojen prekiirsorleri olan androstenedion {iretirler. Graniiloza
hiicrelerinden salgilanan FSH aromataz enzimi iretir ve bu enzim ile birlikte
androstenedion Ostrojene doniisiir. Ostrojen teka externadaki kan damarlar1 vasitasiyla
tiim viicuda dagilir.

Folikil hiicrelerinden ¢ikan parmak uzantis1 seklindeki sitoplazmik uzantilar zona
pellusidayr gegerek perivitellin araligina dogru cikinti yaparak oosit membrani ile
etkilesim kurar. Bu sayede oosite folikiil hiicrelerinden madde tasinmasi
gerceklesmektedir.

Oosit olgunlagsmaya devam ettikge Balbiani cisimciginde yer alan golgi
kompleksinin elemanlar1 stoplazmaya yayilir ve organellerin dagiliminda degisiklikler
gerceklesir. Folikiil igerisinde serbest ribozom, mitokondriyon, vezikiller ve
endoplazmik retikulumlarin sayisi artar. Memeli oositlerinde membranin hemen altinda
yer alan sekresyon yapmak i¢in 0zellesmis kortikal graniiller bulunur. Bu graniillerin
zengin proteaz igerikleri oositin spermle bulusmasi sirasinda ekzositozla salinir ve
polispermi olarak adlandirilan durumun 6nlenmesinde rol oynar (15).

Sekonder Folikiil: Multilaminer primer folikiil gelismeye devam eder ve c¢apini 200
um’nin iizerine ¢ikartir. Bu duruma sahip oosit ve folikiil gelisiminin devami i¢in Folikiil
stimule edici hormon (FSH), epidermal biiyiime faktorleri (EGF), insiilin benzeri biiylime
faktorii I (IGF-I), kalsiyum iyonlar1 (Ca?") gibi cesitli faktorler gereklidir. Stratum

graniilozum tabakasinda 8-12 hiicre sayisina ulasinca graniiloza hiicreleri arasinda igi s1vi
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ile dolu kaviteler gozlenir. Bu folikiile likor folikiili adi verilir. Likor folikiili
glikozaminoglikan, proteoglikan, steroid baglayici protein ve hiyaluronik asit igerir.
Hiyaliironik asit yiiksek su tutma 6zelligine sahip oldugundan dolay1 folikiil ¢apinin
artmasinda rol oynamaktadir. Bu sivi baslangicta graniiloza hiicreleri tarafindan
sentezlenirken ilerleyen asamalarda plazmadan sentezlenmektedir. Sivinin folikiil
icerisinde artmasiyla bosluklar birlesmeye baglar ve hilal goriiniimiinde antrum adi
verilen igerisi folikiil sivisi ile dolu bosluk meydana gelir. Olusan bu folikiile sekonder
ya da antral folikiil ad1 verilir. Hilal seklindeki folikiil sivisinin kenara dogru ¢ikinti
yaptig1 primer oositin ¢evresindeki graniiloza hiicreleri yeniden diizenlenir ve olusan bu
gruba kumulus ooforus ad1 verilir. Zona pellusidanin bitisigindeki gevsek diizenlenmis
kiibik graniiloza hiicreleri oositten biraz uzaklasir fakat primer oosit ile temasini siirdiiriir.
Primer oositi ¢evreleyen tek tabakali graniiloza hiicrelerine ise korona radiata denir. Bu
asamada graniiloza hiicreleri 6zellesmis gorevleri yapmak iizere ikiye ayrilmistir:

e Membrana graniiloza

e  Kumulus graniiloza hiicreleri

Korona radiyata hiicreleri yilizeyindeki mikrovilluslarla oosit yiizeyindeki
mikrovilluslar arasinda hiicreleri birbirlerine baglayan ayni zamanda hiicreler arasi
transportu saglayan gap junction tipi baglanti kompleksleri yer almaktadir. Bu baglanti
kompleksleri gonadotropinlerden salinan hormonlarin ovulasyon 6ncesindeki artist ile
oositten salinan c¢esitli faktorlerin kumulus ooforus hiicrelerine gecisini saglar ve bu
hiicreleri hiyaliironik asit salgilama yoniinde uyarir. Interselliiler ortamda PAS+ boyanma
Ozelligi gosteren aslinda graniiloza hiicreleri tarafindan sentezlenen proteoglikan ve
hiyoluronik asitlerdir. Proteoglikan ve hiyoluronik asit igeren bu cisimciklere Call-Exner
cisimcikleri denir.

Bu doénemde oositin ¢ap1 125 um ¢apa ulasir ve graniiloza hiicreleri tarafindan
folikiil sivisina sentezlenen OMI tarafindan oositin biiylimesi inhibe edilir. Bu inhibasyon
stireci pubertenin baglamasindan itibaren ortadan kalkar (15, 22).

Matiir (Graaf) Folikiil: Graniiloza hiicrelerindeki proliferasyon folikiil ¢apinin 10 mm
boyutuna ulasan folikiile matiir (Graaf) folikiil ad1 verilir. Graaf folikiil ovaryum yiizeyine
dogru ¢ikint1 yapar. Folikiildeki biliylime devam ettik¢e graniiloza hiicrelerindeki mitotik
aktivite yavaglar ve stratum graniilozum tabakasi incelir. Graniiloza hiicreleri arasindaki
kaviteler genislemeyi siirdiiriirerek oosit ve kumulus ooforus hiicreleri arasindaki mesafe
artar. Graaf folikiilii halindeyken teka tabakalar1 daha belirgindir. Teka interna

hiicrelerinin sitoplazmasinda steroid sentezleme 06zelligine sahip lipid damlaciklar
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goriilmeye baslar. Puberte ile baglayan gonadotropinlerin etkisi sitimiilasyonu ile LH teka
interna hiicrelerini androjen sentezlemeleri ig¢in stimiile eder. Bir kisim androjen
graniiloza hiicrelerinde bulunan graniilsiiz endoplazmik retikulum tarafindan paketlenir
ve tasinir. FSH’m graniiloza hiicrelerini uyarmasiyla birlikte androjenin Ostrojene
doniisiim islemi baglar. Ostrojenin varligi graniiloza hiicrelerinin gogalmasin,
biiyiimesini ve folikiiliin boyutunu arttirmak olmak iizere gorevleri vardir. Hipofiz
bezinin 6n lobundan (adenohipofiz) salgilanan FSH veya LH salimiminin ani artisi
ovulasyondan yaklagik 24 saat once uyarir. LH nin pikine bagli olarak graniiloza
hiicrelerindeki LH reseptorii sayisi diiser ve bununla iligkili olarak 6strojen {iretimi olmaz.
LH’nin ani artig1 pirimer oositin I. mayoz bdliinmesini tamamlamasi ve II. mayoz
boliinmenin metefaz evresinde duraksama evresine girmesine sebep olur. Boylece
sekonder oosit ve 1. polar cisimcigi olarak adlandirilan kutup cismi olusur (15, 19, 22).
Korpus Luteum: Ovulasyon sonrasi geriye kalan folikiil hiicreleri korpus luteum (sar1
cisim) halinde yeniden diizenlenir. Korpus luteum endokrin fonksiyon olarak gorev yapan
ozellesmis hiicre toplulugudur. Ilk olarak meydana gelen degisiklik teka internadaki
kapillerlerin folikiil liimenine dogru kanama yapmasi ile baslamaktadir. Olusan bu yapiya
korpus hemorajikum denilmektedir. Graniiloza hiicre grubundan kaynaklanan hiicrelere
graniiloza lutein, teka interna hiicre grubundan kaynaklanan hiicrelere teka lutein adi
verilmektedir. Bu sekilde korpus luteum farkli fonksiyonlar1 yapabilmek i¢in iki tip hiicre
grubunu icermis bulunmaktadir. Graniiloza lutein hiicreleri genis vezikiiler niikleusa
sahip hiicreler olup, sitoplazmalarinda lipid damlaciklar1 bulundururlar. Lipid
damlaciklarinin 6zellikleri steroid yapidaki progesteron sentezi yapmalaridir. Teka lutein
hiicreleri graniiloza lutein hiicrelerine kiyasla daha kiigiik olup ovulasyon 6ncesinde
yaptig1 gibi Ostrojen sentezi yapmaktadir.

Korpus luteumda sentezlenen hormonlar gebeligin gergeklesmesi halinde uterus
endometriyumunu  zigotun implante olabilmesi i¢in hazirlar. Plasentadaki
sinsityotrofoblast hiicreleri tarafindan sentezlenen human koryonik gonadotropin (hCG)
korpus luteumdan salgilanan progesteronun gebeligin ii¢lincii ayma kadar devam
etmesini saglamaktadir. Gebelik durumu gergeklesmezse korpus luteum gerileyerek
dejenere olmaktadir. Bu yapiya menstruasyon korpus luteumu denilmektedir (15, 19, 22).
Atretik Folikiil: Ovarum gelisim déneminde farkli tip folikiil icermektedir. Folikiillerin
biiyiik cogunlugu prenatal donemde baglayip menepoz donemine kadar atreziye ugrarlar.
Gelisim evresinde olmayan primordiyal folikiillerin atrezisi graniiloza hiicrelerinin

apopitozu ile iliskilidir. Folikiil atreziye ugrarken oosit ilk asamada biiziilmektedir. Daha
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sonrasinda folikiiller dejenere olmaktadir. Bag dokusu ise atreziye ugramis folikiillerin
yerini doldurur.

Gelisim evresine baglamis ancak ovulasyona ugramayan folikiilllerin atrezisi,
gelisim evresine baslamamis folikiillerle benzemektedir. Ilk olarak oosit dejenere olur,
zona pellusida siser, teka interna hiicreleri ile folikiil hiicreleri arasindaki bazal membran
kalinlagip hiyalinize bir bant seklinde gozlenen camsi membrani olusturur. Daha
sonrasinda folikiil hiicreleri apopitoza ugrar. Ortadan kalkan hiicrelerin yerini bag dokusu
alir ve olusan skar dokusu korpus albikansa benzemektedir. Korpus albikans kiigiiliir

fakat her zaman ovaryumda kalir hi¢bir zaman atilmaz (15, 18, 19).

2.4. Yumurtalik Rezervi Anti Miillerian Hormon (AMH)

Yumurtalik rezervi disi ilireme sisteminin fonksiyonel islevi olarak
tanimlanmaktadir ve yumurtaliklarda bulunan rezerv oosit sayisinin bir belirtecidir. Fetal
donemin 6. Haftasinda 10 bin, 8. haftada 600 bin, 20. haftada ise 6 milyon primordiyal
germ hiicresi bulunur. Bu say1 20. Haftadan itibaren hizla azalarak dogumda 1 milyon,
pubertede 40.000 primer oosit bulunmaktadir.

Pubertenin baglamasiyla birlikte her menstural siklusta bir oosit olgunlasarak
atilir. Menapoz donemi baslamadan onceki yillarda menstural sikluslar diizensizlesir ve
100 ila 1000 arasinda degisen oosit sayisi ile menapoz donemi baglamaktadir (14, 23).

