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OZET

Ozatik, FY. Resveratroliin disi sicanlarda olusturdugu estrojen modiilatorii
etkileri. Eskisehir Osmangazi Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tibbi
Farmakoloji Anabilim Dali Doktora Tezi. Eskisehir, 2011. Calismamizda
resveratroliin disi siganlarda olusturdugu estrojenik etkiler incelenmistir. Calismamiz iki
asama olarak planlanmistir. 1.Asamada resveratrolin  immatiir (21 giinliik) disi
sicanlarda olusturdugu estrojenik etkileri, 2.asamada ise 4-vinil siklohekzen (VCD)
enjeksiyonu ile primer over yetmezligi (POY) olusturdugumuz puberte donemindeki
(28 giinliikk) disi sicanlarda  olusturdugu estrojenik etkileri incelenmistir. Tim
asamalarda estrojen reseptorlerinin (ER) oldugu bilinen dokularda resveratroliin agonist
ve/veya antagonist etkileri c¢esitli parametreler kullanilarak arastirilmistir. Bu
parametreler uterus agirligi/viicut agirligi oranlart (UA/VA), uterus kuru agirhigi/uterus
yas agirhg oranlart (UKA/UYA), viicut agirhgi (VA) artis oranlari, kemik
dansitometresi, serum estradiol ve vitamin D degerleri olgiimleridir.  Immatiir
sicanlarda UA/VA oranlar1 degerlendirmesinde resveratrol UA/VA oranin1 17alfa etinil
estradiol (17alfa EE) e benzer bir sekilde artirmistir. En diisiik anlamli etki 10 mg/kg
resveratrol (RES10) dozunda goriilmistiir. Bu etki tamoksifen (TMX) ile azalmazken
fulvestrant (FLV) ile anlaml1 bir sekilde antagonize edilmistir. POY olusturulmus disi
sicanlarda da tamoksifen, resveratroliin etkilerini tamamen ortadan kaldirmamuistir.
UA/VA degerleri agisindan POY gelistirilmis sicanlarda VCD+RES10+TMX verilen
grubun ortalama degerlerinin, VCD+RES10 verilen grubun ortalama degerlerinden daha
diisiik oldugu bulunmustur. Estradiol sonuclar1 degerlendirildiginde 20 mg/kg dozda
resveratroliin (RES20) estradiol diizeyini diisiirdiigii gozlenmektedir. POY gelistirilmis
sicanlarda estradiol degerleri incelendiginde, VCD+RES10+TMX ve VCD+17beta
Estradiol (17beta E) verilen gruplarda estradiol degerlerinin kontrol degerlerine gore
anlaml derecede arttig1 gozlenmektedir. Sonug olarak bu ¢alismanin en 6nemli bulgusu,
estrojenik aktivite agisindan resveratroliin dozunun 6nemli oldugudur. Calismamizda
ortaya ¢ikan sonuglara gore resveratroliin estrojen modiilatorii olarak etki gosterdigi

sOylenebilir.

Anahtar kelimeler: Estradiol, estrojen, fulvestrant, resveratrol selektif estrojen reseptor modiilatorii

(SERM), tamoksifen, 4-vinil siklohekzen (VCD),



ABSTRACT

Ozatik, FY. Estrogen modulator effects of Resveratrol on female rats. Eskisehir
Osmangazi Universitesi Health Sciences Institute Pharmacology Department
Doctoral Thesis. Eskisehir, 2011. In the present study, the estrogenic effects of
resveratrol were investigated in female rats. In the first step, the estrogenic activity of
resveratrol was investigated in immature (21 days old) female rats; and in the second
step, the estrogenic activity was investigated in pubertal female rats (28 days old) with
primary ovarian failure (POF) induced by 4-Vinyl cyclohexene (VCD) injection. The
agonistic or antagonistic activities of resveratrol were evaluated by using several
parameters in the tissues which have estrogenic receptors . These parameters are the
rates of uterine weight/body weight (UW/BW) , uterine dry/wet weight (UDW/UWW),
the increased ratio of body weight, bone dansitometer measurements, the levels of
serum estradiol and vitamin D. It was found that resveratrol increased the ratio of
UW/BW as much as those of 17 alpha ethynyl estradiol (17alphaEE ). The least
significant activity was obtained with 10 mg/kg resveratrol (RES10). This activity was
not decreased by tamoxifen but was decreased by fulvestrant. Tamoxifen did not
antagonize the effects of resveratrol completely in female rats with POF.

The ratio of UW/BW in the group (VCD+RES10+TMX) was less than that in the group
(VCD+RES10) with POF. Resveratrol decreased estradiol levels at 20 mg/kg dose. It
was found that the levels of estradiol were significantly higher in the groups
VCD+RES10+TMX and VCD+17beta Estradiol (17betaE) than control. In conclusion,
the most important result of this study is the dose of resveratrol in its estrogenic

activity. It can be thought that resveratrol may have estrogenic modulatory activity.

Key words: Estradiol, estrogen, fulvestrant, resveratrol selektif estrogen receptor modulators (SERM),

tamoxifen, 4-vinyl cyclohexene (VCD),
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1-GIRIS

Resveratrol (trans-3,4°,5,-trihidroksistilben) bitkilerde bulunan polifenolik bir
molekiildiir (68). Botanik olarak resveratrol bir fitoaleksin gibi aktivasyon gosterir.
Bitkilerde yaralanmalara, mantar ve viriis saldirilarina cevap olarak iiretilir (20). insan
sagligr tizerinde pek c¢ok faydali etkilerinin oldugu tespit edilmis ve hala
arastirtlmaktadir (20,68) .Resveratroliin major biyolojik aktiviteleri arasinda; Lipid
peroksidasyon inhibisyonu, platelet agregasyon inhibisyonu, antiinflamatuar aktivite,
damar gevsetici etkileri, lipid metabolizmasint modiile edici etkileri, kanser onleyici

etkileri, estrojenik etkileri ve daha pek ¢ogu sayilabilir (20).

Resveratrol bir fitoestrojendir. Fitoestrojenler, selektif estrojen reseptor
modiilatorleri (SERM) arasinda siniflandirilmaktadir (59). SERM'ler bazi dokularda
(meme, uterus) antiestrojenik aktivite gosterip, bazi dokularda da (kemik, beyin,
kardiyovaskiiler hiicreler) estrojenik etkiler gosterebilen bilesikler olarak bilinirler (55).
Tamoksifen bu 6zelliklere sahip SERM'lerin birinci kusak iiyesidir. Digerleri toremifen,
raloksifen, droloksifen, idoksifen, levomeloksifendir. Resveratrol dogal SERM'ler

grubunda bulunmaktadir.

Fitoestrojenler yapisal bakimdan memeli estrojenlerine ve estradiole benzerler.
Estrojen reseptorlerine (ER) baglanirlar 6zelliklede ERpB ya ilgi duyarlar (3).Kendi
aralarinda flavonoidler, lignanlar, komestanlar ve stilbenler olarak gruplanirlar.

Resveratrol bu gruplar arasinda stilbenler grubuna dahildir (59).

Dogal estrojenlerin uterus, meme, overler, testis, karaciger, kemik gibi farkli
dokularda etkileri bulunmaktadir. Estrojenler bu etkilerini niikleer ER'lerine baglanarak
gerceklestirirler. ERo ve ERP olarak bilinen iki ER bulunmaktadir. ER'leri ayni
hiicrelerde lokalize olabilmelerine karsin, farkli dokularda dagilim gosterirler ve agonist

ve antagonist olan molekiiller {izerinden farkli etkileri bulunmaktadir (3).

Resveratroliin bir estrojen agonisti mi ya da bir estrojen antagonisti mi oldugu
halen agikliga kavusmamustir (14).Baz1 kaynaklar resveratroliin agonist (24,80)

etkilerinden s6z ederken bazilar1 ise antagonist etkileri tizerinde durmaktadirlar (6,48).



Menopozda ve primer over yetmezliginde (POY), endojen ve ekzojen estrojenler
yaygin olarak hormon replasman tedavisinde kullanilmaktadirlar. Ancak estrojenlerin
kullaninmiyla meme ve uterus kanserinde bir artis s6z konusudur. Postmenopozal
donemdeki pek c¢ok kadin bu nedenle estrojen kullanimindan kaginmaktadirlar.
SERM'ler postmenopozal tedavide yeni bir alternatif olabilir. Ciinkii SERM'ler kemik
fonksiyonlarini diizeltirler bununla birlikte de meme ve uterus kanseri i¢in de minimal

bir risk s6z konusudur (55).

Vinilsiklohekzen diepoksid (VCD) in kimyasal formiili CgH1,0, dir. Molekiil
agirligr 140,20 mg'dir. Cesitli lastik, plastik, kauguk ve bocek ilact yapiminda iiretilen
1,3-biitadien dimerizasyon formuna 4-vinylcyclohexene (VCH) adi verilmektedir.
VCD, VCHnin metabolitidir. Sigara ve komiir dumaninda bulunur. VCD'nin disi
sicanlarin oositlerinde primer ve primordial follikiillerde hasar olusturan tek kimyasal

oldugu kanitlanmistir (34). Ayrica bu amagla yapilan pek ¢ok arastirmada
bulunmaktadir (29,34,78).

Calismamizda bir SERM olarak resveratroliin disi siganlarda, ER'lerinin
bulundugu bilinen dokularda etkilerini arastirmasi hedeflenmistir. Bu amacla c¢alisma
iki asamada gerceklestirmistir.1. asamada 21 giinliik immatir disi sicanlarda
resveratroliin ~ viicut agirhig, wuterus, kemik ve kanda yaptigi degisiklikler
incelenmistir.2.Asamada ise VCD ile primer over yetmezligi(POY) olusturdugumuz 28
giinliik disi siganlarda resveratroliin ayn1 parametrelerde ve overde yaptig1 degisiklikleri
incelenmistir. Bu degisiklikler estrojen agonisti ve/veya antagonisti oldugu bilinen
17alfa Estradiol, 17beta Estradiol, tamoksifen, fulvestrant gibi bilesiklerle
karsilastirilmistir. Bu sekilde resveratroliin, agonist mi veya antagonist mi oldugu ya da

agonist/antagonist 6zellige mi sahip oldugu sonucuna ulagmaya ¢alisiimistir.



