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Metotreksat Kaynakh Ovaryum Hasarinda Crataegus Monogyna Etkisinin

Arastirllmasi

Investigation of the Effects of Crataegus Monogyna on Methotrexate-Induced Ovarian
Damage

Emine SARMAN!
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Amag: Folik asit antagonisti olan Metotreksat (MTX), ¢esitli hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Terapotik fay-
dalarma ragmen, MTX’in 6zellikle genital sistemle iligkili organlar basta olmak tizere birgok organda toksisiteye yol agt1g1 bilinmek-
tedir. Crataegus monogyna (CM) bir¢cok bolgede yaygin olarak bulunan ve flavonoid igerigi yiiksek olan bir bitkidir; antioksidan ve
koruyucu 6zellikleriyle taninir. MTX’in ovaryum tizerinde olusturdugu hasar daha 6nce ¢aligilmis olsa da CM nin bu hasara kars1 olas1
koruyucu etkisiyle ilgili herhangi bir aragtirmaya rastlanmamistir. Bu ¢aligmanin amaci, CM’nin MTX kaynakli ovaryum hasar1 tize-
rindeki etkisini degerlendirmektir.

Araglar ve Yontem: 30 adet disi rat her grupta 6 hayvan olacak sekilde rastgele 5 gruba ayrilmistir: Kontrol: 14 giin boyunca ad
libitum su ve yemle beslenen ratlardan olugan grup. Sham: 1.giin tek doz serum fizyolojik (SF) ve 14 giin gavajla distile su verilen
ratlardan olusan grup. MTX: 1.giin tek doz 20 mg/kg MTX uygulanan grup. MTX+CM Grubu: Tek doz MTX uygulamadan 1 saat
once ve 14 giin boyunca gavajla 200 mg/kg CM verilen ratlardan olusan grup. CM: 14 giin boyunca gavajla 200 mg/kg CM verilen
ratlardan olugan grup. Deney sonunda tiim hayvanlar anestezi altinda sakrifiye edilmistir. Ovaryum dokular1 alimarak %10’luk formalin
icinde tespit edilmis, histolojik inceleme igin rutin doku takip islemlerinden gegirilmistir.

Bulgular: MTX grubunda vaskiiler konjesyon ve hemoraji, atrofik ovaryan folikiiller, kolajenz madde birikimi, mononiikleer hiicre
infiltrasyonu goriilmiistiir. Tedavi grubu olan MTX+CM grubunda ise bu bulgular 6nemli derecede azalmigtir.

Sonu¢: MTX kaynakli ovaryum hasarma karst CM nin koruyucu bir etki gosterdigi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: crataegus monogyna; metotreksat; ovaryum; rat
ABSTRACT

Purpose: Methotrexate (MTX), a folic acid antagonist, is widely used in the treatment of various diseases. Despite its therapeutic
benefits, MTX has been associated with toxicity in several organs, especially those of the genital system. Crataegus monogyna (CM)
is a flavonoid-rich plant commonly found in many regions and known for its antioxidant and protective properties. Although MTX-
induced ovarian damage has been previously studied, no research has investigated the potential protective effect of CM on this damage.
This study aimed to evaluate the effect of CM on MTX-induced ovarian injury in rats.

Materials and Methods: Thirty female rats were randomly divided into five groups (n=6): Control: Received only water and food ad
libitum for 14 days. Sham: Given a single dose of physiological saline on day 1 and distilled water by gavage for 14 days. MTX:
Received a single intraperitoneal dose of 20 mg/kg MTX on day 1. MTX+CM: Treated with 200 mg/kg CM via gavage one hour
before MTX administration and continued CM for 14 days. CM: Received 200 mg/kg CM via gavage for 14 days. At the end of the
experiment, all animals were sacrificed under anesthesia. Ovarian tissues were collected, fixed in 10% formalin, processed, and exami-
ned histologically.

