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OZET

Kanser 2014 yilinda Birlesmis Milletler Uluslararasi Kanser Ajansi
tarafindan hazirlanan kanser arastirmalari raporuna goére dunyada bir

numarali 6lum nedeni haline geldi (1).

Maalesef her yil reproduktif ddnemde binlerce kadin kanser tedavisi
icin sitotoksik kimyasal tedavi formlarina maruz kalmaktadir. Bu tedavi
formlarinin en 6nemli yan etkilerinden biri de prematur ovaryan yetmezlik
gelismesidir. Bu nedenle temel yandas tedavi yaklasimi fertiliteyi koruyucu

islemlerdir.

Silymarin, Silybum Marianum bitkisinden elde edilen flavinoiddir.
Antiproliferatif, antiapoptotik, antioksidan antienflamatuar ve imminmodulator
etkileri mevcuttur. Bu calismada siklofosfamidin over dokusu Uzerine olan
gonadotoksik etkilerinin dnlenmesinde Silymarinin roli olup olmadiginin

belirlenmesi amaclandi.

Bu deneysel modelde siklofosfamidin ovaryan rezerve etkisi ve
Silymarin tedavisinin koruyucu olup olmadigi, ovaryan folikll sayimi ve rat
serumunda Anti Mulleryan Hormon (AMH) olgllerek degerlendiriimesi

planlandi.

Bu ¢aligsmada, toplam 42 adet, 200 +30 gr agirliginda, ergin Wistar

Albino disi sigan Uzerinde ¢alisildi.

Grup 1: Siklofosfamid+ Silymarin grubu (12 sigan)
Grup 2: Siklofosfamid grubu (12 sigan)

Grup 3: Kontrol Grubu 1 ( 6 sigan)

Grup 4: Kontrol Grubu 2 ( 6 sigan)

Grup 5: Kontrol Grubu 3 ( 6 sigan)

Tum gruplar degerlendirildiginde AMH degerleri agisindan gruplar

arasinda anlamli fark bulunamadi (p>0.05). Histolojik dederlendirmede



siklofosfamid verilen grupta sekonder ve antral folikil sayilari anlamli
dizeyde dusuk saptandi (p<0,05). Silymarin verilen tum gruplarda sekonder
folikil sayisinda fark yokken antral folikil sayilari anlamli  yuksek
degerlendirildi (p>0.05).

Calismamizda, Siklofosfamidin ovulatuar suregler igerisinde geg¢
safhadaki foliklleri baskiladigi, antioksidan ve antiapoptotik 6zelligi olan
silymarinin ise mevcut tedaviye eklenmesinin siklofosfamidin ovaryan
toksisitesini 6zellikle antral folikulller dizeyinde anlamli olarak azalttigi ortaya

koyulmustur.

Anahtar Kelimeler: Silymarin, antimdlleryan hormon, Over rezervi,

siklofosfamid.



SUMMARY

Protective Effect Of Silymarin On Cyclophosphamide Toxicity In Ovary

International Agency for Research on Cancer (IARC) reveals that
canser is the most mortal disease in the 2014 (1).

Unfortunately, every year thousands of women in the reproductive
period is exposed to the cytotoxic chemotherapy for cancer treatment. One of
the most important side effects of cemoterapy is premature ovarian failure
status in these patients. Therefore, additional therapeutic approaches in the
treatment of women at reproductive age is bringing up the fertility

preservation as a popular issue.

Silymarin, a flavinoid obtained from silybum marianum plants
Antiproliferative, apoptotic, anti-inflammatory, antioxidant and
immunomodulatory effects are known. The aim of this study is investigate
the preventative role of silymarin's in ovarian cyclophosphamide toxicity. In
this experimental study, type and severity of the damage and protectiveness
of silymarin was defined by measuring the anti mullerian hormone (AMH) in

the blood of the rat and histological tissue examination.

42 Wistar Albino rats between 100-200 gr and 8 weeks old were
used in the present study.

Group 1: Cyclophosphamide + Silymarin (12 rats)
Group 2: Cyclophosphamide (12 rats)

Group 3: Control group ( 6 rats)

Group 4: Control group ( 6 rats)

Group 5: Control group ( 6 rats)

AMH levels did not show any significant difference in any group
(p=0,005). Microscopic studies revealed that the number of secondary and
antral follicles were significantly (p<0.05) reduced in the cyclophosphamid
group compared to the control group. However, antral follicle counts were

significantly higher in all groups were given silymarin.



In our study, we showed that cyclophosphamide has toxic effects
on ovulatory follicles in the late phase of the ovulation, but adding silymarinis
reduced its toxicity by antioxidant and antiapoptotic abilities.

Key Words: Silymarin, anti mullerian hormone, ovarian reserve,
cyclophosphamide
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GiRiS

Kanser o6lum nedenleri arasinda bugune kadar kardiyovaskuler
sistem hastaliklarindan sonra en sik ikinci neden olarak bilinmekteyken 2014
yilinda Birlesmis Milletler Uluslararasi Kanser Ajansi tarafindan hazirlanan
kanser arastirmalari raporuna gore, kanser her yil 8.2 milyon bireyin 6limine
sebep olarak dunyada bir numarali 6lum nedeni haline geldi (1) Bununla
birlikte son yillarda kanser genetigi ve biyolojisindeki gelismeler ve modern
¢ok ajanl sitotoksik kemoterapi ve radyoterapi formlarinin tedaviye girmesi
ile 5 yillik sag kalim oranlari tum kanser turlerinde artmistir. Bunun sonucu
olarak hayatta kalan kanser hastalarinin yasam Kkalitesi ile ilgili konular

guncellik kazanmistir.

Maalesef her yil reproduktif ddonemde binlerce kadin kanser tedavisi
icin sitotoksik kemoterapi formlarina maruz kalmaktadir. Bu tedavi formlarinin
en onemli yan etkilerinden biri de over dokusu Uzerine olan gonadotoksik
etkilerinden dolayl bu hastalarda prematir ovaryan yetmezlik gelismesidir.
Bu nedenle kanser tedavisi verilen reprodiktif cagdaki kadinlarda temel

yandas tedavi yaklagimi fertiliteyi koruyucu islemlerdir.

Medikal tedavi alan kanser hastalarinda amenore ve erken
menopozun temel mekanizmasi kemoterapi ve radyoterapinin over
dokusunda over rezervini temsil eden primordial folikillerin erken ve kitlesel
kaybina neden olmasidir. Kanser ilaglari ve radyasyon, hem oosit hem de
onu cevreleyen granuloza hicrelerinde apoptozise yol agarak folikdlin
oliumine yol agmaktadirlar. Verilen kemoterapi formunun sekli, tedavinin
suresi ve dozu erken menopoz riskinin asil belirleyicileridir. Yapilan klinik ve
hayvan calismalari alkilleyici kategorideki (6rnek siklofosfamid) kemoterapi
ajanlarinin over Uzerinde en fazla toksisiteye sahip oldugunu gdstermektedir.
Siklofosfamid hem oosit hem de cevreleyen graniloza hicrelerinde hasara
neden olarak folikil kaybi ve buna bagli olarak erken over yetmezligine

sebep olmaktadir (2).



Silymarin, Silybum Marianum bitkisinden elde edilen bir flavinoiddir.
Anti-hepatotoksik 0Ozelligi nedeniyle yillardir klinik kullanimi mevcuttur ve
icindeki major biyoaktif komponent silibinindir. Antiproliferatif, pro-apoptotik
antianjiyojenik, antioksidan antienflamatuar ve immunmodulator etkileri
mevcuttur. Silymarin’in hepatit, siroz, prostat kanseri, kolorektal kanserler ve
kuguk hdcreli akciger kanserindeki etkinligi bircok calismada gdsterilmistir.
Silymarin farkli ajanlara kargi kemopretentif etkinligi de gosterilmis bir ajandir.
Silymarinin kemopretentif etkisi antioksidan 6zelliginin getirisi olarak serbest
radikalleri duzenlemesi ile olugmaktadir. Lipid peroksidasyonu ve TNF
araciligi ile olusan serbest oksijen radikallerini suprese ederek etki gosterir
(3). Hucre igi glutatyon peroksidaz aktivitesine etki ederek hicre igi glutatyon
miktarini arttirarak siklofosfamidin sitotoksik etkisini azalttigi teorisinden yola
cikarak bu g¢alismada siklofosfamidin over dokusu Uzerine olan gonadotoksik
etkilerinin 6nlenmesinde Silymarinin roli olup olmadiginin belirlenmesi

amaclanmistir.

Bu deneysel modelde siklofosfamid ile hasarin sekli ve siddeti
yaninda Silymarin tedavisinin koruyucu olup olmadigi, ovaryan foliktl sayimi
ve rat serumunda over rezervi belirteci Anti Mdulleryan Hormon (AMH)

Olgulerek degerlendirilmesi planlanmigtir.

1.Tarihge

Overler tarihte ilk kez milattan sonra 1. ylzyilda antik ¢agin ilk
jinekologu Soranus tarafindan tanimlanmistir (4). 1500’lG yillarda Andreas
Vesalius Ovaryan folikulleri ve korpus luteumu ilk ifade eden jinekolog iken
korpus luteum ismini literatire kazandiran 1697 Malpighi olmustur. Ayni
yillarda Vesalius'un 6grencisi Fallopius ise tuba uterinalari ilk tanimlayan kigi
olmustur. Fallopian tup ifadesi ilk kez 1600’lu yillarda William Harvey’in
Ureme anatomisi ve fizyolojisi ile ilgili ilk orijinal kitabinda kullaniimistir. Van
Leenwenhoek 1677'de memeli spermatozoasini kesfettikten sonra
fertilizasyonun spermatozoa ve graaf folikilin birlesmesinden oldugunu 6ne

surmustar (4).



2.0ver Anatomisi, Fizyolojisi, Histolojisi

2.1. Anatomi

Overler kadin Ureme sisteminin temel endokrin organi olup erigkin
kadinda uterusun her iki lateralinde iliak damarlar komsulugunda medialde
kUguk pelvisin dig yan duvarlari hizasinda fossa ovarika adi verilen anatomik
lokalizasyonda yer alirlar. Her biri ortalama 5 x 3 x 1,5 cm boyutunda ve 3 - 8
gr agirhginda olmak Uzere bir cift ndroendokrin organdir (5). Overler,
ligamentum suspensoryum ovari (infundibulopelvik ligaman) ile pelvik yan
duvara, mesovaryum araciligi (ligamentum latum) ile uterusun arka yuzine,
ligamentum ovari proprium araciligi ile de uterusun yan duvarina baglanir.
Mesovaryumun iki yapragi arasinda, over hilusuna ulasan arter, ven, lenf
damarlari ve sinirler bulunur. Temelde kortex ve medulla olarak iki bdlimden
olusur. Kortex boéliminde stroma igerisine yerlesmis folikuller bulunur.
Medullada ise fibromuskuler dokunun igerisinde mesovaryum igerisinde
overe ulasan vaskuler yapilar vardir. Overler embriyolojik kdken agisindan
bakildiginda erkekteki testisin homologudur (5).

Overlerin ana vaskularizasyonu ovaryan arter ile saglanirken
overden ayrilan temel toplayici sistem elemani ovaryan vendir. Ovaryan arter
aortun lateralinden ayrilan bir arteryel daldir. Ovaryan arter infundibulopelvik
ligaman igerisinden overin mezoovaryumuna kadar ulasarak uterin arterin
ovaryan dali ile burada anastomoz yapar ve buradan c¢ikan arterioller ile over
hilusundan medullaya girer (6). Overin vendz vaskuler elemanlari yine over
hilusunda bir araya gelip bir pleksus olugturarak ovaryan vene drene olur ve
yine infundibulopelvik ligaman araciligi ile pelvisten ayrilan venlerden Sag
ovaryan ven direk inferior vena kavaya, sol ovaryan ven ise sol renal vene
drene olur (5,6). Lenfatik dolasim folikillerin teka tabakasindan baslar.
Vaskller yapilardan badimsiz olarak stroma icerisinde kendi lenfatik
plexusununu olusturur. Takiben mesovaryumda efferent lenfatik damarlara
ulasir ve burada uterus ve tubalardan gelen afferent dallar ile subovaryan
lenfatik plexusu olusturur. Subaortik plexustan uzanan lenfatik dolagim ise
renal alt pol seviyesinde paraaortik lenf nodlarina drene olur. Ozellik olarak



bu bdlgedeki aksesuar lenfatikler subovaryan pleksusu bypass ederek broad
ligamani Uzerinden internal iliak, eksternal iliak ve interaortik lenf nodlarina
ya da round ligamani Uzerinden iliak ve inguinal lenf nodlarina drene

olabilirler.