2-GENEL BILGILER

2-1-Resveratrol

Resveratrol (trans-3,4’°,5,-trinydroksistilben) (Sekil=1) baz1 bitkilerde
bulunan bir polifenolik molekiildiir (68). Bu bitkiler {iiziim, yer fistig1, yabanmersini,
bogiirtlen, kizilcik, kugsburnu, ahududu gibi bitkilerdir (68). Bir kimyasal antite olarak
resveratrol 40'l1 yillardan bu yana bilinir. ilk defa Polygonum cupsidatum adli bitkiden
izole edilmistir (65). Botanik olarak resveratrol bir fitoaleksin gibi aktivasyon gosterir.
Resveratroliin biyolojik olarak aktif olan formu, trans resveratroldiir. Resveratroliin

trans formunun yan sira sis ve glikozid formu olan piecid formu da vardir.
2-1-1-Resveratroliin biosentezi

Resveratrol biyosentezini stilben sentaz enzimi kataliz eder. Resveratrol
biyosentezi p-kumarol-CoA'nin p-kumarol kalintis1 ile malonil CoA'dan ii¢ adet C2 alt
tinitesinin dekarboksilasyonu ile kondansasyon yolu ile olusur. Daha ileri reaksiyonlari

resveratroliin bifenolik halkasinin 3.pozisyonunda glikozil ya da siilfat kalintilar1 ile

konjuge olmasidir (70).
Kumaril CoA Malonil CoA
Stilben
Sentaz
OH
o / .
RESVERATROL OH

3.5, 4" triidrossi-transstilben

Sekil 1. Resveratrol biyosentezi (33)
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OH
: HO
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— -
OH

OH

‘trans-resveratrol sis-resveratrol

Sekil 2. Trans-ve sis resveratroliin kimyasal yapisi (33)

2-1-2. Resveratrol, bir bitki fitoaleksini

Bitkiler sekonder metabolitler olarak bilinen milyonlarca diisiik molekiil agirlikli

dogal maddeler igerirler (14). Bu molekiiller bitki direncinde etkilidirler.

Bunlar bitkilere karsi parazitik saldirilar ve soguk hava kosullari, mantar
enfeksiyonlart gibi stres altindaki durumlardan korunmak igin bitkiler tarafindan
tiretilen maddelerdir (46,65).

Antimikrobiyal sekonder molekiillerin bilinen iki sinifi vardir.
1-Fitoaleksinler
2-Fitoantisipinler

Resveratrol bir fitoaleksindir. Cesitli bitki tiirlerinde ve bazi {iztimlerde iiretilir.
Uziimdeki konsantrasyonu 50 ile 400 pg/kg arasinda degisen oranlardadir. Fitoaleksin
ayni zamanda iiziim ve benzer meyvelerin odunsu dokusundan da sentezlenir.
Resveratrol konsantrasyonunun iizim gibi meyvelerin kabugu ile meyvesi
karsilastinlldiginda kabukta daha yiliksek oldugu saptanmistir. Resveratroliin tiim

formlar1 kirmizi1 tiziimde yesil iiziimdekinden daha fazla oranda bulunmaktadir (27).



Kirmiz1 sarapta Resveratroliin yiiksek konsantrasyonda bulunmasinin sebebi {iziimiin

kabugunun kiif ile uzun siire temas etmesidir (14).

Resveratroliin ilk tespiti, Fransiz mutfagmin yiiksek miktarda doymus yag
icermesi, kolesterolden zengin bir beslenme sekli izlemesi ve yogun sigara tiiketimi
olmasia ragmen Bordeaux kesiminde yasayan insanlarda kalp hastaliklarinin ¢ok az
goriilmesi, aragtirmacilar tarafindan  ‘‘Fransiz  Paradoksu’> admi verdikleri
degerlendirme ile baslamistir. Bu bolge oldukca rutubetlidir. Dolayisi ile bu bolgede
yetisen “’Cabernet Sauvignon’’ cinsi iizimlerin kabugunda olusan kiif mantarina kars1
kabukta olusan resveratrol adli maddenin, yiiksek kalorili ve yiiksek yag oranh
yiyecekler tiiketildigi halde kalp hastaliklarna kars1 koruyucu olduguna dair sonuglar
elde edilmistir. Harvard Universitesi Tip Fakiiltesinden David A. Sinclair bu bulusu
2100 bin yi1ldan beri beklenen bir kesif ’olarak nitelendirilmistir (8,57,61).

2- 1-3. Resveratroliin farmakolojik aktiviteleri

Baz1 in vitro ¢aligmalarda resveratrol iin pek ¢ok etkileri tizerinde durulmustur.
Resveratrol farmakolojik olarak oldukga genis bir aktiviteye sahiptir. Bunlardan en iyi
bilinenler arasinda  antioksidan, antiinflamatuar, analjezik, kardiyoprotektif,
noroprotektif, vaskiiler hiicrelerde adezyon Onleyici ve yaslanmay1 Onleyici etkileri

bulunur (12,15).

Resveratroliin ayn1 zamanda antitiimér aktivitesi de bulunur. Ozellikle kolorektal
kanserlerde bu oOzellik ¢ok belirgindir (85). Resveratrol ayni zamanda Alzheimer
hastaliginin siirecini yavaslatmada ve hastaligin ilerlemesini geciktirmede de etkili
bulunmustur (8,12). Batida yasayan insanlarda obezite kontrolii artik olduk¢a zor
olmaya baglamistir. Resveratrol bu bolgelerde kilo kontrolii i¢in dogal {irtinler satan

marketlerde yerini almistir (12).
2-1-4.Resveratroliin antioksidan aktivitesi

Insan metabolizmasinda viicudun oksijen kullanimindaki normal islemler
sirasinda bazi etmenlerin de etkisi ile reaktif oksijen radikalleri olusmaktadir. Olusan
reaktif oksijen formlar1 eger engellenmez ise DNA, protein, lipid ve karbonhidratlarda

yapisal bozulmalara yol agmaktadir. Reaktif oksijen radikalleri hiicre membraninin



yapisint ve fonksiyonunu bozarak dejeneratif hastaliklara yol acar. Antioksidanlar
reaktif oksijen olusumunu engelleyerek veya olusan reaktif oksijenleri siipiirerek
oksijenin neden oldugu zararlar1 hiicresel diizeyde engellemekte ve dejeneratif

hastaliklarin olusumunu durdurmaktadir (79).

Canlilardaki kimyasal siire¢ler ve bunlardan Ozellikle oksitlenme, serbest
radikallerin olugmasina neden olur. Serbest radikaller farkli molekiiller ile reaksiyona
girebilirler. Bu yolla hiicrelere zarar verebilirler. Antioksidanlar serbest radikaller ile
reaksiyona girerek bu siireci Onler. Bu 6zellikleri ile hiicrelerin degisime ugramasini
engeller ve dolayist ile tiimor olusumuna da engel olmus olurlar. Antioksidan 6zelligi
olan bir¢ok madde vardir. Bu maddelerin bazisi diyetle alinir, bazisini da viicut kendisi

olusturur.

Viicudun serbest radikallere kars1 kendisini savunmak icin tirettigi antioksidanlar
katalaz, glutatyon peroksidaz, dismutaz gibi enzimlerdir. Diyetle alinan antioksidanlar
ise vitamin C, E karotenoidler ve fenolik maddelerdir. Fenolik maddeler tahil, sebze,
meyve ve baharatlarda bulunur. Kirmiz1 sarap da bu fenolik maddelerden zengin bir
icecektir. Flavonoidlerin de dahil oldugu bu fenolik maddelerin 6zellikleri arasinda
antioksidan olmasi, serbest radikalleri temizleme, hidrolitik ve oksidatif enzimleri
inhibe etme, enfeksiyon Onleyici aktivitelerinin bulunmasi sayilabilir (79,86).
Resveratrol de bir flavonoid olarak antioksidan 6zelligini bu yolla gostermektedir.
Oksidatif hasar kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanserin basta oldugu pek ¢ok hastalikta

olusmaktadir.

Trans resveratroliin kalp hastaliklar1 ve kansere kars1 koruyucu oldugunu gosteren
pek cok calisma bulunmaktadir. Frankel ve arkadaslari, ilk defa resveratroliin diisiik
dansiteli lipoproteinlerde (LDL) bakirin katalize ettigi oksidasyonu azalttigin
bulmuslardir (21). Domuzlarda yapilan bir ¢alismada, LDL oksidasyonu sirasinda ¢oklu
doymamis yag asitlerinin yikim iirlinlerinin olusumu 6lgiilerek, trans-resveratroliin daha
cok bakir1 baglayarak etki gosterdigi oysa diger flavonoidlerin serbest radikaller icin
daha iyi bir temizleyici oldugu goriilmiistir (5). Resveratroliin bakir Kkatalizli
oksidasyon sirasinda diger flavonoidlere gore daha etkin oldugu tespit edilmistir (21).

Resveratroliin bakir1 baglama kapasitesinin yiiksek olmasi in vivo olarak onemlidir.



Cinkii LDL'nin bakir baglama kapasitesi yiliksektir. Bakir baglama acisindan
resveratroliin trans formu sis formuna gore iki kat daha yiiksektir. Bunu saglayan

resveratroldeki hidroksil (-OH) grubunun pozisyonudur.