Results: In the MTX group, vascular congestion and hemorrhage, atrophic ovarian follicles, collagen accumulation, and mononuclear
cell infiltration were observed. These pathological findings were significantly reduced in the MTX+CM treatment group.
Conclusion: It was observed that CM showed a protective effect against MTX-induced ovarian damage.
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GiRiS

Dihidrofolat rediiktazi inhibe etmek igin iiretilmis folik
asit antagonistinden biri olan Metotreksat (MTX), ilk ola-
rak 1940’11 yillarda malignitelerin tedavisinde kullanilmis-
tir.! MTX, Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan temel
bir ilag olarak kabul edilmistir? ve giiniimiizde romatoid
artrit, sedef hastalig1 ve diger bag dokusu hastaliklar1 gibi

birgok hastalidin tedavisinde kullanilmaktadir.®3

Kadnlarda endokrin dengesinin bozulmasi ve infertilite
gibi nedenler kanser tedavisinin uzun vadeli morbiditele-
rini azaltma ihtiyacim dogurmustur.* Dogurganligin ko-
runmasl, kanser sonrasi tedavide yasam kalitesini iyilestir-
mek artik kanser bakimmin 6nemli bir bileseni olarak ka-
bul edilmektedir.> Ovaryum; disi gametlerin {iretilmesi,
Ostrojen ve progesteron salgilanmasi, dogumdan sonra
ireme organlarimin biiylimesinin diizenlenmesi, sekonder
cinsiyet karakterlerinin gelismesi gibi énemli fonksiyon-
lara sahiptir.8 Ovaryum folikiilii, ovaryumda gelisen bir
oosit ve somatik hiicrelerden olusan temel fonksiyonel bi-
rimdir.” Graniiloza hiicreleri (GC), oositin gelismesi igin
gerekli besinleri ve olgunlagmay1 saglayan faktorleri sag-
layan oositi yakindan cevreleyen somatik hiicrelerdir.?
GC, oositleri kendi antioksidan sistemleri araciligiyla ol-
gunlagma sirasinda oksidatif stres hasarindan korurlar.®
Son zamanlarda galigmalar, MTX uygulamasindan kay-
naklanan yan etkileri azaltmak i¢in antioksidan materyal-
lerin kullanim ve etkinligi {izerinde yogunlasmustir.’® Bu
nedenle biz de caligmamizda Crataegus monogyna’y: kul-
lanmay1 tercih ettik. Crataegus monogyna, Dogu Asya,
Avrupa ve Dogu Kuzey Amerika'da yogunlasan kuzey 1li-
man bolgelere 6zgii yaklasik 280 tiire sahip bir Rosaceae
(giil ailesi) cinsidir. Crataegus bitkisinin yapraklar ve ¢i-

ceklerinin tedavide kullanildig1 bildirilmistir.'t

Crataegus’un cesitli flavonoidler ve oligomerik prosiyani-
dinler igermektedir. Fenolik bilesikler agisindan da zengin
olan Crataegus bitkisinin yaprak, ¢icek ve meyve ekstrakt-
larinda rutin, apigenin, kuersetin, naringenin, mirisetin,
kaempferol ve pirokatekol oldugu, bu 6zellikleriyle de ok-
sidatif strese kars1 koruyucu bir etkisinin oldugu bildiril-
mistir’? Yapilan calismalar Crataegus’un daha ¢ok kalp
dokusu tizerindeki etkisine yogunlasmistir. Bu amagla ya-
pilan ¢alismada, Crataegus’un ratlarda bir aylik agir1 ba-

sinca bagli kardiyak hipertrofiden sonra kardiyak yeniden

sekillenme ve sol ventrikiiler disfonksiyon iizerindeki et-
kileri incelenmistir. Sprague-Dawley ratlar: (erkek, 300 g)
4 hafta 130 mg/giin ile tedavi edilmistir. Tedavi sonra-
sinda, sol ventrikiil yeniden modellemesini degistirdigi ve
asir1 basinca bagli kardiyak hipertrofide miyokardiyal is-
lev bozukluguna kars1 korudugu belirtilmistir.'® Bu ¢alis-
manin amact MTX kaynakli ovaryum hasarina karsi

CM’nin etkisini aragtirmaktir.
ARACLAR ve YONTEM
Etik Kurul Izni

Bu ¢alisma igin Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan De-
neyleri Yerel Etik Kurulundan onay alind1 (13.03.2024 ta-
rih ve 49533702/158 sayil1).

