T.C
ZONGULDAK BULENT ECEVIT UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
HiSTOLOJI VE EMBRiIYOLOJI ANABILiM DALI

SICANLARDA METOTREKSAT iLE OLUSTURULAN
OVARYAN DOKU HASARI UZERINE KURKUMININ
ETKILERI

NESIiBE KARAOLUK

YUKSEK LiSANS TEZi

TEZ DANISMANI
DR. OGR. UYESI METE KECECI

ZONGULDAK
2022



T.C
ZONGULDAK BULENT ECEVIT UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
HiSTOLOJI VE EMBRiIYOLOJI ANABILiM DALI

SICANLARDA METOTREKSAT iLE OLUSTURULAN
OVARYAN DOKU HASARI UZERINE KURKUMININ
ETKILERI

NESIBE KARAOLUK

YUKSEK LiSANS TEZi

TEZ DANISMANI
DR. OGR. UYESI METE KECECI

ZONGULDAK
2022



ONSOZ

Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali’'nda almis oldugum lisansiistii egitimim siiresince bana
bilgi ve tecriibelerinin yani sira sabir ve anlayislarini esirgemeyen basta tez
danismanim Saym Dr. Ogr. Uyesi Mete KECECI’ye, anabilim dali baskanimiz Sayin
Prof. Dr. Meryem AKPOLAT FERAH‘a ve béliim hocalarimizdan Sayin Dr. Ogr.
Uyesi Habib KHOSVAGHTI’ye sonsuz tesekkiir ve saygilarimi sunarim.

Tez projemin deneysel siirecinde vermis oldugu desteklerden dolay1 Sayimn Vet.
Hekim Osman CENGIL’e ayrica tesekkiir ederim. Tez yazim ve verilerin analizi
siirecinde bilgi ve tecriibeleriyle destegini esirgemeyen Saymn Ogr. Gor. Salih
ERDEM’e tesekkiir ederim.

Akademik egitimim siiresince beni tesvik edip yonlendiren ve manevi
desteklerini hep hissettiren biricik aileme, tim zorlu siire¢lerimde sevgisini ve
destegini hi¢ esirgemeyen calisma arkadasim Mine CAKIR’a ve ders donemimde
birlikte olmaktan mutluluk duydugum tiim arkadaslarima tesekkiir ve sevgilerimi

sunarim.

Bu tez calismasi Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri tarafindan desteklenmistir (Proje No: 2021-98210206-01).

Nesibe KARAOLUK
ZONGULDAK, 2022



OZET

Nesibe Karaoluk, Sicanlarda Metotreksat ile Olusturulan Ovaryan Doku Hasar1
Uzerine Kurkuminin Etkileri. Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi, Saghk
Bilimleri Enstitiisii, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi,
Zonguldak, 2022

Metotreksat (MTX), bazi kanser ve otoimmun hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilan bir folik asit antagonistidir. Artan konsantrasyonlar ve kronik MTX
kullanimi1 DNA sentezi inhibisyonuna ve hiicre i¢i reaktif oksijen tiirleri (ROS)
seviyesinde bir yiikselmeye yol agabilir. Calismamizda MTX kullanan hastalarin
oksidatif strese bagl folikiilogenez siirecinde meydana gelen degisiklikler ve bu
stirecte giiclli bir antioksidan olan kurkuminin etkilerini arastirmak amaglanmistir. Bu
amagla 32 adet Wistar albino tiirli disi sicanlar rastgele segilerek biri kontrol, tigli
deney grubu olmak iizere toplam 4 gruba ayrilmistir. MTX, 28 giin boyunca 0,35
mg/kg/giin dozda i.p yolla grup 3 ve 4 siganlarina uygulanmistir. Grup 4 denekleri 28
giin boyunca 200 mg/kg/giin, intragastrik gavaj yoluyla verilen kurkumin ile tedavi
edilmistir. Deney sonunda sakrifiye edilen deneklerden elde edilen ovaryum
dokusunun histopatolojik analizleri i¢in kesitler alinmis ve ovaryan dokunun ve
folikiillerin genel 6zelliklerini ortaya koyabilmek i¢in Hematoksilen-Eozin (H-E),
Periodik asit-Schiff (PAS) ve Masson’un {i¢lii boyamasi uygulanmistir. Ayrica DNA
hasart ve apoptoz belirteci olarak PARP-1 ve p53 ekspresyon diizeyleri
immiinohistokimyasal yontemle analiz edilmistir. Oksidatif stres belirteci olan
malondialdehit (MDA) ve major antioksidanlardan siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT) analizleri ticari ELISA kitler kullanilarak yapilmistir. Istatistiksel
degerlendirmede parametrik veriler igin One way Anova ve post hoc Tukey testi
yapilmigtir. Parametrik olmayan verilerin analizi i¢in Kruskal-Wallis varyans analizi
kullanilmistir. Tiim degerlendirmeler i¢in p<0.05 degeri anlamli kabul edilmistir.
MTX uygulamas: atretik folikiil sayisini kontrol grubuna goére anlamli diizeyde
artirmistir (p=0.011). Kurkumin tedavisi atretik folikiil sayisint MTX grubuna gore
anlaml diizeyde azaltmistir (p=0.043). Kurkumin tedavisi artmis MDA diizeylerini
(p=0.031) ve azalan SOD degerlerini (p=0.005) MTX grubuna gore anlaml1 diizeyde
degistirmistir. MTX, p53 ve PARP-1 ekspresyonunu grup 1 (p=0.017) ve grup 2’ye
(p=0.002) gore anlamli diizeyde arttirmis, kurkumin tedavisi PARP-1 ekspresyonunu



MTX grubuna gore (p=0.025) anlamli diizeyde azaltmistir. Caligmamizdan ortaya
¢ikan sonuglar MTX’in oksidatif stres hasar1 mekanizmalari ve DNA sentez
inhibisyonu tizerinden folikiilogenez tizerinde olumsuz etkilerinin oldugunu ve bu
olumsuz etkilerin giiclii bir antioksidan olan kurkumin ile tedavi edilebilecegi

gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Metotreksat, Kurkumin, Ovaryum, Oksidatif stres, PARP-1, p53



ABSTRACT

Nesibe Karaoluk, The Effects of Curcumin on Methotrexate-induced Ovarian
Tissue Damage in Rats. Zonguldak Biilent Ecevit University, Institute of Health
Sciences, Department of Histology and Embryology, Master Thesis, Zonguldak,
2022

Methotrexate (MTX) is a folic acid antagonist widely used in the treatment of certain
cancers and autoimmune diseases. Increased concentrations and chronic use of MTX
can lead to inhibition of DNA synthesis and an elevation of intracellular reactive
oxygen species (ROS). In our study, it was aimed to investigate the changes in the
folliculogenesis process due to oxidative stress in patients using MTX and the effects
of curcumin, a powerful antioxidant, in this process. For this purpose, 32 Wistar albino
female rats were randomly selected and divided into 4 groups, one control group and
three experimental group. MTX was administered i.p. to rats of groups 3 and 4 at a
dose of 0.35 mg/kg/day for 28 days. Group 4 subjects were treated with curcumin at
200 mg/kg/day administered by intragastric gavage for 28 days. At the end of the
experiment, sections were taken for histopathological analysis of the ovarian tissue
obtained from the sacrificed subjects, and Hematoxylin-Eosin (H-E), Periodic acid-
Schiff (PAS) and Masson's triple staining were applied to reveal the general
characteristics of the ovarian tissue and follicles. In addition, PARP-1 and p53
expression levels as markers of DNA damage and apoptosis were analyzed by
immunohistochemical method. The analyzes of malondialdehyde (MDA), which is an
oxidative stress marker, and superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), which are
major antioxidant enzymes, were performed using commercial ELISA kits. One way
Anova and post hoc Tukey tests were used for parametric data in statistical evaluation.
Kruskal-Wallis analysis of variance was used for the analysis of non-parametric data.
A value of p<0.05 was considered significant for all evaluations. MTX application
significantly increased the number of atretic follicles compared to the control group
(p=0.011). Curcumin treatment significantly decreased the number of atretic follicles
compared to the MTX group (p=0.043). Curcumin treatment significantly changed the
increased MDA levels (p=0.031) and decreased SOD values (p=0.005) compared to
the MTX group. MTX significantly increased the expression of p53 and PARP-1
compared to group 1 (p=0.017) and group 2 (p=0.002), and curcumin treatment

Vi



significantly decreased PARP-1 expression compared to the MTX group (p=0.025).
The results of our study showed that MTX has negative effects on folliculogenesis
through oxidative stress damage mechanisms and DNA synthesis inhibition, and these

negative effects can be treated with curcumin, a powerful antioxidant.

Keywords: Methotrexate, Curcumin, Ovary, Oxidative stress, PARP-1, p53
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1. GIRIS VE AMAC

Memeli ovaryumlar1 iireme yasamlar1 boyunca folikiillerin biiyilik
cogunlugunun etkin bir sekilde elimine edildigi son derece dinamik bir organdir.
Memeli ovaryumlarinda folikiiler biiyiimeyi ve atreziyi diizenleyen mekanizmalarin
hormonlar (gonadotropinler) tarafindan sistemik olarak diizenlenmelerinin yani sira
bliylime faktorleri, sitokinler ve hiicre i¢i proteinler tarafindan da diizenlendigi agikliga
kavusturulmustur. Ozellikle graniiloza hiicrelerinin, folikiiler biiyiime ve gelisim igin
gerekli molekiillere hizmet etmenin yani sira folikiiler atrezi ile sonuglanan apoptotik
bir siirecle kendilerini 6ldiirerek folikiillerin kaderine karar vermede onemli bir rol
oynadig1 gosterilmistir.

Metotreksat (MTX), romatoid artrit, kanser ve bazi otoimmun hastaliklarin
tedavisinde yaygin olarak kullanilan folik asit antagonistidir ve dihidrofolat rediiktaz
enzim aktivitesini baskilayarak timidilat ve piirin sentezini bloke eder (1). Artan
konsantrasyonlar ve siirekli MTX maruziyetinin hem DNA hem de RNA sentezini ve
ayrica ikincil protein iiretimini inhibe ettigi ve dolayisiyla hem G (1, 2 veya 0) hem de
S fazlarindaki hiicreler i¢in dldiiriicii oldugu gosterilmistir (2). MTX kullaniminin
gastrointestinal sistem bozukluklari, hepotoksitite, kemik iligi siipresyonu ve
ovaryumlarda ciddi yan etkilerinin oldugu bilinmektedir. Ayrica MTX, DNA sentezi
inhibisyonu, antioksidanlarin tiilkenmesi ve mitokondriyal disfonksiyon nedeniyle
hiicre i¢i reaktif oksijen tiirleri (ROS) seviyesinde bir yiikselmeye yol agabilir ve
overlerde histopatolojik degisikliklere neden olabilir. Metotraksatin bu olumsuz
etkilerinde bir antioksidan takviyesinin, MTX ile uyarilan sitotoksititede ovaryum ve
oositler iizerindeki histopatolojik etkisini 6nleyebilecegini diisindiirmektedir.

Poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP-1), ADP-ribozun hedef proteinlere
transferini katalize eden enzimler ailesidir. PARP-1 ailesi kromatin yapisinin
diizenlenmesi, transkripsiyon, replikasyon, rekombinasyon ve DNA onarimi dahil
olmak tizere gesitli hiicresel islemlerde 6nemli bir rol oynar (3). PARP-1, DNA hasar1
yanitinda yer alan, DNA ipligi kirilmalarini tespit eden ve ilk yanit veren ayrica
genomik biitlinliigiin korunmasinda rol oynayan bir niikkleer DNA onarim enzimidir
(4-7). p53 tiimor baskilayicinin ana islevi DNA'daki hasar kalitsal mutasyona
dontistiiriilmeden 6nce anormal veya strese maruz kalan hiicreleri kisitlamaktir. p53,

DNA hasarinin indiiksiyonunun sonucu olarak bir post-translasyonel diizenleyici



mekanizma tarafindan regiile edilir. Ayrica, G1 faz1 blokajin1 indiikleyen ve bdylece
DNA onarimini saglayan bir transkripsiyon faktoriidiir (7,8).

Oksidatif stres, antioksidan savunma sistemi yoluyla ROS iiretimi ve
uzaklastirilmasi arasindaki dengesizligin bir sonucudur (9,10). Serbest radikal
toksisitesini azaltmak i¢in hiicre ve doku diizeyinde endojen antioksidanlar
bulunmaktadir. Bunlar, siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx),
glutatyon rediiktaz, glutatyon S-transferaz, katalaz (KAT), tiyoredoksin rediiktaz,
peroksi redoksinler (Prx) ve NAD(P)H: kinon oksirediiktaz (NQO1) gibi antioksidan
enzimlerdir. Antioksidan savunma sistemi kapasitesinin asilmasi ve siiperoksit
radikalinin ortamda asirt bulunmasi ROS olusmasiyla sonuglanir. Lipit
peroksidasyonu, memeli hiicre zarlarinda bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerinin
serbest oksijen radikalleri tarafindan peroksitler, alkoller, aldehitler, hidroksi yag
asitleri, etan, pentan, malondialdehit (MDA) gibi ¢esitli {irlinlere yikilmasi
tepkimesidir. Endojen ROS, DNA hasarinin ana kaynagidir ve kromozom
kararsizligina, mutasyonlara ve delesyonlarin birikmesine katkida bulunan énemli bir
faktordiir (11). Disiik ROS seviyelerinde p53, hiicrenin hayatta kalmasini saglayan
serbest radikalleri ortadan kaldirmak i¢in antioksidan aktivite sergiler, ancak yiiksek
oksidatif strese yanit olarak hiicre liimiinii indiikleyebilir (12). Son yapilan ¢aligmalar
bazi dokularda ROS'un asir1 iiretiminin ve antioksidan enzimlerin azalmasinin MTX'in
etkileriyle iligkili oldugunu bulmustur (13-15). MTX, lipid peroksidasyonunun ana
iriinii olan malondialdehit (MDA) diizeylerini artirir. Lipid peroksidasyonu, membran
gecirgenliginde azalmaya, norotransmitter-reseptor etkilesiminde azalmaya hiicre
apoptozunun indiiklenmesine neden olur (16-18).