Primordiyal folikiiller puberteden baslayarak menapoz donemine kadar devaml
olarak ortalama 28 giin siirede bir iireme siklusuna girerler. Bu siklus hipotalamustaki
norosekretuar hiicreler yardimiyla gonadotropin salgilayict hormon (GnRH)
sentezlenmesiyle baslar. GnRH adenohipofizde hipofiz portal sistem araciligiyla taginir.
GnRH denohipofizde sekresyonu olan ayrica ovaryumlara etki eden iki hormonun
sekresyonunu tetikler. Bu hormonlar folikiil stimule eden hormon (FSH) ve luteinizan
hormon (LH) dir. FSH ovaryum folikiiliiniin gelisimi ve folikiil hiicreleri tarafindan
Ostrojen salinimini sitiimiile eder. LH sekonder oositin atilmasini uyarirken ayni zamanda
folikiil hiicreleri ve korpus luteumu uyararak progesteron tiretimini saglar (24).

Miilleryen inhibiting substans (MIS) ismi ile de amilan AMH hormon,
Transforming biiyiime faktor-p (TGF-B) protein ailesi sinifindan olup, 19. Kromozomda
lokalizedir. Birbirine disiilfit baglar1 ile baghh 70 kDa’dan olusmus iki monomerin bir

araya geldigi homodimerik bir glikoproteindir (25).
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Over rezervini degerlendirmek amaciyla rutin serum analizinde kullanilan FSH,
LH ve progesteron hormon analizlerinin yan1 sira AMH son zamanlarda giderek artan

incelemeler arasinda yer almistir (26).

>

AMH expressioa

(-) €°))
Primordial Secondary Small antral Pre-ovulatory

Sekil 2.4. AMH’1n folikiil tizerindeki etkisi (27)

2.5. Over Fizyolojisi

Disi hormonal sistem birbirleri ile iligkili i¢ temel hormondan olusmaktadir.

e Hipotalamus tarafindan serbestleyici hormon; gonadotropin-serbestlestirici

hormon (GnRH)

e Adenohipofizden sentezlenen folikiil-uyarict hormon (FSH) ve luteinizan

hormon (LH). Bu iki hormon heterodimerik yapida bir glikoproteindir.

e  Ostrojen ve progesteron hormonlari ise ovaryumdan salgilanan hormonlardir.

FSH ve LH GnRH’a cevaben salgilanirken; 6strojen ve progesteron, FSH ve
LH’ya cevaben salgilanmaktadir. Disilerde menstural siklusa bagli olarak bu hormonlarin
salgilanma miktarlar1 degiskenlik gostermektedir.

Ayhk Ovaryum Dongiisii (Menstruel Dongii)

Ureme c¢agindaki disi bireyde, disi iireme sisteminde goriilen fizyolojik
degisimler, disilik karakterize edilen hormonlarin aylik salgilanma oranindaki degisimler
disilerde menstruel dongii olarak adlandirilir. Menstruel dongii yaklasik 28 giindiir ve bu
stire disi bireyler arasinda degisiklik gosterebilmektedir. Menstruel dongiiniin iki 6nemli
sonucu vardir;

1. Overlerden bir tane ovum gelisir
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2. Dollenmis ovumun implante olmast i¢in uterus endometriyumu
adenohipofizden salgilanan hormonlarin etkisiyle her dongiide farkli faz

asamalardan gegerek yenilenir.

Maturing follicie Owulation Corpus luteurn  Degenerating
corpus uteum

Ovanan
Pituitary e

CyGea
Hormones

Endometrial
Ovanan cyce
Hormones

: T Progesierons
Days 0 5 14 28

Menstrual  Proliferative Secretory phasa Menstrual
phase phase phase

Sekil 2.5. Menstruel doéngii (28)

Gonadotropik Hormonlarin Ovaryum Uzerindeki Etkileri

Ovaryumdaki menstural siklustaki degisiklikler hipofizin 6n lobundan sentezlenen
gonadotropinler olan FSH ve LH’a baglidir. FSH ve LH ile uyarilmayan overler inaktif
durumdadir. Bu dénem disi bireyde 9-12 yaslar1 arasinda menarsin baslamasi ile son
bulur. FSH ve LH ovaryumdaki hiicre zarindaki spesifik reseptorlere baglanarak
aktivasyonu saglarlar. Aktive olan ovaryum hiicresi ovaryumu biiyiime ve ¢ogalma
tizerine tesfik eder. LH ve FSH ile birlikte ovaryumdaki inaktivasyonu destekleyici siklik
AMP (cAMP) sisteminde degisiklikler meydana gelmesiyle bir dizi enzimin
fosforilasyonu sonucu ovaryum aktive olur.

Ovulasyon balsamadan 6nce ovaryumdaki rezerv folikiil havuzundan birkag tane
folikiil gelismeye baglar. Bu folikiillerden bir tanesi daha fazla biiyiir ve geriye kalan
folikiiller atrezi ad1 verilen gerilemeye baglayarak kiigiiliir. Biiyiimekte olan en biiylik
folikiil daha fazla 6strojen salgilar ve hipotalamusta etki ederek 6n hipofiz bezinden FSH
ve LH saliniminin artisina neden olur.

Biiylimesinin son asamasina gelen bir folikiiliin LH’ nin etkisiyle ovulasyon
basamagina gelir. Ovulasyondan 2 giin 6nce 6n hipofiz bezinden LH salinimi ani artis
gosterir ve FSH ile birlikte folikiilin hizla sismesini saglayarak ovulasyon Oncesi
folikiiliin 6-10 kat daha genislemesini saglar. Ayn1 zamanda LH graniiloza hiicreleri ve

teka hiicrelerine etki ederek bu hiicrelerden progesteron salinimini gercgektestirir. Bu

13



asamaya kadar artan Ostrojen seviyesinin diigmesi ve progesteron seviyesindeki artig
ovulasyonun gerceklesmesini saglamaktadir.

Oositin folikiilden atilmasindan sonra ovaryumun igerisinde kalan graniiloza
hiicreleri ve teka interna hiicreleri lutein adi1 verilen salgi hiicrelerine doniistirler. Salgi
hiicreler biiylimeye basladikg¢a icerisinde biriken steroid yapida lipid damlaciklarinin
birikmesi sonucu sar1 renkte olurlar. Yeni sentez yetenegi kazanan bu hiicre topluluguna
korpus luteum adi verilir. Korpus luteumun gelismesiyle birlikte damarlagsmada artar.

Graniiloza hiicreleri sentez yeteneklerinin artmasindan dolay1 yogun endoplazmik
retikulumlara sahiptir ve baslica gorevi progesteron ve Ostrojen salgilayan disi hormonlari
sentezler. Teka interna hiicreleri ise androjen yapida olan androstenedion ve testosteron
salgilar. Androstenedion graniiloza hiicrelerinde androjen iiretilmesini saglar. Graniiloza
ve teka interna hiicrelerindeki salgi islevinin baslica kaynagi adenohipofizden salgilanan
LH’a baglidir. Gebelik gergeklestiginde ise LH’la esdeger 6zelliklere sahip human
koryonik gonadotropin (HCG) hormondur. HCG gebeligin 8-16 haftalik siirecine kadar
plasentadan sentezlenerek korpus luteumun devamliligini gergeklestirir.

Menstural siklusun luteal faz déoneminde korpus luteum tarafindan sekresyonu
yapilan 6strojen ve progesteron adenohipofize etki ederek FSH ve LH nin diisiik miktarda
salinimmint  stirdiirtirler. Luteal hiicrelerin ayni zamanda inhibin hormonu salgilama
ozelligide bulunmaktadir. inhibin adenohipofize etki ederek FSH salinimim baskilayarak
FSH ve LH’nin kanda diisiik seviyeye gelerek kaybolmasiyla birlikte korpus luteumun
tamamen dejenere olmasia sebep olur. Korpus luteumdan salgilanan Ostrojen,
progesteron ve inhibin adenohipofize etki ederek baskilayici geri bildirim ortadan kalkar
ve yavas artisla FSH ve LH’nin dinlenme halindeki rezerv folikiillerin biiyiimesini
destekleyerek menstural siklusun baslamasini saglar.

Ostradiyol ve Progesteron

Overlerden salgilanan dstrojen ve progesteron seks hormonudur. Ostojen sekonder
seks karakterini olusturur ve Ozgiil hiicrelerin ¢ogalmasinda gorev alir. Progesteron

uterusu gebelige, meme bezlerini laktasyona hazirlar.
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Ostrojenler

Gebeligin gerceklesmedigi kadinlarda 6strojen overlerden ve az miktarda adrenal
korteksten salgilanirlar. Gebelik gergeklestiginde ise 16. haftanin sonlarina dogru
plasentadaki sinsityal trofoblastlar tarafindan progesteron salgilanir.

Kan plazmasinda ti¢ farkli ¢esitde Gstrojen vardir; 6stron (E1), p — Ostradiyol (Ez2)
ve Ostriyol (E3)’dur. Overlerden salgilanan 6strojen tipi f — dstradiyol olup az miktarda
da &stron da salgillanir. Ostriyol zayif dstrojen olup dstron ve B — &stradiyol’iin

karacigerde gerceklesen oksidatif tirtintidiir.

Pregnenolon — 17a-Hidroksipregnanolon -+ Dehidrogplandrosteron
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Y
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Sekil 2.6. Disi cinsiyet hormonlarinin sentezi (16)

Ostojenlerin dolasimda tasinmasi plazma albiimini ve &zel globiilinlerle olur.
Ostrojen cgesitleri; overlerde, teka interna hiicrelerinde, graniiloza hiicrelerinde ve korpus
luteumdan salgilanir. Ostrojenler androstenedionun aromatizasyonu ile biyosentetik yolla
androjenlerden olusurlar. Aromataz enzimi androstenedionun Gstrona, testosteronun ise
Ostradiole doniisiimiinii katalizleyen enzimdir. Teka interna hiicrelerinde bulunan LH
reseptorleri LH’nin cAMP {izerindeki etkisiyle kolesterol’den androstenedion’a
dontigmesini artirir. Androstenedion’un da Ostradiyol’e doniiserek dolasim sistemine
gecer. Teka interna hiicrelerinin ayn1 zamanda graniiloza hiicrelerine androstenedion
salgilar. Androstenedion’un etkisi ile graniiloza hiicreleri stradiol sentezler. Graniiloza
hiicrelerindeki FSH reseptorleri FSH’in cAMP {izerinden etki ederek aromataz

aktivitesini arttirarak Gstradiol salgilanmasini 6nemli 6lgiide arttirir. Olgunlasan folikiil
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ve graniiloza hiicreleri LH reseptorii kazanir ve LH 6stradiol salgilanmasini tesvik eder.
Ovulasyonun aktif oldugu donemlerde ovaryumun stromal dokusunda da ostrojen
sentezinin gergeklestigi ancak menapoz doneminde bu sentez eser miktarda

ger¢eklesmektedir.

Teka hicros X > Granozn Micresi

Sekil 2.7. Ostrojen iiretiminde teka ve graniiloza hiicrelerindeki hiicresel degisiklik (16)

Ostrojen’ler disilerde ¢ocukluk dénemde az salgilanmasma karsin menarsin
baslamasiyla birlikte yiiksek artis gostermektedir. Bu durum disi genital organlarin
gelismesine olanak saglar. Endometriyal bezlerin biiyiimesi, gebelik gergeklestiginde
blastokistin beslenmesine yardimei olurlar.

Ostrojen’lere siilfatlar ve glukuronid baglanarak karacigerde bir kisminmn yikimi
gerceklesir. Kalan Ostrojenler safra yolu ve idrar ile atilir.

Progrestinler

Progrestin aile smifindan olan en Onemli progrestin progesterondur.
Progesteronun en 6nemli islevi gebeligin gerceklesmedigi kadinlarda menstural siklusun
ikinci yarisinda uterus endometriyumda salgilamay1 baslatarak gebeligin gergeklesmesi
durumunda blastokistin uterusa implantasyonuna hazirlamaktir. Gebeligin 16.
haftasindan itibaren plasentadan yiiksek diizeyde progesteron salgilanmaktadir.