Deney Gruplan ve Ozellikleri

Ratlar 21-22 derece arasinda, 12 saat aydinlik 12 saat ka-
ranlik ortamda bakilmig ve ad libutium beslenme rejimi
uygulanmigtir. G*Power 3.1.9.4 programi kullanilarak ya-
pilan gii¢ analizinde, %80 giiven aralig1 (1-Beta err prob)
ve %S5 hata payi (alfa err prob) ile gerceklestirilen hesap-
lamalar sonucunda, bes gruplu ve toplam 30 rat iceren 6r-
neklem igin kritik F degeri 2.758 ve etki biiyiikliigii 0.69
olarak bulunmustur. Etki biiyiikliigii degerlendirmesi ya-
pilirken, 0.1’in kiigiik, 0.25’in orta ve 0.4’iin biiyiik etki
diizeyi olarak kabul edildigi referans alinmistir. Buna gore
30 (otuz) adet disi rat her grupta 6 (alt1) rat olacak sekilde
rasgele 5 (bes) gruba ayrilmugtir: 1.Grup (Kontrol Grubu):
Deney siiresi olan 14 giin boyunca ad libitum su ve yemle
beslenen ratlardan olusan kontrol grubu. 2.Grup (Sham
Grubu): Deneyin 1.giinii tek doz i.p. serum fizyolojik (SF)
ve 14 giin gavajla distile su verilen ratlardan olugan sham
grubu. 3.Grup (MTX* Grubu): Deneyin 1.ginii tek doz 20
mg/kg** metotreksat (MTX, methotrexate flacon-50 mg,
Kocak Farma) i.p. olarak uygulanan grup. 4.Grup
(MTX+CM Grubu): Tek doz MTX uygulamadan 1 saat
once ve 14 giin boyunca gavajla 200 mg/kg!® Crataegus
monogyna (CM) verilen ratlardan olusan grup. 5.Grup
(CM** Grubu): 14 giin boyunca gavajla 200 mg/kg CM
verilen ratlardan olusan grup.
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Son ilag uygulamasindan 24 saat sonra deney hayvanlari
Ketamin (90 mg/kg) / Xylazin (8-10 mg/kg) anestezisi al-
tinda sakrifiye edilerek ovaryum dokulari alinmigtir. Do-
kular histopatolojik incelemeler i¢in %10 nétral tamponlu
formaldehit soliisyonu igine alinmustir. 72 saat formaldehit
icinde kaldiktan sonra bir gece akarsu altinda yikanmustir.
Rutin histolojik takip islemlerinden gegirildikten sonra do-
kular parafin bloklara gémiilmiistiir. Parafin kesitlerden 5u
kalinliginda kesitler alinmigtir. Alinan kesitler Hematoksi-
len-Eozin (HE) ile boyanarak 1s1k mikroskobunda deger-

lendirilmistir.
Ekstraktin Hazirlanmasi

CM taze meyveleri pargalara ayrilarak 24 saat boyunca oda
sicakliginda kurutuldu. Kurutulduktan sonra 24 saat bo-
yunca 40°C'de sicak hava firininda bekletildi. Tamamen
kurutulmus meyveler toz haline getirildi. 10 gram kurutul-
mus meyve tozu sirastyla 100 ml su ile bir soxhlet cihazi
kullamlarak ¢ikarildi ve filtre kagidindan siizilerek -
20°C'de saklandi.