Kurkumin, Curcuma longa bitkisinin rizomlarindan iiretilen dogal polifenol bir
bilesiktir. Yakin zamanda yapilan g¢alismalar Kurkuminin antikanser, antiviral,
antiartritik, antiamiloid 6zelliklerinin yani sira giiglii bir antioksidan ve antiinflamatuar
etkilerinin oldugunu da gostermistir (8,19-22). Kurkuminin bu tedavi edici etkilerinin
molekiiler mekanizmasinda transkripsiyon faktorleri (Nf-kB), endotel hiicre biiyiime
faktorleri, inflamatuar sitokinler ve protein kinazlarin aracilik ettigi bildirilmistir (23—
25). Kurkumin ile yapilan bir c¢alismada benzopren ile indiiklenen P53 aracili
apoptoziste kurkumin’in resvaratrol ile sinerjistik etki gdsterdigi, proapoptotik
proteinlerin ekspresyonlarin1 (cleaved caspase 3, 8 ve 9, cleaved PARP-1, Apafl,
FasL, tBid.) ve P53 aracili germ hiicresi apoptozu ile P53 iliskili gen iiriinii

ekspresyonlarin1 (Fas, FasL, Bax, Bcl2, ve Apafl) azalttigi gosterilmistir (26).



Kurkumin yapisindaki B-diketon grubu nedeniyle antioksidan olarak kabul edilir.
Deneysel hayvan caligmalarinda Kurkuminin siiperoksit radikallerini, hidrojen
peroksit ve nitrik oksit radikallerini inhibe ederek oksidatif stres hasarini engelledigi
bildirilmistir (19,21,27,28).

Yapilan ¢alismalar kronik MTX kullaniminin ROS iiretimini asir1 arttirdigini
ve antioksidan enzim seviyelerini azaltarak oksidatif stres hasarina neden oldugunu
gostermistir.

Bizde c¢alismamizda MTX kullanan hastalarin oksidatif strese bagh
folikiilogenez Siirecini ve bu siiregte giiglii bir antioksidan olan kurkuminin etkilerini

arastirmay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ovaryumlarin Yapisi ve Islevi

Disi tireme sistemi, gonadlardan (ovaryumlar), fallop tiiplerinden, uterus,
serviks, vajina, dis genital bolge ve meme bezlerinden olusur ve yiiksek beyin
merkezlerinin kontrolii altinda hipotalamus-hipofiz-gonadal eksen tarafindan iiretilen
hormonlar tarafindan kontrol edilir (Sekil 1).

Ovaryumlar, uterusun her iki yaninda birer tane olmak {lizere iist pelvik
boslukta bulunan organlardir. Fallop tiiplerinin uglart dogrudan ovaryumlara
baglanmaz, ancak onlara yakin olan karin bosluguna agilir. Her fallop tiipiiniin agiklig
huni seklindedir ve siliyer epitel ile kapli parmak benzeri ¢ikintilar (fimbriae) ile
cevrilidir. Uterus, idrar kesesi ile rektum arasinda uzanan i¢i bos, kalin duvarli, kasl
bir organdir. Uterus gebelikte fetiisiin gelistigi yerdir. Uterusun alt kismi servikstir ve
kiigiik bir ac¢iklik ile vajinal kanalla rahimden disariya agilir.

Ovaryumlar oogenez (fetal déonemde gamet iiretimi), oositin olgunlagmasi,
olgun oositin ¢ikarilmasi (yumurtlama) ve disi steroid hormonlarinin (8strojen ve
progesteron) yani sira peptit hormonu inhibinin salgilanmasi gibi iglevlere sahiptir.
Yumurtlamadan 6nce ovaryumlarin oosit ve endokrin fonksiyonlarinin olgunlagsmasi
tek bir yapida, folikiilde gergeklesir. Yumurtlamadan sonra, artik yumurtasiz olan
folikiil, yalnizca endokrin islevi olan bir korpus luteuma doniisiir. Olgun folikiil antral
stvisini ve yumurtasini bosalttiktan sonra antrum etrafina ¢oker ve hizli bir dontisiime
ugrar. Graniiloza hiicreleri bliylir ve olusan tiim bez benzeri yapiya Ostrojen,
progesteron ve inhibin salgilayan korpus luteum denir. Ostrojen folikiiler fazda esas
olarak graniiloza hiicreleri tarafindan kana salinir. Yumurtlamadan sonra Ostrojen
korpus luteum tarafindan salinir. Diger 6nemli ovaryum steroid hormonu olan
progesteron, yumurtlamadan hemen once graniiloza ve teka hiicreleri tarafindan ¢ok
kiiciik miktarlarda sentezlenir ve salinir, ancak ana kaynagi korpus luteumdur. Bir
peptit hormonu olan inhibin, hem graniiloza hiicreleri hem de korpus luteum tarafindan
salgilanir.

Ovaryum fonksiyonunu kontrol eden ana faktdrler hipotalamik néroendokrin
hiicrelerden Gonadotropin Salgilatict Hormonun (GnRH) pulsatil salgilanmasina
baglidir. Hipotalamustan salinan GnRH, 6n hipofizden Folikiil Uyarict Hormon

(FSH) ve Liiteinizan Hormon (LH) salinimini uyarir. Ovaryum doéngiisii temel olarak



folikiilogenez, ovulasyon, korpus luteum olusumu ve atrezisi seklinde gerceklesir.
Gegici olarak ovaryum dongiisii folikiiler ve luteal faz olmak iizere iki ana asama
icerir. Folikiiler faz, korpus luteum dejenere olduktan hemen sonra baslar, yumurtlama
ile sona erer. Luteal faz yumurtlama ile baslar, korpus luteum dejenere oldugunda
sona erer. FSH, folikiiler fazin erken kisminda artar ve daha sonra siirekli olarak azalir.
LH, folikiiler fazin ¢ogunda sabittir ancak dongii ortasinda artig (LH artis1) gosterir ve
yumurtlamadan yaklasik 18 saat once pik yapar. Bunu, luteal faz sirasinda hizli bir

diisiis ve ardindan daha yavas bir diisiis izler.

Tuba uterina
(Fallop tiipleri)

Uterus ligamenti

am Endometrium
Uterus gﬁvde . Myometrium
Ureter ._gf -Parametrium

isthmus Cervical kanal

Lateral forniks
Cervix

Vajina

Sekil 1. Disi i¢ lireme organlari (29)

2.2. Ovaryum Histolojisi

Ovaryumun en disg kismi tek katli yass1 epitelden kiibige degisen bir germinal
epitel ile sarilmigtir. Ovaryum yiizeyinde bulunan bu epitel tabakasi, embriyoda birkag
kez c¢ogalarak primer ve sekonder cinsiyet kordonlarini yapan peritonal
mezotelyumdan gelistigi i¢in “germinal epitel” (epitelyum germinale) olarak
adlandirilir. Epitelin peritona bakan tarafinda  mikrovilluslar ve az sayida
kinosilyumlar bulunur. Hiicre sitoplazmasinda mitokondri ve bol miktarda pinositoz
vezikiilleri bulunur. Germinal epitel ile korteks arasinda tunika albuginea tabakasi yer

alir. Tunika albuginea tabakasi1 siki bag dokusu yapisinda olup, kollajen lifler yiizeye



paralel demetler olusturmus sekildedir. Damardan fakirdir. Tunika albuginea’nin
hemen altinda ise, folikiillerin goriildiigii korteks olarak adlandirilan kisim ve daha ig
kisimda gevsek bag dokusu yapisinda zengin damar yatagi iceren medulla bulunur
(30-33).

2.2.1. Ovaryum korteksi

Korteks, stroma ve farkli gelisim evrelerindeki ovaryum follikiillerinden
olusur. Stroma kollajen ve elastik lifler, retikiiler lifler ve bag dokusu hiicreleri olan
fibroblastlari igerir . Bu fibroblastlar, hormonal uyarilara diger dokularda bulununan
fibroblastlardan farkli yanit verir. Stromal hiicreler hormon salgilayan teka interna

hiicrelerine doniisebilirler (30-33).

2.2.2. Ovaryum medullasi

Medulla ovaryumun merkez bolgesinde olup kan, lenf damarlar1 ve sinirden
zengin, gevsek bag dokusu yapisindadir. Medullada 6strojen salgilayan epiteloid
intersitisyel hiicreler bulunur. Bu hiicreler biraraya gelerek intersitisyel bezleri
olusturur ve Ostrojen salgilarlar. Yine kii¢iik adaciklar halinde medullada bulunan
hilus hiicreleri de diger epiteloid tip hiicrelerdir. Hilus hiicreleri, testiste bulunan

Leydig hiicrelerine benzerler ve androjen salgilarlar (32,34-36).

2.3. Ovaryum Follikiillerinin Gelisimi (follikiilogenezis)

Folikiilogenez siireci, folikiillerin gelismesinden ve disinin {ireme yasami
boyunca sabit bir aralikta bir veya daha fazla oositin salinmasindan sorumludur.
Ovaryum korteksinin en i¢ kisminda baglar ve gevresine yayilir. Memelilerde folikiiler
gelisim ve yumurtlama siirecleri, hiicresel metabolizmadaki 6nemli degisiklikler
nedeniyle lokal biyokimyasal degisiklikleri igerir (37).

Ovaryum folikiilii gelisimi, folikiilleri se¢mek i¢in koordineli olarak hareket
eden cesitli endokrin, parakrin ve otokrin faktorler tarafindan diizenlenen bir siirectir.
Folikiillerin biiyiik gogunlugu (tiim folikiillerin %99'undan fazlasi) yumurtlama 6ncesi
asamaya ulasamaz, bunun yerine atrezi adi verilen dejeneratif siirecten geger (38).

Hipotalamo-hipofiz-ovaryum ekseninin endokrin mekanizmalari aydinlatildiktan



sonra, graniiloza hiicreleri, folikiiler biiyiime ve atrezi mekanizmalarini inceleyen ¢ok
sayida ¢alismanin ilgi odagi olmustur. in vivo ve in vitro deneylerden, gonadal
steroidler, biiytime faktorleri ve sitokinler dahil olmak {izere graniiloza hiicrelerinden
salgilanan faktorlerin, graniiloza hiicrelerinin hayatta kalmasi ve nihai folikiiler
bliylimesi i¢in gerekli oldugu gosterilmistir. Ayrica, graniiloza hiicreleri, atretik
folikiillerde oositlerden ve teka hiicrelerinden daha 6nce apoptoz gegiren ilk hiicre
popiilasyonlar1 olarak gozlenmis ve bu folikiiler atrezinin baglaticisi olarak rollerini
ortaya koymustur. Simdiye kadar graniiloza hiicrelerinde ifade edilen apoptoz ile
iligkili faktorlerin, folikiiler biiyiime ve atrezinin kesin olarak diizenlenmesi igin ¢ok
onemli oldugu gosterilmistir.

Embriyonik gelisim sirasinda 3. hafta sonunda primordial germ hiicreleri yolk
kesesinden farklilasmamis gonad taslaklarinin bulundugu genital sirta goc eder ve
boliinerek oogoniumlara doniislirler. Oogonium  olarak adlandirilan bu germ
hiicreleri, insanda gebeligin 20. haftasinda mitoz yoluyla 6-7 milyona ulasana kadar
kitlesel olarak cogalir ve skuamoz (yassi) pregraniiloza hiicreleriyle g¢evrili ¢coklu
oogonium igeren esey hiicre yuvalarina doniisiir. Esey hiicre yuvalarina yerlestikten
sonra oogoniumlarda mitoz sona erer ve mayoz boliinme baslar. Oogoniumlar oosit
haline gelir ve oositler mayoz 1’in profazinin diploten asamasinda duraksarlar. Primer
oosit adini alan ve yassi folikiil hiicreleri ile ¢gevrelenmis bu yap1 primordial folikiilleri
olusturur (Sekil 2). Aslinda gebeligin 6-7. ayinda oogonium sayis1 yaklasik 6 milyon
civarindadir. Esey hiicre yuvasinin pargalanmasi ve primordial folikiil olusumu
nedeniyle, yeni doganda yaklasik bir milyon folikiil mevcuttur. Bunlardan sadece
200.000'i puberteye ulasir ve sadece 300'i oviilasyon ile atilir. Bu folikiil kaybinin
nedeni, atrezinin, embriyonik gelisim sirasinda bile diginin tim yagami boyunca

meydana gelen dinamik bir siire¢ olmasidir (30,39).
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Sekil 2. Follikiilogenezis asamalari (40)



2.3.1. Folikiil tipleri

Kortekste histolojik olarak 4 tip folikiil bulunur.
1- Primordiyal Folikiil
2- Primer Follikiil
a.Unilaminar ( tek katmanli) primer Folikiil
b.Multilaminar ( preantral, ¢ok katmanli) primer Folikiil
3- Sekonder (antral) Folikiil
4- Olgun (tersiyer, graaf) Folikiil

2.3.1.1. Primordiyal follikiil

Primordial folikiiller, tek bir yassi hiicre tabakasiyla ¢evrili, zona pellusida
icermeyen, mayoz 1’in profazinda duraksamis bir primer oositten olusur (Sekil 3).
Folikiil igindeki primer oosit yaklasik 25-30 um ¢apindadir.Oosit belirgin 6kromatik
bir niikleus ve bir ya da birkag nukleolus igerir (33). Follikiil hiicreleri arasinda
desmozom ve Gap Junction olusmustur. Tek katli yass1 follikiiler hiicreleri ¢evre bag
dokudan ayiran bazal lamina da olusmustur (41). Bu folikiiller, kadinlarda 40 yila
kadar uzun siire bu durumda kalabilir ve esas olarak stromal kortekste bulunur (42).
Folikiiller ve oosit biiyiimeye basladik¢a, ovaryum korteksinin derinliklerine dogru
hareket eder. Yetiskinlerde her giin birka¢ primordiyal folikiil aktive olur, oosit
biiylimeye baglar ve follikiil hiicreleri boliiniir (43).
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Sekil 3. Primordiyal folikiil (her bir primordial folikiil, ¢evresinde tek bir yassi
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folikiil hiicresi katman1 bulunan bir primer oosit igerir) (44)

2.3.1.2. Primer follikil

Pubertede gonadotropinlerin etkisi ile follikiil hiicreleri once tek katli kiibik
ardindan ¢ok katli kiibik hiicreler halini alarak primer follikiilleri olusturur.Oosit
biiylimesinin en hizli oldugu dénem, folikiiler biiyiimenin birinci evresidir. Primordial
folikiildeki ilk degisiklik, follikiil hiicrelerinin morfolojisinin kiiboidal sekle
dontigmesidir. Oositin ¢ap1 da boyut olarak artar 125-150 um‘ye kadar ulagir ve oosit
biiyilidiikge 6zel proteinlerden olusmus, déllenme i¢in gerekli olan ve oositi ¢cevreleyen

ekstraselliiler bir zar olan zona pellucida'y1r olusturur.



a.Unilaminar ( tek katmanli) primer folikiil

Folikiil, tek bir kiiboidal follikiil hiicresi katmani ile ¢evrilidir (Sekil 4).