Gebeligin gerceklestigi durumda gogiislerin biliylimesi ve meme bezlerinin

salgilayici 6zelligi kazanmasini progesteron hizlandirir (16, 29).

2.6. Metotreksat

Metotreksat, antineoplastik ila¢ grubu olan antimetabolit grubundandir. MTX
basta otoimmiin hastaliklarda inflamasyonu azaltmak {izere lenfoma, akut lenfoblastik
l6semi, akut miyeloid 16semi gibi 700 kanser tiirii tedavisinde 1940’11 yillarda

kullanilmaya baslayan ilagtir (30).
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Methotrexate (MTX)

Sekil 2.8. Metotreksat’in molakiiler yapisinin sematik gosterimi (31)

MTX oral, kas i¢i (iv), damar i¢i (ip) veya deri alt1 (sc) olarak uygulabilir.
Gastrointestinal sistemde emilen MTX, aktif transportla ya da N5 — metil FH4’iin
taginmasini saglayan aktif transport hiicre gegisi ile hiicre icine girebilir. MTX plazma
proteinlerine baglanarak sistemik dolagima katilirlar. MTX’in yarilanma siiresi 2 Saat
olup atilim yar siiresi 6-8 saat arasindadir. MTX biiyiik oranda bobrekler tarafindan
atilirken, az miktarda feges ve safra ile atilimi gergeklesir (30).

Metotreksat Etki Mekanizmasi

MTX, Dihidrofolat (DHF) 4-amino-N10-metil antagonistidir. MTX Dihidrofolat
rediiktaz (DHFR) enzimine baglanarak enzimin etkinligini durdurarak inhibe eder ve
DHF’nin tetrahidrofolata (THF) doniisiimiinii engelleyerek folik asit antagonisti olarak

davranir.

COOH
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N
OH

Folic acid (FA)

Sekil 2.9. Folik asit’in molekiiler yapisinin sematik gosterimi (31)
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Sekil 2.10. Metotreksatin hiicre i¢i mekanizmasi (32)

DHFR’nin inhibasyonu sonucu hiicrede folat koenziminin azalmasina ve
biyosentezi i¢in bu koenzimlere bagimli olan bilesiklerin sentezinin azalmasina neden
olur. Bu bilesikler; adenin, guanin, timin niikleotidleri; metiyonin ve serin amino
asitleridir. Bu piirin ve piriminid prekiirsorleri DNA ve RNA replikasyonu icin temel
yapitaglaridir ve eksiklikleri hiicrede DNA ve RNA replike islevini yerine getirememesi
ile sonuglanir (33).

MTX kemik iliginin baskilanmasi, hepatolojik toksisite, gastrointestinal sistem,
tiriner sistem, solunum sistemi dahil olmak {izere bir¢ok organ iizerinde potansiyel toksik
etkisi bulunmaktadir (34).

Molar gebelik, PKOS sahip disi bireylerde MTX’in tedavi etkisi bulunmaktadir.
Buna kars1 sicanlarda yapilan deneysel ¢alismada MTX’in overde gelismekte olan
folikiillerde dejenerasyon ve inflamasyon artisina sebep oldugu bildirilmistir. Bu durum
gelismekte olan folikiillerin DNA replikasyonundaki islevi yerine getirememesinden

kaynakli oldugunu gostermektedir (34).

2.7. Vitamin D

Vitamin D (VD), biyolojik ortamda sentezlenebilmesi ile steroid bir hormon olan
ayni zamanda yagda eriyen vitamin sinifinda yer alan parathormondur.
VD, Parathormon (PTH) ile birlikte Ca?" ve fosfat metebolizmasii diizenleyen

ikinci biiyiik hormondur. VD ve PTH calisma mekanizmalar1 farklilik gostermektedir.
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PTH plazmadaki Ca?* seviyesini koruyup yaptign isleve gore konsantrasyonu
ayarlamaktir (35).

Vitamin D sentezi

VD (kolekalsiferol) bir hormon olup viicutta iki kaynagi vardir. Birinci kaynak
diyele alinir ikincisi ise deride ultraviyole 1sik varliginda 7-hidroksikolesterolden
sentezlenmektedir.
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Sekil 2.11. D vitamininin fizyolojisinin sematik gosterimi (36)

Kolekalsiferol fizyolojik olarak inaktif formda bulunmaktadir. VD’nin
dolasimdaki aktif forma gelebilmesi i¢in ilk olarak karacigerde inaktif formda olan 25-
OH-kolekalsiferole hidroksilenir. Bu hidroksilasyon enerji gerektirdigi i¢in hiicrenin
endoplazmik retikulumda olusur ve NADPH, O, ve Mg?" gibi kaynaklara ihtiya¢ duyar.
25-OH-kolekalsiferol bobrekte iki hidroksilasyon yolundan birine girer. Biri aktif form
olan 1,25-(OH)2-kolekalsiferol plazmada 1a-hidroksilaz enzimi ile C1 pozisyonunda
mitokondride katalize edilerek dolasimdaki aktif formunu kazanmig olur. Digeri inaktif
formda olan 24,25-(OH)-kolekalsiferol’diir (35).

25-OH-kolekalsiferolun aktif veya inaktif metabolit tiretmesi bobrek hiicrelerinde
gerceklesir ve viicuttaki Ca?* konsantrasyonuna baglidir.

Vitamin D Etkileri

25-OH-kolekalsiferol genel rolii hem Ca?* ve fosfat konsantrasyonlarini arttirmak
hem de yeni kemigin minerilizasyonunu saglamaktir. VD’ nin bagirsak, bobrek ve kemik

tizerindeki etkileri aynidir.
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1,25-(OH).-kolekalsiferol’iin esas etkisi bagirsaklar iizerinde gergeklesir ve Ca?*
emilimini arttirmaktadir.  1,25-(OH).-kolekalsiferol bagirsaklarda Ca?* iyonunu
baglayabilen kalbindin D-28K olarak bilinen sitozolik bir VD bagimli Ca?" baglayici
protein sentezini uyarir.

1,25-(OH)2-kolekalsiferol’iin  bobrek iizerindeki etkisi ayni bagirsaklarda
gerceklesen Ca?* ve fosfat emilimini uyarir.

Kemilerde 1,25-(OH).-kolekalsiferol’iin rolii kemik rezorpsiyonunu uyarmak igin
osteoklast aktivitesini PTH ile birlikte esdeger hareket eder. Bu mekanizma ters etki
olabilecegi diisiiniilse bile yeni kemik yapimini uyarabilmek i¢in eski kemigin rezorbe
edilmesi gereklidir (35).

1,25(0OH)2D’nin spesifik reseptoriit VDR sadece bagirsak, bobrek, kemikte degil
hemen hemen tiim doku niikleuslarinda bulunmaktadir. VD’nin bilinen etkisi
Ca?*hemostazinin saglanmas1 ve kemik rezorbsiyonunun yani sira iireme hiicreleri
tizerinde de etkisi bulunmaktadir. VDR’nin overde, endometriyumda, plasentada fallop
epitel hiicrelerinin niikleuslarinda eksprese edildiginden VD’nin disi lireme sistemi
tizerinde etkisi bulunabilecegi diistiniilmiistiir. Klinik c¢alismalarda Polikistik Over
Sendromu (PCOS) olan bireylerde VD’nin normal ovaryum rezervine sahip bireylerden
daha diisiik oldugu gorilmistiir (37). Yapilan ¢ift kor ramdomiza g¢alismasinda D3

takviyesinin infertilite izerinde olumlu etkisi bulundugu kanitlanmigtir (38).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Hayvanlar

Yapmis oldugumuz ¢alismada, Inonii Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve
Arastirma Merkezi’nden temin edilen 36 adet, 12 haftalik 170-240 g agirliginda Wistar
albino tiirii disi sigan kullanildi. Siganlar, 22-24°C’lik sicaklik ve bagil nemde, 12 saat
aydinlik 12 saat karanlik odalarda, dérderli ve beserli gruplar olacak sekilde ayrildi. Tim

siganlar ad libitium standart pellet ve ¢cesme suyu ile beslendi.

3.2. Kullanilan Ajanlar

Metotreksat i¢in Kogak Farma 15 mg/1.5 ml ve D vitamini i¢in Deva 300.000

IU/ml Devit-3 ampul uygulanmustir.

3.3. Etik Beyan

Calismamizda indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Arastirmalar1 Etik Kurulu
12874 HAYBIS kayit numarast ile onaylanmis ve Inonii Universitesi Bilimsel Arastirma

Projesi Koordinasyon Birimi’nden TYL-2022-2818 proje koduyla desteklenmistir.

3.4. Deneysel Diizen ve Uygulama Siireci

Siganlar rastgele segilerek kontrol ve D vitamini grubuna 8 adet, MTX ve MTX+D
vitamini grubuna 10 adet olmak iizere toplamda 4 gruba ayrildi ve siganlarin viicut
agirliklan dlgtilerek deney baslangicindaki agirliklar kaydedildi.

Her gruptaki sicanlar vajinal smear testi i¢in bireysel olarak degerlendirildiginden
kuyrugundan boya kalemi ile isaretlendi ve her grup i¢in farkli boya kalemleri kullanildi.

Gruplar;

1. Kontrol Gubu (n=8): Bu gruba iki hafta haftada iki giin olacak sekilde

¢oziici ajan i.p uygulandi.

2. D Vitamin Grubu (n=8): Bu gruba haftada iki giin ikiser giin ara iki hafta

slire olacak sekilde i.p olarak 10 mg/kg D vitamini uygulandi. D vitamini
dozu ve uygulama siiresi Yalgin ve ark. yaptigi ¢alisma referans alindi (39).

3. MTX Grubu (n=10): Bu grup 20 mg/kg tek doz MTX i.p uygulandi. Ayrica

bu gruba iki hafta haftada iki giin olacak sekilde ¢oziicii ajan i.p uygulandi.
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Metotreksat dozu ve uygulama siiresi Kurt ve ark. ile Mahmoud ve ark.
yaptig1 ¢alisma referans alindi (40, 41).

4. MTX+D Grubu (n=10): Bu grup 20 mg/kg tek doz MTX i.p uyguland: ve
ertesi giin D vitamini haftada iki giin iki hafta olacak sekilde 10 mg/kg i.p
uygulandi.

Iki haftalik deney uygulama siiresinin ardindan siganlardan vajinal smear érnegi
alinarak proestrus evresinde oldugu tespit edilenler ayni giin 1.2g/kg i.p etil karbonat
anestezisi altinda kan numuneleri ve ovaryum dokular1 alindiktan sonra siganlar sakrifiye
edildi. Takip eden dort giin igerisinde proestrusda olan tiim siganlardan histolojik
inceleme yapilmasi i¢in sag ovaryum etrafindaki yag dokusu dikkatlice temizlendikten
sonra %10’luk formaldehit soliisyonuna alinarak fiksasyonu saglandi. Sol ovaryum
biyokimya analizi i¢in -80 °C’de muhafaza edildi.

Anestezi altinda olan si¢anlarin orta hat boyunca batinlar1 agilarak Vena cava
inferiordan biyokimyasal analizler i¢in kan Ornekleri alindi. Kan &rnekleri steril,
antikoagiilasyonlu kan tiiplerinde on dakika bekledikten sonra 3000 rpm’de on dakika
santrifiij edildi. Elde edilen serum 6rnekleri biyokimyasal analizde kullanilmak {izere

steril ependorf tiiplere alinarak -80°C’de muhafaza edildi.