Hematoksilen-Eozin (HE)

Hematoksilen-Eozin boyama i¢in alinan kesitler 1 gece
60°C’lik etiivde bekletilip deparafinizasyon islemi yapil-
diktan sonra 15 dakika ksilole alinmustir. Daha sonra sira-
styla 10’ar dakika %100- %96- %90-%80- %70 alkolden
gecirilerek distile su ile yitkanmustir. Harris Hematoksi-
len’de 2 dakika boyanmis ve 10 dakika akarsuda yikan-
mustir. %1 asit-alkol karigimina batirilip tekrar 2 dakika
akarsuda yikanmigtir. 2 dakika Eozinde bekletilip %70,
%80, %96, %100 alkolden gegirilerek 5 dakika ksilole
alinmustir. Son olarak entellan ile kapatilarak incelemeye
hazir hale getirilmistir. Dokular Eclipse E-600 Nikon, Ja-
pan fotomikroskopta ve goriintii analiz sistemi (NIS Ele-
ments Nikon, Japan) ile incelenerek degerlendirilmis ve
fotograflanmistir. Degisikligin derecesine ve yayginliga
bagli olarak semi-kantitatif olarak skorlandi. Hazirlanan
preparatlardaki alanlardan vaskiiler konjesyon ve hemo-
raji, folikiiler hiicre dejenerasyonu, atrofik folikiiller, kola-
jendz madde birikimi, mononiikleer hiicre infiltrasyonu

0’dan 3’e kadar derecelendirildi (0: 0-3 hiicre/alan, 1: 4-7

hiicre/alan, 2: 8-11 hiicre/alan, 3: hiicre/alan 12’den

fazla).'6

Istatistiksel Analiz

Histopatolojik sonuglar gruplar arasinda karsilastirildi.
Dagilimlarin normalligini belirlemek i¢in Shapiro-Wilk W
testi ve Kruskal-Wallis H testi kullanildi. Normal dagilim
gosteren degiskenler (vaskiiler konjesyon ve hemoraji, fo-
likiiler hiicre dejenerasyonu, atrofik folikiiller) i¢in Tukey
testi, normal dagilim gdstermeyen degiskenler (kolajendz
madde birikimi, mononiikleer hiicre infiltrasyonu) i¢in
Mann Whitney-U testi kullanildi. Tiim veriler SPSS v. 24
(SPSS Inc., Chicago, IL, ABD) istatistik programi kullani-
larak analiz edildi ve p < 0.05 istatistiksel olarak anlaml
kabul edildi.

BULGULAR

MTX kaynakl1 ovaryum hasarina karst CM etkisinin aras-
tirtldig1 bu ¢aligmada vaskiiler konjesyon ve hemoraji, fo-
likiiler hiicre dejenerasyonu, atrofik folikiiller, kolajendz
madde birikimi, mononiikleer hiicre infiltrasyonu gibi his-

topatolojik degisiklikler degerlendirildi.

Kontrol ve sham gruplarinda normal bir ovaryum histolo-
jisi goriilmektedir. Farkli olgunlagma evrelerindeki ovar-
yan folikiiller, sekonder folikiil ve antral bosluk, sekonder
folikiil etrafinda kesintisiz bir zona pellusida, teka interna,
primer oosit normal goriilmektedir. MTX grubunda ise
vaskiiler konjesyon ve hemoraji, atrofik ovaryan folikiiller,
kolajen6z madde birikimi, mononiikleer hiicre infiltras-
yonu dikkat ¢eken bulgulardir. MTX uygulamasindan
sonra 14 giin boyunca 200 mg/kg uyguladigimiz CM gru-
bunda ise ovaryum yapisinin biiyiik 6l¢iide korundugu go-
rilmustiir. Farkli olgunlagsma evrelerindeki ovaryan foli-
kiiller goriilmekle birlikte konjesyon ve hemorajik alanla-
rin goriildiigh fakat bu alanlarin MTX grubuna gore daha
az oldugu belirlenmistir. CM grubunda da kontrole yakin
bir goriiniim vardir. Farkli olgunlagma evrelerindeki ovar-
yan folikiiller, sekonder folikiil ve antral bogluk, sekonder
folikiil etrafinda kesintisiz bir zona pellusida, teka interna,