Sekil 4. Unilaminar (tek katmanli) primer folikiil (44)

b.Multilaminar ( preantral, ¢ok katmanli) primer folikiil

Follikiiler hiicreler primer follikiiliin graniiloza tabakasini olusturmak i¢in
mitoz ile ¢ogalarak ¢ok katli kiibik hiicreler haline gelirler ve graniiloza hiicreleri
olarak adlandirilirlar. Birbirlerine gap junctionlar ile baglanmistir. Follikiile bu
asamada“multilaminar (preantral, ¢cok katmanli) primer follikiil “ denir.

Graniiloza hiicreleri artarken, Stromal hiicreler de teka folikiili katmanim
olusturur. Teka folikiili iki tabakaya ayrilir. I¢ kisimda bulunan teka interna tabakasi
damardan zengindir ve salgi yapan kiiboidal sekilli hiicrelerden olusmustur. Bu
hiicreler liiteinizan hormon (LH) reseptorlerinden zengindir ve LH uyarimina cevap
olarak ostrojen Onciileri olan androjenleri salgilarlar. Ayrica bunlardan farkli olarak
yine teka internada fibroblastlar ve kollajen lifler de bulunmaktadir. Teka eksterna,
bag dokusu hiicrelerine sahip dig tabakadir. Diiz kas hiicreleri ve kollajen demetleri

icerir. Yer yer ovaryum stromasiyla karigmaktadir (Sekil 5) (30,33,41,42,45,46).
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Sekil 5. Multilaminar (preantral, ¢ok katmanli) primer folikiil (44)

2.3.1.3. Sekonder (antral) folikiil

Folikiil biiyiimeye devam ettik¢e cok katmanli primer folikiil yaklasik 200 pm
capina ulasir. Graniiloza hiicreleri arasinda bosluklar olusur, bu bosluklarda likor
folikiili toplanir ve tek bir bosluk olan yarim ay seklinde follikiil antrumunu olusturur.
Artik folikiile sekonder veya antral follikiil adi verilir. Graniiloza hiicreleri folikiil
duvarinin bir tarafinda yogunlasirlar. Antrumun i¢ine dogru uzanan ve oositi de igeren
bu yapiya “kumulus ooforus “denir. Birtakim graniiloza hiicreleri ise oositi

cevreleyerek korona radiatayi olustururlar (Sekil 6) (30,47,48).

11
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Sekil 6. Sekonder (antral) folikiil (44)

2.3.1.4. Olgun (tersiyer, graaf) folikiil

Gelisim ilerledik¢e her menstural dongiide bir folikiil dominant hale gelerek
olgun folikiil ya da graaf folikiilii (tersiyer folikiil)‘nii olusturur. Graaf folikiilii
yaklasik 2.5 cm c¢apindadir. Oosit bu asamada graniiloza hiicrelerinden olugmus ince
birka¢ sira ile folikiil duvarma baglanir. Teka tabakasi kalinlagmistir, graniiloza
tabakasi ise antrum ile ayn1 oranda biiyiimedigi i¢in daha ince gézlemlenir (Sekil 7).
Hemen ovulasyon oncesi primer oosit folikiil i¢cinde eksantrik bir konum alir ve I.
mayoz tamamlanir. Graniiloza hiicreleri bliylimeye devam eden folikiilde androjelerin
Ostrojenlere dontisiimiinii katalizler. Ovulasyondan 24 saat 6nce hipofizden salinan
luteinlestirici hormon (LH) diizeyinde ani artig olur ve ovulasyon i¢in uyari olusturur.
Ovulasyonun hemen 6ncesinde artik 1. Mayozu tamamlamis olan sekonder oosit 2.
mayoza girer fakat metafazinda durur. 2. Mayoz fertilizasyonun gerceklesmesi ile
tamamlanir ve 2. kutup cismi olusur. Ovulasyon sonrasindan geriye kalan teka ve

graniiloza hiicreleri ise korpus luteumu olusturmak iizere farklilasirlar (33,34,47,49).
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Sekil 7. Olgun (tersiyer, graaf) folikiil (44)
2.3.2. Anti-miillerian hormon (AMH)

Anti-Miillerian Hormon (AMH), Déniistiiriicii Bliyiime Faktori B (TGF-p)
ailesinden, gonadlarin gelisimi ve iiremenin diizenlenmesinde 6nemli role sahip
glikoprotein yapisinda bir hormondur. Miillerian Inhibiting Substance (MIS) olarak da
bilinen Anti-Miillerian Hormon (AMH), ilk olarak 1946'da Alfred Jost tarafindan
erkek fetiiste Miillerian kanallarinin gerilemesine neden olan salgilanmig bir testis
faktorli olarak tanimlanmustir (50,51). AMH, testis farklilasmasinin baslangicinda
Sertoli hiicreleri tarafindan iiretilir ve erkek fetiiste fenotipik cinsiyet farklilasmasinin
ilk belirtisi olan Miillerian kanallarinin (uterus, fallop tiipleri, serviks ve vajinanin {st
kismi1) gerilemesini indiikler. Insanlarda, AMH veya AMH tip II reseptdr geninin
Mmutasyonlari, otozomal resesif interseks bozuklugunun nadir bir formu olan,
Miillerian kanallarinin  gerilememesi ile karakterize kalict Miillerian kanal
sendromuna (PMDS) yol agar (52). Kadinlarda AMH'nin folikiilogenez {izerinde iki
farkl1 etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Ilk olarak, primordial folikiilden primer folikiile

geciste inhibe edici bir rol oynayarak folikiilogenezi negatif olarak diizenler. Ikincisi,
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FSH'a bagl foliikiiler fazda folikiiliin FSH'ye duyarliligin1 azaltarak FSH ile uyarilan
folikiil biiylimesini de inhibe edebilir (53,54). Durlinger ve ark.’nin yaptigi ¢alismada
AMH’nin folikiilogenezde gonadotropinden bagimsiz bir yol izledigi ortaya
konmustur. Calismada in vivo olarak, AMH geni eksikligi olan fareler, kontrol
farelerine kiyasla preantral folikiil asamasindan sonra gelisen folikiiller de dahil olmak
lizere tlim asamalarda biiyiiyen folikiil sayisinda 6nemli bir artis géstermis olup yine
AMH geni eksik farelerden alinan folikiilleri igeren hiicre kiiltlirli ortamina AMH
eklenmesinin, FSH varliginda bile folikiiler bliylimeyi yavaslattigini ve bunun da
AMH'nin FSH'ye bagli graniiloza hiicrelerinin proliferasyonu iizerinde inhibe edici bir
etkisi oldugunu ortaya koymustur (54). AMH'nin inhibitor etkisi esas olarak FSH
tarafindan indiiklenen folikiiler biiylime fonksiyonlarindan, ozellikle aromataz
indiiksiyonunu etkiler. AMH nin bu inhibitor etkisi giderek azalir ve FSH tarafindan
aromatazin indiikklenmesine izin verir ve bunun sonucunda dstradiol sentezi artar. Bu
da biiylik antral folikiillerde AMH sekresyonunun hizla tiikenmesine yol agar (55).
Boylece asir1 folikiiler biiylimeyi engelleyerek, folikiilogenezde sinirlart belirler ve
folikiil rezervinin hizla tiikenmesini engeller (56).

Ovaryumlarda AMH, primer folikiillerde daha az olmak iizere preantral ve
antral folikiilerin graniiloza hiicreleri tarafindan eksprese edilir. FSH’a bagli fazdan
sonra ise preovulatuar folikiillerin kiimiiliis hiicrelerinde bir miktar eksprese
edilmesine ragmen, AMH ekspresyonu kaybolur. Ayrica atretik folikiillerde ve korpus
luteumda da AMH ekspresyonu yoktur. 8 mm'ye kadar olan folikiillerde artan AMH
ekspresyon seviyeleri tespit edilir ve >8 mm olan folikiillerde ekspresyon yoktur. Bu
ekspresyon paterni, folikiiler sividaki AMH konsantrasyonlar1 ile pozitif olarak
koleredir ve 8 mm'ye kadar folikiillerde en yiiksek seviyeleri gosterirken daha sonra
keskin bir diigiis gosterir (57). Bu 6zel ifade modeline dayanarak yapilan ¢aligmalarda,
AMH'nin, primordial folikiil alimin1 ve biiyliyen folikiillerin FSH duyarliligini inhibe
edici bir sekilde diizenleyen ovaryan biiylime faktorlerinden biri oldugu ve serum
AMH seviyelerinin biiyliyen folikiil sayis1 ile iligkili oldugu gosterildigi igin
AMH’nin, ovaryan folikiiler rezervin tahmin edilmesinde bir belirteg olarak

kullanilabilecegi 6ne siiriilmiistiir (58).
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2.4. Metotraksat

Metotreksat (MTX), dihidrofolatin tetrahidrofolata dontisiimiinii katalize eden
bir enzim olan dihidrofolat rediiktaz enziminin inhibisyonuna neden olan bir folat
antagonistidir (Sekil 8). Metotreksat benzersiz antiproliferatif, antimetabolik ve anti-
inflamatuar 6zelliklere sahip oldugu i¢in ¢esitli maligniteleri ve sistemik otoimmiin
hastaliklar tedavi etmek i¢in kullanilir (59). Romatoid artrit tedavisinde genellikle

diisiik doz metotreksat yaygin olarak tercih edilmektedir (60,61).
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Sekil 8. Metotreksatin kimyasal formiilii (62)

Metotreksat (MTX) hiicreye indirgenmis folat tasiyicisi (RFC1) ve bir folat
reseptorii (FR) ile reseptor aracili endositoz yoluyla girer. MTX, folik poliglutamat
sentaz (FPGS) tarafindan poliglutamatlanir (MTX(Glu)n). MTX'in poliglutamatlari,
MTX'e kiyasla iistlin bir antifolat ajandir ve dihidrofolat rediiktazt (DHFR) oldukca
giicli bir sekilde geri doniisiimsiiz olarak inhibe eder. Ayrica, MTX, timidilat sentaz
ve GART/ATIC (fosforibosilglisinamid formiltransferaz / 5-aminoimidazol-4-
karboksamid riboniikleotid formiltransferaz IMP siklohidrolaz) gibi diger enzimlerin
inhibisyonunu indiikler, sonugta de novo timidilat ve piirin sentezlerini bloke eder. y-
glutamil hidrolaz (y-GH) glutamat kalintilarimi MTX'ten uzaklastirirken, ATP
baglayici kaset (ABC) tastyicilart MTX'in hiicreden atilmasina yardimci olur (63,64)
(Sekil 9). Metotreksat poliglutamatlar, dihidrofolik asidin tetrahidrofolik aside
doniistimiinii katalize eden ¢ok 6nemli bir enzim olan DHFR’yi inhibe eder. Cesitli

metabolik islemler i¢in gerekli olan folatlar, tetrahidrofolattan elde edilir (65). Folatlar,
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metionin, plirinler ve timidilat olusumu i¢in gerekli olan 'tek karbon' birimlerinin
transferini kolaylastirir (66). Tetrahidrofolat eksikligi, 6nemli yardimci faktorlerin
mevcudiyetini azaltarak DNA ve RNA sentezini engelleyebilir (67). MTX, antitimoér
etkilerini birgok kanserde apoptoz indiiksiyonu yoluyla gosterir (68-70).

Timidilat = : Pirin
Sentezi Sentezi

Sekil 9. Metotreksatin etki mekanizmasi (64)

MTX gibi kemoterapi ilaclar1 esas olarak kanser hiicrelerinin ¢ogalmasin
engellemek icin kullanilsa da, ayn1 zamanda saglikli dokulari ve hiicreleri de
etkileyerek hem somatik hem de lireme hiicrelerinde islevsel bozukluklara neden olur
(71,72). Cesitli otoimmiin ve inflamatuar bozukluklarda yaygin kullanimina ragmen,
diisiik doz MTX ilag toksisitesinden muaf degildir. MTX ile ilgili en yaygin advers
reaksiyonlar gastrointestinal belirtiler (bulanti, kusma, stomatit, istahsizlik) ve
hepatotoksisitedir (73). Genel olarak, MTX tedavisinin kesilmesinin ana nedeni
etkinlik eksikligi degil, toksisitedir (73). Dikkatli ve uygun hasta izlemesi (kan hiicresi
sayimi, karaciger enzimleri, kreatinin) periyodik olarak yapilmalidir ve bunun MTX

kullanimuyla iliskili riskleri en aza indirdigi goriilmektedir (74).
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MTX toksisitesinin mekanizmalar1 belirsizligini korumaktadir. Sitopeni,
gastrointestinal intolerans ve stomatit gibi baz1 toksisiteler, folat eksikligi belirtilerini
taklit eder ve folik veya folinik asit takviyesi ile 6nlenebilir veya hafifletilebilir (75).
Folat eksikligi ile iligkili olmayan toksisiteler arasinda nodiiloz, pulmoner fibroz,
uyusukluk, yorgunluk ve bdbrek yetmezligi yer alir (76). MTX'in molekiiler etki
mekanizmalarmin anlasilmasi, MTX ile iliskili toksisitelerin ¢ogunu agiklamaya
yardimci olabilir (76). Kronik MTX uygulamasimnin bobrek dokusunda MTX
poliglutamatlarinin birikmesine ve oksidatif streste artis yaparak ciddi glomeriiler ve
tiibiiler hasara neden oldugu gosterilmistir (77). MTX kaynakli karaciger hasari,
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu ile ilgili olabilir. MTX'in siganlarda karaciger
dokusunda lipid peroksidasyonunu artirarak ve antioksidan enzimlerin seviyesini
azaltarak oksidatif doku hasarina neden oldugu gosterilmistir (78).

MTX ile indiiklenen apoptozda reaktif oksijen tiirleri (ROS), ¢ok 6nemli bir rol
oynar (79). MTX’1n immiinosupresif etkilerinin dnemli bir mekanizmasi olarak redoks
degistirici Ozellikleri 6ne siiriilmiistiir (80,81). Diisiik doz MTX'in, reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) tiretimi kaynakli T hiicrelerinin apoptozunu indiikledigi bulunmustur
(80,81).

ROS sadece hiicre 6liimiiyle ilgili degildir, ayn1 zamanda sitokin {iretiminin
baskilanmas1 ve hiicre proliferasyonu gibi farkli hiicre fonksiyonlarin1 da modiile eder
(80). MTX ile indiiklenen ROS olusumuna tetrahidrobiopterin tiikenmesi aracilik
edebilir. MTX, DHFR 'nin giiclii bir inhibitortidiir. DHFR, dihidrobiopterinin nitrik oksit
sentazlar (NOS'lar) tarafindan NO sentezi i¢in gerekli bir kofaktdor olan
tetrahidrobiopterine indirgenmesini katalize eder (82). Tetrahidrobiopterinin tiikenmesi

NOS'u ayirarak NO sentezinin kaybina ve ROS iiretiminde artisa neden olur (82).