2.2.Fizyoloji

Kadin udreme sistemin temel endokrin elemani olan overlerin iki
temel fizyolojik gorevi vardir. Bunlar gametogenez ve steroid hormon
uretimidir. Gelisim surecine fetal gelisim evrelerinden baglayarak bakacak
olursak ilk olarak 5. gebelik haftasinda ilk gonad ¢ifti mezonefroz Uzerinde
¢olomik cikinti seklinde belirir ve bu genital ¢ikinti mezonefroz ile birlikte
urogenital ¢ikinti olarak adlandirilir. Primordial germ hucreleri ortalama 6.
Gebelik haftasinda ektodermden koken alarak gelisen ilk ovum oncul
hlcreleridir ve 6.gebelik haftasinda mitoz ile sayilari 10000’e ulasir. 6-8
gebelik haftasi arasinda olan bu hizli mitotik cogalma ovaryan farklilasmanin
ilk bulgularidir. 16-20 gebelik haftalarinda bu sayi ortalama 6-7 milyona
ulasir. 11 -12 gebelik haftasinda oogoniyalar 1.mayotik bolinme ile oositlere

donusdurler ve profaz asamasinda beklerler (7).

2.3.Histoloji

Ovaryan hilus digindaki over ylUzeyi tek katli kiibik epitel tabakasi ile
ortaltdur. Bu epitel mezodermal ¢dlomik epitelden gelisir ve germinatif epitel
adini alir. Bazal memran Uzerine yerlesmis olan bu epitel histolojik
preparasyon sirasinda kolaylikla dokuldugunden ¢ogu histolojik preparatlarda
gorilememektedir. Germinatif epitel altinda bulunan, bag doku tabakasina
tunika albuginea adi verilir. Ovaryumun pembemsi-gri rengi bu tabakadan
kaynaklanir (7). Ovaryum icte medulla dista korteks olmak tzere iki bolgeden
olugur. Medulla hilus diginda tim over dokusunda korteks ile ¢evrelenmis

durumdadir.



2.3.1.0ver Korteksi

Korteks, over dokusunun zona parenkimotoza adi da verilen
fonksiyonel bolumudur. Epitel tabakasi ve tunika albugineadan olusur. Tunika
albuginea kollajen ve retikuler liflerden zengindir ve korteks stromasini
olusturur. Buradaki bag doku elemanlari igsi hlcreler epiteloid karekterde
interstisyel hucrelere donugerek Ostrojen gibi hormon da salgilayabilirler (8).
Yine Korteks stromasi iginde cesitli gelisme ve gerileme asamalarinda
bulunan folikuller yerlesmistir. Bu folikller yagsamin farkli donemlerinde fetal
yapisal degisiklikler gosterirler. Ornegin fetal dénemde ovaryumlarda
oogoniumlar izlenir ve intrauteerin hayatta 20.gebelik haftalarinda sayilar
¢ogalarak yaklasik 7 milyona ulasir. Oogoniumlarin gogalip, blyumesi ile
olusan; primer oosit ve etrafinda yine tek sira yassi epitelle ¢evrelenmis bu
yapilara primordial foliktller denir. Oositler 1.mayotik bdlinmenin profaz
evresinin diploten asamasinda kalarak dinlenme evresine girerler. Primordial
folikllerin bir kismi buyldyUp gelisirken bazilari da dejenere olur, Bdylece
sayilari dogumda 2 milyon, pubertede ise 400 bin seviyesine iner. Primordial
folikUller tunika albugineanin hemen altinda gruplar halinde bulunurlar.
Caplart  25-30 mikrondur. Puberte ile beraber her siklus primordial
folikGllerden 5-10 tanesi, basta FSH etkisiyle, ileri gelisme asamasina geger
primordial foliklller etrafindaki tek kath yassi epitelyum klbik-
prizmatikleserek dnce primer foliklll takiben folikll epiteli mitozla ¢ogalip ¢ok
kath hale gelince, multilaminar primer folikll halini alir. Preantral folikal adi
verilir. Cok katl folikil epiteli granltloza hicreleridir. Bu gelisme evresinde,
oosit geligip 60-80 mikronluk bir c¢apa ulastiginda ilk sira granuloza
hlcrelerince yapilan PAS ( + ), zona pellucida adi verilen aselller bir
glikoprotein tabaka oosit’i gepegevre sarar. Zona pellucidanin oositi koruyucu
ve besleyici gorevleri vardir ve dollenme sonrasi zigottada varligini geg¢
blastokist evresine kadar surdurur. Yine folikilin gelisim evreleri igerisinde
folikilli cevreleyen hucrelerdeki farkhlasmalarla teka tabakasi olusur. Bu
tabaka teka interna ve teka externa olarak ikiye ayrilir. Teka interna folikile
komsu i¢ tabakadir. igsi hiicrelerden ve kapiller damarlardan zengindir. Teka

interna hucrelerinin hiicre membranlarinda LH reseptorleri bulunur



LH Sahnimiyla faaliyete gecen bu hucreler androstenodion hormonu
sentezlerler. Bu da granuloza hucrelerine geger ve orada Ostrodiole
donagturulir. Teka externa ise fibroz bag dokusu yapisindadir. Kollajen
demetler, duz kas hucreleri, stromal hlcreler ve kan damarlari igerir. Belirgin
bir sinir gostermeden ovaryum stromasina karigir. Primer folikullerde bu
gelisme surecinde foliklin ¢apr 200 mikron civarina ve granuloza hacreleri
kalinhgi 6-12 siraya ulastiginda, granuloza hlcreleri arasinda yer yer antrum
ad verilen bosluklar belirir. Bosluklarda granuloza hucrelerinden salgilanan bir
folikl sivisi (likor folikdli) birikir. ilk antrum sekillendikten sonra folikilin adi
artik sekonder folikildir. Buna antral folikal adi verilir. Takiben antrumlar
birlesir ve tek bir bogsluga doénusitr. Oosit 120-150 mikronluk ¢apa ulasinca
blylUmesi artik durur. Kendisini saran zona pellusida ve birkag¢ sira graniloza
hicresi ile folikil bosluguna dogru cikinti olusturur. Bu yapiya kumulus
ooforus adi verilir. Tim bu gelisim slreci sekonder folikullerden birkag tanesi
ileri gelisme gostererek olgun folikile (graaf folikilU/preovulatuar folikul)
donusur ve genellikle her siklus bir graaf folikili ovule olur. Gelisen diger
folikUller ise bu asamada atreziye ugrayarak atretik folikullere donusurler (8).
Ovulasyon oncesi graaf folikllli yaklasik 2,5 cm'lik bir capa
ulastiktan sonra ovaryum ylzeyine dogru c¢ikinti yaparlar. Ovulasyondan
yaklasik 24-36 saat once teka interna hucreleri gibi granuloza hucrelerinde de
LH reseptorleri belirir, LH artisina bagl olarak lokal bir takim faktérler araciligi
ile oosit birinci mayotik bélinmesini tamamlar, bdylece Oosit Il ve I. kutup
hicresi meydana gelir. Olusan Oosit Il hemen ikinci mayoz bdlinmesine
baslar ve metafaz evresinde bekler. Oosit Il etrafindaki korona radiata ve
birka¢ sira folikil epiteli ile sarili olarak folikil duvarindan kopmus, folikul
boslugu icinde serbest vaziyette durmaktadir. Olgun folikilin baskisi sonucu
stigma bdlgesi iskemiye ugrar, buradaki dokunun zayiflamasi sonucu yirtiima
olur (8). Ovulasyon gerceklesir. Folikdl yirtilir, oosit Il kendisini saran korona
radiata hlcreleriyle birlikte batin icine atilirken tuba uterinanin fimbrial ucunda
fimbrialar tarafindan yakalanir ve tuba uterinnin ampuller boélgesine ulasir.
Tuba uterinada spermatozoon ile kargilagirsa oosit ikinci mayotik bolunmesini
de tamamlar ve zigot olusur. Spermatozoon ortamda yoksa Oosit Il, 1. mayotik

bolunmeyi tamamlayamaz, dejenere olarak mensturasyon ile digari atilir.



2.3.2.0ver Medullasi

Elastik liflerden olusan gevsek bag dokusudur. Kapiller damarlardan
zengindir. Bu nedenle zona vaskuloza da denir. Overin lenfatik ve ndronal
dokular da burada bulunur. Medullada ayrica bazi embriyolojik artiklara da
(mezonefroz kalintilar1) rastlanabilir. Bunlar epooforon ve paraooforondur.
Hilusta hilus hlcreleri denen hormon salgilayan epiteloid hicreler bulunur. Bu
hlcrelerde hiperplazi oldugunda ayni leydig hucreleri gibi androjen

salgiladiklari dusundurmektedir (8).

2.3.3.Korpus Luteum (Sari Cisim)

Ovulasyondan sonra geriye kalan Graaf folikili artigi hemen
dejenere olmaz ve gegici bir endokrin beze donusur. Bu slrecin geligsimi
soyledir. Folikilin bazal membrani yirtilir. Folikil sivisi bosalir. Kandaki
Ostrojen diuzeyi duser. Hipofizden salgilanan LH etkisiyle yapisal degisiklikler
baslar. Teka externadaki diz kas liflerinin kontraksiyonu ile, buzusen folikl
boslugu icine yirtilan kan damarlarindan kan dolar, yeni vaskuler yapilar olusur
(anjiyogenez). Membrana granuloza hucreleri blizismeden dolayi gerginligini
kaybeder. Kivrimli bir yapi kazanir. Steroid hormon salgilayan hicrelere 6zgu
organellerle donatilirlar ve granuloza lutein hiucreleri adini alirlar.

Relaksin ve progesteron hormonlarini salgilarlar.Ayrica teka lutein
hucrelerinden gelen androjenleri 6strojene gevirirler. Buna paralel olarak teka
interna hicreleri de teka lutein hiicrelerine dénusurler. Bunlar grandloza lutein
hlcreleri arasina kama gibi sokulurlar. Bunlarda steroid hormon salgilayan
hiicre organellerince zenginlesirler. Ostrojen, androjen, progesteron
salgilarlar. Boylece bir endokrin bez yapisina kavusan bu folikll artigi, korpus
luteum adini alir. Baslica progesteron hormonu olmak Uzere birgok hormon
salgilar. Korpus luteum tarafindan salgilanan progesteron hormonu, hipofizin
FSH salgilamasini durdurur. Bbdylece ovaryum korteksinde yeni primer
foliktllerin gelismesi 6nlenmis olur. Ayrica muhtemel bir gebelik igin
hazirlanmis olan endometrium korunmus olur. Endometrial reseptivite

duzenlenir ve implantasyon penceresi olusur.



Eger dodllenme olmamigsa korpus luteum geriler ve atreziye gider. Buna
mensturasyon korpus luteumu, korpus luteum mensturasyonis adi verilir.
Takiben zamanla beyazimsi bir nedbe dokusuna dénusur (korpus albikans),
ve kaybolur. Ovulasyon dollenme ile sonlanirsa da gelismesi devam eder.
Buna gebelik korpus luteumu, korpus luteum graviditatis ve ya korpus luteum

verum gibi adlar verilir. (8,9)

Sekil 1: Over Dokusu

Damarlar 2. Atretik folikll; 3. Matur Folikdl; 4. Korpus Albicans; 5. Stroma; 6.
Primer Folikdl; 7. Kiboid Epitel; 8. Tunika albuginea; 9. Sekonder Folikul; 10.
Korpus luteum; 11. Primordial foliklller; 12. Stroma; 13. Korpus albicans



3.0ver Rezervi

Overlerde fertilite potansiyelini gosteren en temel unsur primordial
folikil havuzudur (10). Over rezervi, overde bulunan mevcut folikiler
havuzdaki kantitatif ve kalitatif duruma bagli olarak fertilite potansiyelini ifade
eden bir tanimdir (11). Over rezervini degerlendirmede kullandigimiz bir
takim testler mevcuttur. Ancak bu yodntemlerin birbirlerine Ustunlagu hala
tartigsiimaktadir ve net bir fikir birligi olusmamistir (12).