3.4.1. Menstrual Siklus Evrelerinin Tespiti

Hayvanlarin vajinal smear testine hazirlanmasi icin sakrifiye edilme siirecinden
bir hafta 6nce vajinal smear testine baslandi. Iki haftalik ¢alisma siirecinin bitmesini
takiben tiim siganlardan her giin ayni saatte vajinal smear testi yapildi.

Vajinal plak agikligi tespit edilen si¢anlara, pastor pipet ile 0.5 ml double distile
su (ddH20) verildi ve siganlar ile ayn1 numaraya sahip lamlarin orta diizlemine drnekler

yayild1 ve oda sicakliginda kurumasi saglandi.
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Sekil 3.1. Gruplara ayrilan vajinal smeer 6rnekleri

Lamlar kurduktan sonra krezil violet boyasi ile {i¢ dakika boyama isleminin
ardindan ¢esme suyunda yikanan numuneler kurutulduktan sonra 1sik mikroskobunda

incelendi. Proestrous evresinde olan sicanlar tespit edilip ayrildiktan sonra sakrifiye
edildi.

Sekil 3.2. Kuruyan smeer 6rneklerinin krezil violet boyasi ile boyanmasi
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Rat menstrual siklusu literatiirde belirtilen kriterlere gore yapilmistir.

1. Proestrous evresi: LH’nin yiiksek oldugu doénemde ovulasyonun
gerceklestigi donemdir. Ostradiol seviyesinde azalma gergeklesir. Isik
mikroskobik incelemede kiimeler halinde epitel hiicreleri izlenir.

2. Estrous evresi: Ovulasyonun gergeklestigi donemdir. Vajinal liimende
dokiintiiler oldugu icin c¢ekirdegi olmayan keratinize epitelyal hiicreler
goriilmeye baglar.

3. Metestrous evresi: Uterusun superfisyalis tabakasindaki epitel tabakada
yogun noétrofil go¢ii yasandigindan dolayr vajinal smear oOrneklerinde
dejenere epitel hiicreleri ve yogun notrofil 16kositler izlenir.

4. Diestrous evresi: Epitel hiicrelerinin rejenerasyonu socunda normal epitel

hiicrelerinde azalma ve 16kosit hiicreleri izlenir (42).
3.5. Histolojik Teknikler

3.5.1. Doku Takibhi ve Kesit Alma

Ovaryum dokular1 24-36 saat %10 formaldehit soliisyonunda fiksasyon iglemini
tamamladiktan sonra Tissue-Tek VIP marka doku takip cihazinda, rutin doku takip
basamaklari islemine tabi tutuldu. Doku takip islemi tamalanan ovaryum dokular1 Leica
EG 1160 cihazda parafin bloklara gémiildii. Ovaryum folikiil sayimi i¢in, parafin bloklara
goémiilii ovaryum dokularindan, Leica RM2145 marka mikrotomu ile 3 um kalinliginda
10 seri kesit alindi. Alinan birinci, besinci ve onuncu kesitlere hematoksilen-eosin
boyama yapilarak folikiiller sayildi. VDR ve caspase-3 Immiinohistokimyasal (IHC)
degerlendirme i¢in seri kesitten sonra alinan kesitler polilizin kapli lamlara alindi. Masson
Trikrom icli boyama metodu kullanilarak bazal membran analizi yapildi. Mast

hiicrelerinin sayimi i¢in Toluidin Mavisi boyasi kullanildi.
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3.5.2. Histolojik Doku Takip islemleri

Tablo 3.1. Histolojik doku takip islemleri siralamasi

Histolojik Doku Takip Islemleri Siralamasi

1. Musluk suyu 40 dakika
2. %10 Formalin 40 dakika
3. %80 Alkol 1 saat
4. %96 Alkol 1 saat
5. %96 Alkol 1 saat
6. Absolii alkol 1 saat
7. Absoli alkol 1 saat
8. Ksilen 1 saat
9. Ksilen 1 saat
10. Ksilen 1 saat
11. Parafin 1 saat
12. Parafin 1 saat
13. Parafin 1 saat
14. Parafin 1 saat
3.5.3. Mayer’s Hematoxylen-Eozin (HE) Metodu

Tablo 3.2. Mayer’s hematoxylen-eozin (HE) metodu
Mayer’s Hematoxylen-Eozin Metodu Siralamasi
1. Inkiibasyon (60 °C) 1 saat
2. Ksilen 5 dakika x 3
3. Absolii alkol 3 dakika
3. %96 Alkol 3 dakika x 4
4. %80 Alkol 3 dakika
5. %70 Alkol 3 dakika
6. Cesme suyu 5 dakika
7. Distile su 5-10 saniye
8. Mayer’s hematoxylen 15 dakika
9. Cesme suyu 5 dakika x 3
10. Eosin 2 dakika
11. %96 alkol 3 dakika x 4
12. Absoli alkol 3 dakika x 2
13. Ksilen 5 dakika x 3
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3.5.4. Masson Trikrom Boyama Metodu

Tablo 3.3. Masson trikrom boyama metodu

Masson Trikrom Boyama Metodu Siralamasi

1. inkiibasyon (60 °C) 1 saat

2. Ksilen 5 dakika x 3
3. %96 Alkol 3 dakika x 4
4. Distile su 1 dakika
5. Boin fiksatif (60 °C) 1 saat

6. Cesme suyu 1 dakika
7. Demirli hematoksilen 5 dakika
8. Cesme suyu 4 dakika
9. Biebrich-scarlet asit fuksin 7 dakika
10. Cesme suyu 30 saniye
11. Distile su 30 saniye
12. Fosfofungustik asit 2 dakika
13. Distile su 30 saniye
14. Light green (%2) 4 dakika
15. %5 Fosfofungustik asit 45 saniye
16. %96 Alkol 30 saniye
17. Absolii alkol 30 saniye
18. Ksilen 2 dakika

3.5.5. iImmiinohistokimya Boyama Metodu

Tablo 3.4. Immiinhistokimya boyama metodu

Immiinhistokimya Boyama Metodu Siralamasi

1. Inkiibasyon (60 °C) 1 saat

2. Ksilen 5 dakika x 3
3. %96 Alkol 3 dakika x 4
4. Distile su 1 dakika
5. Antijen geri kazanimi Sitrat Tamponunda, 121 °C, 15 dakika
6. Distile su 1 dakika
7.PBS 1 dakika
8. Hidrojen peroksit blok 15 dakika
9. PBS 1 dakika
10. Protein blok (UV block) 5 dakika
11. Primer antikor 60-90 dakika
12. PBS 1 dakika
13. Sekonder antikor 15 dakika

14. PBS 1 dakika




15. Streptevadin Peroksidaz 15 dakika

16. PBS 1 dakika
17. AEC Kromojen 10 dakika
18. PBS 1 dakika
19. Distile su 1 dakika
20. Mayer’s hemotoksilen 5 dakika
21. Musluk suyu 1 dakika
22. Distile su 1 dakika

3.5.6. Toluidin Mavisi Boyama Metodu

Toluidin mavisi soliisyon hazirlama prosediiri;

e 0.5 gr Toluidin mavisi ve 200 cc ddH»O ¢o6zdiiriiliir ve 1 ml glasiyal asetik

asit eklenir.

Tablo 3.5. Toluidin mavisi boyama metodu
Toluidin Mavisi Boyama Metodu Siralamasi

1. Inkiibasyon (60 °C) 1 saat

2. Ksilen 5 dakika x 3
3. %96 Alkol 3 dakika x 4
4. Distile su 1 dakika
5. Toluidin mavisi soliisyonu 4 dakika
6. Musluk suyu 1 dakika
7. %96 alkol 30 saniye
8. Absolu alkol 30 saniye
9. Ksilen 2 dakika

3.5.7. Krezil Violet Boyama Metodu

Krezil Violet soliisyon hazirlama prosediirii;

e 0.1g krezil violet ve 100 ml ddH20 ¢6zdiiriiliir ve filtrasyon yapmadan 6nce

0.3 ml glasiyal asetik asit eklenir.

Tablo 3.6. Krezil violet boyama metodu
Krezil Violet Boyama Metodu Siralamasi

1. Krezil violet 3 dakika
2. Cesme suyu 1 dakika
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3.6. Histolojik Analizler

Folikiil Sayim

Tissue-Tek VIP/SAKURA marka cihaz kullanilarak doku takibi yapilan ovaryum
dokular1 parafin bloklara gémiildiikten sonra Leica RM2145 marka mikrotom cihaziyla
3 um’lik kesitler alindi. Biitiin siganlarin ovaryumlarindan alinan 1. 5. ve 10. Kesitler
Leica Autostainer XL marka cihazda H-E boyama yapildiktan sonra Leica — CV 5030
marka preparat kapama cihazi kullanilarak entellan ile kapatildi. Preparatlar Leica
DCF280 1sik mikroskobu ve Leica Q goriintiileme analiz sisteminde incelenerek
primordiyal, primer, sekonder, tersiyer ve atretik folikiillerin sayimi1 Pedersen
smiflandirmasina gore yapildi (43).
Primordial folikiil: Tek katli yass1 epitelle sarili folikiiller
Primer folikiil: Tek katl kiibik graniiloza hiicreleri ile ¢evrili veya birden ¢ok graniiloza
hiicre tabakasi ile gevrili folikiiller
Sekonder folikiil: Graniiloza hiicre tabakasinda antrum bulunan folikiiller
Graaf folikiil: Genis antrumu olan ve kumulus ooforusu olusan folikiiller

Atretik folikiil: Oosit ve folikiil hiicrelerinin dejenerasyona ugradig: folikiiller
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Mast hiicre sayimi
Over dokusunda toluidin mavisi ile boyanmis mast hiicrelerinin sayisini

belirlemek amaciyla her preparatta 10 farkli alan X400 biiyiitmede incelendi.

Immiinohistokimyasal Degerlendirme
Over dokusunda pozitif immiinoreaktiviteyi degerlendirmek i¢in her kesitteki 5
farkli alan X400 biiyiitmede incelendi. Incelemede ortalama kaspaz-3 ve VDR

immiinpozitif hiicre sayilar1 bes farkli alanda sayilarak degerlendirildi.

3.7. Biyokimyasal Analiz

Biyokimyasal analizlerin yapilacagi giin -80°C’den ¢ikarilan serum numuneleri
+4°C’de muhafaza edildi. Calismada spesifik ELISA kitleri kullanildi.

Tablo 3.7. Biyokimya analizinde kullanilan ELISA kitleri

MARKA KATOLOG NO
1. TAS Rel Assay, Tiirkiye EK21122A
2. TOS Rel Assay, Tiirkiye KM21160
3. FSH SunRed, China 201-11-0183
4. LH SunRed, China 201-11-0180
5. Ostrojen (E) SunRed, China 201-11-0177
6. AMH SunRed, China 201-11-1246
7. Vitamin D (VD) SunRed, China 201-11-0016
8. Kalsiyum (Ca) SunRed, China 201-11-0949
9. Fosfor (P) Rel Assay, Tiirkiye EK2101P

FSH, LH, AMH, E, VD, Ca 6l¢iimii yapilmas1 i¢in numuneler kendi monoklonal
antikoru kalpli 96 well plate igerisine 40 pl numune, seri diliisyondan gegirilmis 50 pl
standart olacak bicimde kuyucuklara eklendi ve kor kuyucuk bos birakildi. Numune
kuyucuklarin i¢ine 10 pl sekonder antibody ve 50 ul Streptavidin-HRP konjugat ilave
edildi. Plate’nin yiizeyi kapatilarak 37°C de bir saat inkiibasyon i¢in bekletildi ve immiin
reaksiyon kurmasi saglandi. Her kuyucuga 350 pl yikama soliisyonu eklendi ve tiim
kuyucuklara eklenmesinden sonra plate ters g¢evrilerek kuyucuklar bosaltildi. Yikama
islemi 5 kez tekrarladiktan sonra immiin reaksiyon veremeyen enzimler uzaklastirildi.