2.5. Apoptoz

Apoptoz hiicrelerin genetik olarak belirlenmis eliminasyonunu igeren
“programlanmis” hiicre 6liimiiniin ayirt edici ve dnemli bir modu olarak kabul edilir.
Apoptoz normal olarak gelisme ve yaslanma sirasinda ve dokulardaki hiicre
popiilasyonlarim1 korumak i¢in bir homeostatik mekanizma olarak ortaya cikar.
Apoptoz ayrica bagisiklik reaksiyonlarinda veya hiicreler hastalik veya zararli ajanlar
tarafindan hasar gordiigiinde oldugu gibi bir savunma mekanizmasi olarak da ortaya

¢ikar. Apoptozu tetikleyebilecek hem fizyolojik hem de patolojik ¢ok ¢esitli uyaran ve
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kosullar olmasina ragmen, tiim hiicreler ayni uyarana yanit olarak mutlaka
Olmeyecektir. Radyasyon veya kanser kemoterapisi igin kullanilan ilaglar, bazi
hiicrelerde DNA hasarina neden olur ve bu da p53'e bagl bir yoldan apoptotik 6liime
yol agabilir (83).

Prensipte, apoptozu baslatan iki alternatif yol vardir; hiicre yilizeyindeki 6liim
reseptorleri aracili ekstrinsik yol ve digeri mitokondri aracili 'intrinsik yol' olarak
adlandirilir. Her iki yolda da, hiicresel substratlar1 parc¢alayan sistein aspartile-spesifik
proteazlar (kaspazlar)’in aktivasyonu apoptozun oOzelligi olan biyokimyasal ve
morfolojik degisikliklere yol agar (83).

Ekstrinsik (6liim reseptor aracili) yol hiicre yiizeyinde bulunan o6liim
reseptorlerine (Fas, TNFR, DR5) FasL, TNF-alfa, TRAIL(Tumor necrosis factor-
related apoptosis-inducing ligand) baglanmas: sonucunda baslar (84). Intrinsek veya
mitokondriyal seviyedeki oliim ise mitokondriyal membranin uyarilmasiyla (heniiz
tam olarak tanimlanmamistir) baglatilir ve mitokondrinin intermembrandz
boslugundan sitokrom c ve diger apoptojenik faktorlerin salinmasiyla ilerler. Sitozolde
sitokrom ¢, APAF1 (apoptotik proteaz aktive edici faktor-1), ATP ve inaktif baslatici
kaspaz prokaspaz-9 ile bir kompleks olusturur. Apoptozom olarak bilinen bu kompleks
icinde kaspaz-9 aktive edilir (85). Ek olarak T-hiicresi aracili sitotoksiteyi ve perforin-
granzime bagli hiicre 6liimiinii igeren ek bir yol daha vardir. Perforin/granzim yolu,
granzim B veya granzim A yoluyla apoptozu indiikler (83). Ekstrinsik, instrinsik ve
granzim B yollar1 tek bir yolda birlesir. Bu yol, kaspaz-3'iin bolinmesiyle meydana
gelir ve DNA parcalanmasi, hiicre iskeleti ve niikleer proteinlerin bozulmasi,
proteinlerin ¢apraz baglanmasi, apoptotik cisimlerin olusumu, fagositik hiicre
reseptorleri icin ligandlarin ekspresyonu ve son olarak fagositik hiicreler tarafindan
alinmasi ile sonuglanir. Granzim A yolu, tek sarmalli DNA hasar1 yoluyla ayni,

kaspazdan bagimsiz bir hiicre 6liim yolunu aktive eder (86) (Sekil 10).
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Sekil 10. Apoptoz mekanizmasi (87).

2.6. Kurkumin

Kurkumin (diferuloyl metan), Zingiberaceac familyasinin bir iiyesi olan
Curcuma longa'nin rizomlarindan elde edilen zerdegalin 6nemli bir bilesenidir (88)

ekil 11). Zerdecal rizomlar1 karbonhidratlar (%69.4), proteinler (%6.3), yag (%5.1
S ) ¢ ( ), P (7%6.3), yag (%5.1)
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ve mineraller (%3.5) igerir. Rizomlarin ana aktif bilesenleri, ugucu olmayan
kurkuminoidler ve ugucu yagdir (89). Curcuma longa'nin biyolojik olarak aktif bir ana
bileseni, kimyasal formiilii ile diferuloilmetan [1,7-bis(4-hidroksi-3-metoksifenil)-1,6-
heptadien-3,5-dion] olarak bilinen kurkumoids kurkumin ve polifenolik tiirevleri ve
metabolitleri, demethoxykurkumin ve bisdemethoxykurkumin (90) zerdegal
yaglarinin ana bilesenleri seskiterpenoidler ve monoterpenoidlerdir (89). C. longa'dan
lic ana kurkuminoid izole edilmistir. Bunlar kurkumin, detoksikurkumin ve
bisdemetoksikurkumindir. Kurkumin, zerdegalin biyolojik aktivitelerinden sorumlu
olan en 6nemli fraksiyondur (88).

Zerdecalin sar1 rengi, igerigindeki kurkuminoidlerden kaynaklanmaktadir (91).
Kurkumin, renklendirici ajan olarak da yaygin olarak kullanilmaktadir. DSO, 0-3
mg/kg araliginda gida katki maddesi olarak kabul edilebilir giinliikk kurkumin alimini
belirtmistir (92). Hindistan ve Giiney Cin, Giineydogu Asya, Papua Yeni Gine ve
Kuzey Avustralya dahil olmak tizere tropikal Asya'da kolayca bulunur (89). Kurkumin
DMSO, etanol, metanol veya aseton gibi organik c¢oziiciilerde oldukg¢a c¢oziiniir

olmasina ragmen, sulu ¢oziiciilerde zayif ¢oziiniir (93).

o OH
1 ] J
HO~ =~ X ol
6(;“3 Curcumin OCHs
o o
| ]
HOZSNS~~ 0

Demethoxycurcumin  OCHg
o OH

ol
Bis-Demethoxy curcumin

HO ™~~~

Sekil 11. Curcuma longa L. bitkisi ve kurkuminoidlerin kimyasal yapisi.

Zerdagal inflamasyon (94), gastrointestinal rahatsizliklar (95), karaciger
rahatsizliklar1 (96), diyabetik yaralar (97), romatizma (98), cilt yaralar1 ve siniizit (99)
tedavisinde geleneksel bir ilag olarak kullanilmigtir. Kurkuminin antioksidan (100),
anti hiperlipidemik (101), anti-viral(102), anti-mikrobiyal (103), anti-apoptotik (104),
anti anjiyogenik (105), immiinomodiilator (106), antitrombotik (107), anti-
diyabetojenik (108) etkileri oldugu iddia edilmektedir.

20



Bircok rapor, kurkuminin kan sekeri seviyelerini diizenleyebilecegini, kan
basincin1  diisiirebilecegini, sinir hiicrelerini koruyabilecegini ve bagisiklig
artirabilecegini gostermektedir. Bu nedenle kurkumin, diyabet ve diyabetik
komplikasyonlar gibi yasa bagli bozukluklarin yani sira norodejeneratif ve
kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde yaglilar i¢in de faydali
olabilecegini diisiindiirmektedir (109).

Yine kurkuminin antioksidant olarak c¢evresel kirleticilerin zararl etkisini
azaltabildigi veya Onleyebilir oldugu gosterilmistir. Bu baglamda genotoksisiteyi,
nefrotoksisiteyi, lireme toksisitesini, norotoksisiteyi ve arsenik immiinotoksisitesini
azalttigr gosterilmistir (110). Antioksidant olan kurkumin, reaktif oksijen tiirlerini
baglayabilir ve bu nedenle, niikleik asitlerin, peptitlerin, lipidlerin peroksidasyonunu
ve bozulmasini ve bunun sonucunda saglikli hiicrelerin apoptozunu, yaglanmasini ve
maligniteye doniisimiinii onleyebilir (111). Ayrica yapilan bir diger ¢alismada
ovaryum detorsiyonu oncesi kurkumin verilmesinin yumurtalik dokularindaki
oksidatif stres belirteglerinde dnemli bir azalma sagladigi raporlanmistir (112).

Kurkumin ile tedavinin, follikiillerin farkli gelisim evrelerinde folikiil sayisini
arttirdigi, oositlerin histolojik goriinimiinii iyilestirdigi ve atretik folikiilleri, lipid
peroksidasyonunu, korpus luteum gevresindeki kanamay1 ve ovaryum stromasindaki
damar tikanikligini 6nemli dlcilide azalttigi gosterilmistir. Yine kurkuminin oositlerin
mayotik olgunlagsmasindaki bozukluklar1 6nemli dlciide azalttigi, immiinokompetan
organlarda nekroz ile 6len hiicre sayisini azaltip ve inflamatuar reaksiyonu hafiflettigi

aciklanmustir (113).

2.7. Poli(ADP-riboz) polimeraz (PARP-1)

Poli (ADP-riboz) sentetaz (PARS) olarak da bilinen poli (adenosin difosfat-
riboz) polimeraz (PARP-1), DNA hasarina hiicresel yanitta rol oynayan niikleer
enzimdir.(114,115). DNA hasarinda PARP-1 koruyucu bir rol oynar (116). Oksidatif
stresin neden oldugu DNA hasarindan sonra, PARP-1 aktivasyonu programlanmis
hiicre o6liimiinde 6nemli bir etkinlige sahiptir (117-119). PARP-1'n aktivasyonu,
DNA'daki tek zincir kiriklari tarafindan tetiklenir ve daha sonra hiicre i¢i nikotinamid
adenin diniikleotid (NAD+) ve adenozin trifosfatin (ATP) hizli bir sekilde
tilkkenmesiyle sonug¢lanir ve biiyiik bir PAR govdesi olusturur. Bu, glikoliz ve

mitokondriyal solunum hizim1 yavaslatir ve sonunda hiicresel islev bozukluguna ve

21



hiicre 6liimiine yol agar (118,119). PARP-1 aktivasyonu, oksidatif stres ile ilgili ¢esitli
patolojik durumlarda doku hasarinin 6nemli bir mekanizmasini temsil eder (120-127).
Onceki ¢alismalar oksidatif stresin MTX ile indiiklenen toksisitenin gelisimine katkida
bulunabilecegini iddia etmistir (128-131). Bu bilgiler artan oksidatif stresin bir sonucu
olarak PARP-1 yolunun aktivasyonu MTX ile tedavi edilen sicanlarda ovaryum

hasarini agiklayabilecegini diisiindiirmektedir.

2.8. P53

P53 proteini, TP53 geni tarafindan kodlanir. P53; tiimor baskilayici, DNA
hasarinin onarimi, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi, apoptoz, anjiyogenez ve
yaslanma gibi hiicresel yollarda rol alan anahtar bir transkripsiyon faktoriidiir
(132,133).

P53 proteini, normal hiicre dongiisiinii diizenleyen genleri 6zellikle hiicre
dongiisii kontrol noktasiyla ilgili genleri ve ayrica genomik biitiinliigiin korunmasini
saglayan genleri aktive eder. Boylece, p53, DNA hasarina kars1 transkripsiyon faktorii
gorevinde ya da farkli proteinlerle koordineli olarak, hiicre dongiisiiniin durdurarak
tamirinin yapilmasini ve ya apoptozu indiikler (134).

Iyonize radyasyon ve ya kemoterapdtik ajanlarin hiicrede olusturdugu
genotoksik stresler sonucunda DNA onarimi saglanamaz ise p53 seviyesi artar. P53
aktive edildiginde, G1-S veya G2/M kontrol noktasinda p21 (Wafl, Cip-1) ve Gadd45
gibi hiicre dongiisii proteinlerinin ifadesini proapoptotik proteinleri (Puma, Noxa, Bad,
Bax, Bak, p53AIP1); 6lim reseptorlerini (Fas, Dr4, Killer/Dr5); apoptoz yiirlitme
faktorlerini (Apafl, kaspaz 6, Bnip3L) veya PIGs, IGF-BP3 ifadesini indiikleyebilir
(134-136). Ayrica P53 DNA hasarina, oksidatif strese veya telomer erozyonuna yanit
olarak p21-Rb-E2F yolu araciligiyla hiicresel yaslanmanin uyarilmasi, p53
aktivasyonunun tiimorijenik siiregleri engelledigi bagka bir mekanizmadir (137,138).

Anti-proliferatif ve pro-apoptotik p53iin, normal hiicrelerde ¢ok yiiksek
miktarda ifade edilmesi hiicre biliylimesinde sikintilar olusturabileceginden, p53
seviyesinin kontrol altinda tutulmasi son derce 6nemlidir (134).

Mdmz2 ( Mouse double minute 2 homolog) proteini (bir onkogen olarak ta islev
goren protein) negatif regiilator olarak tlimor baskilayici p53'i baglar ve p53 aracili

gen transaktivasyonunu dogrudan inhibe eder (139-141).
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Mdm?2 proteazomal bozulmay: siirdiirmek i¢in bir E3 ligaz1 (ubikitin ligaz
enzimi) gorevi goriir ve p53°i cekirdekten sitozolde bulunan ubikitin proteozom
sistemine (UPS) gonderir, hiicrede yikima ugratir ve p53iin hiicrede bazal seviyede
tutulmasini diizenler (142,143).

Yapilan bir ¢alismada MTX uygulamasinin kontrol grubu icinde olgiilen
seviyelere kiyasla P53 mRNA ekspresyonunun seviyesinde onemli bir artisa neden

oldugu belirtilmistir (144).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Deney Hayvanlari ve Deney Gruplari

Bu tez calismas1 Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi (ZBEU) Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dalinda gerceklestirildi. Calisma i¢in ZBEU Rektérliigii
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Baskanligi‘ndan 03.09.2020 tarihinde 2020-22-
03/09 protokol numarali etik kurulu onayr alindi. Gergeklestirilen tiim deneysel
islemler, etik kurul yonergesinde belirtilen kurallar ¢ergevesinde yiiriitiildi.

Calismada kullanilan deney hayvanlar1 ZBEU Deney Hayvanlari Arastirma
Laboratuvarinda iiretildi. Bu deneyde 32 adet 8-12 haftalik, 250 — 300 gr. agirliginda
Wistar albino tiirii disi sicanlar kullanildi. Siganlar rastgele, biri kontrol grubu tigii
deney grubu olmak iizere toplam 4 gruba ayrildi. Tiim denekler deney siiresi boyunca
optimum laboratuvar kosullarinda (sicaklik 22 + 1 °C, nem oram 55 + 8%, 12 saat
aydinlik/karanlik déngiisiinde), giinliik igme suyu ve %21 ham protein igerikli pellet
yemlerle ad libitum olarak beslendi.