Resveratrol yasayan hiicrelerde oksidatif strese bagl gelisen zararl etkileri azaltir.
Sun ve arkadaslar1 (77) PC12 (si¢an adrenal feokromositoma hiicreleri) hiicrelerinde
demir ve etanol tarafindan olusan lipid peroksidasyonunda resveratroliin etkilerini
aragtirmiglardir. Bu hiicreler dopaminerjik ndronal hiicreler i¢in bir model kabul
edilebilir. Bu hiicreler serbest radikallere ve hafif metal iyonlarina kars1 duyarlidir.
Aragtirmacilar bu hiicrelerin resveratrol ile peroksidatif stresten ve doku hasarindan
korundugunu bulmuslardir. Buna ek olarak Chantivayapongs ve arkadaslart (11), trans-
resveratrol ve vitamin C ve/veya E kombinasyonunun bu ii¢ antioksidani tek basina
vermekten daha etkili oldugunu gostermislerdir. Sonuclar resveratroliin sadece
antioksidan ve antimutajen Ozellikleri olmadigi ayn1 zamanda hiicre Oliimiinii de
azalttigi yoniindedir. PC12 hiicrelerine resveratrol ve vitamin C ve E gibi
antioksidanlarin eklenmesi bu hiicreleri oksitlenmis lipoproteinlerin neden oldugu hiicre

oliimlerinden korumustur (20).

Resveratrol hepatoprotektif olarak da oldukca etkilidir. Karaciger fibrozisinde
onemli bir rol oynayan satellit hiicrelerin proliferasyonu oksidatif stres ile daha da artar.
Ancak resveratrol ve diger antioksidanlarin kombinasyonu bu hiicrelerin aktivasyonunu
inhibe eder. Boylece hepatik fibrogenezis de dnlenmis olur. Kawada ve arkadaslar1 (41)
resveratroliin satellit hiicrelerin inhibisyonunu hiicre protein dizilimini ve sinyal
iletimini bozarak olusturdugunu bulmuglardir (20).  Ayrica ayni arastirmacilar
resveratroliin nitrik oksit ve tiimor nekrosis faktor (TNFa) {iretimini de inhibe ettigini
gostermiglerdir.  Sonu¢  olarak resveratroliin  kardiyoprotektif, kemoprotektif,
noroprotektif, hepatoprotektif etkileri oldugu yapilan pek ¢ok c¢alismalarda
gosterilmistir. (18,19,20).

2-1-5. Estrojenik aktivite

Trans resveratrol ve sentetik estrojen olan dietilstilbesterol arasindaki yapisal

benzerlik resveratroliin estrojenik aktivitesinin de olabilecegini akla getirmistir (14).
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Sekil 3. Resveratrol ve dietilstilbesterol (54)

Resveratrol bir fitoestrojendir. Fitoestrojenler genel olarak memelilerde estrojenik
hareketi baglatan maddeler olarak tarif edilirler. Bir memeli estrojeni olan B-estradiole
benzerler. Bunlarin estrojenik aktivitesi azdir. Fitoestrojenler estrojen agonisti ve/veya

antagonisti olarak biyolojik aktivite gosterirler (60).

Fitoestrojenler ayni zamanda selektif estrojen reseptor modiilatorii (SERM)
olarak smiflandirilmiglardir. SERM'ler E2 (estradiol) benzer yapida nonsteroid
kimyasallardir. Estrojen reseptorlerine affinite gosterirler. Bunlar dokudaki estrojen
reseptorlerine ve dolasimdaki estrojene uyumlu olarak agonist ve antagonist aktivite
gostermektedir. Tamoksifen, raloksifen ve faslodeks bu guruptadir. Tamoksifen meme
kanserinde kullanilir. Clinkii meme dokusunda estrojen antagonisti olarak hareket eder.

Kemik dokusu ve kardiyovaskiiler sistemde estrojen agonisti gibi hareket eder (60).

Fitoestrojenler iki tip reseptore baglanirlar. Bunlar ERa ve ERp olarak bilinir.
ERa ve ERP doku dagilimi bakimindan farklilik gosterir. ERa uterus, yumurtalik ve
bobrekte fazlayken, ERB'nin uterus, yumurtalik, testis, kemik, akciger ve beyinde daha
cok gorildiigii saptanmistir. ERa ile karsilastirildiginda fitoestrojenlerin affinitesi, ER]
ya daha fazladir (60).

Bununla birlikte resveratroliin bir estrojen agonisti mi veya antagonisti mi oldugu
henliz acikliga kavusmamustir (14). Bazi c¢alismalar resveratroliin  estrojenik

aktivitesinin oldugu yoniindeyken (24,80), bazilar1 da antiestrojenik aktivitesi oldugunu



savunur (6,48). Gehm ve arkadaslar1 (24), estrojen (+) veya estrojen (-) meme
adenokarsinoma hiicrelerinde resveratroliin biyolojik etkilerini gostermesi i¢in gerekene
yakin dozlarda kullanildiginda (3-10 umol /L), estrojen reseptoriine baglanmak igin
estradiol ile yarigtigimi gostermistir. Bu ¢alismada resveratrol estrojen bagimli meme
kanser hiicrelerinin proliferasyonunu artirmistir. Jang (36) ve arkadaslari ise buna zit
sonuclar bulmus ancak Gehm ve arkadaslart bu sonucglardaki farkliligin Jang ve
arkadaslarinin farkli tipte kanser hiicre dizileri kullanmasina bagli olabilecegini One
stirmiislerdir. Jang ve arkadaslarinin kullandigi meme kanser hiicreleridir ve bu da
estrojene duyarsizdir. Ama ayni tip estrojen (+) insan meme kanser hiicresi (MCF 7)
kullanildiginda daha yiiksek konsantrasyonlardaki resveratrol (20-160pumol/L) hiicre
proliferasyonunu inhibe etmistir (53). MCF 7 hiicrelerinde resveratroliin  bir
sliperagonist gibi hareket ettigi bulunmus, oysa diger hiicrelerde esit veya dogal
estrojenlerden daha az aktivasyon gosterdigi tespit edilmistir. T47D hiicreleri gibi
degisik estrojen baglayan meme hiicrelerinde fitoaleksinlerin biiylimeyi artirdigi
saptanmigtir (24). 1999 da yapilan bir in vivo caligmada resveratrol tedavisinin
estrojenik aktivite beklenen parametrelerde etkili olmadigi yaymlanmistir (80). Yine
MCEF 7 hiicreleri ile sonradan yapilan in vitro ¢aligmalarda resveratroliin bu hiicrelerde
bliylimeyi engelleyici etkileri oldugu ve 17 B estradiol iin hiicre proliferasyonu
tizerindeki etkilerini ortadan kaldirdigi gosterilmistir. Tiim bu caligmalardan ¢ikarilan
sonug resveratroliin tek basina verildiginde bir estrojen agonisti gibi davranabildigi
ancak estrojen hakimiyetinin oldugu yerlerde antagonist olarak rol aldigi yoniindedir

(14).

Resveratroliin doz bagimli etkilerini Basly ve arkadaslar1 (4) degerlendirmislerdir.
Bu arastirmacilar, resveratrolin 10 pM ve 25uM dozlarinda MCF 7 hiicreleri
tizerindeki etkilerini arastirmiglar ve bu konsantrasyonlarda MCF 7 hiicrelerinde
biiylimede arti saptamislardir. Halbuki resveratroliin 1 pM konsantrasyonunda bir etki
olmamis, 50uM konsantrasyonunda ise hiicre biiyliimesinde azalma ve sitotoksik etkiler

saptanmigtir. Bu bulgular dozun kritik bir 6nemi oldugunu destekler (14).
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2-1-6.Resveratrol ve yaslanma onleyici etkileri

David Sinclair ve aragtirma grubu (72) resveratrol etkilerini ¢alismiglar ve
resveratroliin nikotin amid adenin diniikleotid bagimli deasetilaz sinifindan bir sirtiilin
olan SIR2 enzimini artirarak Omrii uzattigini bulmuslardir. (68) Bu artis kalori
kisitlamasinin yagsam siiresini uzatmasindaki artis gibidir (28). Yine 2006 da Sinclair ve
grubu farelerin saglig1 ve hayatta kalmasi lizerinde resveratroliin etkileri ile ilgili yeni
ufuklar agan bir arastirma yayinlamiglardir (8,68). Calismada fareler standart diyet ve
yiiksek kalorili diyetle resveratrol eklenerek ve eklenmeyerek beslenmislerdir. Her iki
yiiksek kalorili diyet alan grup da kilo almis, ancak resveratrol eklenmis olan gruptaki
sicanlarin insiiline duyarlilig1 artmis, karacigerde daha az yag depolanmasi geligmis, her
bir hiicrede mitokondri miktari artmis ve motor fonksiyonlarinda diizelme saptanmuistir.
Farelerde, insanlarda oldugu gibi SIRT1 enzimi (SIR 2 yiiksek memeli anologu)
resveratrol ile up-regiile olur. SIRT 1 belirli molekiilleri deasetile eden NAD ye bagimli
bir enzimdir. Deasetile ettigi molekiiller arasinda peroksizom proliferator ve aktivatorii
reseptor gamma co—aktivator 1 alfa (PCG-1-a), forkhead box O (FOX-01) ve
endoteliyal nitrik oksid sentaz (eNOS) bulunur. SIRT 1 Karacigerde yag
metabolizmasini, glukoneogenez ve glikolizi regiile eder. Vaskiiler sagligi ve hiicre

stirekliligini saglar (68).

Yag Asidi Oksidasyonu
Glikoneogenesis?