Over rezerv testleri Su sekilde 6zetlenebilir:
1.Yas
2. Laboratuar testleri
e FSH
FSH/LH orani
Estradiol (E2)
inhibin-B
Anti Mulleryan Hormon(AMH)
3 Dinamik testler:
e Klomifen Sitrat Tarama Testi (CCCT )
e GnRHa Stimulasyon testi (GAST)

4.Ultrasonograafik Gostergeler:

e QOver volumu

e Antral folikil sayimi

3.1.Yas

Over rezervi yasla paralel olarak azalma gdsterirken 6n planda olan
biyolojik yastir (13). Yas, normal populasyonda over rezervini gostermesi
acisindan guvenilirligi oldukgca duslik bir yéntem iken infertil hasta
populasyonu icinde, 6zellikle yardimci Greme yontemlerinin basarisini ifade

etmede, prognostik bir faktér olarak énemlidir (14).



3.2.Laboratuar Testler

3.2.1. FSH

Normal mensturel siklusta FSH diuzeyleri degisken bir seyir izler.
Ornegin, dominant folikilin segilmesinde FSHnin geg folikiler fazda minimal
yukseliginin de katkisi mevcuttur. Folikll buyamesi ile birlikte artan 6strojen
seviyeleri ile FSH dluzeyi duser. Sonugta bu seyirde FSH’ya olan folikuler
duyarhiligi degerlendirmek i¢in en ideal zaman luteofoliktler gegis donemidir.
Bu edenle bazal serum FSH degeri siklusun 2-3. gunlerinde ¢alisilir ve dlgim
ust sinirt 12 miU/mL alinir. (9). Over rezervinin azaldigi durumlarda ovaryan
Ostradiol duzeyi azaldigi igin cevaben santral gonadotropin salinimi

uzerindeki negatif feedback etkisi kalkar ve FSH ylkselis gorulur.

3.2.2. FSH/LH Orani

Perimenopozal dénemde FSH ve LH degerlerinde artis
gOstermektedir. FSH dederindeki artis anovulatuar sikluslara sekonder LH'da
ki artistan daha fazladir. FSH/LH oranindaki artis kotl over rezervine isaret

eden ilk belirte¢ olabilir (9).

3.2.3 Ostradiol (E2)

Menstural siklusun 3. Guninde bazal E2 élgimu tek basina yas ya
da bazal FSH dizeyi ile kiyaslandigindan daha kiymetli bir over rezerv
belirtecidir (15). Siklusun 3. Gunlnde olgllen E2 Dizeyi arttikgca elde edilen
oosir sayisi ve gebelik oranlari azalmaktadir. E2 >80 pg/m koéti prognoz
isaretidir (16,17).
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3.2.4.inhibin B

inhibin transforming growth faktér-b (TGF-b) ailesinden, hipofizden
FSH salimimini inhibe eden, dimerik bir glikoproteindir (9,18). inhibin A ve
inhibin B olmak Uzere iki formu mevcuttur.Over rezerv belirteci olarak
gelismekte olan folikullerden salgilanan B formu dnemlidir. Serum inhibin B
dizeylerinin mevcut folikil havuzu ile kalitatif ve kantitaif olarak orantili
oldugu dusunulmektedir (9,19). Hipofizden FSH salgilanmasini inhibe eder.
Esik degeri 45 pg/mL’dir. Yasla birlikte azalma gostermez. Ovulasyon
induksiyonu yapilan hastalarda inhibin B duzeyi <45 pg/mL oldugunda
ovulasyon induksiyonuna yanitin kéta olacagi dusunular. Over rezervinden
cok overyan yaniti dngérmede prognoztik degeri mevcuttur. Ozellikle infertil
hasta populasyonunda siklus iptallerini belirlemede bir belirte¢ olarak

kullanilabilir.

3.2.5. Anti Milleryan Hormon (AMH)

Anti Mdlleryan Hormon (Mdulleryan inhibing Faktor), disulfit
baglariyla baglanmis iki monomerden olusan dimerik bir glikoproteindir (20).
Transforming Growth Faktor-b ailesine tye glikoproteinlerden biridir (21).
Batin yasam boyunca kadinlarda Serum AMH seviyeleri,
erkeklerden daha dusuktir. Ergenlikle birlikte, AMH primordiyal folikullerde,
folikal bayukIGgu 2-6 mm olana kadar uretiimeye baslanir. Blyuk foliklllerde
AMH Uretiminin azalmasi Ostradiol beta reseptor yoluyla AMH geninin
promotor aktivitesinin azalmasiyla olur. 8 mm Ustiindeki folikillerde AMH
neredeyse artik tespit edilemez (26). Buyuk folikillerde AMH seviyesinin
azalmasi, bu foliklllerden gebelik elde edilme sansini arttirdigi i¢in olumlu bir
Ozelliktir (27). Dolayisiyla klinik pratikte, 25 yas Ustindeki kadinlarda AMH
seviyelerinin yillik olarak ayni ortalamalarla azaldidi ve 50 yas dolaylarinda,
artik klinik olarak o6lgctlemedigi konusunda goris birligi vardir (22,23,24,25).
Buyuk folikillerde AMH seviyesinin azalmasi, bu foliklllerden
gebelik elde edilme sansini arttirdidi icin olumlu bir 6zelliktir (28).Segilen
foliklllerden birisi dominans kazanir ve bu evreden sonra FSH aktivitesiyle
kontrol edilerek blylimeyi surdarir (29,30). Bu dénemde AMH, olasilikla

FSH’ya bagh folikll ve grantloza hticresi blylmesi ile aromataz aktivitesine
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kars! inhibitor olarak iglev gormektedir (31,32) . AMH primordiyal folikullerin
secgimini azaltma yonunde iglev goruyor gibi gozukmektedir. AMH nin diguk
seviyede oldugunda primordiyal folikilden sekonder folikile dénisum
hizlanmaktadir (31).

AMH diger testlere gore yakin tarinte over rezerv belirteci olarak
kiymet kazanmig bir laboratuar belirtecidir. Yasa bagh olarak over
rezervindeki azalmayla paralel hizla azalan bir parametredir. Bununla birlikte,
uygun esik degeri Uzerinde fikir birligi yoktur. 0.5 ng/ml Gzerinde serum AMH
seviyesi, iyi bir over rezervini gosterirken, daha dusik seviyeler tukenmis
over rezervine isaret eder (134). In vitro fertilizasyonda basari, 0.15
ng/mlP’den daha az serum AMH duzeylerinde ¢ok azalmaktadir (133). AMH
Olcimu siklus guininden bagimsiz yapilir. Siklusun farkli gunlerinde seri
Olcim yapilsa dahi AMH seviyelerinde siklusun fazina gére anlaml farkllik

g6zlenmemistir (33,34).

3.2.6.Klomifen Sitrat Tarama Testi (CCCT )

Siklusun 3. glininde serum FSH duzeyi bakilir. Takiben siklusun 5-
9. gunleri arasi 100 mg/gun klomifen sitrat verilir ve 10. ginde yeniden serum
FSH duzeyi olgular (34). 10. Ginde FSH yuksek ¢ikarsa test anormal kabul
edilir. 3. gin bakilan FSh ile 10. Gun bakilan FSH dederlerinin toplaminin
261U/L gegmemesi beklenmektedir. Over rezervi normal olarak kabul edilen
kadinlarda, klomifen sitratin indlkleyecegi FSH ylkselmesi, folikullerden
salgilanan E2 ve inhibin-B tarafindan sinirlandirilir. FSH ya da AMH 6l¢ima
gibi laboratuar tekniklerinin yetersiz kabul edildigi asamada yapilabilecek bir
tetkikdir (34).

3.2.7.GnRH Agonist Stimiilasyon Testi (GAST)

GnRH’nin hipofizdeki flare-upetkisine bagli olarak FSH ve LH artisi ve buna
bagl olarak serum E2 dizeyindeki artisina bakilir. Siklusun 2. giiniinde 1 mg
GnRH agonist uygulamasini takiben siklusun 2. Ve 3. Gunu serum o6stradiol
degerleri 6lcllur. Ostradiol seviyesinde bazal dedere goére iki kat artis

saptandiginda over rezervi normal kabul edilir.
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3.3 Over Hacmi ve Antral Folikul Sayimi

Over volumu yagla beraber azalir. Hayatin ilk dekatinda 0,7 cm3
iken puberteyi takiben 5,8 cm3’e kadar buyur (35). Over hacminin
transvajinal yoldan ultrasonografik olgimiu, hizli ve maliyet etkin bir
yontemdir. Ancak over volim OlgimuU over rezerv belirteci olarak 6l¢umu rutin
dnerilen bir degerlendirme antitesi degildir. Ozellikle polikistik over sendromlu
hastalarda goruldigu gibi over volumu rezerv ile iligkilidir. Yine antral folikdl
sayisi arttikca over rezervinin de arttigi 6ne surulmektedir. Aksi bakis
acisiyla antral folikul sayisi <6 olan hastalarda ovaryan cevap kotudur (36).

Antral folikul sayisi kronolojik yas ile en iyi korelasyon gdsteren parametredir.

3.4 Prematur Ovaryan Yetmezlik

Ureme cagindaki kadinlarda 40 yasindan ©nce amenore ve
hipodstrojenizm semptomlari ile bulgu veren ( FSH, LH ) gonadotropin
yuksekligi ve ostrojen dusukligu ile karakterize bir tablodur. Prematlr
ovaryan yetmezligin goértlme sikligi populasyonlar arasi degismekle birlikte
40 yasindan gen¢ kadinlarin yaklasik %1, 30 yasindan gen¢ kadinlarin
yaklasik % 0,1, 20 yasindan gen¢ kadinlarin %0.01 kadarini etkilemektedir
(37). Kirk yasin altinda, dért aydan uzun stre amenoresi olan kadinlarda, en
az bir ay ara ile bakilan iki FSH degerinin >40 |U/Le saptanmasi, prematlr
ovaryan yetmezligi distndurir. (38,39)

POY iki temel mekanizma ile gergeklesir: Hizli folikll kaybi ve
folikll disfonksiyonu (6). Folikallerin erken kaybi temelde, primordial folikul
havuzunun yetersiz olmasi nedeniyle erken tikenme ya da folikll havuzu
yeterli olsa dahi mevcut foliklllerin hizli atrezisi nedeni ile gerceklesebilir.
Folikal tlketiminin artmasi ise folikillerin otoimmin ya da toksik olarak
(6rn.kemoteropdtik  ajanlarla)  yikilmasi  sonucu  olabilir. Folikul
disfonksiyonunda ise, reseptér mutasyonlari gibi sebeplerle mevcut
foliktllerin normal fonksiyonu bozuldugundan izlenen ovaryan yetmezlik
durumudur (40). POY olgularinin vyaklasik % 85-90’iInda etyoloji

bilinmemektedir. Bulunabilen 6nemli nedenler genetik patolojiler (Turner
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sendromu gibi sayisal ya da yapisal kromozomal anomalileri), otoimmun
hastaliklar (Adison Hastaligi, Myastenia Graves, Otoimmun hipotiroidi)
radyoterapi ve ginumuzde giderek énemi artan kemoterapidir. Radyoterapi,
kemoterapi gibi iyatrojenik ajanlar, folikil sayisini azaltmak suretiyle etki
ederler. Folikal kaybinin yayginligi etken ajana maruziyetin sure ve dozu ile
orantihdir (41).

4.Kanser ve Kemoterapi

4.1.Giris

Her yil 8,2 milyon bireyin 6limune sebep olarak kanser diinyada bir
numarali 6lum nedeni haline geldi (1). Cok ajanh sitotoksik kemoterapi
formlarinin tedaviye girmesi ile 5 yillik sag kalim oranlar artarken,
kemoterapétik ajanlar Gzerine olan galismalar her gegen gun yogunlugunu
artirmaktadir. Kanser kemoterapisinde kullandigimiz sitotoksik ajanlarin etki
mekanizmasi genel hicre ¢ogalma mekanizmalarini hedef almasi ve bu
sayede yuksek cogalma potansiyelinde sahip tumoér hicrelerinde yikima
sebep olmasidir. Ancak etkiledigi yolaga bagli olarak en temel yan etkisi

normal dokulara olusturdugu sitotoksik etkisidir

4.2. Kemoteropotiklerin Etki Mekanizmalari

Kemoterdpotik ajanlar hucre siklusuna etkilerine, kimyasal
yapllarina, orijinlerine ve etki mekanizmalarina goére siniflandiriimaktadirlar.
Kemoterapide kullanilan ajanlar hiicre siklus fazina spesifik ya da degildirler.
Sadece c¢ogalmakta olan hicrelere etkili olan kemoterdpotik ilaglara; hlcre
siklusuna spesifik ilaclar denir. Spesifik ajanlar DNA sentezini ya da hiicre
bolinmesini 6nlenmektedirler. Nonspesifik ajanlar ise aktif hiicre siklusunun
tum fazlarinda hucrelere toksiktir. Etkilenmeyen hicreler prolifere olmayan
hacrelerdir. Huacre siklusuna spesifik olmayan ilaglar g¢ogalmakta olan
hlcrelere daha etkili olmalarina karsin buyame hizi daguk olan timorlerin
tedavisinde daha etkilidirler (42,43).
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4.3.Kemoteropotiklerin Hucre Siklusuna Etkilerine Gore

Siniflandiriimasi

4.3.1.Hiicre Dongiisiuine Spesifik Ajanlar
Siklus fazina non-spesifik ajanlar: Siklusun her fazdaki hicreye etkili.