Deney prosediirii
Deney gruplari asagidaki sekilde olusturuldu;

l. Kontrol (n=8): 28 gin boyunca her gin kurkumin ¢06ziiciisii
Dimetilsiilfoksit(DMSO) (10ml /kg) intragastrik gavaj yolu ile ve MTX
¢oziictisii Phosphate-Buffered Saline(PBS) intraperitoneal yol ile verildi ve
doku 6rnekleri alindi.

Il. Kurkumin (n=8): DMSO igerisinde ¢oziilereck 28 giin boyunca, 200
mg/kg/glin, intragastrik gavaj yoluyla verildi.

M. MTX (n=8): PBS igerisinde ¢oziilerek 28 giin boyunca 0,35 mg/kg/giin
dozda i.p yolla metotreksat verildi.

V. MTX + Kurkumin (n=8): PBS igerisinde ¢o6ziilerek 28 giin boyunca 0,35
mg/kg/glin dozda i.p yolla MTX ve DMSO igerisinde ¢oziilerek 28 giin
boyunca 200 mg/kg/giin, intragastrik gavaj yoluyla Kurkumin uygulamasi
yapildi
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Sekil 12. Deney gruplari.

3.2. Dokularim Alinmasi ve Kimyasallar

Deney siiresince siganlarin viicut agirliklar gilinliik olarak tartildi. Dort haftalik
deney prosediirii sonunda siganlar ketamin (90 mg/kg) + ksilazin (10 mg/kg) ile
anestezi edilerek tiim deneklerin over dokular1 ve kan 6rnekleri alindi. Alinan ovaryum
dokularinin agirliklar 6l¢iilerek, her bir grup i¢in ortalama ovaryum agirligi (mg)/100
g viicut agirlig1 hesaplandi.

Metotraksat (Kogak Farma) 50mg / 5 mL enjektabl soliisyon iceren flakon
olarak temin edildi. Kurkumin olarak, Sigma firmasina ait C1386 Curcuma longa
(Turmeric) powder adli iirtinii kullanildi ve deney siirecinde kullanilana kadar
tireticinin tavsiye ettigi sekilde -20 °C’de buzdolabinda saklandi. Dimetil Siilfoksit
(DMSO), sigma firmasina ait 276855- 250ml DMSO iiriinii kullanildi. Sakrifikasyon
sirasinda deneklerin agri duymamasi i¢in i.p. yoldan, 10 mg/kg dozda ksilazin
(Rompun, Bayer) ve yine i.p. yoldan 90 mg/kg ketamin (Ketalar, Eczacibasi)

kullanilarak derin anestezi gergeklestirildi.



3.3. Histopatolojik Analizler

Dokularin 151k mikroskobik inceleme igin islemlendirilmesi, Zonguldak BEU
Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali laboratuvarinda gergeklestirildi.
Anestezi altinda sakrifiye edilen deneklerden c¢ikarilan ovaryum dokulart nétral
formalin ile fikse edilerek ve ardindan rutin doku takip prosediirleri uygulanarak
bloklandi. Hazirlanan parafin bloklardan, Shandon Finesse 325 marka silindirli
mikrotom kullanilarak 5 mikron kalinliginda blogun tamami bitene kadar seri kesitler
alindi. Tim kesitler arasinda 1/4 oraninda 6rnekleme yapilarak gruplardaki her bir
denek icin saglikli ve atretik folikill yogunlugunun semi-kantitatif olarak
degerlenmesinde kullanilacak kesitler belirlendi. Kesitlere ovaryum dokusunun genel
ozelliklerini ve folikiilogenez siirecini ortaya Koyabilmek ig¢in Hematoksilen-Eozin
(H-E), Periodik asit-Schiff (PAS) ve Masson’un iiglii boyamasi uygulandi. Hazirlanan
preparatlar, Zeiss marka Axio Lab A1l gorlintileme sistemli 151k mikroskobu altinda
degerlendirilerek, bulgularin fotograflari ¢ekildi.

Tiim gruplardan alinan ovaryum kesitleri 151k mikroskobu ile morfolojik olarak
incelendi ve Devine ve ark. (2004)’nin kriterlerine uygun olarak follikiiller

smiflandirildi (145)(Tablo 1).

Tablo 1. Ovaryan folikiillerin siniflandirilmasinda kullanilan kriterler
Folikiil Morfolojik Ozellikleri

Primordiyal Folikiil ZP’s1 olmayan oositler etrafinda tek tabaka yassi, graniiloza

progenitdr hiicrelerine sahip follikiil.

Primer Folikiil Oositler etrafinda bir ya da birden ¢ok tabaka kiibik graniiloza

hiicreleri bulunan folikiil.

Sekonder (Antral) Folikiill  Oositler etrafinda iki ya da daha fazla sayida graniiloza hiicre
tabakasinin bulundugu ve bu hiicreler arasindaki bosluklarda folikiil

stvist birikiminin basladig: folikiil.

Tersiyer (Graaf) Folikiil Sayis1 azalmis graniiloza hiicrelerinin ¢evreledigi, folikiil sivisi ile
dolu biiyiik bir antruma sahip, oositin ise kumulus hiicreleri denen

graniiloza hiicreleri ile ¢evrelendigi folikiil.
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3.4. immiinohistokimyasal Analizler

DNA hasarinin gostergesi olarak ovaryum dokusunda DNA onarici bir enzim
olan PARP-1 ekspresyonu ve DNA hasar1 sonucu post-translational diizenleyici
mekanizmalar tarafindan artan p53 ekspresyonu immiinohistokimyasal yontem ile
gosterildi.

Immiinohistokimyasal analizler Zonguldak BEU Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali Immiinohistokimya Laboratuvarinda yapildi. Parafin
bloklardan elde edilen 5 pm kalinliginda kesitler pozitif sarjli lamlara alindi.
Deparafiniasyon ve suya indirme iglemlerinden sonra antijenik baglanma bolgelerinin
aci8a ¢cikmasi amaciyla sitrat tamponu igerisine alinan kesitlere 15 dakika mikrodalga
firinda 1s1 ile muamele edildi. Daha sonra kesitler distile suya alinip 20 dk oda
sicakliginda sogumaya birakildi. PBS ile yapilan 3 yikamadan sonra ¢evresi hidrofobik
kalemle ¢izilen kesitlere endojen peroksidaz aktivitesini baskilamak amaciyla %3
H20: ile 10 dakika muamele edildi. Nonspesifik baglanma bdlgelerini bloklamak
amactyla 7 dakika Ultra V block (LabVision, TA-015-UB) uygulamasi ardindan
primer antikorlar; anti-P53 ab (Abcam, Rabbit polyclonal p53) ve anti-PARP-1 ab
(Abcam, Rabbit polyclonal PARP-11) ile +4 °C’de 24 saat inkiibe edilen kesitler
ardindan PBS igerisine alinarak yikama yapildi. Yikama sonrasi sekonder antikor
(Biotinylated Link, Dako, K0609) oda sicakliginda 30 dakika uygulandi. PBS ile
yapilan yikamanin ardindan kesitlere 10 dakika Streptavidin peroksidaz (Streptavidin
HRP, Dako, K0609) uygulandi. Tekrar PBS ile yikanan kesitlere mikroskop altinda
istenilen boyanma yogunlugu elde edilinceye kadar diaminobenzidine (DAB)
kromojen soliisyonu (Vector, SK-4100) ile muamele edildi ve hematoksilen ile zit
boyama yapildi. Tiim inkiibasyonlar sirasinda dokular, kurumay1 ve bunun sonucunda
olusabilecek zemin boyanmasini 6nlemek adina nemli ortamda tutuldu. Entellan ve
lamel kullanilarak kapatilan kesitler 151k mikroskobu altinda incelendi. Tiim inceleme
ve bulgularin fotograflanmasinda, Zeiss Axio Lab. Al marka foto-mikroskop
kullanildi. Immiinohistokimyasal sonuglar1 tanimlamak icin histolojik skorlama (H
skoru) yapildi ve 0: boyama yogunlugu yok; 1+: zayif ancak saptanabilir boyama
yogunlugu; 2+: orta veya farkli boyama yogunlugu; 3: yogun boyama olarak skorlandi.
Her kesit i¢in, her boyama yogunlugu seviyesindeki hiicrelerin yiizdesi hesaplandi.

[statistiksel analiz i¢in ortalama puan degerleri kullanildu.
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3.5. Biyokimyasal Analizler

Biyokimyasal analizler i¢in -80’de saklanan doku Orneklerinden, serumda
AMH ve yas over doku orneklerinde major antioksidanlardan siiperoksit dismutaz
(SOD), malondialdehit (MDA) ve katalaz (CAT) analizi ticari ELISA Kitler
kullanilarak yapild.

3.6. istatistiksel Analiz

[statistiksel degerlendirme SPSS 19.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) programi
kullanilarak yapildi. Verilerin normallik analizi Kolmogorov-Smirnov testi ile yapildi.
Normal dagilim gosteren verilerin tanimlayict istatistigi ortalamatstandart sapma
olarak diger veriler ise ortanca (minimum-maksimum) olarak ifade edildi. Parametrik
veriler i¢in One way Anova ve post hoc Tukey testi yapildi. Parametrik olmayan
verilerin analizi i¢in Kruskal-Wallis varyans analizi kullanildi. Kruskal-Wallis varyans
analizinde alt gruplarin ikiserli karsilastirilmasi ise Dunn testi ile yapildi ve tiim

degerlendirmeler i¢in p<0.05 degeri anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Viicut Agirhiklar

Deney prosiidiirii oncesi ve sonrasi siganlar tartildi. Hayvan agirliklarinda grup
icinde ve gruplar arasi istatiksel bir fark yoktu (p>0.05). Tiim gruplarda deney oncesi

ve sonrasi sigan agirliklarindaki fark anlamdi degildi (p>0.05) (Sekil 13).
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Sekil 13: Viicut agirliklarinin karsilastirilmasi.

4.2. Kurkumin ve MTX Uygulamasimin Ovaryum Agirhiklarina Etkisi

Deney sonunda siganlardan sag ve sol ovaryum dokulari alinarak tartildi ve her
100 gram viicut agirligr basina sag ve sol over agirliklart hesaplandi (ovaryum
agirhigi/viicut agirh@gr x 100). Elde edilen verilerin istatistiksel analizinde gruplar
arasinda anlamh fark yoktu (p>0.05)(Sekil 14,15).
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Sekil 14. Sag ovaryumun viicut agirligina orani
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Sekil 15. Sol ovaryumun viicut agirligina orani

4.3. Histopatolojik Bulgular

4.3.1. Kurkumin ve MTX uygulamasinin folikiil sayilarina etkisi

Gruplar aras1 primordial, primer, sekonder, tersiyer ve atretik folikiil sayilari
karsilastirildi. Kurkumin tedavisi primordial folikiil sayisint MTX (p=0.001) ve MTX
+ Kurkumin (p=0.009) gruplarina gére anlamli arttirdi(Tablo 1)(Sekil 16). MTX
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uygulamasi primordiyal folikiil sayisin1 kontrol grubuna gore azaltti fakat bu fark
istatiksel olarak anlamli degildi (p=0.127) (Tablo 2).

MTX atretik folikiil sayisin1 kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlaml
arttirdi (p=0.011). Kurkumin tedavisi atretik folikiil sayisint MTX grubuna gore
anlamli azaltt1 (p=0.043) (Tablo 2)(Sekil 17).

Primer, sekonder ve tersiyer folikiil sayilar1 a¢isindan gruplar arasinda anlamli
fark yoktu (p>0.05)(Tablo 2).

Tablo 2. Folikiil sayilarinin gruplar arasi karsilastiriimasi

Kontrol Kurkumin MTX MTX+Kurk p
n=7 n=7 n=7 n=7

Primordial 128.29+13.91  167.86+16.62%° 88.29+12.19  106.86+14.73 0.001

Primer 50.29+9.99 65.43+23.23 46.57+20.05  67.71+21.86 0.13
Sekonder 4.43+3.2 8.14+4.29 7+3.55 9.86+3.18 0.061
Tersiyer 0.43+0.78 1.29+0.9 0.29+0.04 0.43+0.05 0.126
Atretik 37.57+5.25 43+5.37 64+7.35" 42.29+6.46 0.01

Degerler ortalamatstandart sapma olarak alimmigtir. *: kontrole gore, & MTX’e gore,
$:MTX+kurkumin grubuna gore anlamli farkliig1 gostermektedir. p<0.05 anlamli olarak kabul
edilmigtir.
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Primordiyal

Sekil 16. Primordiyal folikiil sayisinin karsilastirilmasi
Degerler ortalama =+ standart sapma olarak alinmustir.

& MTX’e gore, MTX+kurkumin grubuna gore anlamh farklihgi gostermektedir. p<0.05 anlaml
olarak kabul edilmistir.
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Sekil 17. Atretik folikiil sayisinin karsilagtirilmasi

Degerler ortalamatstandart sapma olarak alinmustir. *: kontrole gore, >:MTX+kurkumin grubuna gore
anlamli farklilig1 gostermektedir. p<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.

4.3.1.1. Kontrol grubuna ait 151k mikroskopik bulgular

Kontrol grubu deneklerinin ovaryum kesitleri incelendiginde distan tek katli kiibik
ya da prizmatik hiicrelerden olusan germinal epitel ve altindaki tunica albuginea ile doseli
ovaryan kortekste farkli gelisim asamalarinda ¢ok sayida ovaryan folikiil mevcuttu (Sekil
18). Sayica diger folikiil tiplerinden agik¢a daha fazla olan ve tek katli yassi folikiil epitel
hiicreleri ile doseli primordial folikiillerin yer yer gruplar olusturduklart gézlendi (Sekil
21). Yine normal goriiniimlii graniiloza hiicreleri ile ¢evrili ve ZP igeren unilaminar ve
multilaminar folikiiller de ¢ok sayidaydi (Sekil 19). Bu folikiillerde graniiloza hiicrelerinin
birbirlerine sikica baglandiklar1 dikkat cekiciydi. Ayrica oositler normal goriiniimlii
cekirdekleri ve sitoplazmalari ile biitiinliiklerini korumaktaydi. Call-Exner cisimciklerinin
goriilmeye bagladig preantral folikiiller ile belirgin bir antruma sahip antral folikiiller de
gozlenmekteydi (Sekil 20). Bazi1 sekonder folikiillerde marjinalize olmus bir oosit ve bunu
cevreleyen ZP, korona radiata hiicreleri ile bu yapilart heniiz ¢ok incelmemis ve
membrana graniiloza denilemeyecek folikiil hiicrele tabakasina baglayan kumulus ooforus
hiicrelerinin  sekillendigi ve boylece tersiyer folikiil olma yolunda ilerledikleri

gortilmistiir. Unilaminar primer folikiillerde sekillenen bir tabaka olsa da multilaminar
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primer folikiil asamasindan itibaren net bir sekilde secilebilen teka tabakasi da olagan
goriinlimdeydi. Bu tabakanin foliikiil duvarina yakin olan kisminda kan damarlan
icerisinde eritrositler secilmekte iken tabakanin dis kismini ovaryan stromadan ayirmak
giictli. Stroma icerisinde ayrica soluk ve genis sitoplazmalari ile steroid hormon sentesi
yapan hiicre ozellikleri gosteren hiicrelerden olusan ¢ok sayida korpus luteumlara da
rastlandi. Bununla birlikte folikiiler gelisimin bir pargasi olan atrezinin gostergesi olarak
graniiloza hiicre tabakasi igerisinde apoptotik cisimciklere rastlanan yine bu apoptotik
cisimciklerin antrum kenar1 boyunca dizildigi ya da serbest¢e antrumda yiizdiigii, oosit
sitoplazmalarinin ise yer yer vakuolizasyon gosterdigi atretik folikiiller de normal
goriinlimlii ~ folikiiller —arasinda  segilebilmekteydi. arasinda  secilebilmekteydi.
secilebilmekteydi. vakuolizasyon gosterdigi atretik folikiiller de normal goriintimlii
folikiiller arasinda segcilebilmekteydi.