@
‘E (Ac)

Hizli Kalori Sinirlamasi @

Sekil 4. SIRT-1 karacigerde yag asidi oksidasyonunu ve glukoneogenezi regiile eder (67)

10



Resveratroliin yaglanma onleyici etkisinde miimkiin goriilen diger bir mekanizma
ise 5’AMP aktive eden protein kinaz (AMPK)'nin indiiksiyonu olabilir. AMPK
karacigerde yag metabolizmasinda 6nemli bir enzimdir. Yag asidi oksidasyonunu artirir,
HMG-CoA rediiktaz aktivitesini down regiile eder, kolesterol sentezinde hiz kisitlayici

olarak rol alir (68).
2-1-7.Resveratroliin antiinflamatuar etkisi

Resveratrol antiinflamatuar aktivitesini niikleer faktér kappa B (NF-«B)'nin
aktivasyonunun inhibisyonuna aracilik ederek gerceklestirir. Resveratrol NF-«B'yi
inhibe eder ve boylece inflamatuar sitokin saliverilmesi inhibe olur. Adipositlerin timér
nekrozis faktér alfa (TNFa) tedavisi NF-kB aktivasyonunun artmasini tetikler,
interlokin 6 (IL-6) ve siklooksijenaz 2 (COX-2) saliverilmesini artirir. Resveratrol ve
diyetle alinan polifenoller NF-kB aktivasyonunu, IL-6, COX-2 saliverilmesini inhibe
eder (25). Pearson ve arkadaslar1 (63) farelerde resveratrol tedavisinin TNFa, 1L-6,1L-
1B, interselliiler adezyon molekiilii 1 (ICAM-1)in saliverilmesini ve indiiklenebilir nitrik
oksit sentaz (iNOS ) saliverilmesini azalttigin1 bulmuslardir. Farkli bir ¢alismada ise
kronik kolit olusturulmus farelerde resveratroliin, TNFa, IL-1B, COX-2, iINOS
aktivitesini azalttig1 ve anti inflamatuar immiin regiilator sitokini ve IL-10 u artirdig

bulunmustur (69).
2-1-8. Resveratroliin farmakokinetigi

Walle ve arkadaslar (84) 'C ile isaretli resveratrolii oral (25 mg) veya IV
(0,2mg) dozunda saglikli deneklere vermislerdir. Total radyoaktivite Olgiimleri
resveratroliin  oral emiliminin yiiksek (en az %70) oldugunu gdstermistir.
Radyoaktivitenin biiyiik kismi idrarda tespit edilmistir (53,4-84,9%). Fakat fecesten
atilimda oral alim (0,3-38,1%) ve IV (0,6-22,7%) veriliste yiiksek oranda varyasyonlar

izlenmistir. Bu sonuclar enterohepatik sikliis varligini1 destekler yondedir.

Resveratrol maksimum plazma konsantrasyonuna oral alimdan 1 saat sonra
ulagsmig, ikinci pik 6 saat sonra meydana gelmistir. Muhtemelen bu intestinal
hidrolizden sonra reabsorbe olan konjuge metabolitlerin enterik resirkiilasyonunun

sonucudur. IV dozdan sonra ikinci pik olmamistir. IV bolustan sonra resveratrol tiim
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viicuda dagilmistir. Ve muhtemelen karacigere ulasmadan ve enterohepatik sikliise
girmeden Once doku ve proteinler tarafindan baglanir. Oral alimdan sonra resveratrol ve
onun metabolitleri karacigerde ilk gecis eliminasyonuna ugramistir. Yine ayni
calismada resveratroliin bes major metaboliti saptanmustir. Bunlar iki izomerik
resveratrol mono glukronidi, bir resveratrol monosiilfat, bir dihidroresveratrol

monoglukronid ve bir dihidroresveratrol siilfatdir.

Resveratroliin iv verilisinde, plazma radyoaktivitesinde 1 saat kadar bir siirede
hizl1 bir diislis gozlenmistir. Bununla birlikte plazma total radyoaktivitesinin yarilanma
Omrili hem iv veriliste hem de oral alimda 10 saat olarak kaydedilmistir. Ve verilisten

sonra gegen siireye paralel olarak plazma konsantrasyonu da azalmistir (12,84).

Son yillarda yapilan farkli bir faz 1 ¢aligmada doz yiikseltilerek resveratroliin
farmakokinetigi ve gilivenligi saglikli deneklerde incelenmistir. Bu c¢aligmada
resveratroliin ve metabolitlerinin plazma ve idrar konsantrasyonlar1 UV ile isaretli
yiiksek performans likit kromotografi (HPLC) ile belirlenmistir. Disk1 6rnekleri analiz
icin toplanmistir. Bu ¢alismada Boocock ve arkadaslari (7) resveratrolii tek doz olarak
0,5-5g araligindaki dozlarda deneklere vermislerdir. Calismanin sonuglarma gore
serbest resveratrol nispeten diislik sayilabilecek plazma konsantrasyonunda (0,5g icin
75 ng/ml,5g i¢cin 539ng/ml) hizli absorbe edilmistir (0,83-1,5 saat araliginda).
Resveratroliin major metabolitleri 3-O-siilfat ve monoglukroniddir. Yarilanma 6mrii 2,9
ile 11,5 saat arasinda bulunmustur. Bu ¢alismada resveratroliin tiim viicut klerensi 2235-
4930L/h, ortalama dagilim hacmi 9128-22226 L olarak bulunmustur ki bu da distik
biyoyararlanim ve lipofilik 6zellik ile uyumludur. Bu ¢aligmaya gore resveratrol idrar
ve digki yolu ile viicuttan atilir. Diskida resveratroliin metabolitlerinin de izlenmesi

enterohepatik resirkiilasyon oldugunun kanitidir (7,12).
2-1-9.Toksisite

Crowell ve arkadaglarinin (13) yaptiklar1 bir calismada trans-resveratrol 0,3-1 ve 3
g/kg/glin dozunda oral gavaj yolu ile 4 hafta siire ile verilmis, 40 sicandan sadece iki
tanesi yiiksek doz nedeni ile 6lmiistiir. Resveratrol ile nefrotoksisite ve yiiksek doz
nedeni ile ¢okca advers etki meydana gelmistir. 0,3g/kg/glin dozunda karacigerde

histolojik a¢idan bir degisiklige rastlanmamistir. Ancak daha 6nce yapilan bir ¢aligmada
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20mg/kg/giin dozunda 4 hafta siire ile yapilan resveratrol tedavisinde serum karaciger
aspartat aminotransferaz enzim seviyelerinde artig ayrica beyin ve testis agirliginda da
artis saptanmustir (12,40). Arastirmacilar resveratroliin iyi tolere edildigi ve toksik
olmadig1 ve disi ve erkek siganlarda embriyofatal etkilerinin olmadig1 diisiincesinde

hemfikirdirler.

Insanlarda Vas de Silva ve arkadaslarinin yapti§1 arastirmaya gore (81)
resveratrolin 400 mg 1 24 denekten 3 {inde kan elektrolit diizeylerinde degisime,
nazofarenjite ve ciltte eritem tarzi dokiintiilere neden olmustur. En sik rastlanan yan
etkiler: Frontal bas agrisi, alt extremitelerde miyalji, somnolans, epididimit, bas
donmesi ve oksipital bag agrisidir. Ancak bu etkilerin hangi dozlarda meydana geldigi

acikliga kavugsmamustir (12).
2-2.Estrojen

Dogal estrojenler, estron, estradiol ve estriol diir. Bu bilesikler 18 karbonlu yapiya
sahiptirler. Bunlardan estradiol viicutta en fazla bulunan ve estrojenik etkileri en fazla
olan dogal estrojendir. Estradiol viicutta kismen estrona dontisiir. Estrojenlerin biiytik
kism1 overlerde Graaf folikiiliinde sentez edilirler. Sentez yeri folikiiliin granulosa
hiicreleridir. Overlerde yapilan estrojen sentezinde estrojenlerin prekiirsorleri teka
hiicrelerinde  yapilip granulosa hiicrelerine sunulan androjenik maddelerdir.
Androstenedion overlerde estrona ve daha az olarak da testosterona doniisiir.

Testosteron ise demetilasyon ve aromatizasyon sonucu estradiol ‘a gevrilir (42).

Estrojen sentezi:

v Plasentada

v Adrenal kortekste

v Testislerde

v Yag dokusu, karaciger, bobrek, akciger, cilt, beyin ve ¢izgili kaslarda
yapilmaktadir.

Androstenedion’dan estron veya testosterondan estradiol olusumu aromataz
enzimi tarafindan kataliz edilir. Aromataz enzimi over ve plasenta disinda, implante

olmamis blastokistte, kadinlarda yag dokusunun stroma hiicrelerinde, erkeklerde leydig
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ve stroma hiicrelerinde ve her iki cinste de karaciger, cilt, cizgili kaslar ve beyinde
bulunur. Overlerde estradiol ve progesteron salgilanmasi 6n hipofizden periyodik olarak

salgilanan gonadotropinler (FSH, LH) tarafindan diizenlenir.

Postmenopozal kadinlarda ve premenopozal donemde bilateral ooferektomi
yapilanlarda, estrojenlerin hipotalamohipofizer eksen {izerindeki baskis1 ortadan
kalkinca GnRH, LH ve FSH asir1 derecede salgilanir. Bu déonemde estrojenlerle hormon

yerine koyma tedavisine baslandiginda LH diizeyi iner (42).
2-2-1.Estrojen reseptorleri

Estrojenler etkilerini estrojen reseptor alfa(ERa) ve estrojen reseptor beta(ERP)
araciligi ile gosterirler. Bu reseptorler niikleer reseptor siiperfamilyasindandirlar.
Yiiksek oranda estrojen reseptorii tasiyan hedef organlar meme dokusu, overler ve
uterus olarak bilinir. Kemik, kardiyovaskiiler sistem, beyin, immiin sistem ve karaciger
diisiik ER igermesi ile bilinirler. Estrojenler etkilerini bu dokularda bulunan ER'lerini
direkt veya indirekt olarak aktive ederek olustururlar. Endojen estrojenler, sentetik
estrojen analoglar1 veya fitoestrojenler hiicrelere girerek estrojen reseptorlerine
baglanirlar (62). Fitoestrojenler ERP ya daha fazla affinite gosterirler. Estrojen ilag
molekiilii ile baglanmis reseptdr estrojenik etkiye aracilik eden 06zgiil genlerin
diizenleyici bolgesindeki estrojen cevap elementi denilen DNA segmentine baglanirlar.
Ve o gendeki transkripsiyon olayini hizlandirir. Bazen de yavaglatirlar. Olusan mRNA
ve onun ribozomlarda sentez ettirdigi proteinler estrojenlerin fizyolojik ve farmakolojik

etkilerini olusturur (42).
2-2-2. Fizyolojik etkiler

v Pubertede uterus, vajina, fallop tiiplerinin ve memenin biiylimesinden
estrojen sorumludur (47). Marjoke ve arkadaslar1 etinilestradiol (EE2) ve zearalenone
(ZEA) un immatiir sicanlardaki etkisini incelemisler ve EE2 nin ZEA’ya gore daha
giiclii ve daha potent oldugunu, EE2 nin uterus agirhigini ZEA ya goére daha fazla
artirdigin1 bulmuslardir (51) .