Yikama sonrasi plate tamamen kurutulduktan sonra 50’ser pul kromojen A ve kromojen B
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soliisyonu eklenerek plate’nin yiizeyi seffaf etiket ile kapatilarak 37°C de 10 dakika
inkiibasyon icin bekletildi. Inkiibasyon sonunda rengi degisip mavi rengini alan
kuyucuklar igerisine 50 pl stop soliisyonu eklenerek reaksiyonun durdurulmasi saglandi.
Reaksiyonun durdurulmasi ile beraber kuyucuklarin igerisindeki renk maviden sar1 halini
aldi. Stop soliisyonunun eklenmesini takiben yaklasik 10 dakika igerisinde ELISA reader
cihazinda plate’ler 450 nm dalga boyunda 6l¢iim yapilarak sonuglar kit protokoliine gore
degerlendirildi.

Fosfat (P) tayini i¢in, asitde amonyum molibdatin inorganik fosfat ile reaksiyon
sonucu sar1 renkli fosfomolibdat forma doniigiir. Olusan renk 340 nm dalga boyunda
spektrofotometrede dlgiilerek inoryanik fosfat tayini yapildi (44).

Toplam oksidan seviye (TOS) olgimiinde Kkitin ¢alismasi, numunedeki
oksidanlarin ferréz iyon-o-dianisidine kompleksini ferrik iyona oksidasyonu sonucu
gerceklesmesidir. Oksidasyonun gergeklesebilmesi i¢in reaksiyon medyumunda gliserol
molekiilii bulunmast gereklidir. Asidik ortamda ferrik iyonlar, xylenol orange
kromojeniyle olusturdugu renkli kompleksin yogunlugu 530 nm dalga boyunda
spektrofotometrede olgiiliir (45).

Total antioksidan seviye (TAS) 6l¢iimiinde kit pH’1 3.6, 30 mmol/L asidik asetat
tamponunda hidrojen peroksitin de eklenmesiyle rediikte bulanik mavi-yesil renkteki
ABTS radikalini renksiz indirgenmis ABTS'* okside formuna doniisiir. Asetat
tamponunda bulanik mavi-yesil ABTS * molekiilleri bir siire kararli kalirken asetat
tamponunun diliie edildiginde soliisyonun rengi agik renge doniismeye baslar. Tepkime
sonrasi rengin ag¢ilma dercesi numunede bulunan toplam antioksidan kapasitesi ile dogru
orantilidir. Toplam antioksidan kapasitesi, E vitamini analogu trolox soliisyonu ile kalibre
edilir. Bu kalibrasyon sonunda reaksiyon 600 nm dalga boyunda spektrofotometrede

6l¢tim yapilir (46).

3.8. Istatiksel Analiz

Tiim gruplardaki gézlem sayist 10’un lizerinde olmadig icin karsilastirmalarda
parametrik olmayan testler kullanilmistir. Sayisal bulgular medyan, minimum ve
maksimum degerler ile 6zetlenmistir. Bagimsiz grup karsilastirmalarinda Kruskal-Wallis
testi ve sonrasinda Conover ikili karsilagtirma yontemi kullanilmistir. Bagimli iki grup
karsilastirmalar1 Wilcoxon eslestirilmis iki 6rneklem testi ile yapilmistir. Tiim testlerde

iki-yonlii anlamlilik diizeyi 0.05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hayvanlarin Agirhiklarinin Degerlendirilmesi

Tiim gruptaki hayvanlar deney baslangicindan hemen 6nce ve deney sonlanmasini
takiben kilo alimi karsilagtirildiginda MTX+D grubu hari¢ gruplar arasinda anlamli bir
fark bulunmamistir (P>0.05). Hayvan kilo alimlarinin karsilastirilmas: Tablo 4.1.’de

gosterilmistir.

Tablo 4.1. Deney baslangici ve deney sonu hayvan kilo alimlarinin karsilagtirilmasi
Deney Baslangict  Deney Sonu

Farkn Istatistigi p

Hayvan Agirhg1  Hayvan Agirh@

Kontrol 186.5 (177- 208 (200-218)
18 (-10-38) 0.017

194)
D Vit 208 (191-218) 225 (203-240) 215 (6-33) 0.012
MTX 205 (200-211) 224 (215-236) 17 (9-36) 0.008
MTX+D 219 (211-253) 237.5 (220-276) 21 (-33-44) 0.059
p=0.537

4.2. Ovaryum Agirhiklarinin Degerlendirilmesi

Deney sonu ovaryum agirliklar: istatistiksel olarak karsilastirildiginda gruplar
arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (P>0.05). Ovaryum agirliklarinin

karsilastiritlmasi Tablo 4.2.”de gésterilmistir.

Tablo 4.2. Ovaryum agirliklarinin karsilastirilmasi

Kontrol D Vit MTX MTX+D p

Ovaryum
Al 0.125(0.1-0.24)  0.135(0.11-0.20) 0.12(0.09-0.15) 0.12(0.11-0.59) 0.474
girhgi
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4.3. Histopatoloji ve immiinohistokimyasal Bulgular

Kontrol Grubu

Masson’s trikrom boyama metodu uygulanmis kesitlerde ovaryum ince fibréz bag

dokudan olusan bir kapsiil ile ¢evrelenmisti (Sekil 4.1, Sekil 4.2). Ust kisminda germinal

.

epitel kiibik sekilli hiicrelerden olugmaktaydi (Sekil 4.3).

Sekil 4.1. Kontrol grubu. Ovaryum dokusunun genel histolojik goriintimii MT X40.
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Sekil 4.2. Kontrol grubu. (A) Primordiyal folikiil (ok), (B) Primer folikiil (ok), (C)
Sekonder folikiil  (0k), (D) Graaf folikiil (ok) ve (E) Atretik Folikiil (ok). H-E X400.
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Sekil 4.3. Kontrol grubu. Tunika albuginea (y1ldiz) ve germinal epitelin (oklar)
goriintimii. MT X400.

Korteks bolgesinde ovaryum dokusu igerisinde primordiyal folikiiller, gesitli
biiyiikliiklere sahip primer, sekonder ve graaf folikiiller ile birlikte korpus luteum yer
almaktaydi (Sekil 4.2, Sekil 4.4). Folikiillerde bulunan oosit ve zona pellusida diizenli ve
normal goriinlimdeydi. Folikiillerin etrafinda bulunan graniiloza hiicreleri poligonal,
eozinofilik sitoplazmali olup niikleuslar: kromatinden zengin ve yuvarlakti. Stroma iginde
folikiiller arasinda yerlesmis interstisyel hiicreler bulunmaktaydi. Vaskiiler yapilar
normal olarak gozlendi. Bazi kesitlerde atrezik folikiillere rastlandi.

Bu grupta ortalama folikiil sayist; primordiyal folikiil 58, primer folikiil 24.5,
sekonder folikiil 23, graaf folikiil 27, korpus luteum 38.5, atretik folikiil 2.5 olarak dl¢iildii
(Tablo 4.3, Sekil 4.45).
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Sekil 4.4. Kontrol grubu (A) Primordiyal folikiil (ok), (B) Primer folikiil (ok), (C)
Sekonder folikiil (ok), (D) Graaf folikiil (ok) MT X400.

Toluidin mavisi boyama metodu uygulanan kesitlerde, mast hiicreleri menekse
renginde boyanan graniilleri ile ayirt edildi (Sekil 4.5). Bu grupta ortalama mast hiicre
sayis1 3.5 olarak tespit edildi (Tablo 4.4, Sekil 4.46).
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Sekil 4.5. Kontrol grubu. Mast hiicrelerin goriiniimii (oklar) Toluidin mavisi X400.

Kaspaz-3 immiin boyama yontemi ile pozitif immiinoreaktivitede bulunan
hiicrelerin sitoplazmalar1 kahverengi tonlarinda boyandilar (Sekil 4.6, Sekil 4.7). Bu
grupta ortalama kaspaz-3 (+) hiicre sayis1 39.6 olarak tespit edildi (Tablo 4.5).

o = g, 75 g ¢ i
bt g ’
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VDR immiin boyama yontemi ile pozitif reaksiyon gosterilen hiicrelerin
niikleuslar1 kahverengi tonlarinda boyandilar (Sekil 4.8). Bu grupta ortalama VDR (+)

hiicre sayis1 22 olarak tespit edildi (Tablo 4.5).
. p—— .

Sekil 4.8. Kontrol grubu. VDR pozitif hiicrelerin goriiniimii (oklar) VDR X400.
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D vitamini Grubu

Bu grupta ovaryum, normal histolojik goriiniime sahipti. Kontrol grubuna benzer
sekilde ince fibroz bag dokudan olusan bir kapsiil ile ¢evrelenmisti (Sekil 4.9). Ust
kisminda germinal epitel kiibik sekilli hiicrelerden olugsmaktaydi (Sekil 4.10).

goriinlimii. MT X400.
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Kortekste ovaryum dokusu igerisinde primordiyal follikiiller, cesitli
biiyiiklikklerde primer, sekonder ve graaf follikiiller ile birlikte korpus luteum yer
almaktaydi (Sekil 4.11). Follikiillerde bulunan oosit ve ona ait zona pellusida diizenli ve
normal gériinlimdeydi. Bu grupta ortalama folikiil sayis1 primordiyal folikiil 68.5, primer
folikiil 31, sekonder folikiil 25, graaf folikiil 34.5, korpus luteum 58, atretik folikiil 7.5
olarak olgtildii (Tablo 4.3, Sekil 4.45). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda folikiil sayisi

bakimindan gruplar arasinda fark gézlenmedi (p>0.05).

N SOt 55, SR B0 P Ak

Sekil 4.11. D Vit grubu. (A) Primordiyal folikiil (ok), (B) Primer folikiil (ok), (C)
Sekonder folikiil (ok), (D) Graaf folikiil (ok) MT X400.

Toluidin mavisi boyama metodu uygulanan kesitlerde, mast hiicreleri menekse

renginde boyanan graniilleri ile ayirt edildi (Sekil 4.12). Bu grupta ortalama mast hiicre

sayis1 7 olarak tespit edildi (Tablo 4.4, Sekil 4.46). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda

mast hiicre sayis1 bakimindan gruplar arasinda fark gézlenmedi (P>0.05).
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Sekil 4.12. D Vit grubu. Mast hiicrelerin goriiniimii (oklar) Toluidin mavisi X400.