Siklus fazina spesifik ajanlar: Siklusun belli fazlarina etkilidirler.

Sekil 2: Hiicre Dongiisu

G1: Siklusun baslangi¢ fazidir. DNA sentezi i¢cin gereken RNA ve proteinler
gibi prekirsorlerin sentezlendigi agsamadir. Ornegin kortikosteroidler bu faza
etkir.

S fazi: DNA sentezinin gerceklestigi fazdir. DNA replikasyonu, kromozom
ciflenmesi, RNA sentezi ve takiben protein sentezi gerceklesir. DNA sentez
inhibitorlerinin etkidigi fazdir. Antimetabolitler, Bleomisin (G 2 fazina da etkir),

hidroksitire, prokarbazin bu faza etkir.

G2: Mitoza hazirhk fazidir. Bu nedenle DNA sentezi dururken mitoz igin
gerekli RNA ve protein sentezi devam eder. Ornegin bleomisin ve

topoizomeraz 1 inhibitorleri bu faza etkir.

M fazi: Mitoz ve hicre bdlinmesinin gerceklestigi fazdir. Bu nedenle
prekursor sentezi igin gerekli Protein ve RNA sentezi durur. Mitoz gergeklesir.
4 safhada 2 yeni hicre olusur. Ornegin Vinka alkoloidleri ve taksanlar bu

faza etkir.
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GO fazi: Sessiz dénem adi verilen Istirahat fazidir. Bu fazdaki hicreler
genellikle kemoterapiye direnglidir (44). Siklus spesifik faz spesifik ajanlarda
doz arttinimasi etkiyi arttirmaz ancak ila¢ verilme suresinin uzatilmasi etkiyi
arttinr. Hizli gelisen kanserler, 6érnegin hematolojik kanserlerin tedavisinde
etkilidirler (44).

4.3.2.Hiicre Dongusiine Non-spesifik Ajanlar

Bu grup ilaglar bolinmeyen hucrelere etkilidirler. Alkilleyici ajanlar
(Siklofosfamid) ve anti tumor antibiyotikler ( bleomisin hari¢) bu gruba
girerler. llag dozunun artiriimasi etkinligini artirabilir. Solid timdrler gibi yavas
blylyen ama hizli gogalan timorlerde etkilidir. ilag dozunun arttirilmasi anti

tumor etkiyi arttirir (44).

4.4.Kemoterapotiklerin  Orijinlerine ve Etki Mekanizmalarina Gore

Siniflandiriimasi

1) Alkilleyici ajanlar

2) Antimetabolitler

3) Anti timor antibiyotikler

4) Mitotik ag inhibitorleri (Bitki alkaloidleri)
5) Hormon Antagonistleri

6) Digerleri

4.4.1. Alkilleyici Ajanlar

Sitotoksik etkilerini gesitli hlicre gruplarindaki nikleofilik gruplara
kovalent baglanarak gdsterirler. Siklikla proteinlerde amino gruplarini (CH2)
ile alkilleyerek etki ederler (45). Alkilenmenin en sik oldugu bdlge 7
pozisyonundaki guanindir. Dolayisi ile buradan olusan mRNA hatali kodlanir.
Dolayisi ile olugsan DNA sarmali patolojik olur (46).
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Alkilleyici ajanlarinin ortak yan etkisi kemik iligini siprese etmeleridir. Uzun
donem kullanimlarinda gonadotoksik etkileri olusabilir ve sekonder 16semiye

sebep olabilirler (46).

Tablo 1:Kemoterdpotik Ajanlarin Siniflandiriimasi

Hidrizin
Azotlu Etileniminler | Nitroztreler | Alkilstlfonatlar triazen
Hardallar tiirevieri
Siklofosfamid | Tiotepa Karmustin Busulfan Dakarbazin
Klorambusil Altretamin Lomustin Prokarbazin
Mekloteramin Semustin
Melfalan Fotemustin

4.4.2. Antimetabolitler

Parin ve pirimidin prekursorlerinin sentezini inhibe ederek veya
onlarla yarisarak DNA sentezini bozarlar. Maksimum sitotoksik etkinligini S
fazinda gdsterirler. Bunun sonucu olarak en énemli toksik etkileri kemik iligi
ve GIS mukozas! lizerinedir. Folik asit analogu methotreksat piirin analogu
6-tioguanin, fludarabin, merkaptopdrin; primidin analogu olarakta 5-

flurourasil, sitozil arabinozid, gemsitabin érnek verilebilir. (46,47)

4.4.3. Anti timor Antibiyotikler

DNA fonksiyonunu bozarak etki gdsterirler. Topoizomeraz 1 ve
2'yi inhibe ederler. Boylece DNA replikasyonu ve mMRNA yapimi
engelleyerek etki ederler. Bleomisin (S ve G2) hari¢ hlicre siklusuna spesifik
degillerdir. Antrasiklin tlrevleri aktinomisin, daunorubisin, doksorubisin

idarubisin ve mitomisin bu gruba girmektedirler (46,47).

4.4.4.Mitotik Ag inhibitérleri

Bitkisel kaynakli ilaglardir. Vinka alkaloidleri (Vinca Rosea
bitkisinin dimerik alkaloidleri) tibulin proteinine baglanirlar. Polimerazisyonu
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inhibe ederek, mitozda kromozom migrasyonunu bozarlar.
Epipodofilotoksinlerin DNA’ya toksik etki gosterirler. Ornegin Paklitaksel
DNA kiriklari olugturur ve topoizomeraz 2 enzimini bloke eder. Taksanlar
(Taxus bitkisinden elde edilir) mikrotubdllerin  yapimini  engellemez
mikrotubullerin tabdline depolimerizasyonunu engelleyerek etki ederler.

Mitoza spesifik ilaclardir (48).

4.4.5.Hormonlar ve Hormon Antagonistleri

Glukokortikoid hormonlar, Ostrojen ve progesteron tiirevieri, GnRH

analoglari ve antiandrojenler bu grupta sayilabilirler.

4.4.6.Digerleri

Anagrelid, L-asparaginaz, estramustin, hidroksilre,  streptozosin

heksametilmelamin gibi ilaglardir.

4.5.Kemoteropotik Ajanlarin Gonadal Toksisitesi

Kemoteropotik ajanlarin gonadal toksisiteye neden olmasinin en
temel sebebi, gonadal hicrelerin yiksek mitotik aktiviteye sahip olmalaridir.
Ozellikle hematolojik malignitelerin tedavisinde sik kullanilan bazi
kemoterdpotik ajanlardan gonadlarin hem endokrin hem treme fonksiyonu
acisindan ciddi oranda etkilenir. Kemoterdpotiklerin gonadal hormon
kaybina, germ hicrelerinde mutojenik degisikliklere ve fetus Uzerine teratojen
etkilere yol agabilmektedirler (49). Gonadal toksisitesi 6n planda olan en
onemli kemoterdpotik ajanlar alkilleyicilerdir. Farkli kemoterdpotik ajanlarin
kombine kullanimlari da dedisen oranlarda gonadal disfonksiyon
yapabilirken, siklofosfamid tek basina verildiginde dahi hem kadin hem

erkekte ciddi gonadal disfonksiyon yapabilir.
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Kemoterdpatik ajanlarin gonadotoksisite riskleri (131):
1) Yuksek gonadotoksik etki
e Siklofosfamid
e Busulfan
e Prokarbazin
e Nitrogen mustard
e Klorambusil
2) Orta derecede gonadotoksik etki
e Sisplatin
e Adriamisin
e Paklitaksel
3) Dusuk gonadotoksik etki
e Methotreksate
e 5-Fluorouracil
e Aktinomycin D
e Bleomisin

e Vinkristin

4.6.Siklofosfamid

Siklofosfamid temelde alkilleyici grubunda yer alan azotlu hardal
tirevi antineoplastik kemoteropotik bir ajandir. Farkli uygulama dozlarinda
immunsupresif bir ajan olarak da klinik kullanimda yeri vardir (50).
Siklofosfamid, lenfoma, multipl myeloma, kronik lenfositik I6semi ve
waldenstrom makroglobulinemisi gibi 6zellikle hematolojik malignensilerde ve
osteojenik sarkom, noroblastom, retinoblastom gibi bazi solid timorlerin ve
meme kanserinin tedavisinde kullaniimaktadir (51). Ayrica trombositopenik
purpura, romatoid artrit, sistemik lupus eritematozis, nefritik sendrom ve
wegener granulomatozisi gibi nonneoplastik hastaliklarin tedavisinde de
kullanimi mevcuttur (52). Karacigerde metabolize olana kadar aslinda inaktif
bir ajandir. Tercih edilecegi klinik tabloya ve doza gore oral, intravenoz
enjeksiyon yada intravendz inflzyon seklinde uygulanabilmektedir. Ornegin
hematolojik olmayan bir tabloda indiksiyon tedavisinde mono ajan olarak
tercih edilecekse 40-50 mg/gin dozunda 2-5 gunlik tedavi rejimleri
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uygulanabilmektedir. Bir bagka protokolde 10-15 mg/kg 10gun takiben 3- 5
mg/gun gun asiri idame seklinde uygulanabilmektedir. Yine bir bagka ornek
kullanimi, nefrotik sendromlu ¢gocuklarda 2-3 mg/kg oral dozla 90 gunlik doz
seklindedir. Sonugta; farkli malignitelerde, farkli dozlarda, farkli yollarla, farkl
protokollerle de uygulansa, malignensilerin tedavisinde 6nemli yere sahip
kemoterdpotik ajandir.

Siklofosfamid karacigerde metabolize olarak fosforamid mustard ve
akrolein olarak iki temel metabolite ayrilir (Sekil 2-3). Bu metabolitler DNA ve
proteinlere etki ederek fonksiyon gosterir. 4-ketosiklofosfamid ve propionik
asit deriveleri ise siklofosfamidin non-toksik major Uriner metabolitleridir.

Siklofosfamidin yan etkileri ilk 1960 yilinda rapor edilmistir (1).
Basta hemorojik sistit gibi sik gorllen yan etkileri saptanmigtir. Reproduktif
c¢agdaki bireylerde en dnemli yan etkisi germ hdcreleri Gzerine olan toksik
etkisidir. Farkli klinik ve laboratuvar galismalarda Bahsi gegen bir takim
metabolitlerin germ hucreleri Uzerine ciddi toksisitesi gosterilmistir. Germ
hlcrelerinde kalitsal translokasyonlara, spesifik lokal mutasyonlara ve
malformasyonlara sebep olabilmektedir. Ornegin gebe sicanlar Uzerinde
yapilan bazi c¢alismalarda gebeligin ilk 16 gununde siklofosfamide
maruziyetin artmis hicre i¢i nukleolar fragmantasyonlara yol agtigi bunun
sonucunda da erkek fetlslerde daha intrauterin hayatta spermatogenezin
bozuldugu gdsterilmistir (130). 4 aydan uzun sure 1-2 mg/gun siklofosfamide
maruz kalan erkeklerde oligospermi ya da azospermi gelistigi gosterilmistir
(53). Yine kadinlarda siklofosfamide maruziyet sonucu meydana gelen
ovaryan toksisite nedeni ile amenore ve infertilite goértiimektedir (54). Farkh
yas gruplarinda 10 gr, 9 gr hatta 5 gr siklofosfamid maruziyeti ile amenore
gelistigi gosterilmistir. Siklofosfamid temelde granuloza hiicre cogalmasini ve
Ostradiol sekresyonunu bozarak overlerde toksik etki gostermektedir ki
siklofosfamid enfeksiyonu sonrasi 16-24 saat icinde over basina graniloza
hlcre sayisinda ve fonksiyonundaki azalma farkl ¢alismalarda gosterilmistir.
Granuloza hucrelerinde DNA bozulmalari enjeksiyondan 2 saat sonrasinda
dahi gosterilmistir. Enjeksiyonun 4. saatinde granuloza hucre nukleuslarinda
G2 fazinda olusan blokaj nedeni ile hicre nikleuslarinda kugllme asikar
hale gelmektedir. Sonugta enjeksiyondan sonraki 24. saatte tim bu

mekanizmalar Uzerinden serum ostradiol duzeyleri de anlamli duzeyde azalir
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ve cevaben artan endojen FSH sekresyonu nedeni ile daha gok folikul segilir,
nakleoluslar aktiflesir ve yine siklofosfamid maruziyeti nedeni ile daha ¢ok
folikil hasar gorur. Olusan bu kisir ddngu nedeni ile granlloza hlcre hasari

ve over rezervi azalmasi daha hizli gelisir.