v Cilt alti1 yag dokusunun dagiliminin diizenlenmesi de estrojen etkisi

altinda gergeklesir (42).
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v Estrojenler ayrica sekonder seks karakterlerinin gelismesi ve menstriiel
sikliisiin endokrin agidan kontroliinde de major rol oynarlar.

v Puberte sirasinda kizlarda biiyiimenin birdenbire artmasindan da estrojen
sorumludur. Bu etkide biiyiime hormonu ile birlikte hareket ederler. Ozellikle uzun
kemiklerin ve epifizyel kapanma hattinin biiyiimesinden sorumludurlar (47).

v Aksiller ve pubik killanma, genital bolgede pigmentasyon artisi, meme
bas1 ve vulvada bolgesel pigmentasyon artisi ve gebelikte yiizde olusan pigmentasyon
estrojen etkisi ile olmaktadir (47) .

v Estrojenik bilesiklerin multipl iskelet koruyucu etkileri in vitro (43,76)
ve in vivo (10) olarak gosterilmistir. Somjen ve arkadaslart insan kemik hiicre
kiiltiirlinlin fitoeestrojenlere ve estrojen reseptorlerine spesifik etki eden agonist ve
antagonistlere cevabini arastirmislar ve bu bilesiklerin hiicrede DNA sentezini ve
kreatinin kinazi (CK) artirdigini gostermislerdir (74).

v Estrojenlerle tedavi edilen hastalarda meme ve endometrium kanser
siklig1 artmaktadir. Uzun siire estrojen kullananlarda selim hepatik adenoma ve primer
karaciger kanseri insidansinda artma olur (42)

v Estrojen replasman tedavisinin postmenopozal kadinlarda
kardiyovaskiiler hastaliklara karsi koruyucu oldugu bilinmektedir. Bu etkisini indirekt
olarak lipoprotein metabolizmasini etkileyerek direkt olarak ta damar duvarlarina etki
ederek yapar. Estrojen reseptorleri damar diiz kas hiicrelerinde ve damar endotelinde
belirlenmislerdir. Estrojen alimiyla insanda ve deney hayvanlarinda damarlarda
vazodilatasyon meydana gelmektedir. Bu etkiyi prostasiklin ve nitrik oksit sentezini

aktive ederek olusturur (18) .
2-2-3.Estrojenlerin tedavide kullanim alanlari

Estrojenik ilaclar klinikte endojen estrojenlerin etkisini taklit etmek, overlerin
gelisme bozukluklarinda ve postmenopozal dénemde eksilmis olan hormonu yerine
koymak amaci ile estrojen-progesteron dengesizligini diizeltmek amaci ile ve gebeligi

onlemek i¢in kullanilmaktadir.
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2-2-4.Selektif Estrojen Reseptor Modiilatorleri (SERM) ve Antiestrojenler
2-2-4-1. SERM

Estrojenler reseptorlerinin bulundugu dokulara yiiksek affinitesi olan ve doz
bagimli etki gosteren bilesiklerdir. Pleiotropik etki gdsterirler ¢iinkii over, testis, meme,
uterus, kemik, karaciger, immiin sistem, kardiyovaskiiler ve santral sinir sistemi gibi
pek ¢ok dokuda reseptorleri bulunur (62). Estrojenler igin hedef hiicrelerde en az iki tip
reseptoriin bulunmasi(ERa,ERPB) ve islevlerinin farkli olmasi doku ve organa selektif
estrojen agonist ve antagonistlerinin gelistirilmesine yol agmistir (42). Baz1 dokularda
antagonist Ozellik gosterip (meme, uterus) bazi dokularda agonist etki gdsterebilen
(kemik, beyin, kardiyovaskiiler hiicreler) bilesiklere SERM adi verilmektedir (62).
Tamoksifen bu 6zelliklere sahip SERM'lerin birinci kusak iiyesidir. Digerleri toremifen,

raloksifen, droloksifen, idoksifen, levomeloksifendir.
2-2-4-1-1.Tamoksifen:

Hedef hiicrelerdeki estrojen reseptorlerini  bloke ederek etki gosterir.
Antagonizmanin kompetitif degil, reseptdr proteininin sentezini inhibe ederek olduguna
inanilir. Agonist etkinligi  zayif da olsa bulunmaktadir. Bu nedenle parsiyel agonist

ozelligi bulunmaktadir (42).

Tamoksifen meme kanserli postmenopozal ve estrojen defisiti  bulunan
premenopozal kadinlarda, ovariektomize sigan modellerinde kemik kaybin1 inhibe ettigi
gosterilen tek estrojen agonist/antagonistidir (44). Baslangigta insan calismalarinda
tamoksifenin bir antiestrojen gibi premenopozal kadinlarda kemik dansitesini
diistirdigii bulundu. Ancak postmenopozal kadinlarda estrojen benzeri etki yaptig1 ve
osteoporoza kars1 koruyucu etki yaptig1 daha sonra yapilan ¢aligmalarda tespit edildi
(66). Tamoksifenin uterus iizerinde estrojen agonisti gibi etkisi bulunmaktadir. Bu
etkisi nedeniyle endometrium kanseri yapma riski (45,59) ve yapilan g¢alismalarda
sicanlarda hepatokarsinojenik (26) etkilerinin bulunmasi postmenopozal kadinlarda

osteoporoza karsi koruyucu amagli uzun siire kullanimini kisitlamaktadir (26,44,45).
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Sekil 5. Tamoksifen (30)

Tamoksifen lipofilik bir 6n ilagtir. Degisime ugramadan kolayca safra kesesi
tarafindan atilir. %98 Oraninda plazma albumine baglanir. Karacigerde metabolize
olur. Karacigerde daha az aktif olan N-desmetiltamoksifen ve daha fazla aktif iki form
olan  4-hidroksitamoksifen ve endoksifene donusiir. Hidroksile olan metabolitleri
karacigerde ilk gecis eliminasyonuna ugrar. Bu bilesikler entero-hepatik dolasim
araciligi ile kan dolasimina girer ve hedef hiicrelerine ulasirlar (59). Yapilan hayvan
caligmalarinda tamoksifenin digki  yolu ile atildigi belirlenmistir (38). 4-
Hidroksitamoksifen ve endoksifen ER'lerine estrojen ile ayni affiniteyi gosterir. Diger

metabolitlerinin ER'lerine 4-hidroksi grubunda oldugu kadar fazla affinitesi yoktur (59).

2-2-4-1-2. Fulvestrant:

Fulvestrant, 17 beta Estradiolin 7 alfa alkilsiilfinil anologudur. Kimyasal yap1
bakimindan tamoksifen, raloksifen ve diger SERM'lerden ayrilir (58,82).Fulvestrant
ER'lerini kompetitif olarak inhibe eder. %89 oraninda estradiole affinitesi vardir.
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Sekil 6. Fulvestrant (31)

Fulvestrant —ER baglanmasi1 ile reseptér dimerizasyonu bozulur. Reseptor
sitoplazma iletimi bozulur ve bdylece reseptdriin niikleer lokalizasyonu bloke edilmis
olur. Fulvestrant bir estrojen reseptér antagonistidir. Bu antagonist etkinlik insan ve
deney hayvanlarinda gosterilmistir. Fulvestrantin immatiir disi sicanlardaki etkisi
tamoksifene benzemez. Fulvestrantta uterotrofik aktivite yoktur. Fulvestrantin estradiol
veya tamoksifen ile birlikte verilmesi estradiol ve tamoksifenin yaptigi maksimal ve
parsiyel uterotrofik aktiviteyi bloke eder (58,83). Yeni yapilan c¢alismalarda
fulvestrantin endometriumda olusan estradiol bagimli hacim artigin1 inhibe ettigi
saptanmustir (17). Yapilan Faz I c¢alismada 30 adet postmenopozal donemde goniillii
kadina 250mg fulvestrant i.m olarak verilmis ve 14.giinde endometriuma bakilmis ve
agonist bir aktivite izlenmemistir. Buna ek olarak plasebo ile karsilastirildiginda
endometrium kalinliginda anlamli derecede azalma saptanmistir (p<0,0001). Bu sonug

fulvestrantin estrojen antagonisti oldugunu destekler yondedir (2).
2-3. Primer Over Yetmezligi (POY)

Primer over yetmezligi over disfonksiyonunun bir alt smifidir. Bu terim
amenorenin en az dort ay bir siire ile devam etmesi, seks steroidlerinde azalma, follikiil
stimiile edici hormonun (FSH) serum konsantrasyonunun 40IU/L den fazla olmas1 ve
bunun en az bir ay ara ile iki sefer bu degerlerde 6lgiilmesi ve bu durumun 40 yas dncesi
donemde meydana gelmesi olarak agiklanabilir. Pek c¢ok vakada primordial follikiil
havuzunun erken bosalmasinin nedeni acgikliga kavugsmamistir. Bu durum erken

menopoz olarak da isimlendirilebilir.
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Etyoloji:

v Genetik bozukluklar: X kromozomunun yapisindaki bozukluk ve
sayisindaki eksiklik primer over yetmezliginin sebeplerindendir. Turner sendromunda
(45,X), X kromozomunun tamami veya bir kismi yoktur. Bir X kromozomu ovaryan
degisim i¢in yeterli iken oositler iki aktif X kromozomuna ihtiya¢ duyarlar. Boylece
fetiiste baz1 genlerde X kromozomundaki yetersizlik 12 haftadan sonra oosit apoptosisi
ile sonuglanir ve hayatin ilk on yilinda oosit kayb1 s6z konusu olur. Frajil X mutasyonu
tasiyicist olan kadinlarinda erken menopoza girdigi ve bunun sebebinin primer over
yetmezligi oldugu bilinir (16).

v Kemoterapi: Kemoterapiye bagli gelisen POY de follikiiler matiirasyonda
veya primordial follikiillerde ya da her ikisinde birden hasar goriliir. Siklofosfamid,
ifosfamid, clormetin, busulfan, prokarbazin, klorambusil gibi sitotoksik ilaglar gonadal

hasar yapan ilaclar arasinda sayilabilir.

v Radyoterapi: Oositler radyasyona duyarhdirlar. Ozellikle pelvik ve
abdominal bolgeye yapilan radyasyon tedavisinde risk oldukea yiiksektir.

v Cerrahi miidahale: POY overlere yapilan cerrahi miidahale sonrasinda da
goriilebilir.