Kaspaz-3 immiin boyama yontemi ile pozitif immiinorektivitede bulunan
hiicrelerin sitoplazmalar1 kahverengi tonlarinda boyandilar (Sekil 4.13, 4.14). Bu grupta
ortalama kaspaz-3 (+) hiicre sayis1 61.2 olarak tespit edildi (Tablo 4.5). Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda kaspaz-3 (+) sayist bakimindan gruplar arasinda fark gdézlenmedi
(P>0.05).
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Sekil 4.13. D Vit grubu. Kaspaz-3 pozitif hiicrelerin goriiniimii (oklar) Kaspaz-3 X200.
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VDR immiin boyama yontemi ile pozitif reaksiyon gosterilen hiicrelerin
niikleuslar1 kahverengi tonlarinda boyandilar (Sekil 4.15). Bu grupta ortalama VDR (+)
hiicre sayis1 67 olarak tespit edildi (Tablo 4.5). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda bu
grupta VDR (+) hiicre sayisinin istatistiksel olarak arttigi gozlendi (P<0.05).

Sekil 4.15. D Vit grubu. VDR pozitif hiicrelerin goriiniimii (oklar) VDR X400.
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Metotreksat Grubu

Masson’s trikrom boyama metodu uygulanmis kesitlerde farkli matiirasyon
asamalarindaki folikiillerin sayilarinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda bu grupta
belirgin degisiklik olmadig: goriiliirken (p>0.05), graaf ve atretik follikiil sayilarinda artis
(Sekil 4.43, Sekil 4.44) mevcuttu (p<0.05). (Sekil 4.16). Bu grupta ortalama folikiil sayisi
primordiyal folikiil 75, primer folikiil 22, sekonder folikiil 27, graaf folikiil 44, korpus

Sekil 4.16. MTX grubu. Ovaryum dokusunun genel histolojik goriiniimii MT X40

Bu grupta atreziye giden bazi folikiillerin antral bosluklarinda dejenere graniiloza
hiicre artiklar1 gozlendi (Sekil 4.17, Sekil 4.18).
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Sekil 4.17. MTX grubu. Antral boslukta dejenere graniiloza hiicre artiklarinin
gortintimii (yildiz). MT X400.

Sekil 4.18. MTX grubu. Antral bosluklarinda dejenere graniiloza hiicre artiklarinin
(yildiz) goriiniimii. H-E X400.
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Ayrica dejenere olmus folikiillerde graniiloza hiicreleri arasinda yan yiiz
baglantilarinin kaybina bagli olarak hiicresel ayrismalar ve graniiloza hiicrelerinde

vakuolizasyonlar tespit edildi (Sekil 4.19, Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. MTX grubu. Graniiloza hiicrelerinde vakuolizasyonlar (oklar). H-E X400.
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Bazi folikiillerde oositi gevreleyen zona pellusidanin yapisinin bozuldugu ve

diizensizlestigi izlendi (Sekil 4.21).

' ) "//‘.'. . 2 ,‘ \J ’ -

Sekil 4.21. MTX grubu. Bozulmus zona pellusidanin gériintimii (ok) MT X400.

Bu grupta ayrica over stromasinda bag doku artisi ve hafif inflamatuvar hiicre

i RTINS SR

Sekil 4.22. MTX grubu. Over stromasinda bag doku artis1 (yi1ldiz) ve hafif inflamatuvar
hiicre birikimi (oklar). MT X400.
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Ayrica graniiloza hiicrelerinde apoptotik cisimlere rastlandi. Apoptotik hiicreler,

etraflarindaki hiicrelerden belirgin bir halo ile ayrilan eozinofilik sitoplazmasi ve piknotik
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Sekil 4.23. MTX grubu. Apoptotik hiicrelerin goriiniimii (oklar). H-E X400.
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Sekil 4.24. MTX grubu. Apoptotik hiicrelerin goriiniimii (oklar). H-E X1000.
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Dikkat ¢eken diger bir bulgu, oositin etrafini saran graniiloza hiicreleri arasinda

mitotik arreste giden hiicrelerin goriilmesiydi (Sekil 4.25, Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. MTX grubu. Mitotik arreste giden hiicrelerin goriiniimii. H-E X1000.

Toluidin mavisi boyama metodu uygulanan kesitlerde, mast hiicreleri menekse

renginde boyanan graniilleri ile ayirt edildi (Sekil 4.27). Bu grupta ortalama mast hiicre
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sayis1 13 olarak tespit edildi (Tablo 4.4, Sekil 4.46). Kesitlerde pozitif boyanan mast hiicre
yogunlugunun kontrol grubu ile karsilastirildiginda artis gosterdigi fakat bu artisin

istatistiksel olarak anlamli derecede olmadigi gozlendi (P>0.05).

Sekil 4.27. MTX grubu. Mast hiicrelerin goriiniimii (oklar) Toluidin mavisi X400.

Kaspaz-3 immiin boyama yontemi ile pozitif immiinorektivitede bulunan
hiicrelerin sitoplazmalar1 kahverengi tonlarinda boyandilar (Sekil 4.28, Sekil 4.29). Bu
grupta ortalama kaspaz-3 (+) hiicre sayis1 137.2 olarak tespit edildi (Tablo 4.5). Kesitlerde
pozitif boyanan hiicrelerin yogunlugunun kontrol grubu ile karsilastirildiginda bu grupta
istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 gézlendi (P<0.05).
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Sekil 4.29. MTX grubu. Kaspaz-3 pozitif hiicrelerin goriiniimii (oklar) Kaspaz-3 X400.

VDR immiin boyama yontemi ile pozitif reaksiyon gosteren hiicrelerin niikleuslari
kahverengi tonlarinda boyandilar (Sekil 4.30). Bu grupta ortalama VDR (+) hiicre sayisi
8 olarak tespit edildi (Tablo 4.5). Kesitlerde pozitif boyanan hiicrelerin yogunlugunun

49



kontrol grubu ile karsilastirildiginda bu grupta istatistiksel olarak anlamli derecede
azaldig1 gozlendi (P<0.05).

=%

Sekil 4.30. MTX grubu. VDR pozitif hiicrelerin goriiniimii (oklar) VDR X400.
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Metotreksat+D vit grubu

Bu grupta ortalama folikiil sayis1 primordiyal folikiil 86, primer folikiil 29.5,
sekonder folikiil 16.5, graaf folikiil 79, korpus luteum 64.5, atretik folikiil 20.5 olarak
olgiildii (P<0.05) (Tablo 4.3, Sekil 4.45). MTX ve diger gruplar ile karsilastirildiginda
folikiil sayis1 bakimindan gruplar arasinda fark gézlenmedi (P>0.05). (Sekil 4.31).

% 4% BT

s

Sekil 4.31. MTX+D grubu. Ovaryum dokusunun genel histolojik goriiniimii MT X40

MTX grubuna benzer sekilde bazi follikiillerin graniiloza hiicrelerinde
vakuolizasyonlar ve antral bosluklarinda 6l graniiloza hiicre artiklari gozlendi (Sekil
4.32).
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bosluklarinda dejenere graniiloza hiicre artiklarinin (yildiz) goriintimii. H-E X400.

Yine MTX grubuna benzer sekilde bazi folikiillerde oositi ¢evreleyen zona
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Sekil 4.33. MTX+D grubu. Bozulmus zona pellusidanin goriiniimii (oklar) MT X400.
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Bu grupta ayrica MTX grubunda goriilen over stromasindaki bag doku artis1 ve

hafif infalamatuvar hiicre birikiminin (Sekil 4.34) izlenmeye devam ettigi tespit edildi.
\ : "'.. P .‘. - _\‘l' ¥ v

inflamatuvar hiicre birikimi (oklar). MT X400.

Ayrica bu gruptada graniiloza hiicrelerinde apoptotik cisimlere rastlandi.
Apoptotik hiicreler, etraflarindaki hiicrelerden belirgin bir halo ile ayrilan eozinofilik

sitoplazmasi ve piknotik niikleusu ile ayirt edildi (Sekil 4.35).
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Sekil 4.35. MTX+D grubu. Apoptotik hiicrelerin goriiniimii (oklar). H-E X1000.
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Dikkat ¢eken diger bir bulgu, graniiloza hiicreleri arasinda mitotik arreste giden

hiicrelerin goriilmesiydi (Sekil 4.36, Sekil 4.37).

v

Sekil 4.37. MTX+D grubu. Mitotik arreste giden hiicrelerin goriiniimii (oklar) H-E
X1000.

Toluidin mavisi boyama metodu uygulanan kesitlerde, mast hiicreleri menekse

renginde boyanan graniilleri ile ayirt edildi (Sekil 4.38). Bu grupta ortalama mast hiicre

54



sayist 15.5 olarak tespit edildi (Tablo 4.4, Sekil 4.46). Kesitlerde pozitif boyanan mast
hiicre yogunlugunun MTX grubu ile karsilastirildiginda aradaki farkin istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 g6zlendi (P>0.05).

Sekil 4.38. MTX+D grubu. Mast hiicrelerin goriiniimii (oklar) Toluidin mavisi X400.

Kaspaz-3 immiin boyama yontemi ile pozitif immiinorektivitede bulunan
hiicrelerin sitoplazmalar1 kahverengi tonlarinda boyandilar (Sekil 4.39, Sekil 4.40). Bu
grupta ortalama kaspaz-3 hiicre sayis1 43.4 olarak tespit edildi (Tablo 4.5). Kesitlerde
pozitif boyanan hiicrelerin yogunlugunun MTX grubu ile karsilagtirildiginda bu grupta
istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig: gozlendi (P<0.05).
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Sekil 4.39. MTX+D grubu Kaspaz-3 pozitif hiicrelerin goriiniimii (oklar) Kaspaz-3
X200.

c. :\

X400.
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VDR immiin boyama yontemi ile pozitif reaksiyon gosteren hiicrelerin niikleuslari
kahverengi tonlarinda boyandilar (Sekil 4.41). Bu grupta ortalama VDR (+) hiicre sayist
45 olarak tespit edildi (Tablo 4.5). Kesitlerde pozitif boyanan hiicrelerin yogunlugunun

MTX grubu ile karsilastirildiginda bu grupta istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1
gozlendi (P<0.05).

: .
Sekil 4.41. MTX+D grubu VDR pozitif hiicrelerin goriiniimii (oklar) VDR X400.

Tablo 4.3. HE boyama metodu uygulanmis kesitlerde folikiil sayimi

Kontrol D Vit MTX MTX+D p
Primordiyal Folikiil 58(6-125)  68.5(51-174) 75(44-144)  86(15-152) 0.429
Primer Folikiil 24.5(0-54)  31(18-59) 22(2-56) 29.5(15-56) 0.320
Sekonder Folikiil 23(0-46) 25(22-58) 27(1-47) 16.5(6-55) 0.245
Graaf Folikiil 27%(0-58) 34.5%(30-51) 44%(10-90)  79°(37-110) 0.013
Korpus Luteum 38.5(18-68) 58(17-87) 68(29-101)  64.5(22-115) 0.076
Atretik Folikiil 2.5%0-11)  7.5%2-18) 24°(6-58) 20.5°(12-26) <0.001

*Farkl1 list simgeye sahip gruplar arasindaki fark anlamli bulunmustur.
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Sekil 4.42. Gruplar aras1 primordiyal folikiil sayis1

® Primer Folikiil ™ Sekonder Folikiill ™ Graaf Folikiil
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KONTROL VITAMIN D MTX+D

Sekil 4.43. Gruplar aras1 primer, sekonder, graaf folikiil sayis1
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Sekil 4.44. Gruplar arasi korpus luteum ve atretik folikiil sayis1
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Sekil 4.45. Gruplar aras1 primordiyal, primer, sekonder, graaf, korpus luteum sayi1s1
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Tablo 4.4. Toluidin mavisi ile mast hiicresi degerlendirme

Kontrol D vit MTX MTX+D p

Mast Hiicresi 3.5(1-74) 7(1-31) 13(6-37) 15.5(1-67) 0.263

Gruplar arasinda anlamli fark bulunamamustir.