Sekil 3:Siklofosfamidin Molekuler Yapisi
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Sekil 4:Siklofosfamidin Molekuler Metabolizmasi
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5.Fertilite Korunmasi

5.1.Fertilite Koruyucu Tedavi Se¢enekleri

5.1.1.0varyan Transpozisyon (Ooforopeksi)

Ozellikle pelvik radyoterapi alacak hastalarda overler radyasyondan
korunmasi amaci ile pelvisin disina edilir. Servikal yada endometrial
kanserler ve pelvik sarkomlar gibi patolojilerde pelvik radyoterapi gerekliligi
olabilir.Bu durumda overler mevcut pelvik sahadaki anatomik
lokalizasyonlarindan uzaklastirildiginda pelvik radyoterapi ile overlerin aldigi
radyasyon dozu %5-10 oranina dusmektedir. Bu gibi vakalarin sonrasinda

spontan gebelik oranlari % 75 ‘dir (55).

5.1.2.0varyan Supresyon

Farkh nedenlerle yapilan retrospektif ¢alismalarda menars 6ncesi
gonadlarin kemoterdpotik tedaviye daha direngli ve dayanikli oldugu
go6rilmustar. Buradan yola gikarak gonad fonksiyonlarinin baskilanmasi ile
sitotoksik hasari en aza indiriimesi amacglanmistir. GhnRH agonistleri tedavi

surecinde bu amagla kullaniimaktadir (56).

5.1.3.Kriyopreservasyon

Kriyopreservasyon yani dondurularak muhafaza etme islemi over
dokusunun kendisine uygulanabilecegi gibi, oosit ya da embriyoya
uygulanmasida s6z konusudur.Bunlar igerisinde 06zellikle fertilite devami
acisindan en yaygin tercih edilen embriyo kriyoprezervasyonudur (57). Over
dokusu kriyopreservasyonu, kemoterapinin daha erken uygulanmasi gereken
durumlarda ve 6zellikle hastalarin koital fonksiyonlarida géz énlne alinarak
tercih edilebilecek bir yontemdir. En Onemli avantaji overin endokrin
fonksiyonlarininda geri donlsli olmasiyken fertilite acisindan gebelige

ulasma orani en dusuk olan yontemdir (57).
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6.Silymarin

Silymarin Devedikeni (Milk Thisle) tohumlarindan ekstre edilen
major bilesenleri silybin, silydianin ve silykristin olan bir flavinoiddir. (58)
Silymarinin hepatoprotektif, sitoprotektif, hipoglisemik, hipokolesterolemik,
antikanserojenik, gastroprotektif (anti-Ulser) bir ajan oldugu farkli galismalarla
ortaya konmustur (59). Guglu bir antioksidan etkiye sahiptir. Hicre dizeyinde
serbest radikallerin Uretimini azaltirken, atihmini artirir. Hicre membraninda
lipid peroksidayonunu azaltir. Hicrede RNA polimerazi ve hicre
proteinlerinin Uretimini stimule ederken 5-lipoksijenaz ve siklooksijenaz gibi
katalizor enzimlerin inhibisyonunda rol oynar (60). Diger yandan yuksek
dizeyde fitodstrojen maruziyeti gesitli hayvan tirlerinde fertiliteyi olumsuz
etkiledigi gosterilmistir. Ozellikle reprodiktif cagdaki erkeklerde diyete yiiksek
doz fitodsrojen eklenmesiyle fertilite problemlerinin arttigi bilinmektedir.
Silymarinin mevcut Ostrojen etkisi yapilan c¢alismalarda ooferektomili
siganlarda gosterilmistir (61). Bu c¢alismalardan yola ¢ikarak sigcanlarda 6n

g6rilen maksimum terdpotik doz 420 mg/gln olarak belirlenmigtir.

Silybum marianum (Milk Thistle)

Sekil 5: Silymarin elde edilen Silybum Marianum (Milk Thistle) Bitkisi (132)
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Tablo-2:Silymarin ve Analoglari (132)

Dogal

Silybin A,B (62)
Isosilybin A,B (62)
Silychristin (62)
Isosilychristin (62)
Silydianin (62)
Isosilydianin (62)
Taxifoline (62)

Sentetik

3,4’-ethylene-3-dioxyflavinoids (63)
Silybin-C-2,3-dihydrogensuccinate disodium salt 5,7,4” -trimethylsilybin (64)
Peracetylsilybin (64)
Peracetyl-5-,7,4”-trimethylsilybin (64)

Silybin dihemisuccinate (64)

*Silypid (64)

IBI/S (silybin-,-cyclodextrin) (65)
Silybin-,-galactoside (63)

Silybin-,-glucoside (63)

Silybin-,-maltoside (63)

Silybin-,-lactoside (63)

IdB1016 (silybin-phosphatidylcholine complex) (66)

*Silypid is a silybin-phosphatidylcholine complex.
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Sekil 6: Silybin ve Analoglarinin Yapisal Ozellikleri (132)

6.1.Silymarinin Antioksidan Etkinligi

Silymarinin antioksidan potansiyelini gosteren pek ¢ok in vivo ve in
vitro galisma literatiirde mevcuttur (Tablo 3 ) .Ornegin siganlarda yapilan bir
calismada kronik CCl4 nedeni ile olusan karaciger fibrozisi veya sirozu 30

mg/giin dozunda silymarin ile azaldigi gosterilmistir.
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Yine bir baska ¢alismada sigcan pankreasinda alloxan ile yapilan pancreas
hasarina bagl olusturulan diyabet tablosunun silymarinin antioksidan etkisi ile
azaldigi gosterilmistir (65). Silymarin glutatyon sistemi Uzerine etkiyerek
serbest radikal hasarini azaltmaktadir. Yine biyolojik membranlardaki lipid
peroksidasyonu ve serbest radikal hasarina bagh gelisen demir
toksikasyonuna sekonder gelisen hepatik yetmezlikte uzun dbénem
kullanimda silymarinin koruyucu etkisi gosterilmistir (66). Bu c¢alismada
sicanlara %2,5 karbonyl-fe iceren diyet ile birlikte 100 mg/kg/gun silybin
eklendiginde melanodialdehit-proteinin periportal hepatositlerde birikiminin
anlamli duzeyde azaldi§i gosterilmistir. Bir baska galismada eritrositlerdeki
SOD enzim aktivitesi nedeni ile olusan alkolik sirozlu hastalarda silymarinin
olumlu sonuglari gosterilmigtir (67). Silymarin lenfositlerde ve eritrositlerde
SOD aktivitesini artirdigi in vivo ¢alismalarla da gdsterilmistir.

Silybin ve fosfotidilkolin kompleksinden olusan silypid ise 6zellikle
etanol etkisiyle olusan serbest radikallerin temizlenmesinde etkili bir silymarin

tirevidir. Ozellikle mikrozomlardaki hidroksietil radikalleri tizerine etkilidir (68).

i e Cytokines
Transcription Factors v Cell evele
NF'KB-L STATSl |L-2~L IL-1 0~L TGF'B Jr y
kip1
STAT1! PDEF! IL-4l  IFN-yl | IL-1B Dl WGBS
STAT3. ARL TNFL Rare L Lcdeedt
Rb-E2FT  cdc2l
Cyclin B1J
Invasion & i :
Metastasis phosphorylationd
cox-2)  iNOs!
TIMP-2T  u-PAl
MMP-20 Growth/Apoptosis
c-myc |
Others Survivin | | p53T
SODT  Cholesterol/ Kinase IGF-BP3T EGFR{
hospholipid{
GonT | MEGSRAGER: SAPKL | JNK1/2L MHC class | {
SM/PtChol "
XODJ IKK-ol = P38 MAPK! Akt phosphorylationd
ATPaseT
PKCl Cleaved caspase-3T

Sekil 7: Silymarinin Molekuler Hedefleri (132)
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6.2.Silymarinin Antienflamatuar Etkinligi

Silymarin farkli yolaklar Gzerinden antienflamatuar etki gdsterir
(Sekil 7). En temel etkisi inflamatuar sitokinleri siprese etmesidir. COX-2 ve 5-
Lipooksijenaz ve NF-KB aktivasyonunu suprese eder. Ratlarda akut
inflamatuar sireglerde I6kosit migrasyonunu azalttigini gosteren calismalar
mevcuttur (69). Xylene bagl olusan lokal enflamasyonda silymarinin topikal
kullaniminin sistemik indometazin kullanimina goére daha net antienflamatuar
etkiye sahip oldugu gosterilmigtir. Merkezi sinir sisteminde nérodejeneratif
hastaliklarin erken safhalarindaki mikroglial aktivasyonu tetikleyen inflamatuar
cevabl baskilayarak bu hastaliklarin progresyonunda ciddi yavaslamaya
sebep olmaktadir. Silymarinin bu noéroprotektif etkisi ilk kez in vitro ortamda
noroglial hucre kulturlerinde gdsterilmigtir. Trinitrobenzensulfonik asit ile
olugturulan akut kolit tablosunda silymarinin ¢oklu dozlarda kullanimi ile
silymarinin yine intestinal sistem Uzerindeki antienflamatuar etkisi de
g6sterilmistir (70). Ornegin bu calismada oral alinan 50 mg/kg/giin doz ile
makroskopik kolon hasarinda gbzle goérulur dizelme goézlenirken kolonik
myeloperoksidaz aktivitesinde ciddi azalma oldugu da gosterilmistir.

COX-2 timédral hlcre proliferasyonunda 6énemli bir araci olup cesitli
doku timorlerinde over-expresyonu goérilmektedir (71). Yine pek ¢ok galisma
silymarinin COX-2 ekspresyonunu azalttigini géstermektedir (72). Silymarin
epidermal SOD, Katalaz ve GSH_PX aktivitesi Uzerinden etki ederek lipid
peroksidasyonu azaltir ve antienflamatuar etki goésterir. Yapilan bir baska
calisma gosteriyor ki silymarin potent bir prostoglandin sentaz inhibitoridir
(73). Silybin, silydianin and silykristin prostoglandin inhibisyon 6zelligi bazi in
vitro c¢alismalarda da gdsterilmistir. COX-2 silymarin icin potansiyel bir
hedeftir.