4 Otoimmiin durumlar: POY ile Diabetes mellitus, Romatoid artrit,

Myastenia gravis, Sistemik lupus eritematosus gibi otoimmiin hastaliklar birlikte
goriiliirler. Ayrica antiover antikorlarin varligi POY ile otoimmiinite arasinda baglanti

olabilecegini akla getirir.

Ancak yaklasik %90 oraninda herhangi bir neden olmaksizin bu durum
olugsmaktadir ki bu da idiyopatik olarak adlandirilir (16) . POY' lu kadinlarin

serumlarinda yiiksek seviyede FSH ve LH, diisiik seviyede estrojen ve inhibin goriliir.

Ovaryan yetmezlik overlerde estrojen ve progesteron yoklugu ile sonuglanir.
Gonadal steroidler kadinin iiretim islevlerini saglikli siirdiirmesi i¢in olduk¢a 6nemlidir.
Ayn1 zamanda steroidlerin yoklugu kemik, kardiyovaskiiler sistem, ruh saglig1 ve cinsel

islevlerin saglikli siirdiiriilmesi agisindan da olduk¢a onemlidir (16).
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Sekil 7. Artan yagla birlikte saglikli ve azalmis ovaryan reserv ve ovaryan ve hipotalamopitiitiier
hormon konsantrasyon degisimleri (16).

AMH=Antimiilleriyan hormon FSH=Follikiil stimiile edici hormon LH=Liiteinize edici hormon

2-4.Vinilsiklohekzen diepoksid (VCD)

Vinilsiklohekzen diepoksid (VCD) in kimyasal formiilii CgH1,0, dir. Molekiil
agirhgr 140,20 mg dir. Cesitli lastik, plastik, kauguk ve bdcek ilact yapiminda {iretilen
1,3-biitadian dimerizasyon formuna 4-vinylcyclohexene (VCH) adi verilmektedir.
VCD, VCH nin metabolitidir. Sigara ve komiir dumaninda bulunur. VCH ve VCD
kanser yapici etkisi olan gevresel kimyasallardir (29). VCD sigan ve farelerin
oositlerinde primordial ve primer follikiillerde hasar olusturan tek kimyasaldir (34).
Ancak bu etkisini direkt veya indirekt yolla oositlerde granulosa hiicrelerini etkileyerek
yapip yapmadigi tam olarak acikhiga kavusmamustir. Insanlarimn VCD ye maruz
kalmalar1 halinde ovaryan fonksiyonlarinin nasil etkilenecegi tam olarak agikliga
kavusmamustir. Ciinkii bu konuda yeterli miktarda epidemiyolojik ¢alisma yoktur (34).
Ancak endiistriyel islerde ¢alisan ve bu kimyasallara maruz kalan insanlar nazal
irritasyon, bas agrist ve cilt irritasyonundan sikayet etmislerdir. Bununla birlikte
hayvanlarda VCD ve VCH, inhalasyon, dermal ve oral alimda ovotoksisiteye neden
olurlar (34). VCH farelerde folikiil hasarina neden olurken VCD nin fare ve siganlarin
her ikisinde de bu etkiyi meydana getirdigi gozlenmistir (29). VCD nin meydana

getirdigi bu ovotoksisitenin hipotalamus- hipofiz aks1 ile ilgili olup olmadig

20



aragtirtlmis, sonug olarak VCD nin bu aksa bagl etkiler gostermedigi, VCD nin direkt
olarak overlere toksik oldugu saptanmistir (29). VCD nin overlerde meydana getirdigi
follikiil kaybina apoptosis ve follikiillerde dogal atreziye gidisin hizlanmas1 yolu ile
etki ettigi distiniilmektedir (78). Apoptoz programlanmis hiicre olimiidir. VCD
preantral follikiillerde meydana getirdigi hiicre Oliimiinii molekiiler diizeyde cesitli

sistemleri etkileyerek gerceklestirir.
Bu sistemler:
1-Mitokondriyal Bax/Blcy; oranini artirma:

Hiicrede apoptoz igin belirli etmenlerin olmasi gerekir. Bunlardan biri de proto-
onkojen olarak bilinen Blc-2 ailesidir. Blc-2 ve onun homologu olan Blcy hiicre
Oliimiine kars1 hiicreyi korur. Ancak Bad ve Bax hiicre 6liimii i¢in gereken sinyalleri
aktive eder. Bu sinyallerle mitokondriyal membranda Bax aktivitesi artar ve sitoplazma
icine mitokondriyal sitokrom c sizintis1 gergeklesir. Ve boylece apoptozom aktive olur.

En sonunda da kaspaz 3 ve protezlar aktive olurlar (29).
2-Mitokondrilerden sitokrom-c sizintisini artirma:

Yapilan caligmalarda VCD nin mitokondrilerden sitokrom c¢ sizintisini artirdigi

gozlemlenmistir (35).
3-Kaspaz 3 aktivitesinin artmast:

VCD verildiginde molekiiler diizeyde kaspaz 3 aktivitesinin primer ve primordial

follikiillerde arttig1 goriilmiistiir. Bu artisin VCD ye verilen ilk cevap oldugu diisiliniiliir
(35).

4-Jun kinaz yolagmin aktivasyonu olarak sayilabilir. Pek cok hiicrede hiicre

6liimii bu yollarla gergeklesir (52).

VCD nin preantral follikiillerde yetmezlik meydana getirebilmesi i¢in tekrarlayan
dozlarda verilmesi gereklidir (78). Shiao ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada (71) 28
giinliik disi Fisher 344 cinsi sican ve B6C3F1 cinsi farelere, gilinliik doz 80mg/kg
olacak sekilde 6-8-10-12 giin siire ile VCD ip olarak uygulanmis, son dozdan sonra
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overler saglikli ve atretik overlerin tespiti igin alinarak histolojik ¢alisma yapilmistir.
Bu ¢alismanin sonucunda 8 giin siire ile VCD tedavisi yapilmig farelerde son dozdan 4
saat sonra primordial follikiillerde atretik goriiniimlerde artig saptanmistir. Primer ve
primordial follikiil kayiplar1 sican ve farelerde ilk olarak 12. gilinde tespit edilmistir.
Sicanlarda 10. giline kadar atretik follikiillerde herhangi bir artig izlenmemistir. VCD
uygulanan farelerde FSH VE LH da artis, progesteron ve androstenedion da azalma

izlenmektedir. 17 beta Estradiol iin aktivitesi ¢ok diistiktiir (1).

Tiim bu bilgilerden yola ¢ikarak bu calismada estrojenik aktivitesi tartismali olan
resveratroliin immatiir disi siganlarda ve VCD ile over yetmezligi gelistirilen puberte
donemindeki disi sicanlarda, yiiksek dozlarda (2-20mg/kg) olusturacagi estrojene baglh
degisen uterus biliylimesi ve farklilasmasi, over farklilasmasi, viicut agirligi, kemik
dansitesi ve kemik gelisimi ile ilgili kan degerlerinde yaptigr doz bagimli etkilerini

incelemeyi amagladik.
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3-GEREC VE YONTEM

3-1. Hayvanlar

Deneylerde 21 giinliik 20-40 gr agirhiginda immatiir ve 28 giinliik 40-50 gr
agirhiginda puberte Oncesi Sprague-Dawley disi sicanlar kullanildi. Sigcanlar Eskisehir
Osmangazi Universitesi (ESOGU) Tibbi Cerrahi Arastirma Merkezi (TICAM)
tarafindan saglandi. Hayvanlar deneye baslamadan 1 hafta 6nce polikarbon seffaf
kafeslere konularak ortam kosullarina adaptasyonlar1 saglandi. Siganlar 12 saat karanlik
12 saat aydinlik dongiisiinde, 20+2°C sicaklikta, iyi havalandirilan odalarda
barindirildi. Standart hayvan yemi ve ¢esme suyu ile beslenmeleri saglandi. Tez
calismasi siiresince gerceklestirilen biitiin deneyler Eskisehir Osmangazi Universitesi
Bilimsel Arastirmalar Etik Komisyonu’ndan 19-10- 2010 tarih 175 nolu onay alindiktan

sonra yapildu.

3-2. Deneylerde kullanilan kimyasal farmakolojik maddeler ve dozlari

Resveratrol Sigma
4-Vinilsiklohekzen Dieposid Fluka
Fulvestrant Sigma
Tamoksifen Sigma
17alfa Etinil estradiol Sigma
17 beta estradiol Sigma
Dimetilsiilfoksit (DMSO) Sigma
Eter

Distile su

3-3.Deneylerde Kullamlan Cihazlar

ELISA Okuyucu ThermoLab
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Vorteks

Otomatik Pipetler

Hassas Terazi

Santrifiij

Mikroskop

Fotograf Makinesi

Buzdolabi

Etiv

Kemik dansitometre
3-4.Deneylerde Kullamilan Kitler
Estradiol EIA Kit

25 Hidroksi vitamin D EIA Kit
3-5.Deney Protokolii

Siganlar iki grupta incelendi:

1-Immatiir (21 giinliik) disi sigan ¢alismas:

IsoLab

IsoLab

Kern EW

Niive NFS8OOR
OLYMPUS U-PM-TVC
OLYMPUS Q COLOR 3
Sanyo

Niive

Norland XR-46

Cayman Kimyasal Sirketi

Kaan Medikal

2- Puberte donemindeki (28 giinliik) siganlarin overlerinde 4-Vinilsiklohekzen

Diepoksid (VCD) ile primordial ve primer follikiil hasar1 gelistirilmis si¢an ¢aligmasi.
3-5-1.immatiir disi sican ¢alismasi

Bu calismada 21 giinlik 20-40 gr agirliginda 60 adet disi sican kullanild.
Deneyde resveratroliin immatiir sicanlarda olusturdugu estrojenik etkilerini incelemek

izere siganlar her grupta 6 adet sican olmak tizere 10 gruba ayrildi.
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Gruplar: n=6

Grup 1 (K); 1/5 oraninda oral gavaj yolu ile DMSO + Distile su ile hazirlanmis

¢oziicli (0,1ml) verilen siganlar.