Kontrol grubu denklerin ovaryum doku kesitlerinde ZP’y1 gozlemlemek adina
yapilan PAS boyamasinda bu gruptaki ¢ok sayida normal gortiniimlii folikiillerin ZP’siin
folikiiler bazal membran ile oosit arasinda diizenli bir yapida oldugu gézlendi (Sekil 37A).

Sekil 18. Kontrol grubu ovaryumunda korpus luteum ve antral folikiil gosterilmesi.
Kontrol grubuna ait kesitin H+E boyamasinda kortekste korpus luteumlar ile birlikte
normal goriiniimlii ve tersiyer folikiile evrilmek iizere olan bir antral folikiil

goriinmekte.
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Sekil 19. Kontrol grubu ovaryumunda primer folikiil gosterilmesi. Kontrol grubuna ait
kesitin H+E boyamasinda ovaryan kortekste normal goriiniimlii unilaminar ve

multilaminar primer folikiiller gériinmekte.

Sekil 20. Kontrol grubu ovaryumunda erken antral folikiil gésterilmesi. Kontrol
grubuna ait kesitin H+E boyamasinda Oosit ¢ekirdegi de segilebilen ve graniiloza

hiicreleri arasinda Call-Exner cisimciklerinin goriilmeye bagladigi bir erken antral

folikiil izlenmekte.
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Sekil 21. Kontrol grubu ovaryumunda primordial folikiil gosterilmesi. Kontrol
grubuna ait kesitin H+E boyamasinda kortekste normal goriiniimlii germinal epitelin
hemen altinda tek katli yass1 folikiil hiicreleri ile dikkat ¢eken iki primordial folikiil

izlenmekte.

4.3.1.2. Kurkumine ait 1s1k mikrokopik bulgular

Bu grup deneklerinin ovaryum doku kesitlerinde yapilan H+E boyamasinda

histolojik goriiniimiin kontrol grubuna ¢ok benzedigi ve ovaryan korteksin farkl
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gelisim agsamalarindaki ¢ok sayida normal goriiniimlii folikiil icerdigi gozlemlendi
(Sekil 22,23,24,25).
PAS boyamasinda kurkumin grubuna ait goriintiide ZP nin kontrol grubuna

benzer 6zellik sergiledigi goriilmektedir (Sekil 37B).

Sekil 22. Kurkumin grubu ovaryumunda primer folikiil ve tersiyer folikiil
gosterilmesi. Kurkumin grubuna ait kesitin H+E boyamasinda kortekste korpus
luteumlar ile birlikte normal goriiniimlii bir primer folikiil ile bir tersiyer folikiil

goriinmekte.
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Sekil 23. Kurkumin grubu ovaryumunda primer folikiil ve primordial folikiil gosterilmesi.
Kurkumin grubuna ait kesitin H+E boyamasinda kortekste ¢cok sayida normal goriiniim

arz eden primordial folikiil ile bir multilaminar primer folikiil goriinmekte.

Sekil 24. Kurkumin grubu ovaryumunda germinal epitel altinda primer folikiil ve
primordial folikiil gosterilmesi. Kurkumin grubuna ait kesitin H+E boyamasinda

normal goriiniimlii germinal epitel altinda bir primordial folikiil ile bir multilaminar

primer folikiil gériinmekte.
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Sekil 25. Kurkumin grubu ovaryumunda kortikal stroma igerisinde primordial folikiil
toplulugunun gosterilmesi. Kurkumin grubuna ait kesitin H+E boyamasinda kortikal
stroma igerisinde grup olusturmus tek katli yassi folikiil hiicreleri ile ¢evrili ve oosit

¢ekirdekleri de belirgin olan normal gériiniimlii primordial folikiil toplulugu izlenmekte.

4.3.1.3. Metotreksat grubuna ait 151k mikroskopik bulgular

Metotreksat deneklerin ovaryum doku kesitlerinde yapilan H+E boyamasinda
kontrol ve kurkumin gruplariyla karsilastirildiginda ilk bakista atratik folikiillerin ¢ok
sayida olmasi1 dikkat cekiydi. Atretik folikiiller graniiloza hiicreleri arasindaki
baglantilarin gevsemesi ve birbirlerinden uzaklagmalari, graniiloza hiicre tabakasinda
apoptotik ciismcigin gozlenmesi, apoktotik cisimciklerin yer yer antrum siniri
boyunca dizilmesi ve yer yer antrumda serbestce ylizmesi ile kolayca ayirt
edilebilmekteydi (Sekil 27,28). Bazi atratik folikiillerde oosit sitoplazmasindaki
vakuolizasyon dikkat ¢ekiciydi (Sekil 30).

Kontrol ve kurkumin gruplar karsilastiginda germinal epitelin bu gruplara
benzer sekilde biitiinliiginii korudugu goézlendi. Yine bu gruplara benzer sekilde
stroma da 6ddem veya hemorajiye rastlanmadi. Bununla birlikte korteksdeki bazi
primordial folikiil kiimelerinde piknotik ¢ekirdekleri ve igisi goriintimleriyle erken
evre folikiiler atraziye isarte eden ¢ok sayida primordial folikiil mevcuttu (Sekil 29).

Yine bazi primordial folikiillerin ise oosit sitoplazmasinda vakuolizasyon ve oosit
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cekirdeklerin kaybi gibi ileri evre atrezi bulgulaarimi sergiledigi gozlemlendi. Bu
grupta karsilastigimiz ilging bir bulgu ise normal goriiniimli sekonder folikiillerin
sayisinin kontrol ve kurkumine gore daha fazla olmasiydi (Sekil 26). Ayrica MTX
grubunda kortikal stroma igerisinde ¢ok sayida adiposit gdzlenmektedir (Sekil 31).

Bu grubun deneklerin ovaryan kesitlerinde yapilan PAS boyamasinda ¢ok
sayidaki atretik folikiillerde ZP’nin bazal membrandan ayrildigi, ZP kalinliginin
hojenligini kaybettigi ve yer yer ¢ok inceldigi, dalgali bir seyir izleyerek antrumda
serbestge ylizdiigii gozlenmistir (Sekil 37C).

Sekil 26. MTX grubu ovaryumunda sekonder folikiillerin gosterilmesi. MTX grubuna
ait kesitin H+E boyamasinda kortekste atretik folikiillerin yanisira normal goriiniimlii
sekonder folikiiller dikkat gekmekte (siyah oklar)
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Sekil 27. MTX grubu ovaryumunda atretik folikiil gdsterilmesi. MTX grubuna ait
kesitin H+E boyamasinda kortekste erken evre atretik degisiklikler gosteren bir
tersiyer folikiil izlenmekte. Folikiiler atrezinin isareti olan apoptotik cisimcikler

antrum sinir1 boyunca yilizmekte (kirmizi yildiz).

Sekil 28. MTX grubu ovaryumunda atretik folikiilde apoptotik cisimciklerin
gosterilmesi. Mtx grubuna ait kesitin H+E boyamasinda germinal epitelin hemen
altinda yerlesmis atretik tersiyer folikiiliin graniiloza hiicre tabakasinda (kirmizi oklar)

ve antrum igerisinde (kirmizi yildizlar) apoptotik cisimcikler gozlenmekte
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Sekil 29. MTX grubu ovaryumunda erken evre atretik primordiyal folikiil gésterilmesi.
Mtx grubuna ait kesitin H+E boyamasinda normal goriiniimlii germinal epitel altinda
kortikal stromada apoptozun ilk isareti olarak piknotik ¢ekirdekleri rahatlikla secilen igsi

gortintimlii folikiil hiicreleri ile gevrili erken evre atretik primordial folikiiller.

Sekil 30. MTX grubu ovaryumunda atretik primordial folikiil toplulugu gosterilmesi.
MTX grubuna ait kesitin H+E boyamasinda normal goriiniimlii germinal epitel altinda
kortikal stroma igerisinde oosit cekirdekleri segilemeyen ve oosit sitoplazmalari
belirgin vakuolizasyon gdsteren, kondanse ¢ekirdekli ve ig bigimli folikiil hiicreleri ile

doseli ¢ok sayida atretik primordial folikiil gozlenmekte.
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Sekil 31. MTX grubu ovaryumunda adiposit hiicre gosterilmesi. MTX grubuna ait

kesitin H+E boyamasinda kortikal stroma icerisinde ¢ok sayida adiposit gozlenmekte.

4.3.1.4. Metotreksat+ Kurkumin grubuna ait 151k mikroskopik bulgular

MTX+KUR grubu deneklerin ovaryum doku kesitlerinde yapilan H+E
boyamasinda normal goriinlimlii germinal epitel altinda ¢ok sayida atretik folikiil
bulundugu gozlendi (Sekil 32). Bununla birlikte yanlizca MTX verilen gruba gore
normal goriimiinlii primordial folikiiliin sayisinin daha fazla oldugu ve yine MTX
grubuna benzer sekilde bu grupta biitiinliiglinii korumus graniiloza hiicre tabakasi ve
normal goriiniimlii oositi ile saglikli sekonder folikiillerin kontrol ve kurkumin
grubuna gore daha fazla sayida oldugu dikkat ¢ekiciydi (Sekil 33,34).

MTX+KUR grubuna ait kesitin H+E boyamasinda Call-Exner cisimciklerinin
gozlenmeye basladigi bir erken antral folikiil ile yine normal gériiniimli iki primordial
folikiil (Sekil 35). ve olagan goriiniimlii germinal epitel altinda kortikal stroma
icerisinde yerlesmis normal gériiniimlii bir primordial folikiillerde gortildi (Sekil 36).

MTX+KUR grubu deneklerin ovaryum kesitlerinde yapilan PAS boyamasinda
ZP’nin ¢ogunlukla kontrol ve kurkumin gruplarina benzer 6zellik sergiledigi, homojen
kalinlikta oldugu ve bazal membran ile oosit arasinda diizglin bir seyir izledigi

gozlenmistir (Sekil 37D).
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Sekil 32. MTX+KUR grubu ovaryumunda atretik ve sekonder folikiil gdsterilmesi.
MTX+KUR grubuna ait kesitin H+E boyamasinda kortekste erken ve ileri evre atretik

folikiiller ve normal goriiniimlii bir sekonder folikiil.

Sekil 33. MTX+KUR grubu ovaryumunda normal goériintimlii sekonder folikiil
gosterilmesi. MTX+KUR grubuna ait kesitin H+E boyamasinda g¢ekirdegi belirgin,
sitoplazmasinda vakuolizasyon gostermeyen normal bir oosit ile birlikte normal

goriiniimlii graniiloza hiicreleri igeren bir sekonder folikiil.
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Sekil 34. MTX+KUR grubu ovaryumunda primer ve sekonder folikiil gosterilmesi.
MTX+KUR grubuna ait kesitin H+E boyamasinda normal goriiniimlii bir unilaminar

primer folikiil (siyah ok) ve sekonder folikiil (kirmiz1 ok) goriinmekte.

Sekil 35. MTX+KUR grubu ovaryumunda erken antral ve primordial folikiil
gosterilmesi. MTX+KUR grubuna ait kesitin H+E boyamasinda Call-Exner
cisimciklerinin gozlenmeye basladig1 bir erken antral folikiil (kirmiz1 ok) ile yine

normal gortiniimlii iki primordial folikiil (y1ldiz)
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Sekil 36. MTX+KUR grubu ovaryumunda normal goriinimlii germinal epitel ve
primordial folikiil gosterilmesi. MTX+KUR grubuna ait kesitin H+E boyamasinda
olagan gorliiniimlii germinal epitel (mavi ok) altinda kortikal stroma igerisinde

yerlesmis normal goriiniimlii bir primordial folikiil (siyah ok).

Sekil 37. Tiim gruplara ait ovaryum kesitlerinin PAS boyanma goriintiileri. A: Kontrol
grubuna ait goriintiide ZP’nin graniiloza hiicreleri ve oosit membrani ile siki iligkisini
korudugu, homojen kalinlikta ve diizgiin seyirli oldugu gozlenmekte. B: Kurkumin

grubuna ait gériintiide ZP’nin kontrol grubuna benzer 6zellik sergiledigi goriilmekte.
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C: MTX grubuna ait goriintiide ZP nin graniiloza hiicreleri ve oosit ile olan iligkisini
kaybederek dalgali goriiniim arz ettigi, antrumda salindig1 ve heterojen kalinlikta
oldugu gozlenmekte. D: MTX+KUR grubuna ait goriintide ZP’nin kontrol ve
kurkumin gruplarma benzer sekilde graniiloza hiicreleri ve oosit iliskisini siki bir

sekilde devam ettirdigi ve homojen kalinlikta oldugu goriinmekte.

4.4. Immiinohistokimyasal Bulgular

4.4.1. Kurkumin ve MTX uygulamasinin p53 ve PARP-1 iizerine etkisi

Imminohistokimyasal analiz bulgularma gore gruplar arasi farkliliklar
biyoistatistiksel olarak anlaml1 goriilmiistiir. pS3 ekspresyonu MTX grubunda kontrol
(p=0.017) ve kurkumin(p=0.004) grubuna gore anlamli artmistir (Tablo 3)(Sekil 38).
PARP-1"da benzer etkiler gostererek MTX uygulanan grupta kurkumin (p=0.002) ve
MTX-+kurkumin (0.025) gruplarina gore anlamli artis gosterdi (Tablo 3)(Sekil 39).