COX-2 gibi 5-LOX da eikasanoidlerin bir tGrtniu olan proenflamatuar
bir enzimdir ve 6zellikle timdral hiicre proliferasyonunda énemli role sahip bir
proenflamatuar ajandir (74, 75). Silymarin 5-LOX (zerinden yaptidi
inhibisyon ile de antienflamatuar etkinlik géstermektedir. (76)

TNF ve IL-1 timoral hicrelerde blylime faktori etkisi gosteren

sitokinlerdir (77). Silymarin TNF expresyonunu ve IL-1 expresyonunu azaltan
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etkinlige sahiptir (78-79).Yine ratlarda yapilan galismalarda silymarin mRNA
expresyonunu bloklarayarak IL 2 Gretimini azaltir. TNF tUmor promoter olarak
gOrev yapar ve tumor hicrelerini dlduren temel savunma sistemidir ki pek ¢ok
kemorezistan tumorlerde TNF mutasyonu oldugu goérudimustir. Pek c¢ok
calisma silymarin ya da silybinin timér dokusundan TNF expresyonunu

artirarak anti timoral etkinlik gosterdigini gostermistir. (78,79, 80,81)

Tablo 3: Silymarinin Antioksidan Etkinligi (132)

Alkolik Siroz
e 1 GSH | Lipid peroksidasyon (82,96,97)
Bilier obstriiksiyonda olusan hepatik oksidatif stres
e 1 GSH transferaz | Lipid peroksidasyon (82,83)
Asetaminofene bagl karaciger hasari
e 1 GSH-PX | Lipid peroksidasyonu (84)
Parasetamole bagli karaciger hasari
e 1 GSH-PX | Lipid peroksidasyonu 1 SOD (85)
Doksorubisin’e bagli oksidatif stres
1 1 GSH-PX (85)
SENCAR fare derisinde Benzoil peroksid etkisiyle olusan oksidatif stres
¢ 1SOD 1GSH-PX (86)
Radyasyona bagli hepatotoksisitede
0 1 GSH-PX(87)
Alloxana sekonder olusan Diyabette
e 1 GSH-PX | HOCI 1 Katalaz (90,94)
CCl4 etkisiyle olusan lipid peroksidasyonu
e | Lipid peroksidasyon (90.91.92)
Sigan karacigerinde izole hepatositlerde mikrozomda ADP/Fe2+ ve NADPH iligkili hasar

e | Lipid peroksidasyon (83)

Siganlarda Siklosporine bagli karaciger hasari
e | Lipid peroksidasyon (93)
Yiksek sukrozlu diyete sekonder olusan oksidatif hasar
e | Lipid peroksidasyon (97)
Siganlarda Fe3+/askorbat etkisiyle olusan mikrozomal lipid peroksidasyonu

e | Lipid peroksidasyon (95)
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Fe2+ etkisiyle olusan hepatik mikrozomal lipid peroksidasyonu
e | Lipid peroksidasyon (98)

Siganlarda kardiak miyositlerde mikrozomal Doksorubicin-Fe etkisiyle lipid peroksidasyonu
e | Lipid peroksidasyon (100)

Siganlarda Bébrekte iskemik perflizyon stresi
e | Lipid peroksidasyon (101)

Kronik Alkolik Karaciger hastaligi olan hastalarin eritrositlerinde ve lenfositlerinde
e 1SOD | H202 (105,106,107)

insan grantilositlerinde HOCI e bagl hasar
o | DNA hasari (109)

insan lenfositlerinde H202 iligkili DNA hasari
¢ |Ksantin dehidrogenaz / ksantin oksidaz orani (109)

insan PMNL de PMA stimiile oksidatif yanma

o |02(104)
Hepatik mikrozomlarda PMS-NADH sisteminde
e |02(85)

6.3. Silymarinin immiin Sistem Uzerindeki Modiilatuar Etkisi

Silymarin T lenfosit fonksiyonlarini digtk dozlarda inhibe ederken
yiiksek dozlarda aktive etmektedir (110). inflamatuar immiin cevapta
silymarinin modulatér etkinligi farelerde yapilan bir ¢alismada goésterilmigtir.
Intraperitoneal 10-250 mg/kg/glin dozunda silymarin 5 gun verildiginde
herhangi bir toksik etki gorilmezken CD3+ T-lenfositler 10-50 mg/kg
dozunda azalirken CD4+ ve CD8+ T hicre populasyonlari azalmigtir. Benzer
sekilde doz bagimli olarak TNF, iNOS, IL-1,ve IL-6 mRNA degismektedir.

Silymarin timus Uzerinde gen expresyonunda degisiklik yaparak
hicre secimi ve diferansiyasyonu uzerine etki géstermektedir (111). C-
myc gen expresyonu Uzerine yaptigi etki ile timusta hicre farkhlasmasini
etkiler. Erkek BALB/c farelerde silymarinin intraperitoneal uygulamasini
takiben timusta CD4+ and CD8+ T-lenfosit sayilarinda mutlak bir artis
g6zlenmigtir. Silymarin timusta. C-myc proto-onkogen expresyonunu
artirarak bu etkiye sebep olmaktadir. Buna ragmen IL-2 ve IL-4 duzeylerinde

azalma gorulurken MHC Il expresyonu degismez
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6.4.Silymarinin Koruyucu Etkileri

Silymarin/silybin pek ¢ok ajana bagli olusan toksisiteye karsi
koruyucu etkiye sahiptir. Etanol verilen disi ratlarda fetus Uzerine koruyucu
etkinligi gosterilmigtir. Bu ¢alismada gebeligin ilk gininden 21.guinune kadar
silymarin ve etanol verilen grupta GGTP duzeylerinde anlamli degisiklik
g6zlenmezken sadece etanol verilen grupta fetal beyin ve karaciger
dokusunda etanol bagimli GGTP aktivitesinde ciddi artis oldugu gézlenmistir
(112).

Sisplatin 6zellikle testikller kanserlerde en sik kullanilan sitotoksik
ajandir ancak ototoksisite, nefrotoksisite ve norotoksisite gibi yan etkileri
nedeni ile klinik kullanimi kisittanmaktadir. Uzun dénem gdrulen bdbrek
hasari proksimal tubuler nekroza bagli L alanin aminopeptidaz gibi enzimlerin
ve magnezyum gibi iyonlarinin atihmin artmasidir. Baska bir ¢calisma grubu
silybinin CDDP-bagli nefropatide nefroprotektif etkilerini ¢alismiglardir. CODDP
oncesi siganlara silybin inflzyonu verdiklerinde uzun dénemde gelisen toksik
etkilerin azaldigini gostermiglerdir ki tek basina silybinin bdbrek fonksiyonlari
Uzerine higbir etkisi yokken CDDP nedeni ile olusan yikim mekanizmalarini
durdurarak renal hasari azaltici etki ortaya koymustur (113). Silybinin
sitoprotektif etkisine bir érnektir.

Kanser kemoterapisindeki basariyr etkileyen en onemli yan
etkilerden biri de kemoteropotik ajanlara karsi gelisen kardiyotoksisitedir. Bir
calismada doksisikline bagl gelisen kardiyotoksisiteyi dnlemede silymarin ve
tirevlerinin ( silybin, dehidrosilybin, silykristin and silydianin ) etkisini
arastinlmistir. Doksisiklin verilen grupta oncesinde 9 saat boyunca silymarin
verildiginde kardiyomiyositlerde selliler ATP dlzeylerinde artis oldugu ve
kardiyotoksisitenin daha az gézlendidi gosterilmistir (100). Silymarinin tek
basina miyositler Uzerine etkinligi gdézlenmediginden bu etkiyi doksisiklinin
olusturdugu oksidatif stresi azaltarak olusturdugu diustnulmektedir. Silymarin
hicre membranini stabilize eder, serbest radikallerin atilmasini artirirken
olugmasini azaltir.

Atrial flatterli siganlarda yapilan bir galismada silymarinin tek basina
anti aritmik etkinligi yokken amiodaronla beraber kullanildiginda anti aritmik
etkinligini artirdigini géstermiglerdir (114).
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Yine post oklizyon kardiak aritmiye bagli hipertansif farelerde silybin (300
mg/kg/gun) dozunda 8-12 gun verdiklerinde tetrandirine ile kiyasladiklarinda
benzer kan basincini dusurucu etkiye sahip oldugunu gostermiglerdir.
Tetrandirinle silybin birlikte kullanilan grupta ventrikller hipertrofi gelisimin
ciddi oranda azaldigini gostermiglerdir. Bunu sonucunda akut miyokardial
enfarktis gelisen hipertansif hastalarda silybin kullanimin  yararini
vurgulamiglardir.

Guncel kanser tedavilerinin tedavi sirecini olumsuz etkileyen en
temel yan etkilerinden biride radyoterapinin sistemik toksisitesidir. 6 Gy
dozunda sistemik radyoterapi alan hastalara tedavi éncesi 7-14 gun boyunca
70mg/kg/gun dozunda oral silymarin verildiginde nukleik asit degiskenliginin
minimal oldugu gosterilmistir (115). Tedavi sonunda 6zellikle karaciger, dalak
ve kemik iliginde nikleik asit duzeyleri ¢calisiimistir ki nukleik asitler hicresel
metabolizma igin olduk¢ca 6nemli yere sahiptir ve silymarin verilen grupta
degisiklik minimaldir. Benzer c¢alismalar sonucunda radyasyona sekonder
hepatotoksisiteden sakinmak adina 3-6 Gy radyoterapi oncesi silymarin
uygulandiginda silymarinin antioksidan etkinligi nedeni ile hepatoksisteden
korunmanin mimkudn oldugu vurgulanmaktadir (115).

Tdm vicut radyasyonlarda serum alkalen fosfataz aktivitesi,
karaciger glutatyon reduktaz aktivitesi ve glutatyon peroksidaz aktiviteleri ilk
gunden itibaren artig gostermektedir. Tedavi sonrasi 3. gunde esik degerin
alti degerlere dusmektedir. 3 Gy radyasyona maruziyet sonrasi ortalama 7.
Gunde ast alt duzeylerinde artis gézlenirken silymarin takviye edilen grupta

anlamli diizeyde degiskenlik olmadigi gosterilmistir (87).

6.5.Silymarinin Farmakolojik Ozellikleri

Silymarin suda ¢6zinmeyen bir molekil oldugundan Kklinik
kullanimda kapstle edilmis modifiye formlarinin kulanimi o&nerilmektedir
(119). Oral alindigi formlarda emilim orani %23-47°dir. Ancak oral alimini
takiben 6-8 saat icerisinde pik plazma volumune ulastigi dnceden yapilan
insan ve hayvan calismalarinda bilinmektedir. Bu nedenle silymarinin
biyoyararlanimini artirmak igin silypide gibi farkli molekuler formlar modifiye

edilmistir.
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Silypid silymarin ve fosfotidilkolin kompleksidir ve silymarine gore
biyoyararlanimi 10 kat daha fazladir (116). Silymarin b-siklodekstrin
kompleksinin biyoyararlanimi 18 kat daha fazladir (117). Sonugta hangi
formla alinirsa alinsin Silymarin hedef dokularinda temelde antioksidan
sistem (zerinden etki gdsteren bir molekildir. Ozellikle karaciger, mide,
barsaklar gibi gastrointestinal sistem organlari Uzerinde redoks
mekanizmalarini artirirken bodbrek dalak ve akciger dokusundan tripeptid
diuzeylerini etkilemedigi bilinmektedir.

Siganlarda tek doz 200 mg/kg verilen silymarin ve silypide
dozlarinin biliyer ekspresyonlarini ve plazma duzeylerin kiyaslayan bir
calismalarinda oral silypide alimini takiben %93lUk oral biyoyararlanim ile 2.
Saatte plazma pik duzeye ulastigi gosterilmistir. 24.saatte silypide grubunda
biliyer miktari %13 iken silymarin grubunda %2 duzeyinde idi. Buda silypide
biyoyararlaniminin silymarine gére 10 kat daha fazla oldugunu gosteren
calismalardan biridir.

Konjuge silybin formunun mide, karaciger, pankreas, cilt ve prostat
dokusuna sistemik dagilimi bir hayvan galismasi ile ortaya koyulmustur (74).
Calismada 24 saat a¢ birakilan fareler takiben 50mg/kg tek doz silybin
verildikten sonra 0,5, 1, 2, 3, 4 ve 8.saatlerde dekapite edilerek elde edilen
doku 6rnekleri degerlendirilmigtir. Silybin dizeyleri 0,5 saat sonra karaciger,
akciger, mide ve pankreasta sirayla 8.8,4.3,123 ve 5,8 mg silybin/g dozunda
saptanmisken prostat dokusundan pik duzeye ulagmasi 2.5 saati bulmustur.
Tim gruplarda o6zellikle karaciger akciger mide ve ciltte glutatyon- S-
transferaz dozlarinda anlamli artis saglayan minimal oral silybin dozu 100-

200mg/kg/gln olarak vurgulanmistir (74).
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GEREG ve YONTEM

Calisma projesine, Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulundan onay alindi (etik kurul onay tarihi: 21.10.2014 ve no:2014-14/03).
Calismada kullanilan hayvanlar Uludag Universitesi Deney Hayvanlari
Yetistirme ve Arastirma Merkezi'nden alindi. ,Toplam 42 adet, 200 £20 gr
agirhiginda, ergin Wistar Albino disi sican Uzerinde calisildi.Denekler bes esit

gruba ayrildi.

Grup 1: Siklofosfamid+ Silymarin grubu (toplam 12 sigan)*
200 mg/kg’dan her bir sicana Silymarin peroral (gavaj ile) 7 gun verildi.
Takiben 100mg/m2 her bir sigana intraperitoneal Siklofosfamid enjekte edildi.

Grup 2: Siklofosfamid grubu (toplam 12 sigan)*

100 mg/m2’dan her bir sigana intraperitoneal Siklofosfamid enjekte edildi.

Grup 3: Kontrol Grubu 1 (toplam 6 sigan)

Her bir sicana 0,5 cc serum fizyolojik enjekte edildi.

Grup 4: Kontrol Grubu 2 (toplam 6 sigan) *

200 mg/kg’dan her bir sicana Silymarin peroral (gavaj ile) 7 gun verildi.