H Mast Hicresi

u
a
~
w
MTX

KONTROL VITAMIN D MTX+D

Sekil 4.46. Gruplar arasi mast hiicre sayisi

Tablo 4.5. VDR ve Kaspaz-3 immiinhistokimyasal degerlendirme

Kontrol VD MTX MTX+D p
VDR
. 22% (8-39) 67° (50-96) 82 (4-39) 45% (23-61) 0.012*
immiinhistokimya
Kaspaz-3
] 317 (8-94) 662 (39-91) 155 (80-163) 457 (23-61) 0.008*
immiinhistokimya

*Farkli {ist simgeye sahip gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur.
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TOS, TAS, AMH, VD, Ca, P, FSH, LH ve ostrojen, seviyelerinde elde edilen
bulgular Tablo 4.6’da verilmistir.

Yapilan degerlendirmeler sonucunda MTX verilen siganlarda oksidatif hasarin
gostergesi olan Total oksidan stres (TOS) kontrol ve diger tiim gruplara gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde arttigi izlendi (p=0.017). Bu bulgulara ilaveten VD
uygulamasinin MTX’1n neden oldugu TOS artisin1 azalttig1 fakat bu diisiisiin istatistiksel
olarak anlamli diizeyde olmadig1 gézlendi (P>0.05).

Total antioksidan stres (TAS) yoniinden gruplar arasinda anlamli fark izlenmedi
(P>0.05).

Serum FSH, LH, 6strojen, progesteron, AMH seviyesi yoniinden gruplar arasinda
istatiksel fark gézlenmedi (P>0.05).

Serum VD seviyesinin MTX uygulanan si¢anlarda VD gruplarina gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde azaldig1 kontrol grubuna gore ise arttig1 gézlendi (P<0.001). VD
ve MTX+D gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi. Serum Ca ve P seviyesi yoniinden
gruplar arasinda fark izlenmedi (P>0.05).
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Sekil 4.47. Gruplar arast TAS ve TOS analizlerinin degerlendirilmesi
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Sekil 4.48. Gruplar aras1 FSH, LH, Ostrojen, AMH analizlerinin degerlendirilmesi
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Sekil 4.49. Gruplar aras1 VD, Ca, P analizlerinin degerlendirilmesi

63



5. TARTISMA

Cocukluk caginda ve reprodiiktif donemde uzun stireli kemoterapdtik ajan
kullanim1 over yetmezligi ve infertilite gibi cesitli komplikasyonlara yol agabilmektedir
(2). Bu nedenle kemoterapi alan hastalarda infertiliteyi Onleme yOntemlerinin
arastirtlmasi giderek daha 6nemli hale gelmektedir (48).

Metotreksat temel olarak neoplazmalarda kullanilan bir folik asid antimetabolitidir
ve yapisal olarak folik asite benzerlik gostermektedir (49). DNA, RNA, protein ve pekgok
hiicre bilesigindeki sentez mekanizmalarinin adimlarinda substrat veya koenzim gibi
cesitli rollere sahip olan antimetabolitler dogal metabolitlerin analogudur.
Antimetabolitler, yiiksek bolinme o6zelligine sahip tiimorlere karst kullanilir (4).
Metotreksat bu etkilerini DHF’1, THF’a ¢eviren DHFR enzimini inhibe ederek gosterir
(3, 32). Tetrahidrofolat piirin ve pirimidin sentezinin énemli bir pargasi olan timidilatin
tiretiminde gorevlidir (50). Piirin ve pirimidin niikleotidleri DNA ve RNA
replikasyonunda gorev alirlar. Bu nedenle MTX, THF eksikligine sebebiyet vererek temel
olarak piirin, pirimidin metabolizmas1 ve DNA sentezini i¢eren pek ¢ok metabolik islevi
engeller. MTX’in, metabolik islevleri etkilemek tizere yaptigi degisiklikler ile hem tedavi
edici etkileri hem de toksik etkileri bulunmaktadir (4).

Ektopik ve molar gebelik tedavilerinde siklikla kullanilan MTX’in serbest oksijen
radikallerini ve proinflamatuvar molekillerini artirdigi saptanmistir (51). MTX’in ayni
zamanda gonadotoksik oldugu ve yumurta folikiillerinin sayisim1 azalttigi yapilan
calismalarda gosterilmistir. Bu sebeple 6zellikle geng hastalarda kisirliga neden oldugu
diistiniilmektedir (2, 52). Ektopik gebelik tedavisi i¢in kullanilan diisik doz MTX,
yumurtalik rezervini etkilemese de kemoterapide yliksek doz MTX kullaniminin overler
tizerine olumsuz etkileri oldugu bilinmektedir (53). Calismamizda tek yiiksek doz MTX
uygulamasinin ovaryum dokusunda sebep oldugu hasari histopatolojik ve biyakimyasal
parametreleri degerlendirerek incelemeyi planladik.

Vitamin D’nin viicutta Ca/P homeostazisini regiilasyon o6zelligine karsin anti-
oksidatif ve anti-inflamatuar 6zellikleri de bulunmaktadir (6, 7). Vitamin D reseptorii
VDR viicutta pek c¢ok hiicrede bulunur. Yapilan c¢aligmalarda over dokusunda,
endometriyumda, fallop epitelinde ve plasentada VD eksprasyonunun oldugu
gosterilmistir (54, 55). D vitamininin disi si¢anlarin {ireme Kkapasitesi tizerindeki

etkilerine iliskin herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu sebeple yapmis oldugumuz
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calisgmamizda, VD‘nin MTX e bagli ovaryum toksisitesi tizerine etkilerini histopatolojik,
immunohistokimyasal ve biyokimyasal parametrelerde detayli olarak arastirmayi
amagladik.

Yapilan ¢alismalar, MTX 1 neden oldugu bir¢ok yan etkinin reaktif oksijen
radikallerinin (ROS) sebep oldugu oksidatif hasar nedeniyle meydana geldigini
gostermistir (56-59). MTX’in ovaryumda sebebiyet verdigi oksidatif hasarin ve VD’nin
koruyuculugunun belirlenmesi i¢in ¢alismamizda serumdan alinan 6rneklerde oksidatif
hasar ve antioksidan etkinligin gdstergesi olan TOS ve TAS biyokimyasasal belirtegleri
degerlendirilmistir. Daha Onceki c¢alismalarin degerlendirmeleri sonucu olarak MTX
verilmesinin ardindan lipid peroksidasyon seviyesinde artisa ve antioksidan seviyesinde
diislise sebebiyet verdigi rapor edilmistir (60). Ata ve ark. yapmis olduklar1 ¢aligmada,
siganlara MTX uygulamasinin MDA diizeyini artirdigini, antioksidadif parametrelerden
tGSH ve SOD diizeylerini ise azalttigini belirtilmislerdir (61). ROS birikiminin niikleer
ve sitoplazmik olgunlagsmayi engelledigi ve hiicre 6liimiine yol agtigi bilinmektedir (62).
Yapmis oldugumuz ¢alismada, MTX grubunda TOS seviyesinin kontrol ve diger gruplara
gore anlamli olarak arttigi, TAS seviyesinin ise diger gruplarla benzer oldugu izlendi.
Mokhatari-Zaer ve ark. ti¢ farkli VD dozu (100 IU/kg, 1000 IU/kg, 10.000 IU/kg) ile
uyguladiklar1 21 giinliik deney sonucu, VD uygulamasinin hasar grubunda artan MDA
seviyesini azalttigini, antioksidadif parametrelerden CAT ve SOD diizeylerini ise
arttirdigint rapor etmislerdir (63). Yapmis oldugumuz calismada MTX+D grubunda
MTX grubuna gore TOS seviyesinin diistiigiinii fakat bu disiistin istatistiksel olarak
anlamli olmadig tespit ettik.

Yapilan bir¢cok ¢aligmada MTX uygulamasinin viicut ve over agirliklarinda
azalmaya neden oldugu gosterilmistir (64). Benzer olarak Karri ve ark. yapmis oldugu
calismada MTX’e maruz kalmig grup ile kontrol grubu kiyaslandiginda viicut agirliklar
ve over agirliklari yoniinden anlamli bir azalmanin oldugunu ileri siirmiiglerdir (65).
Yapmis oldugumuz c¢alismada ise deney Oncesi ve deney sonrast kilo alimi
degerlendirildiginde MTX’e maruz kalmis gruplarda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli bir kilo kaybinin olmadig1 ayrica over agirliklar1 yoniinden de gruplar
arasinda anlamli bir farkin bulunmadig: tespit edildi. Behmanesh ve ark. yapmis oldugu
calismada VD ile tedavi edilen PKOS’lu siganlarda ovaryum agirliginin arttigini rapor
etmiglerdir (66). Calismamizda gruplar arasi ovaryum agirliklar1 farki agisindan
karsilagtirildiginda MTX+D grubu hari¢ gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamigtir
(P>0.05).

65



Ovaryum rezervi folikiilogenez ve steroidogenez fizyolojik siireglerini
tamamlamak tizere folikiillerin kantitatif ve kalitatif durumunu gosteren ve ovaryumun
potansiyel yetisini belirleyen bir tanimdir. Primordiyal folikiil havuzu, over rezervinin
tespiti i¢in kullanilan en 6nemli Olg¢ektir (67, 68). Yapilan cgalismalarda yumurtalik
rezervinin  degerlendirilmesi amaciyla c¢esitli yontemler kullanilmistir. Bunlar
primordiyal folikiil sayimi, serum AMH, FSH, LH, ostrodiol, progesteron seviye
Ol¢timiidiir (69).

Calismamizda H-E ile boyanmis histolojik kesitlerde folikiil sayilar1 hesaplanarak
gruplar arasi karsilastirma yapildi (43). Gol ve ark. disi farelerde yiiksek doz MTX
uygulamasinin primordiyal folikiil {izerindeki etkisini arastirmis ve primordiyal folikiil
sayisinin MTX grubunda azaldigini tespit etmislerdir (70). Ata ve ark. Wistar albino
ratlardaki MTX ovaryum hasar1 bakildiginda dejenere sekonder folikiillerin sayisindaki
artis ve 60demli yapilarin varligi goriilmiistiir. Diger yandan yapilan bazi ¢alismalarda
MTX in over rezervi ve fertilite lizerine olumsuz etkilerinin bulunmadigi rapor edilmistir
(72). Calismamizda MTX grubunda primordiyal folikiil sayilarinda azalmanin olmadigi
(Sekil 4.41), atretik folikiil sayisinin MTX grubunda arttigint gézlemledik (P<0.001)
(Sekil 4.43). Ayrica histolojik olarak kesitlerde atreziye giden folikiillere 6zgii morfolojik
deformasyonlarin bulgularia ulasildi (Sekil 4.18). Dejenere folikiillerde graniiloza
hiicreleri arasinda yan yiiz baglantilarinin kaybina bagl olarak hiicresel ayrigmalar ve
graniiloza hiicrelerinde vakuolizasyonlar gozlendi (Sekil 4.19). Baz1 folikiillerde oositi
gevreleyen zona pellusidanin yapisinin bozuldugu ve diizensizlestigi ayrica antral
bosluklarinda 6lii graniiloza hiicre artiklarr oldugunu izledik (Sekil 4.20). Dikkat ¢eken
diger bulgular over stromasindaki bag dokusu artis1 ve inflamatuvar hiicre birikmesiydi
(Sekil 4.21). Ayrica graniiloza hiicrelerinde apoptotik cisimlere ve graniiloza hiicreleri
arasinda mitotik arreste giden hiicrelere rastladik (Sekil 4.24, Sekil 4.25).