primer oosit normal gériinimliidiir.
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Sekil 1. Hematoksilen Eozin (E) boyaa sonuglari.
Kontrol ve Sham: Ovaryan folikiiller (siyah ok), sekonder
folikiil (siyah ok) ve antral bosluk (siyah y1ldiz), sekonder
folikiil etrafinda kesintisiz bir zona pellusida (yesil ok),
teka interna (ince siyah ok), primer oosit (mavi ok) (al, a2,
a3, el, e2, e3). MTX grubu: Vaskiiler konjesyon ve hemo-
raji (mavi ok basi), atrofik ovaryan folikdiller (siyah ok
bast), kolajendz madde birikimi (yesil ok bas1), mononiik-
leer hiicre infiltrasyonu (mavi yildiz) (bl, b2, b3).
MTX+CM: Ovaryan folikiiller (siyah ok), konjesyon ve

hemorajik alanlar (mavi ok basi) (cl, c2, ¢3). CM: Ovar-
yan folikiiller (siyah ok), sekonder folikiil (siyah ok) ve

antral bosluk (siyah y1ldiz), zona pellusida (yesil ok), teka
interna (ince siyah ok), primer oosit (mavi ok) (d1, d2, d3).

Kontrol grubu (al, a2, a3), MTX grubu (b1, b2, b3),
MTX+CM grubu (cl, c2, c3), CM grubu (d1, d2, d3),
Sham grubu (el, e2, €3). al, b1, c1, d1, el (x10; scale bar,
200 pum); a2, b2, c2, d2, e2 (x20; scale bar, 100 pm), a3,
b3, ¢3, d3, e3 (x40; scale bar, 50 um).
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Sekil 2. Ovaryum hasarmin histolojik skor tablosu. Metotreksat (MTX), Crataegus monogyna (CM). ‘¥’ p<0.001.

TARTISMA

Diinya capinda giderek daha fazla goriilmeye baslayan ve
en onde gelen 6liim nedenleri arasinda sayilan kanserin te-
davisinde ¢esitli antikanser ajanlart kullanimi giin gectikce
artmaktadir.*” Bu durum, kemoterapi alan hastalarda ferti-
lizasyonun korunmasinin 6énemini bir kez daha géstermis-
tir. MTX’in DNA sentezi, onarimi ve hiicresel replikas-
yonu lizerindeki inhibitdr etkisi nedeniyle saglikli doku ve
hiicreleri etkiledigi, hem somatik hiicrelerde hem de {ireme
hiicrelerinde fonksiyonel bozukluklara neden oldugu calis-
malarda bildirilmistir.®

MTX, otoimmiin ve enflamatuar hastaliklarin tedavisinde,
genellikle tek bir haftalik dozlar seklinde agizdan verilir.
Terapotik dozun, klinik yanita veya intoleransa bagli ola-
rak haftada bir 10 mg dozunda, her 2-4 haftada bir 5 mg
artigla, haftalik 20-30 mg maksimum doz seklinde basla-

tilmasi onerilmektedir. 1

MTX’in, oksidatif stres yoluyla kadin {ireme sistemine ait
organlarda toksik etkilere neden oldugu bildirilmistir.?°
Farkli dozlarda uygulanan MTX'in ayrica ovaryum doku-
sunda antioksidan diizeylerinde 6dnemli bir azalma ve ok-
sidatif stresi artirarak fonksiyonel ve yapisal bozukluklara
neden olan ciddi toksik etkilere sahip oldugu bulunmus-
tur.2%? Yiiksek diizeyde reaktif oksijen tiirlerinin birik-
mesi, oksidatif streste onemli bir rol oynayan mitokondri-
yal
MTX’in ovaryum dokusunda vaskiiler konjesyon ve he-

disfonksiyona neden olabilir.?® Arastirmanuzda
moraji, mononiikleer hiicre infiltrasyonunu arttirdigi go-
riilmiistiir. Bu sonuglar MTX’in oksidatif stresi artirdigini
dogrulamustir. Caligma sonuglarimiz yapilan bagka bir ¢a-
lismayla benzer sonuglari vermistir. Bu ¢aligmada sekon-
der folikiilde dejenerasyon, kan damarlarinda konjesyon
ve dilatasyon, heomorajik alanlar goriilmiistiir.?* MTX
kaynakli ovaryum hasarina karsi likopenin etkisinin deger-
lendirildigi ¢alismada, MTX'in yiiksek dozda kullanilma-