Grup 5: Kontrol Grubu 3 (toplam 6 sigan)
Her bir sicana Silymarinin sulandirma formu (2 cc Serum fizyolojik) peroral 7

gun verildi.
Siklofosfamid icin ticari ismi Endoxan ™ (Eczacibasi), (500 mg)

olan preparat kullanilirken, Silymarin hammaddesi Abdi ibrahim Firmasi klinik

arastirmalar grubu tarafindan firma blnyesinde yurtdigindan temin edildi.
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Siganlar igin uygun gorulen gevresel kosullar yine ayni merkez
tarafindan saglandi. Calisma boyunca, tabani ve yanlan plastik, Gstu demir
tel orgu ile kapali olan, fare veya sicanlar igin 6zel Uretiimis standart
kafeslerde yasatildl. Isiklandiriimasi 12 saat karanlik-12 saat aydinlik,
havalandirilmasi (%60-70 nem), oda 1sisI (20-240C) kontrol edilen bir odaya
yerlestirildi Her kafese en fazla 3 sigan konuldu. Kafesin tabani daima kuru
agac talas ile kapliydi. Bu talas gunde iki kez degistirildi. Siganlar, kuguk
deney hayvanlari igin 6zel Uretilmis pellet turt fabrikasyon yem ve sehir suyu
ile beslendiler.

Hayvanlar kontrol ve test gruplarina rastgele dagitidi
(randomizasyon). Bu sayede, bireyler arasi varyasyonun deney ve kontrol
gruplarina esit olarak dagilmasi saglanmis oldu. Kafeslerin Uzerine, gruplari
ve enjeksiyonun tarihini belirtecek plakalar yerlestirildi.

Anti Mulleryan Hormon bakilmasi amaciyla gruplardaki si¢anlara,
%4 ik izofloran ile indliksiyonunu takiben 6 L/dk %1,5 izofluran ile idame
inhalasyon anestezisi uygulamay takiben 6nce torakotomi yapilarak kalpten
2cc kadar kan alindi. Ayni zamanda over dokusunun histolojik incelemesi ile
folikll sayisi/morfolojisi ile over rezervi de@erlendiriimesi amaciyla ayni
cerrahi islemin devaminda sicanlara laparatomi uygulanarak bilateral over
dokular alindi. Histolojik preparasyon sonrasi sekonder ve antral folikll

sayilari degerlendirildi.

1. Serum AMH Olgiimii

Ratlardan elde edilen serum 6rneklerinde AMH Rat anti-mullerian
hormone (AMH) ELISA kit (Cusabio) kiti ile ELISA yontemi kullanilarak
calisildi. Prospektiste kitin analitik duyarhlik sinirlari 0.375 ng/ml-150 ng/ml
olarak bildiriimekteydi. Standart konsantrasyon degerleri 6 standart degeri
seklinde (0 ng/ml, 0.375 ng/mL 1.313 ng/mL, 4,69 ng/ml, 28.13 ng/ml,
150ng/ml) verildi.
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2. Over Dokusunun Histolojik incelenmesi

Torakotomi sonrasi kalpten kan alinimini takiben laparatomi yapildi
ve usuline uygun ooferektomi uygulandi. Alinan ovaryumlar %10’luk formol
solisyonuna alinarak 6 gun formolde tespit edildi. Tespit solisyonunda
bulunan ovaryumlar histolojik rutin takip prosedurine sadik kalinarak degisik
derecelerde (%50, 70,90,absoll) alkol, ksilol ve parafin serisinden gegirilerek,
granulli, 58-600C’de eriyen parafinde bloklandi. Parafine gomdulen
dokulardan, mikrotom (Reichert/Kizaklh ) ile 20 um Aralikh 5 ym kalinhginda
sirali kesitler 1 lam Uzerinde 3 kesit olacak sekilde alindi. Kesitler
hematoksilen&eosin  boyama  yontemiyle  boyandi.  Degerlendirme
asamasinda over basina 5.preparat (13,14,15 no’lu kesitler), 10.preparat
(28,29,30 no’lu kesitler) ,15. Preparat (43,44,45 no’lu kesitler) igcerecek
sekilde sekonder ve antral foliklllerin sayimi yapildi. Calisma Oncesinde
yapilan degerlendirme kesitlerinde over basina 90 kesit ile tum over
dokusunun takibinin yapilabildigi goruldi. Bu nedenle sayim asamasinda 45
no’lu preparata folikll sayimi gergeklestirilerek over dokusunun tam yarisini
tarayacak sekilde folikil sayimi gerceklestiriimis oldu. Gruplar arasindaki

farkhliklar istatistiksel olarak degerlendirildi.

3. Istatistiksel Yontem

Verinin istatistiksel analizi SPSS22.0 istatistik paket programinda
yapilmistir. Verinin normal dagilim goésterip gostermedigi Shapiro-Wilk testi
ile incelenmigtir. Tanimlayici istatistikler medyan, minimum ve maksimum
olarak belirtiimistir. Normal dagilmayan veri igin iki grup karsilastirmasinda
Mann-Whitney U testi kullanilmistir. Anlamlihlk dizeyi a=0.05 olarak

belirlenmistir.
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BULGULAR

Caligmaya dahil edilen deney hayvanlarinda gavaj ile silymarin
verilen her iki gruptan (Grup 1, Grup 4) gavaj ile beslenmenin 6. Gununde 2
sican 6ldi. Olen siganlara laparatomi uygulandi olasi barsak perforasyonu
acisindan degerlendirildi. Ancak 6lum sebebini aciklayabilecek herhangi bir
patolojik bulgu saptanamadi.

Tam gruplar degerlendirildiginde AMH degerleri agisindan anlamli fark
bulunamadi (p>0.05).

H Siklofosfamid/Silymarin
M Siklofosfamid
i Kontrol (Siklofosfamid)

—
T,

M Silymarin

ol—\waU'lCh\JOO

M Kontrol (Silymarin)

AMH ng/ml

Sekil 8: Tum gruplarin AMH degerleri karsilastiriimasi (p>0.05)

M Siklofosfamid/Silymarin
m Siklofosfamid™*

w Kontrol (Siklofosfamid)

M Silymarin

m Kontrol (Silymarin)

SEKONDER FOLIKUL SAYILARI

Sekil 9: Tim gruplarin sekonder folikil sayilari
*Siklofosfamid grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli fark saptandi. (p<0.05)
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ANTRAL FOLIKUL SAYILARI

M Siklofosfamid/Silymarin*
H Siklofosfamid*

d Kontrol (Siklofosfamid)

M Silymarin

M Kontrol (Siymarin)

Sekil 10: Tum gruplarin antral folikdl sayilari
*Siklofosfamid/silymarin grubu ile siklofosfamid grubu arasinda anlamli fark

saptandi. (p<0.05)

Tablo-4: Siklofosfamid/silymarin ve siklofosfamid grubu arasinda, folikul

sayllari (sekonder/antral) ve AMH(ng/ml) seviyelerinin kargilastiriimasi.

Grup 1(n=12) Grup 2(n=12) P
SEC 28(23-58) 23(9-41) 0.118
ANT 23(12-41) 10(5-17) <0.001*
AMH 3.84(2.18-11.92) 4.91(1.24-8.58) 0.928

Mann Whitney U testi kullanildi.

*: p< 0.05 anlamli

Siklofosfamid verilen grupla siklofosfamid ve silymarin verilen grup

arasinda AMH degerleri ve sekonder folikll sayilari arasinda anlamli farklihk

bulunamadi (p>0.05). Ancak antral folikil sayilari acisindan siklofosfamid

uygulamasi 6ncesi oral silymarin verilen grupta antral folikll sayisi istatistiksel
olarak yuksek saptandi (p<0.05)(Tablo 4).
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Tablo-5:Siklofosfamid ve kontrol grubu arasinda, folikul sayilari(sekonder/antral) ve

AMH(ng/ml) seviyelerinin karsilastiriimasi.

Grup 2(n=12) Grup 3(n=6) P
SEC 25(9-41) 39(27-44) 0.018
ANT 10(5-17) 19(15-30) <0.001*
AMH 4.91(1.24-8.58) | 7.39(3.03-25.78) 0.291

Mann Whitney U testi kullanildi.

*: p< 0.05 anlamli

Siklofosfamid verilen grupla kontrol grubu arasinda AMH degerleri

acisindan anlamli farklihk bulunamadi (p>0.05). Ancak sekonder folikul sayilari

ve antral folikul sayilari agisindan siklofosfamid uygulanan grupta her iki folikul

sayimi agisindan daha dusik degerler goruldi ve istatistiksel agidan anlamli
farkhlik saptandi (p<0.05)(Tablo 5).

Tablo-6: Silymarin ve kontrol grubu arasinda, folikil sayilari (sekonder/antral) ve

AMH(ng/ml) seviyelerinin karsilastiriimasi.

Grup 4(n=5) Grup 5(n=6) P
SEC 32(22-34) 38(28-50) 0.104
ANT 19(15-21) 22(15-29) 0.177
AMH 6.60(3.66-10.53) 5.64(0-25.78) 0.329

Mann Whitney U testi kullanildi.

*: p< 0.05 anlamli

Silymarin verilen grupla kontrol grubu arasinda AMH dederleri ve

folikil sayilari

(p>0.05) (Tablo 6).

istatistiksel acgidan anlamli
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Tablo-7:

Siklofosfamid ve silymarin

grubu arasinda,

(sekonder/antral) ve AMH(ng/ml) seviyelerinin karsgilastiriimasi.

folikul sayilari

Grup 2(n=12) Grup 4(n=5) P
SEC 25(9-41) 32(22-34) 0.383
ANT 10(5-17) 19(15-21) 0.001
AMH 4.91(1.24-8.58) | 6.60(3.66-10.53) 0.234

Mann Whitney U testi kullanild. *: p< 0.05 anlamli

Siklofosfamid uygulanan grupla silymarin verilen grup arasinda AMH
degerleri ve sekonder folikil sayilari agisindan anlamli farklihk bulunamadi
(p>0.05). Ancak antral folikll sayilari agisindan silymarin uygulanan grupta
daha ylUksek degerler goruldiu ve istatistiksel agidan anlamli farklilik saptandi
(p<0.05)(Tablo 7).

Kontrol ve g¢alisma gruplarina ait ovaryum Kkesitlerinde uygun
preparasyon yontemlerini takiben sekonder, antral (Preantral/antral) folikul
sayimi yapildi (Sekil- 8, 9, 10, 11).

Sekil-11: Siklofosfamid grubunda ovaryum dokusunun goéruntisu
(X4’lGk buayutme, H&E.).
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Sekil-12: Silymarin grubunda ovaryum dokusunun goruntusu
(X4’lGk buylitme, H&E.).

Sekil-12: Siklofosfamid/Silymarin grubunda preantral folikilin
goruntusi (X10’1dk buyttme, H&E).

Sekil-13: Siklofosfamid/Silymarin grubunda sekonder ve preantral
foliktllerin goéruntisi (X4'lUk baylitme, H&E).
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Sekil-14: Siklofosfamid grubunda antral folikilin gorinttsu

(X10’luk blyiitme, H&E)
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TARTISMA

Bu calismada gonadotoksik etkisi yuksek bir kemoterdpotik ajan
olan siklofosfamid ile rat overlerinde olusturulan sitotoksik etkilerin
azaltilmasinda antiapoptotik ve antienflamatuar etkinligi bilinen bir silymarinin

koruyuculugu degerlendirimigtir.

Siklofosfamidle olusturulan ovaryan toksisiteye yonelik silymarin ile
olusturdugumuz bu hayvan modeli bu alandaki ilk deneysel calismadir.
Aslinda silymarinin toksik ajanlara kargl antioksidan etkinligini gosteren
calismalar mevcuttur. Chlopcikova ve ark. (101) yaptigi bir calismada
kemoteropotik bir ajan olan doksorubisine bagl gelisen kardiyotoksisiteyi
onlemede silymarin ve turevlerinin ( silybin, dehydrosilybin, silychristin and
silydianin ) etkisini arastirmislardir. Doksorubisin verilen grupta éncesinde 9
saat boyunca silymarin verildiginde kardiyomiyositlerde selliler ATP
dizeylerinde artis oldugu ve kardiyotoksisitenin daha az gdzlendigi
gOsterilmistir.  Silymarinin  tek  basina  miyositler Uzerine etkinligi
g6zlenmediginden bu etkiyi doksorubisinin olusturdugu oksidatif stresi
azaltarak olusturdugu dusunulmektedir. Bu c¢alismadan da yola c¢ikarak
Silymarinin serbest radikallerin atilmasini artirirken olugsmasini azaltir ve
hucre membranini stabilize ettigi gosterilmigtir.