Tablo 3. p53 ve PARP-1 gruplar aras1 karsilastiriimasi

Kontrol Kurkumin MTX MTX+Kurk p
n=7 n=7 n=7 n=7
p53 0.5(0.2-0.53)  0.25(0.1-0.83) 2.17(1.6-2.85) 0.55(0.07-1.2) 0.003

PARP-L  045(0.1-0.99)  0.085(0-09)  2.55(2.44-2.72)"  0.285(0.02-0.92) 0.002

Degerler ortanca(min-max) olarak alinmustir. *: kontrole gore, #: kurkumine gore, &: MTX’e gore, $:
MTX+kurkumin grubuna gore anlamli farklilig1 gostermektedir. p<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.
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Sekil 38. p53 immunohistokimyasal ifadesinin gruplar arasi karsilastirmasi
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Sekil 39. PARP-1 immunohistokimyasal ifadesinin gruplar arasi karsilastirmasi
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4.4.1.1. PARP-1 i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyama bulgulari

PARP-1 immiinreaktivitesini belirlemek i¢in yapilan immiinohistokimyasal
boyamalardan elde edilen H-skor verilerinin istatistiksel analizinde Mtx grubu ile
MTX+KUR gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0,002)
(Tablo 4)(Sekil 40).

Sekil 40. Tiim gruplara ait ovaryum kesitlerinde PARP-1 ekspresyonlari i¢in yapilan
immiinohistokimyasal boyama goriintiileri. A: Kontrol, B: Kurkumin, C: Mtx,
D: MTX+KUR.

4.4.1.2. P53 igin yapilan immiinohistokimyasal boyama bulgulari

P53 immiinreaktivitesini belirlemek ic¢in yapilan immiinohistokimyasal
boyamalardan (Sekil 34) elde edilen H-skor verilerinin istatistiksel analizinde kontrol ve
kurkumin gruplari arasinda fark bulunamadi. Mtx verilen gruplar ile kontrol ve
kurkumin gruplar arasinda P53 ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
bulundu (p<0,003) (Tablo 4) (Sekil 41). Mtx ve MTX+KUR gruplari arasinda da
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istatistiksel olarak anlamli fark yoktu. Bununla birlikte MTX+KUR grubunda P53

ekspersyonu Mtx grubuna gore daha zayifti1 ve bu durum H-skor degerlerine de yansidi.

Sekil 41. Tiim gruplara ait ovaryum kesitlerinde P53 ekspresyonlari i¢in yapilan
immiinohistokimyasal boyama goriintiileri. A: Kontrol, B: Kurkumin, C: Mtx, D:
MTX+KUR

4.5. Biyokimyasal Bulgular

4.5.1. Kurkumin ve MTX uygulamasinin MDA, SOD ve CAT diizeylerine etkisi

Biyokimyasal analizlerde oksidatif stres belirteci olan MDA diizeyleri ve
antioksidan SOD ve CAT diizeyleri gruplar arasinda karsilastirildi.

Doku MDA diizeyleri MTX uygulanan grupta kurkumin (p=0.003) ve
MTX+kurkumin (p=0.002) gruplarina gére anlamli artis gosterdi (Tablo 4)(Sekil 42).

Antioksidan parametrelerde gruplar arasi anlamli farkliliklar gézlendi. MTX
grubu SOD diizeyleri kurkumin(p=0.004) ve MTX+kurkumin (p=0.036) gruplarina
gore anlamli azaldi (Tablo 4)(Sekil 43). CAT diizeylerinin gruplar arasi
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karsilagtirllmasinda MTX-+kurkumin grubu kontrol (p=0.019) grubuna gore anlamli
olarak artig gosterdi (Tablo 4)(Sekil 44).

Tablo 4. Doku MDA, SOD ve CAT gruplar arasi karsilastiriimasi

Kontrol Kurkumin MTX MTX+Kurk p
n=7 n=7 n=7 n=7
MDA 14+3.51 7.87+2.2 19.66+3.62%% 8.5+1.4 0.031
SOD 212.85+21 326£40 | 109.34+13.4%5  273.28+3308  0.005
CAT *
199.14+17.3 255428 278.71+£36.23 420.29+51 0.026

Degerler ortalamatstandart sapma olarak alinmigtir. *: kontrole gore, #: kurkumine gore, &: MTX’e
gore, $: MTX+kurkumin grubuna gére anlamli farkliligi gostermektedir. p<0.05 anlamli olarak kabul
edilmistir.
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Sekil 42. MDA diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
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Sekil 43. SOD diizeylerinin gruplar aras1 karsilagtirilmasi
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Sekil 44. CAT diizeylerinin gruplar aras1 karsilastirilmasi
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4.5.2. Kurkumin ve MTX uygulamasinin serum AMH diizeylerine etkisi

Serum AMH diizeyleri MTX uygulanan gruplarda artis gosterdi. Kurkumin
tedavisi MTX gruplarinda AMH diizeylerini degistirmedi. AMH diizeylerinde bu
farkliliklar istatiksel olarak anlamli degildi (p=0.058) (Sekil 45).
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Sekil 45. Serum AMH diizeylerinin karsilastirilmasi
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5. TARTISMA

Calismamizda sigcanlarda metotreksat maruziyeti sonucu olusan ovaryan doku
hasar1 ve folikiilogenezde meydana gelen bozulma iizerine kurkuminin etkisini
inceledik. Bu dogrultuda folikiilogenezi degerlendirmek adina folikiil sayimi, oksidan-
antioksidan dengedeki degisiklikleri degerlendirmek i¢in SOD, MDA ve CAT enzim
diizeylerinin  6lgimii ve molekiiler diizeyde PARP-1 ve P53 ekspresyon
diizeylerindeki degisiklikleri gosterebilmek i¢in immunohistokimyasal boyama
gerceklestirdik. Yine gruplarda serum AMH diizeyi 6l¢limii ile hormonal degisiklikleri
inceledik.

Metotreksat ¢esitli otoimmun hastaliklar ve malingnitelerin tedavisinde
siklikla kullanilan sitotoksik bir ajandir. Bir folik asit antagonisti olan metotreksatin
s0z konusu sitotoksik etkisi metotreksat tedavisinde devamliligin bozulmasinin ve
basarisizligin en 6nemli nedenidir (146,147). MTX mn kiiratif etkisinin oksidan-
antioksidan dengeyi oksidanlar lehine degistirmesine baglayan calismalar mevcuttur.
Gressier ve ark. MTX maruziyeti sonucu nétrofillerde peroksit diizeylerindeki artisa
hiicresel diizeyde glutatyon seviyelerindeki diisiisiin eslik ettgini gostermistir
(131,148).

Darren ve ark.(2003) insan T-hiicreli 16semi hiicre hatt1 ve insan monosit hiicre
hatlar1 (U937) ile yaptiklari in vitro ¢calismada ortama MTX eklendiginde T hiicreleri
ve monositlerin apoptoza yonlendirildigi, buna karsin MTX ile birlikte N-asetil sistein
ve Glutatyon gibi antioksidan molekiillerin ortama ilavesinin apoptoza giden hiicre
sayisini azaltarak viabiliteyi arttirdigini gostermistir (81).

Cok sayida calisma ovaryan mikrogevrede meydana gelen oksidatif stres
artisinin  oosit mayozunda arrest, graniiloza hiicre apoptozu, korpus Iluteum
disfonksiyonu gibi patolojileri tetikleyebilecegini gostermistir.

Ata ve ark. (2019) disi wistar albino si¢anlar iizerinde yaptiklari bir ¢alismada
MTX’in ovaryum dokusunda yarattig1 oksidatif stres iizerine bir antioksidan olan
resveratrol’iin etkisini degerlendirmislerdir. Calisma sonucunda saglikli kontrol ve
MTX ile birlikte resveratrol verilen gruplar kiyaslandiginda MTX verilen sicanlarda
MDA diizeylerinin anlaml1 derecede yiikseldigi, SOD ve GSH diizeylerinin ise anlaml
diistis gosterdigi gbzlenmistir. Boylece MTX’in ovaryan doku igin de bir oksidatif

stres nedeni oldugu ve antioksidan resveratroliin bu oksidatif strese kars1 ovaryum
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dokusunu koruyabilecegini ortaya koymuslardir (149). Yine Kiremitli ve ark.(2021)
disi Wistar albino si¢anlarda MTX ile ovaryum dokusunda olusturulan oksidatif
streste, elektron transport zinciri anahtar molekiillerinden biri ve ayn1 zamanda gii¢li
bir antioksidan olan koenzim QI10(Co Q10)’in etkisini degerlendirmislerdir. Bu
calisma sonucunda da  MTX ile birlikte Co Q10 verilen grupta MDA ve
Miyeloperoksidaz diizeylerinde yalnizca MTX verilen gruba gore anlamli diisiis
oldugunu, yine aynmi gruplar arasinda glutatyon diizeyleri acisindan Co Q10 grubu
lehine anlamli bir artis gergeklestigini gézlemlemislerdir (150).

Biz de caligmamizda ovaryum dokusunda MTX maruziyeti ile indiiklenen
oksidatif stres tizerine bir antioksidan olan kurkumin’in etkisini géstermek adina doku
diizeyinde MDA, SOD ve CAT parametrelerini degerlendirdik. Caligmamizin
sonucunda tedavi grubunda MDA diizeyi MTX grubuna gore anlamli disiis
gosterirken SOD ve CAT diizeyleri ise anlamli diizeyde yiliksek bulunmustur.
Oksidan-antioksidan parametreler agisindan ¢alismamizin sonuglart yukarida
stralanan literatiir ile benzerlik gostermektedir.

Bcl-2 Mitokondrial membran potansiyelinin - devamliligini  saglayarak
antiapoptotik etki gosteren bir proteindir. Miyashita ve ark. S49.1 ve WEH17.2 miirin
lenfoid hiicre hatlarinda Bcl-2 ekspresyonlarindaki artisin - MTX, 1-B-D-
arabinofuranosylcytosine ve Vinkristin aracili apoptoza karsi direng olusturdugunu
gostermistir (151). Papaconstantinou ve ark. Sigan intestinal hiicre hatti (RIE-1) ile
yaptiklari caligmada kiiltiir ortaminda yalniz MTX bulunan hiicrelerde apoptotik hiicre
Oliimiiniin artti@1 buna karsin ortama MTX ile birlikte eklenen Z-VAD florumetil
keton (bir genel kaspaz inhibitdrii) varliginda apoptoza giden hiicre sayisinda ve
kaspaz 2, 3 ve 9 ekspresyonlarinda anlamli azalma oldugunu gostermislerdir (152).

PARP enzimi insanda PARP geni tarafindan kodlanir. PARP-1 kromatin
biitlinliigii ve transkripsiyonu, kromozomlarin organize edilmesi, DNA metilasyonu
ve imprintingi gibi olaylar ile iligskilendirilmistir. Daha da 6nemlisi PARP-1 DNA
onarimi ve programlanmis hiicre 6liimii siireglerine de katilir ve bu yol ile genomik
stabiliteyi saglar (153).

Serbest radikallerin hiicre i¢erisindeki hedeflerinden biri de DNA’dir. PARP-1
oksidatif strese karsi gelistirilen hiicresel yanitta ve serbest radikaller tarafindan
hasarlanan DNA molekiiliiniin tamirinde de anahtar rol oynar. PARP-1 aktivitesinde
meydana gelen artis DNA hasarinin ¢ok 6nemli bir gostergesidir. DNA molekiiliindeki
daha 1limli hasarlara bagli PARP-1 aktivasyonu histon proteinlerinin Poli ADP
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ribozilasyonu araciligi ile kromatin iplik¢iklerinin agilmasina ve DNA onariminin
baslamasina yola acar. Ancak asirt PARP-1 aktivasyonu enerjetiklerin tiikkenmesi yolu
ile hiicreleri 6liime de gotiirebilir (154-156). Xueqing ve ark. (2010) T. Cruzi ile
enfekte kardiyomiyositlerde mitokondri kaynakli ROS artisinin PARP-1 aktivitesini
arttirdigin1 ve PARP-1‘in daha sonra NFkB aktivasyonunu saglayarak inflamasyonu
tetikledigini gostermistir (157). Wei ve arkadaslari (2013) domuz ovaryumlarinda
apoptotik  graniiloza  hiicrelerinde = PARP-1 aktivasyonunun  arttigini
immunohistokimyasal olarak gostermis ve kaspaz-3 aracili PARP-1 aktivasyonunun
graniiloza hiicre apoptozunda anahtar mekanizma olabilecegini ileri siirmiistiir (158).

Calismamizda si¢anlarin over dokularinda PARP-1 icin gergeklestirilen
immunohistokimyasal boyama sonrasi yapilan H-skorundan elde edilen verilerin
istatistiksel analizinde tedavi grubunda PARP-1 ekspresyonlarinin MTX grubuna gore
anlamli diislis gosterdigi bulunmustur. Bu bulgu kurkumin’in gii¢lii antioksidan
aktivitesi ile ROS’a bagli DNA hasarini1 6nleyerek PARP-1 aktivasyonunu diistirdiigi
seklinde yorumlanmaktadir ve yukarida siralanan literatiir ile uyumludur.

DNA hasari, hiicrelerdeki DNA'da genetik bilginin yorumlanmasini ve
iletilmesini etkileyebilecek fiziksel veya kimyasal degisiklikleri ifade eder. DNA,
kimyasallar, radyasyon, serbest radikaller ve kemoterapdtikler olmak iizere, her biri
farkli hasar bi¢imlerine neden olan ¢esitli eksojen ve endojen etkilerden dolay1 hasar
gorebilir (159). Reaktif oksijen tiirleri (ROS), DNA hasarimi indiikleyebilen ve DNA
hasar yanitini etkileyebilen yiiksek oranda reaktif oksijen igeren molekiiller grubudur
(160). ROS'un kemoterapétik ajanlarin ve iyonlastirict radyasyonun neden oldugu
genotoksik stresi etkiledigine dair kesin ¢alismalar literatiirde gosterilmistir. ROS,
DNA hasarinin ana kaynagidir ve kromozom kararsizligina ve kansere yol agabilecek
mutasyon ve delesyonlarin birikmesine sebep olan 6nemli bir faktordiir (11). ROS
birikimi ayrica mitokondriyal DNA hasarina ve zincir kirtlmalarina da neden olarak
mitokondriyal DNA'nin bozulmasina neden olur (161).