Anti-miilleryan hormon (AMH) pitiiiter FSH nin etkisiyle ve overyan graniiloza
hiicrelerinden preantral ve kiigiik antral folikiillerden salinim yaptig1 gosterilmistir. AMH
baskin follikiil i¢in segilebilecek biiyiikliige ve degisim evresine gelene kadar sentezi
devam eder. Insanlardaki siireci follikiilin 4-6 mm c¢apa sahip olmasina kadar
stirmektedir. AMH teka hiicresi ve atretik follikiillerden sentezlenmemektedir (73). Son
caligmalarda preantral, ge¢ pre-antral ve preovulatuar follikiillerde AMH mRNA
seviyelerinin oositin gelisim evreleriyle paralel olarak diizenlendigi, AMH nin intra ve
inter-follikiiler koordinasyonda oOnemli gorevleri oldugu gosterilmistir (74). AMH

sentezini regiile eden hiicresel aktiviteler kesin olarak anlagilamamistir. AMH’nin

66



graniiloza hiicreleri tizerinde reseptorlerinin tespit edilmesi overyan fizyolojisinde roli
bulundugunu diisiindiirmektedir (75). Angin ve ark yapmis olduklari ¢alismalarinda
MTX uyguladiklar1 gruplarda AMH seviyesinin kontrol grubuna gore diistiigiinii rapor
etmislerdir (76). Benzer sekilde, Ulug ve Oner yaptiklar1 ¢alismada tek doz 50 mg MTX
uygulanan disi sicanlarda AMH seviyesinin distiigiinii rapor etmislerdir (77). Diger
yandan, Oriol ve ark. 25 kadin hastada ektopik gebelik i¢in kullanilan 1mg/kg MTX’in
AMH diizeyi iizerine etkisini incelemis ve MTX 0Oncesi serumdaki AMH seviyesinin
tedavi sonrasi degismedigini bulmuslardir (72). Bizde ¢alismamizda gruplar arasinda
AMH degerleri arasinda farkin olmadigini tespit ettik.

Calismamizda graniiloza hiicrelerindeki hasari tespit etmek i¢in Serum dstrojen
diizeyleri 6l¢iildii ve MTX grubu kontrol ve diger gruplar ile kiyaslandiginda 6strojen
seviyesinin benzer oldugu gozlendi. Ayrica FSH, LH ve progesteron sonuclar
degerlendirildiginde gruplar arasinda fark olmadig: goriildii. Shamberger ve ark. klinik
calismasinda osteosarkom hastalarma yiiksek doz MTX tedavisinden sonra ovaryum
fonksiyonlarma bakilmis ve serum FSH, LH, dstrojen, progesteron hormon seviyesinde
bir degisiklik olmadigini rapor etmislerdir (78).

MTX trofoblast hiicreleri, kan kok hiicrelerini ve gonadal hiicreler gibi hizla
boliinen hiicreleri 6zellikle etkiler (79, 80). Yapilan deneysel hayvan galismalarinda
MTX’in hiicrelerin metafazda durmasina neden oldugu gosterilmistir (69). Benzer sekilde
calismamizda graniiloza hiicreleri arasinda mitotik arreste giden hiicrelerin oldugunu
gozlemledik.

Calismamizda 151tk mikroskobik olarak over stromasi igerisinde cok sayida
apoptotik hiicrelere rastladik. Buna ilaveten yaptigimiz calismada apoptotik hiicreler,
immiinohistokimyasal metot olan kaspaz-3 immiinoreaksiyonu Kullanilarak belirlendi.
Kaspazlar, hiicre intihar1 olarak bilinen apoptoz siirecinde temel rol alan sistein-proteinaz
grubu enzimlerdir ve apoptoz sirasinda meydana gelen bazi hiicresel degisiklikler bu
enzimlerin etkin oldugu durumlar sonucunda gerceklesir (81).

Ovaryum kesitlerinde yapilan mikroskobik degerlendirme sonucu, apoptotik
hiicrelere antral folikiiller, graaf folikiilii, olgun korpus luteum ve gerilemis korpus
luteumda rastlanmistir. Antrum olusmasinda, ovulasyonun gerg¢eklesmesinde ve korpus
luteumun gerilemesinde hiicrelerin apoptoza ugramasi olagan bir durum olarak rapor
edilmistir (82-87). Carlson ve ark. oksidatif stres ve apoptozisin steroidojenik hiicrelerin
Olmeleri ve korpus luteumun gerilemesinde anahtar rol oynadigini bildirmislerdir. Karri

ve ark. yapmis oldugu c¢alismadaki histolojik goriintiilerde graniiloza hiicrelerinde
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apoptoza giden hiicreler oldugunu goézlemlemislerdir (65). Ural ve ark yapmis olduklari
calismalarinda MTX uyguladiklart grupta kaspaz-3 pozitif hiicre sayisinin istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksek oldugunu rapor etmislerdir (88). Benzer sekilde yapmis
oldugumuz ¢alismada MTX grubu kontrol grubuyla kiyaslandiginda kaspaz-3 pozitif
hiicre sayisinin anlamli olarak arttig1 tespit edildi. Calismamizda MTX ve MTX+D grubu
kiyaslandiginda ise kaspaz-3 pozitif hiicre sayisinin azaldigi gézlendi (P<0.05).

Mast hiicreleri sitoplazmik graniillerinde histamin, heparin, triptaz, kimaz,
eozinofil kemotaktik faktor-A (ECF-A) gibi serin proteinler bulunduran bag dokusunun
immiinolojik hiicrelerindendir. Mast hiicreleri organizmada o&zellikle dig ortam ile
baglantili doku ve organ kompartmanlarinda ve 6zellikle kan damarlar1 yakinlarinda
lokalize olma egilimi gosteren hiicrelerdir (89, 90). Mast hiicreleri, graniillerinde bulunan
siilfatlanmis glikozaminoglikanlarin (heparin) varligi nedeniyle bazik (TB, metilen
mavisi, tiyonin vb.) boyalar ile boyandiginda metakromazi gosterirler (91). Yapilan
caligmalarda, menstural siklusa bagli olarak ovaryum ve uterusta mast hiicresi
dagilimmin farklilik gosterdigi rapor edilmistir (90). Calismamizda, mast hiicrelerini
degerlendirebilmek amaciyla kesitlere Toluidin mavisi boyama yontemi uygulandi.
MTX grubu kontrol grubuyla kiyaslandiginda mast hiicre sayisinin artis gosterdigi fakat
bu artigin istatistiksel olarak anlamli derecede olmadigi gézlendi. MTX ve MTX+D grubu
kiyaslandiginda ise mast hiicre sayilarinin benzer oldugu izlendi.

Calismamizda serum VD diizeyinin MTX uygulanan si¢anlarda kontrol grubuna
gore azaldigr ancak anlamli bir fark olmadigi, fakat VD uygulanan gruplar MTX ve
kontrol gruplariyla karsilagtirildiginda VD seviyesinin istatistiksel olarak anlamh
diizeyde arttig1 gozlendi. Calismamizda serum Ca ve fosfor diizeyi bakimindan ise
gruplar arasinda fark gézlenmedi. Yilmaz ve ark romotoid artrid tedavisi igin MTX
kullanilan hastalar tizerinde yaptig1 klinik calismaya gore MTX kullanan hastalarin serum
Ca ve P seviyesinin degisiklik gostermedigini rapor etmislerdir (92).

Ayrica calismamizda VD  etkinligini  gostermek amaciyla kesitlere
immiinohistokimyasal olarak VDR boyamasi uygulandi. MTX grubunda kontrol grubuna
kiyasla VDR pozitifliginin istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig: tespit edildi.
MTX+D grubunda ise MTX grubuna goére VDR pozitifliginin anlamli derecede arttig1

izlendi.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismanin sonucunda, histopatolojik olarak MTX grubunda folikiil sayilarinda
azalmanin olmadigy, atretik folikiil sayisinin ise MTX grubunda arttigin1 gézlemledik.
Ayrica histolojik olarak Kesitlerde atreziye giden folikiillere 6zgii morfolojik degisiklikler
tespit ettik. Dejenere folikiillerde graniiloza hiicreleri arasinda yan yiiz baglantilarinin
kaybina baglh olarak hiicresel ayrismalar ve graniiloza hiicrelerinde vakuolizasyonlar
izledik. Baz1 folikiillerde oositi gevreleyen zona pellusidanin yapisinin bozuldugu ve
diizensizlestigi ve antral bosluklarinda Olii graniiloza hiicre artiklar1 oldugunu
gozlemledik. Dikkat ¢eken diger bulgular over stromasindaki bag dokusu artis1 ve
inflamatuvar hiicre birikmesiydi. Ayrica graniiloza hiicrelerinde apoptotik cisimlere ve
graniiloza hiicreleri arasinda mitotik arreste giden hiicrelere rastladik. Toluidin mavisi ile
boyanan kesitlerde ise MTX grubunda mast hiicre sayisinin arttigini fakat bu artisin
istatistiksel ~olarak anlamli olmadigin1 tespit ettik. Immunohistokimyasal
degerlendirmede, MTX grubunda kaspaz-3 pozitif hiicre sayisinin arttigi, VDR pozitif
hiicre sayisinin ise azaldigi izlendi. Biyokimyasal analizlerde, MTX grubunda TOS
seviyelerinde artis gozlenirken, AMH, TAS, FSH, LH, Ca, fosfat seviyelerinde ise
degisiklik izlenmedi. Serum VD seviyesinin D vitamini uygulanan gruplarda kontrol ve
MTX gruplarina gore arttig1 tespit edildi.

Histopatolojik olarak VD verilen tedavi grubunda folikiil sayisinda degisiklik
gozlenmezken atretik folikiillerin sayisinin azaldigi fakat bu diisiisiin istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 tespit edildi. Immunohistokimyasal degerlendirmede, MTX+D
grubunda kaspaz-3 pozitif hiicre sayisinin azaldigi, buna karsin VDR pozitif hiicre
sayisinin ise arttigt gozlendi. Ayrica MTX+D grubunda mast hiicre sayisi yoniinden
degisiklik izlenmedi. Biyokimyasal olarak c¢alismamizda VD uygulamasinin MTX’in
neden oldugu TOS artisin1 azalttigi fakat bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli
diizeyde olmadig1 goriildii. TAS, AMH, testosteron, 6strojen, FSH ve LH, Ca ve fosfat
seviyelerinde ise VD uygulamasinin degisiklik yapmadig: tespit edildi.

Sonu¢ olarak bu calisma, MTX’in oksidatif stresi artirarak over hasari
olusturdugunu fakat over rezervinin gostergesi olan primordiyal folikiil sayisinda ve
AMH seviyesinde degisiklige neden olmadigini gosterdi. Diger yandan atretik folikiil ve
apoptotik hiicre sayisinda artisa yol agti. Sicanlara VD uygulamasinin ise tiim

parametreler degerlendirildiginde Kaspaz-3 pozitif hiicre sayisini azaltmasi ve VDR
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pozitif hiicre sayisin1 artirmasi digsinda beklenen iyilestirici etkiyi gostermedigini tespit
ettik. Bununla birlikte, VD nin farkli siire ve dozlarda kullanim sekilleri {izerine daha ileri

caligmalarin yapilmasina ihtiya¢ oldugunu diisiinmekteyiz.
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