Grup 2 (17alfakEE); 30 pg/kg/giin dozunda oral gavaj yolu ile 0,1ml hacim i¢inde

17alfa Etinil Estradiol tedavisi verilen si¢anlar.

Grup 3-4-5 (RES2-RES10-RES20); 2-20 mg/kg/giin dozunda oral gavaj yolu ile

0,1ml hacim i¢inde resveratrol tedavisi verilen si¢anlar.

Grup 6 (RES2+17alfaEE); Oral gavaj yolu ile 0,2ml hacim iginde resveratrol 2
mg/kg+ 17alfa Etinil Estradiol 30 pg/kg/giin tedavisi verilen si¢anlar.

Grup 7 (RES 10+TMX); Oral gavaj yolu ile 0,2ml hacim i¢inde resveratrol
10mg/kg/glin+Tamoksifen 2pug/kg/giin tedavisi verilen sicanlar

Grup 8 (RES 10+FLV); Oral gavaj yolu ile 0,2ml hacim i¢inde Resveratrol

10mg/kg/giin +Fulvestrant 5 mg/kg/giin tedavisi verilen siganlar

Grup 9 (17alfaEE+TMX); Oral gavaj yolu ile 0,2ml hacim iginde 17alfa Etinil
Estradiol 30 pg/kg/giin +Tamoksifen 2pug/kg/giin tedavisi verilen sicanlar

Grup 10 (17alfaEE +FLV); Oral gavaj yolu ile 0,2ml hacim i¢inde 17alfa Etinil
Estradiol 30 pg/kg/giin +Fulvestrant 5 mg/kg/giin tedavisi verilen sicanlar olarak

belirlendi.

(Fulvestrant ve tamoksifen ile birlikte Resveratrol tedavisi uygulanan gruplarda

Resveratroliin etki goriilen en diisiik dozunun kullanilmasina karar verildi.)

Sicanlarin viicut agirliklar 6lgiildiikten sonra daha 6nce belirlenen dozlarda 3 giin
siire ile oral gavaj yolu ile tedavi (DMSO/su, estradiol veya resveratrol) verildi. Son
dozdan 24 saat sonra sicanlarin viicut agirliklar tekrar oOlgiilerek kaydedildi. Siganlar
eter anestezisi altinda uyutuldu. Sicanlardan kardiyak punction yolu ile 1ml kadar kan
alindiktan sonra hayatlarina asir1 doz anestezisi ile son verildi. Sicanlara batin
diseksiyonu yapilarak uteruslari overler ile birlikte alindi. Overler ayrilarak histolojik

degerlendirme yapmak i¢in doku takip plaklarina konuldu. Sicanlarin uteruslarinin islak
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agirliklan tartilarak kaydedildi. Alinan uterusun yarist yine histolojik degerlendirme
icin doku takip plagina alindi. Diger yaris1 ise yeniden tartilarak islak agirlig
Olciildiikten sonra 60 °C  sicaklikta 12 saat siire ile etiivde kurutulup tartildi. Boylece
uterus kuru agirliklarina da ulasilmis olundu. Alman kanlar 3000 rpm’de 3 dakika

santrifiij edilerek elde edilen serum 6rnekleri -40 °C  de saklandi.

3-5-2. Puberte donemindeki (28 giinliik) sicanlarin overlerinde  4-
Vinilsiklohekzen Diepoksid (VCD) ile primordial ve primer follikiill hasar

gelistirilmis sican calismasi

Bu calismada 28 giinliik 40-50 gr agirliginda 60 adet disi sican kullanildi.
Deneyde resveratroliin puberte doneminde VCD ile primordial ve primer follikiil hasari
gelistirilmis siganlarda olusturdugu estrojenik etkilerini incelemek iizere siganlar her

grupta 6 adet sican olmak {izere 6 gruba ayrildi.
Gruplar: n=6
Grup 1(K); ip olarak DMSO (0,1 ml) verilen si¢anlar

Grup 2 (VCD); ip olarak 160 mg/kg/glin dozunda 0,07ml VCD tedavisi verilen

siganlar

Grup 3 (VCD+17alfaEE); ip olarak 160mg/kg/giin VCD (0,07ml) + oral gavaj
yolu ile 30 pg/kg/giin 17alfa Etinil Estradiol (0,1ml) tedavisi verilen siganlar

Grup 4 (VCD+RES10); ip olarak 160mg/kg/giin VCD (0,07ml) + oral gavaj yolu

ile 10mg/kg/giin resveratrol (0,1ml) tedavisi verilen sicanlar

Grup 5 (VCD+RES10+TMX); ip olarak 160mg/kg/giin VCD (0,07ml) + oral
gavaj yolu ile 0,2ml iginde 10mg/kg/giin resveratrol ve Tamoksifen 2ug/kg/giin

tedavisi verilen sicanlar

Grup 6 (VCD+17beta E); ip olarak 160mg/kg/giin VCD (0,07ml) + oral gavaj
yolu ile 0,1 ml iginde 0,4mg/kg/giin 17beta Estradiol tedavisi verilen si¢anlar olarak

belirlendi.
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(Bu calismada, resveratroliin immatiir disi sican calismasinda etki goriilen en

diisitk dozunun kullanilmasina karar verildi.)

Sicanlarin  viicut agirliklar1  Olgiildiikten sonra DMSO da ¢dzdiiriilen
160mg/kg/giin dozunda VCD ip olarak 15 giin siire ile verildi (56). Her bir sigan igin
ayr1 enjektor kullanildi ve enjeksiyonlar 24 saat ara ile her giin ayni saatte uygulandi.
Son enjeksiyondan 24 saat sonra si¢anlara belirlenen tedavi oral gavaj yolu ile 4 giin
stire ile uygulandi. Son dozdan 24 saat sonra sicanlarin viicut agirliklar: tekrar 6lciilerek
kaydedildi. Sicanlar eter anestezisi altinda uyutuldu ve kardiyak punction yolu ile 1ml
kadar kan alindiktan sonra hayatlarina asir1 doz anestezisi ile son verildi. Siganlara
abdominal kesi yapilarak, uteruslari, overler ile birlikte alindi. Overler ayrilarak
histolojik degerlendirme yapmak i¢cin %10luk formalin iginde tespit edildi. Siganlarin
uteruslarinin 1slak agirliklart tartilarak kaydedildi. Alinan uterusun yarisi histolojik
degerlendirme yapmak icin %]10luk formalin iginde tespit edildi. Diger yarisi ise
yeniden tartilarak 1slak agirligr o6lciildiikten sonra 60 °C  sicaklikta 12 saat siire ile
etiivde kurutulup tartildi. Boylece uterus kuru agirliklarina da ulagilmis olundu. Alinan
kanlar 3000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilerek elde edilen serum ornekleri -40 °C  de
saklandi. Ayrica bu c¢alisma grubunda her bir hayvamin sag femuru kemik

dansitometresi 6l¢iilmesi i¢in alindi.
3-5-3.Uterus Etkilerinin Morfometrik Degerlendirmesi
Uterus etkilerinin morfometrik olarak degerlendirmesinde;

Uterus Agirlik Degerlendirmesi=(Uterus Agirligi (UA) (mg) / Viicut Agirhigi
2(VAZ2) (g) ) x 1000

Uterus Kuru Agirlik Degerlendirmesi=Uterus Kuru Agirhigi(UKA)(g) / Uterus
Yas Agirligi(UYA)(g)

Viicut Agirhigi Artis Yiizdesi Degerlendirmesi=((VA2 - VAL) x 100) / VA1l

formiilleri kullanilarak degerlendirme yapilmistir.
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3-5-4.Uterus ve Overlerin Histolojik Olarak incelenmesi

Alman uterus ve overler %10luk formalin i¢inde tespit edildi. Fiksasyon islemi

icin en az 24 saat beklendi, takiben dokular yikanip alkol serilerine ge¢ildi.
%70lik etil alkolde 30 dakika
%80lik etil alkolde 30 dakika
%9011k etil alkolde 30 dakika
%0961k etil alkolde 30 dakika
%100liik etil alkolde 10 dakika

bekletildi. Daha sonra seffaflastirmak i¢in xylen de tutuldu ve takiben 60°C lik etiivde 3
adet parafin banyosunda 60 ar dakika tutuldu. Parafin bloklara goémiiliip sogumaya
birakildi. Mikrotomla 3 mikronluk kesitler alinip hematoksilen ve eosin ile boyandi.
Kesitler OLYMPUS U-PM-TVC marka 151k mikroskopta incelendi. Histolojik kesitlere
ait resimler OLYMPUS Q COLOR 3 fotograf makinesi ile ¢ekildi.

Uterus endometriyum epiteli 6l¢iildii. Endometriyum epitel kalinligindaki artis,
mitotik hiicre sayilarinin artisi, uterustaki hipertrofi, bazal lamina altinda bulunan
hiicrelerin ig seklinde olmalar1 ve koyu bir niikleusa sahip olmalar1 estrojenik aktivite
lehine degerlendirildi. Bunun yaninda endometriyum epiteli kalinliginda azalma,
epitelyum hiicrelerinin kiiboid yapida olmalari, bazal lamina altinda bulunan hiicrelerin
ve c¢ekirdeklerinin yuvarlak sekilli olmalari, uterusta atrofik goriinlim, verilen

maddelerin antagonist 6zellikli olmalar1 yoniinde degerlendirildi.