sinin disi ratlarda kisirliga neden oldugu, gebelik stiresini
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uzattif1 ve yavru sayisini azalttigr gosterilmistir. Calisma-
nin histopatolojik bulgularinda ise folikiillerde polimorfo-
niikleer hiicre infiltrasyonu, folikiiler hiicrelerde 6dem,
vaskiiler konjesyon goriilmiistiir.” Calismanzda folikiiler
hiicre dejenerasyonu ve kollejendz alanlar goriilmistiir.
Bu sonuglar ilacin uzun siireli kullamiminda folikiiler hiic-
relere daha ¢ok zarar verecegini ve infertiliteye neden ola-

bilecegini diisiindiirmiistiir.

Yapilan ¢aligmalar, ilaglarin neden oldugu toksisiteyi ha-
fifletebilecegi ve dokularda meydana gelecek anormallik-
lerin antioksidanlarin kullanimiyla giderilebilecegini gos-
termistir.?527 Yapilan bir calismada MTX kaynakli ovar-
yum hasarina kars1 resveratroliin koruyucu bir etki goster-
digi gosterilmistir.* Bu amagla biz de ¢alismamizda
CM’yi kullandik. CM, geleneksel tipta kullanilan 6nemli
bir bitkidir. Bitkinin fenolik bilesikler agisindan zengin ol-
dugu, anti-inflamatuar, antikanser ozelliklerinin yiiksek

oldugu bildirilmistir.??

Crataegus ekstraktinin Sprague Dawley ratlarda kardiyak
hemostaz ve oksidatif parametreler iizerine etkisinin deger-
lendirildigi baska bir ¢aligmada; erkek ratlarda rastgele dort
gruba ayrilmigtir. Kontrol grubuna herhangi bir islem ya-
pilmazken, deney grubu ii¢ boliime ayrilarak, 100, 200 ve
500 mg/kg dozlarinda ekstrakt uygulanmistir. Tiim dozlar
giinde bir kez oral olarak verilmis ve tedaviye {i¢ hafta de-
vam edilmistir. Tedavi edilen grupta kontrol grubuna ki-
yasla kardiyak antitrombin III'te anlamli bir artis bulun-
mustur. Ote yandan, ali¢ tedavisi karaciger faktér-X sevi-
yesini onemli Slgiide azaltirken, ¢6ziiniir trombosit endotel
hiicre adezyon molekiilii-1'de 6nemli bir degisiklik goriil-
memistir. Crataegus un antioksidan etkiye ve kan sulandi-
ric1 6zelliklere sahip oldugu, bu nedenle, bu bitki 6ziitiinii
diger antikoagiilasyon ve/veya antiplatelet ilaglarla birlikte
kullamirken dikkatli olunmas1 onerilmistir.!> Calisma-
mizda kullandigimiz CM’nin, MTX kaynakli ovaryum ha-
sarina karst koruyucu etkisinin olabilecegi, Ozellikle
MTX+CM grubunda ovaryumdaki hasarin azaldig goriil-
miistiir. Bu sonuglar CM’nin gonadotoksik etkiyi biiyiik
6lglide azalttigini gostermistir.

Sonug olarak bu ¢aligmada MTX kaynakli ovaryum hasa-
rina karst CM’nin koruyucu bir etki gosterdigi goriilmiis-
tiir. MTX kaynakli ovaryum hasari ile ilgili galigmalar ya-
pilmus olsa da MTX kaynakli ovaryum hasarinda CM’nin

etkisini gOsteren bir ¢alismaya rastlanmamustir. Bu ne-
denle aragtirmamuz ilk bulgulari ortaya koydugu igin 6z-
giin bir deger tasimaktadir. Bunun yani sira farkli doz ve
siirelerde uygulanacak CM nin ovaryum hasarina kars1 et-
kisine ve tedaviye yonelik farkli calismalar yapilabilir. Tle-
ride yapilacak caligmalarda bu histopatolojik sonuglar goz
onilinde bulundurularak arastirmalarin planlanmasi 6ner-

mekteyiz.
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