Diyete silymarin eklemenin kemoprotektif ekinligi gdsteren bir diger
calismada Vinh ve ark. (122) erkek farelerde N-butil-N-(4-hidroksibutil)
nitrosamine (OH-BBN) e sekonder olusan mesane karsinogenezinde bu
etkileri 6nlemek acisindan 32 hafta diyete silymarin eklemiglerdir ve mesane
lezyonlarini, hicre proliferasyonunu, hicre siklusunun progesyonunu ve
siklin D1 duzeylerini incelemislerdir. Silymarin verilen grupta neoplastik
lezyonlarin gorulme sikliginda anlamli azalma oldugunu ortaya koymuslardir.
Yine mesane gorulen lezyonlarda silymarin eklenen grupta hucre duzeyinde
siklin D1 ekpresyonunda Onemli azalma mevcuttur. Yine toplumda
azimsanmayacak oranda gorulen non-melanoma cilt kanserinin etyolojinde

sorumlu tutulan temel faktér solar UV radyasyon maruziyetidir.
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Katiyar ve ark. (123) buradan yola c¢ikarak SKH-1 sagsiz
farelerde yaptigi c¢alismada fotokarsinogenezin etkinligini azaltmada
silymarinin rolinu arastirmiglardir ve sonugta silymarinin fototoksisitede de
benzer mekanizmalarla koruyucu etkinligi gosterilmigtir.

Silymarinin kemoterapiye sekonder olusan nefrotoksisiteyi azalttigi
g6steren calismalarda yine mevcuttur. Ornegin sisplatin bilinen en sitotoksik
kemoteropotik ajanlardan biridir ve Ozellikle testis kanseri ya da over kanseri
gibi bazi malignitelerde yaygin kullanimi  s6zkonusudur. Ancak Kklinik
kullanimi kisitlayan en onemli yan etkileri ototoksisite, norotoksisite ve
nefrotoksisiteye neden olmasidir. Bokemayer ve ark.(124) buradan yola
cikarak olusturduklari bir sigcan modelinde nefroprotektif bir ajan olarak
silybinin etkilerini ¢alismiglardir. Sonugta silybin verilen grupta sisplatine
sekonder olusan glomeruler hasarin ve dolayisiyla kreatin klirensi gibi renal
fonksiyonlarin korundugunu gostermiglerdir. Gaedeke ve ark. (125) benzer
bir calismada sisplatin ile olusturulan renal glomertler ve tibuler fonksiyon
bozukluluklarinda silybinin koruyucu etkinligini ¢alismislardir. Siganlarda
olusturduklari modelde 5mg/kg tek doz CDDP ile birlikte 200 mg/kg silybin
eklendiginde sonugta bdbrek fonksiyonlarini gdsteren renal markerlarda
bozulmanin minimal duzeyde oldugunu ortaya koymusglardir.

Yine sitotoksik etkisi 6n planda olan siklofosfamidin yan etkilerinden
korunmaya yonelik yapilan c¢aligsmalardan silymarin turevlerinin etkinligini
arastirmaya yonelik ile KM El Deib ve ark. (126) yaptigi ¢calismada siganlarda
siklofosfamide sekonder olusan hepatoksisite ve dnleme silymarinin etkinligi
degerlendirlmistir. Siklofosfamid verilen grupta diyete silymarin eklendiginde
karaciger volUmunun korundugu artan ast alt duzeylerinin normalize oldugu
gosterilmistir. Siklofosfamid glutatyon (GSH), glutatyon transferaz (GST) and
glutatyon reduktaz (GR) dizeylerini azaltirken silymarin bu etkinligi ortadan
kaldirarak hepatoprotektif etki gdstermektedir.

M. Khaksary Mahabady ve ark. (127) yapti§i bir baska calismada
siklofosfamidin  teratojenitesinden  yola cikilarak gebe sicanlarda
siklofosfamide sekonder olugsan fetal iskelet malformasyonunu azaltmada
silymarin ve vitamin E etkinligi arastinimistir. 24 sicanin ele alindigi

calismada c¢aligma grubuna 15 mg/kg siklofosfamid enjeksiyonunu takiben
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100 mg /kg silymarin ve 100 mg/kg vitamin E 13. gestasyonel gune kadar
verilmigtir ve 20 gestasyonel ginden sonra veriler analiz edilsiginde silymarin
ve e vitamini verilen grupta fetuslerde palatal arkus anomalilerinin (yarik
damak) ve vertebra, sternum, skapula gibi kemiklerde gbzlen deformitelerin
daha az oldugu gosterilmistir. Yine bu grupta fetal agirlik anlamli dizeyde
daha yuksek bulunmustur.

Silymarin perspektifinde literatlrde  taranan calismalar
incelendiginde; silymarinin  hepatoprotektif, sitoprotektif, hipoglisemik,
hipokolesteolemik, antikanserojenik, gastroprotektif (anti-tlser) bir ajan
oldugu farkh calismalarla ortaya konmustur. Ciltten karacigere prostattan
pankreasa Ozellikle kanser ve kemoterapi bashdi altinda farkli hicresel
yolaklarla olusan koruyucu etkinligi gosterilmistir. Ancak gonadlar ve Ureme
sistemi agisindan bakildiginda gonadal fonksiyonlara olasi etkilerinii ya da
gonadal toksisitelere yonelik koruyucu etkinliginin varolup olmadigini
gOsteren oldukga sinirli sayida oldugu goézlenmistir.

Moosavifar ve ark. (128) erkek faktér nedeni ile in vitro fertilizasyon
planlanan hastalarda siklusun 2. Glnunde folikller stimllasyonun yani sira
70mg/kg/gun dozuna silymarin eklemigler ve oosit pick up sonrasinda elde
edilen oositleri degerlendirklerinde silymarin verilen grupta granulosa hucre
apoptozisinin daha az oldugunu ortaya koymuslardir. Elde edilen oosit
kalitesine silymarinin etkinligi olmadigi gosterilmis olsada bu ¢aligma antral
folikll apoptozisinde silymarinin olumlu etkisini gostermistir.

Nabiuni ve ark. (129) ratlarda olusturduklar polikistik over
sendromu modelinde silymarini 10 giin boyunca intraperitoneal uyguladiktan
sonra yaptiklart hormonal (adrojenler) ve morfolojik degerlendirme
sonrasinda silymarin verilen grupta anlamli olarak ovaryan dokunun ve
hormonal durumun daha fizyolojik kaldigini ortaya koymusladir.

Ovaryan toksisitede kullanilabilecek farkli antioksidan maddelerin
etkinligi ile ilgili calismalar yine mevcuttur. Ornegin Patrick ve ark.(134)
yaptigi derlemede siklofosfamid gibi ajanlarin ortamda serbest oksijen
radikallerini artirarak proapoptotik mekanizmalari tetikleyerek oksidatif strese
yol actigini gosterdi. Olusan oksidatif stres oositte glutatyon dizeylerinde
degiskenlige yol acarak antral folikillerin apotozisini hizlandirmaktadir.
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Meirow ve ark (135) olusturduklari in vivo modelde siklofosfamidin bu
oksidatif yolak Uzerinden antral folikul atrezisine yok actigini gostermiglerdir.
Ancak Siklofosfamidin daha kuguk folikillerde hangi mekanizmayla
toksisiteye sebep oldugu tam olarak bilinmemektedir. Bizim ¢calismamizda da
siklofosfamidin hem antral hem sekonder folikil sayisini anlamli olarak
azalttigini gosterdik. Histolojik degerlendimede primer ve primordial folikulleri
degerlendirmemis olsakta AMH salinnmin 8 mm altindaki folikullerde
oldugundan yola ¢ikarak bizim ¢calismamizda AMH duzeylerinde tim gruplar
arasinda fark saptanmadigindan primordial folikil havuzunda anlaml
dizeyde fark olmadigi kanisina vardik. Ancak galismamizin bu asamadaki
kisithd1 uygulanan ajanlarin kisa sureli olugu ya da rezerv testlerinin erken
dénemde yapilmis olmasindan kaynaklanbilecegi dusundlmustar. Ancak
diger yandan Davis ve ark. (136) ratlarda yaptiklari ¢calismanin sonuglarinda
da 200 mg/kg tek doz siklofosfamid uygulanmasini takiben yapilan histolojik
degerlendirmede bizim c¢alismamiz ile benzer gekilde sekonder ve antral
folikll sayilarinda anlamli dizeyde azalma saptanirken primer ve primordial
folikll havuzunda farklilik saptanmamistir. Siklofosfamidin sekonder ve antral
folikUller Gzerindeki etkisinin doz bagimli oldugu disinulmektedir.

Bizim calismamizdada siklofosfamidin oositler Uzerindeki etkileri
uygulanan doza bagiml olarak diger calismalarla benzer olarak sonuglandi.
Biz calismamizda siklofosfamisin bu etkisini azaltmak igin silymarinin
antiapoptotik ve antioksidan etkinligini kullanmayi amacglamistik. Sonucta da
siklofosfamid maruziyeti éncesi oral silymarin verdigimiz gruplarda anlamli
olarak antral folikll sayisini daha ylksek saptadik. Silymarinin farmakokinetik
ozelligine bakildiginda lipofilik yapda oldugundan biyoyararlanimi daha dustk
dozlarda olmaktadir. Buradan yola c¢ikarak uyguladigimiz silymarin
dozlarinda toksik dozlara ulagsmazken minimum etkin doza ulagildigini
disunmekteyiz. Yine silymarin ile kontrol grubu arasinda anlamli farklilk
saptanmamig olmasi silymarinin kendisininde bu dozlarda over Uzerine toksik
etki olusturmadigini dusundirmektedir. Yinede Silymarinin silypid gibi
biyoyararlanimi daha ylUksek formlarinda mevcut etkiye daha disik dozlarda

ulasmak mumkun olacaktir.
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Klinik pratikte sistemik lupus eritamatozus gibi kronik immun patolojilerde
daha duguk dozlarda da olsa siklofosfamid gibi ajanlarin uzun sareli kullanimi
s6z konusu olmaktadir. Bu hastalarda over rezerv kaybi uzun surede asikar
hale gelmektedir. Yine malignitelerde kullanilan daha kisa sureli daha ylksek
dozlarda kullanilan siklofosfamid gibi gonadotoksik ajanlarla tedavi
gerektiginde over kriyopreservasyonu gibi fertilite prezervasyonuna yonelik
yontemler daha 6n planda olmaya devam edecek gibi gérinse de mevcut
tedaviye silymarin gibi antiapoptotik/antioksidan ajanlarin eklenmesi ile
sonraki surecte gonadal fonksiyonlarin geri kazaniimasini kolaylagtiracak gibi
gorinmektedir.

Sonugta bizim galismamizda sitotoksik ajan maruziyetinde 6zellikle
antioksidan etkinligi ve apoptotik inhibisyon 6zelligi ile silymarinin akut
dénemde mevcut antral folikil havuzu Uzerinde koruyucu etki olusturdugu
ortaya kondu. Ancak Klinik kullanimi ve etkin insan dozlarinin
degerlendirmesi igin antiapoptotik ajanlara yénelik daha ¢ok ¢alisma gerektigi
asikardir. Fertilite korucuyucu tedaviler alt basliginda antiapoptotik ajanlarin

her gecen gun daha ¢ok glindeme gelecegi disunulmektedir.
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Ekler

Ek-1: Kisaltmalar

GnRH: Gonadotropin Releasing Hormon
FSH: Folikal Stimulan Hormon
LH: Luteinizan Hormon
mRNA: Messenger Ribonukleik Asit
RNA: RibonUukleik Asit
DNA: Deoksiribonukleik Asit
Cm: Santimetre
mg: miligram
mm: milimol gr:
gram
ml : mililitre
mlIU: miliinternational unit
IU: international unit cm3:
santimetrekup
L: litre
ng: nanogram
SOD: Superoksiddismutaz
AMH: Anti Mulleryan Hormon
CCL4:Karbontetraklorir LOX:
Lipooksjenaz
GGTP: Gama glutamil transpeptidaz
c-AMP: cyclic Adenozin Mono fosfat
TNF: Tumor Nekrozis Faktor
IVF : In vitro Fertilizasyon
NADPH:Nikotinamid adenin dinukleotit
fosfat E2: Estradiol
ADP: Adenozin monofosfat
TPA: 12-O-Tetradekanoilforbol-asetat
GSH: Glutatyon
MHC: Major Histokompabilite
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