DNA hasari, hiicre siklusunun durmasi, DNA onarim mekanizmalarinin aktive
olmasi ve hasar ¢ok agir ve onarilamaz oldugunda da apoptotik hiicre 6limi gibi
mekanizmalar1 harekete gegirir. Bir tiimor baskilayict gen olan P53’in DNA hasari
sonrasi tetiklenen bu mekanizmalarin merkezinde yer alan anahtar molekiil olduguna
dair ¢ok sayida calisma mevcuttur. p53 protein diizeyi normal hiicrelerde
saptanamayacak kadar diisiik iken, genomik hasara neden olan ¢esitli stres sinyallerine

yanit olarak hizla artar (162,163). Bu durumda p53, apoptozda islev goren

55



proapoptotik proteinler olan Bax, Apaf-1 ve Fas transkripsiyonunu aktive ederken,
antiapoptotik proteinler olan Bcl-2 ve Bcl-xL’yi baskilar ve apoptozu indiikler (164).

MTX, dihidrofolat rediiktaz i¢in rekabetci bir inhibitér olup, niikleik asit
sentezi dahil olmak iizere g¢esitli metabolik yollarin bozulmasina neden olur ve bu
nedenle apoptozun indiiklenmesine ve hiicre dliimiine yol agabilir. Fu ve ark.’nin
yaptig1 bir calismada MTX'in ROS iiretiminin p53 ve p21 ekspresyonunun arttirarak
apoptozu indiikledigi ana mekanizma olarak gosterilmistir .Calismada MTX
uygulamasinin in vitro olarak graniiloza hiicrelerinin apoptozunu ve yliksek oranda
oosit dejenerasyonunu goézlemlemis olup MTX grubu fare follikiillerinde atretik
folikiillerin artis1 ile uyumlu oldugunu bildirmislerdir (165).

Ayrica MTX'in seminifer tiibiil dejenerasyonu ve p53 ve Bax/Bcl-2 yollar
yoluyla germ hiicrelerinin apoptozisi ile karakterize testis hasarini indiikleyebildigini
(166) oksidatif stres yoluyla apoptotik siireci hizlandirdigini ve spermatogenez
tizerindeki zararli etkileri nedeniyle infertiliteye neden oldugunu gosteren ¢aligmalar
mevcuttur (167).

Yine Suping Xiong ve ark.(2020) hiicre kiiltiiriinde fare spermatosit hiicre
hattin1 (GC2) kullanarak yaptiklari ¢alismada MTX’in hiicre proliferasyonunu inhibe
ettigini, otofaji ve apoptozu tetikleyerek fare spermatosit hiicre hattinda ROS
aracilifiyla ciddi sitotoksisiteye neden oldugunu GC2 hiicrelerinde apoptozu
tetikledigini gostermislerdir (168).

Calismamizda siganlarin  over dokularinda p53 i¢in gerceklestirilen
immunohistokimyasal boyama sonrasi yapilan H-skorundan elde edilen verilerin
istatistiksel analizinde MTX grubunda p53 ekspresyonlariimn kontrol ve kurkumin
gruplarina gore anlamli olarak arttigini bulduk. Bu bulgu MTX’in ROS’a bagh
oksidatif hasar yoluyla p53 aktivasyonu artirarak apoptozu indiikledigi seklinde
yorumlanmaktadir ve yukarida siralanan literatiir ile uyumludur.

Gol ve arkadaslariin Balb/c fareler lizerinde yaptiklar1 ¢alismada her birinde
9 denek bulunan mtx ve kontrol olmak iizere iki grup olusturulmus ve kontrol grubuna
ip tek doz salin verilirken MTX grubuna 5mg/kg tek doz mtx uygulanmistir. 7 giin
sonra sakrifiye edilen deneklerden ¢ikarilan over dokularinda gerceklestirilen folikiil
sayimi sonucunda primordial folikiil sayisinin MTX grubunda kontrol grubuna goére
anlamli bir diisiis gosterdigini bildirmislerdir (169).

Karri ve ark. (2011) Wistar albino ratlar tizerinde yaptiklari ¢calismada diisiik
ve yiiksek doz MTX uygulamasinin (sirasiyla 0,05 mg/kg ve 0,15 mg/kg), yine yliksek
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doz MTX uygulamasinda 16kovorin tedavisinin ve son olarak MTX uygulamasinin
geri cekilmesinin (yliksek doz MTX uygulamasindan sonra verilen 20 giinliik ara
sonrasi denekler sakrifiye edilerek) ovaryan doku ve folikiilogenez iizerine etkilerini
degerlendirmislerdir. Calisma sonucunda MTX verilen gruplarda doz bagimli olarak
primordial, preantral ve antral folikiillerde atrezi oraninin kontrol grubuna gore arttigi
buna Kkarsin 16kovorin tedavisinin ve MTX geri ¢ekilmesinin 6zellikle yiiksek doz
MTX verilen gruba gore atretik folikiil sayilarinda anlamli diisiis gozlendigini
bildirmislerdir. Bununla birlikte MTX ¢ekilme grubunda oosit ¢ekirdek yoklugu, zona
pellusida ve ovaryan stromadaki dejenerasyonun devam ettigini de belirtmislerdir
(170).

Hortu ve ark. Sprague-Dawley siganlar ile yaptiklari bir ¢alismada MTX ile
olusturulan ovaryan hasar iizerine oksitosinin etkisini arastirmiglardir. Calisma
sonucunda MTX’in stromal fibrozis yolu ile plazma AMH diizeyini disiirdiigiinii ve
TGF-p diizeyini arttirarak ovaryan hasari tetikledigini bulmustur (171).

Jingbo ve ark. (2021) ICR sus fareler iizerinde yaptiklari ¢alismada kontrol,
mtx ( 8 giin, giin asir1, 10 mg/kg MTX, ip yol ile 20 giin geri ¢ekilme uygulanmis) ve
folik asit (8 giin, giin asir1, 10 mg/kg mtx, ip yol ile sonraki 20 giin boyunca giin asirt,
10 mg/kg, intragastrik folik asit uygulanmis) olmak {izere ii¢ grup olusturmus, gruplar
arasi karsilagtirmada hem dogal hem de invitro fertilizasyon oranlarinin MTX ve folik
asit tedavili grupta kontrol grubuna anlaml diisiis gosterdigini, MTX grubunda folik
asit tedavili gruba kiyasla atretik folikiil sayisinin anlamli artis gosterdigini, preantral
ve antral folikiil sayilarinin ise anlamli diizeyde azaldigin1 géstermislerdir. Calismada
primordial ve primer folikiil sayilar1 agisindan gruplararast anlamli fark
bulunmamuistir. Deneklerin ovaryumlarindan elde edilen graniiloza hiicreleri kiiltiire
edilmis ve P53 mRNA diizeyleri real time PCR ile degerlendirilmistir. P53 mRNA
diizeylerinin MTX grubunda folik asit grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek
bulundugunu raporlamislardir. Son olarak AMH diizeylerini ELISA ile degerlendiren
aragtirmacilar folik asit tedavili grupta anlamli olmamakla birlikte MTX grubuna gore
AMH diizeyinde artis bulmuslardir (172).

Mahboobeh ve ark. (2020) ektopik gebelik tanisi almis 20 hasta iizerinde
yaptiklar1 klinik ¢alismada tek doz 50 mg/kg intramiiskiiler MTX tedavisi dncesi ve
sonrast AMH diizeylerini karsilastirmiglar ve MTX uygulamasindan dnce ve sonra
Ol¢iilen AMH diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulamamaiglardir

(173).
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Benian ve ark. (2013) Wistar Albino siganlarda kurguladiklari bir ¢alismada
deney baslamadan 6nce plazmada ELISA metodu ile 6l¢iilen AMH diizeyleriile 1., 3.,
5. ve 7. Giinlerde intramiiskiiler uygulanan 1 mg/kg MTX uygulamalarinin her
birinden 24 saat sonra yine ELISA ile olgiilen plazma AMH diizeylerini
karsilastirmiglardir. Calisma sonucunda ilk ve son MTX uygulamasi sonrasi 6l¢iilen
plazma AMH diizeyleri arasinda son giin dlgiilen AMH diizeyi lehine istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulmuslardir (ilk giin 6lgiilen AMH median degeri 70,60, son
giin 6l¢iilen AMH median degeri 104,70) (174).

Bizim ¢aligmamiz sonucunda primordial ve primer folikiil sayilar1 a¢isindan
MTX ve MTX+KUR gruplari arasinda anlamli fark olmasa da MTX+KUR grubunda
her iki folikiil sayis1 da MTX grubuna gore yiiksekti. Primordial folikiil sayis1
kurkumin grubunda MTX ve MTX+KUR gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli
diizeyde yiiksek bulundu. Yine MTX grubunda atretik folikiil sayist MTX+KUR
grubuna gore anlamli diizeyde yiiksekti. Caligmamizin folikiil sayilar1 agisindan dikkat
cekici bir bulgusu ise gruplar arasinda sekonder folikiil sayis1 a¢isindan anlamli fark
olmamasina ragmen MTX verilen gruplarda kontrol grubuna gore sekonder folikiil
sayilarinin yliksek olmastydi.

AMH diizeyleri acisindan degerlendirildiginde calismamizin sonuglart ilgi
cekiciydi. Sekonder folikiil sayilarinda karsilastigimiz tabloya benzer sekilde MTX
verilen gruplarda kontrol ve kurkumin gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli
olmasa da AMH diizeylerinin daha yiiksek oldugu gdzlendi.

AMH’nin 6zellikle preantral ve antral folikiil asamalarindaki ovaryan
folikiillerin graniiloza hiicrelerinden salindig1 bilinen bir ger¢ektir. Bunun disindaki
folikiiler evrelerde ise AMH ekspresyonu ya ¢ok diisiiktiir ya da tamamen
kaybolmustur (57).

Bu bilgi 15181nda ¢alismamizda MTX verilen gruplarda antal folikiil sayisinin
diger gruplara gore yiiksek olmasi yine bu gruplarda AMH yiiksekligini
aciklamaktadir.

Ovaryan steroidogenez kolesteroliin teka interna hiicrelerinde androjenlere
donlismesi ile baslar ve bu androjenlerin graniiloza hiicrelerinde Ostrojenlere
doniistimii ile tamamlanir (175). Mitokondri, steroid hormon biyosentezi igin hayati
Oonem tasiyan bir organeldir. Adrenal, gonad, plasenta ve beynin steroidojenik
hiicrelerindeki mitokondri, kolesterol yan zincir par¢alama enzimi P450scc (Side-

chain cleavage enzyme)yi ve onun iki elektron transfer partneri
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olan ferredoksin rediiktaz  ve  ferredoksini  igerir. Bu  enzim  sistemi,
kolesterolii pregnenolon‘a doniistiiriir ve net steroidojenik kapasiteyi belirler (176).
Mitokondri, elektronlarin mitokondriyal membrana gomiilii bir dizi elektron tasiyicisi
yoluyla aktarilmasiyla olusturulan elektrokimyasal proton gradyani ile ATPmin
yiiksek enerjili fosfat baglarini olusturur. Elektronlarin molekiiler O2'ye transferi siki
bir sekilde kontrol edilen bir siiregtir ve bu siirecte elektron transport zincirinden(ETZ)
kagan elektronlarin sadece %1-2'si O2 ile reaksiyona girerek O2~ ile sonuglanir. Yani
mitokondrial ETZ’ni kendisi de bir ROS kaynagidir (177).

Mitokondride lokalize olmus Manganez siiperoksit dismutaz (MnSOD) major
ROS detoksifikasyon enzimlerindendir (178) Her ne kadar ROS’un diisiik ve yliksek
seviyeleri icin bir esik degeri tanimlanmamis olsa da diisiitk ROS seviyelerinin, ROS’
bagli artan TNF-a ve dolayisiyla TNFR1 (TNF Reseptor-1) ilizerinden NF-xB
transkripsiyonunu arttirdigi ve bunun da MnSOD ekspresyonunu tetikledigi, buna
karsin yiiksek ROS diizeylerinin ise JNK (c-Jun N-terminal kinase) yolagi {izerinden
hiicreleri apoptoza yonlendirdigini bildiren ¢alismalar mevcuttur.

Bu bilgiler 1s18inda calismamizda graniiloza hiicre yiikii, dolayisiyla
steroidogenez aktivitesi ve mitokondri sayist diger folikiiler asamalarin graniiloza
hiicrelerine gore daha fazla olan sekonder folikiillerin sayisinin, her ne kadar anlaml
bir artis géstermese de MTX gruplarinda diger gruplara gore fazla olmasi, sekonder
folikiillerin grantiloza hiicreleri icerisinde yogun mitokondri ve dolayisiyla MnSOD
varligiin ve tstelik MnSOD’un ROS artis1 ile tetikleniyor olmasinin sekonder
folikiilleri MTX kaynakli ROS olusumuna karst avantajli bir konuma getirmis

olabilecegi seklinde yorumlanabilir.
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6. SONUCLAR

Calismamizda MTX ile olusturulan ovaryan hasarli si¢anlarda atretik folikiil
sayisinin arttigr gortilmistiir. MTX maruziyeti ile olusan apoptozun oksidatif stres
hasar1 yoluyla etkisini gérebilmek adina doku diizeyinde degerlendirdigimiz MDA,
SOD ve CAT seviyelerinde doku MDA diizeyleri MTX uygulanan grupta anlamli artis
gostermistir. Kurkumin ile tedavi grubunda MDA diizeyi MTX grubuna gére anlamli
diisiis gosterirken SOD ve CAT diizeyleri ise anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur.
Bir antioksidan olan kurkumin atretik folikiil sayisint MTX grubuna gore anlamlt
olarak azaltarak folikiilleri ROS’a bagli apoptozdan korumustur.

Imminohistokimyasal analiz  sonuclarimiza goére p53 ve PARP-1
ekspresyonunun gruplar arasindaki farkliliklar1 istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. p53 ekspresyonu MTX grubunda kontrol ve kurkumin grubuna gore
anlamli artmistir. PARP-1 de benzer sekilde MTX uygulanan grupta kurkumin ve
MTX+KUR gruplarina gore anlamli artis gostermistir. Yine ovaryum rezervini
degerlendirmek amaciyla kullaninan serum AMH diizeyinin MTX uygulanan
gruplarda artig gostermistir. Kurkumin tedavisi MTX gruplarinda AMH diizeylerini
degistirmemistir. Fakat AMH diizeylerindeki bu farkliliklar istatiksel olarak anlaml
bulunmamustir.

Bir ¢ok otoimmun hastaliklar ve malingnitelerin tedavisinde siklikla kullanilan
MTX ‘“in disi tireme sisteminde oksidatif stres yolu ile sitotoksititeyi artirmis ve bir
antioksidan olarak kullanilan kurkuminin MTX maruziyeti sonucu hiicrede meydana
gelen serbest oksijen tirlerini temizleyerek, oksidan-antioksidan dengenin

korunmasina ve tyilestirmesine katki saglamistir.
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