Ovaryumdaki follikiiller incelendi. Primer ve primordial follikiillerdeki azalma
over yetmezligi olarak degerlendirildi. Kontrol grubuna gore primer ve primordial

follikiillerdeki artis estrojenik aktivite olarak degerlendirildi.
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3-5-5.Kemik Dansitometresi

Kemik Mineral Dansitesi (BMD) olgliimleri i¢in POY gelistirilmis puberte
donemindeki disi si¢anlarin sag femurlar1 kullanildi. Bu islem sicanlarin yasamlarina
yiiksek doz anestezi altinda son verildigi esnada siganlarin sag femurlar1 alinarak
yapildi. Femoral BMD hayvanlarda DEXA scanner (Norland XR-46, Norland Corp,
Fort Atkinson, WI) ile kiiciik hayvan tarama yazilimi kullanilarak yapildi. Tarama

¢Oziiniirligl 0,5x0,5 mm ve tarama hizi 60 mm/sn idi.
3-5-6.Serum Estradiol ve Vitamin D Ol¢iimleri

Estradiol dlgiimleri, estradiol EIA Kit olarak bilinen sicanlara 6zel bir kit yardimi

ile daha 6nce alinip -40°C  de saklanan serum ornekleri ile dl¢tildii.

Vitamin D 6l¢iimleri ise 25 Hidroksi vitamin D EiA Kit yardimi ile sadece POY

gelistirilmis puberte donemindeki disi siganlardan alinan kan 6rnekleri ile ¢aligildi.
3-6. Istatistiksel Degerlendirme

Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir. Verilerin istatistik
analizi igin eslestirilmis veya eslestirilmemis Student’s testi ve ayrica gruplar arasindaki
farkliliklar1 degerlendirmek amaciyla Tek Yonlii Varyans Analizi, gruplarin
farkliliklarint belirlemek igin Tukey Coklu Kargilagtirma Testi kullanilmistir. Verilerin
degerlendirmesinde SPSS 15.0 for Windows istatistiksel paket programi kullanilmistir.
0,05 den kiiciik t degerleri anlamli olarak kabul edilmistir.

29



PDF Eraser Free

4-BULGULAR

4-1.Uterus/Viicut Agirhg1 Oranlari

4-1-1.immatiir Sicanlarda Uterus/Viicut Agirhig Oranlari

mg/g

immatiir Siganlarda Uterus/Viicut agirligi oranlari

*%
J i . "
1 ot
*k AAA
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Kontrol grubu ile karsilastirildiginda immatiir siganlarda uterus yas agirliginin

Sekil 8. Immatiir Siganlarda Uterus/Viicut Agirlig1 Oranlar1 (n=6)
(*)Kontrol den farkli, (*)=p<0,05, (**)=p<0,01
(+)Resveratrol (10mg/kg)(RES10) dan farkli, (+++)=p<0,001
(M17alfa Etinilestradiol (17alfa EE) den farkli, (*“)=p<0,001
(&)Res10+tamoksifen(TMX) den farkli, (&&)=p<0,01, (&&&)=p<0,001

viicut agirligina orant:

v

17 alfa EtinilEstradiol (17alfa EE) verilen grupta kontrol grubuna goére

anlamli derecede artmustir(p<0,05).

v

Resveratrol (10mg/kg) (RES10)verilen grupta kontrol grubuna gore

anlamli derecede artmistir(p<0,05).

v

Resveratrol (20mg/kg)(RES20) verilen grupta kontrol grubuna gore

anlamli derecede artmistir(p<0,05).
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RES10 ve RES20 gruplarinin ortalama degerleri, 17alfa EE verilen grubun
ortalama degerlerine olduk¢a yakindir. Bu da bu dozlarda resveratroliin estrojenik

etkisinin oldugu diislincesini dogurur.
v RES2+17 alfa EE verilen grupta anlamli derecede artmistir(p<0,01).

Ancak RES2 verilen grupla RES2+17 alfa EE verilen grup karsilastirildiginda
anlaml bir degisme olmadig1 goriilmiistiir. Bu da bu iki maddenin birbirlerinin etkisini

degistirmedigi seklinde yorumlanabilir.

RES10 verilen grupla RES10+TMX verilen grup karsilastirildiginda TMX in
RES10 un ortalama degerlerini diisiirdiigi gozlenmektedir. Ancak bu gruplar arasinda

istatistiksel olarak bir anlamlilik tespit edilememistir.

v 17alfaEE+Fulvestrant (FLV) verilen grupta anlamli derecede
azalmistir(p<0,01).
v RESI0+FLV verilen grupta kontrol grubuna gore ortalama degerlerde

diisiis géze carpmaktadir. Ancak istatistiksel olarak aralarinda bir anlamlilik tespit

edilememistir.

RESI10 ile RES10+FLV verilen grup karsilastirildiginda bir estrojen antagonisti
oldugu bilinen fulvestrantin uterus/viicut agirlhigi(UA/VA) oranim1 anlamli derecede

azalttig1 sonucuna ulasilmaktadir(p<0,001).

17alfa EE ile 17alfa EE+TMX verilen grup birbiri ile karsilastirildiginda bu
gruplar arasinda da istatistiksel olarak bir anlamlilik yoktur. Ancak bu grupta da
RES10+TMX verilen grupta oldugu gibi ortalama UA/VA degerlerinde 17alfa EE ‘e
gore diisme goze carpmaktadir. Bu sonug bize TMX in etkisinin hem 17alfa EE igin

hem de RES10 igin ayn1 oldugu kanaatine gotiirmektedir.

17alfa EE verilen grup ile 17alfa EE ve FLV nin birlikte verildigi grupta FLV'in
17alfa EE 1iin etkisini azalttigi, UA/VA oranim1 disiirdigi acikga belli
olmaktadir(p<0,001). Bu sonug zaten olduk¢a dogal bir sonugtur. Ciinkii FLV estrojen

antagonistidir.
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RES10+TMX verilen grup ile RES10+FLV verilen grup karsilastirildiginda bir
estrojen antagonisti olan FLV'm resveratroliin etkisini anlamli bir sekilde
baskiladigi(p<0,01), UA/VA oranimi olduk¢a fazla diislirdiigii gozlenmektedir. Bu

FLV'1n inhibitor etkisinin TMX den daha fazla oldugu sonucunu dogurabilir.

4-1-2.Primer Over Yetmezligi Gelistirilmis Sicanlarin Uterus/Viicut Agirhg

Oranlan
Primer Over Yetmezligi Gelistirilmis Sicanlarda Uterus/Viicut
Agirhig Oranlari
4 -
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Sekil 9. Primer Over Yetmezligi Gelistirilmis Siganlarda Uterus/Viicut Agirhigi Oranlari (n=6)
(*)=Kontrolden farkli  (*)=p<0,05 (**)=p<0,01
(x)=VCD den farkl1 (x)=p<0,05  (xx)=p<0,01

Primer over yetmezligi gelistirilmis siganlarda uterus ve viicut agirligi oranlar

karsilastirildiginda kontrol grubuna gore;

v Sadece VCD verilen grupta UA/VA agirliginda kontrol grubuna gore

anlamli bir diisme saptanmistir(p<0,01).

Bulunan bu sonuca gére VCD nin UA/VA oraninda anlamli bir diisme yarattigi

gorilmektedir.
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v VCD+17alfa EE verilen grupta kontrole gore UA/VA oraninda anlamli
bir diisme goze carpmaktadir(p<0,05).

Bu sonug,17alfa EE iin VCD ile POY gelistirildikten sonra verilmesinin UA/VA
oraninda kontrol degerlerine gore bir degisiklik olusturmadig: seklinde yorumlanabilir.
Oysa 10 mg/kg dozunda verilen resveratrol, VCD nin olusturdugu UA/VA oranini

kontrol degerlerine yakin hale getirmistir.

VCD+RES10 ile VCD+RES10+TMX verilen grup karsilastirildiginda bu iki grup
arasinda anlamli bir degisime rastlanmamistir. Bu Sekil 8 deki sonuca benzerlik

gostermektedir.

POY gelistirilmis siganlarda uterus ve viicut agirligi oranlar1 karsilastirildiginda

VCD grubuna gore;

v VCD+RES10 verilen grupta UA/VA oraninda VCD grubuna gore
anlamli bir artis saptanmistir(p<0,05).

v VCD+17beta Estradiol (17beta E) verilen grupta da VCD grubuna gore
anlaml bir artig géze carpmaktadir(p<0,01).

VCD+RES10 ile VCD+17beta E verilen gruplarin ortalama degerleri birbirine
oldukca yakindir. Buda VCD ile over yetmezligi gelistirilmis sicanlarin uteruslarinda
resveratroliin, 17 beta Estrodiol gibi etkinlik gosterebildigi ve uterus agirliginin

artmasinda 17 beta Estrodiol kadar etkili olabildigi sonucunu dogurabilir.

33



PDF Eraser Free

4-2.Uterus Kuru/Yas Agirhik Oranlar:

4-2-1.immatiir Siganlarda Uterus Kuru/Yas (UK/UY) Agirhk Oranlar

immatiir Siganlarda Uterus Kuru/Yas Agirlik Oranlari
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Sekil 10. Immatiir Sicanlarda Kuru/Yas Agirlik Oranlar1 (n=6)
(*)=Kontrolden farkli  (*)=p<0,05
(M=17alfaEE den farkli ("MMN=p<0,001

Immatiir siganlarda uterus kuru/yas agirik(UK/UY) oranlart karsilastirildiginda

kontrole gore 17alfa EE ve FLV verilen grupta UK/UY oraninda anlamli bir artig

gortiilmistir (p<0,05). RES10+FLV verilen grupta kontrol grubuna gore istatistiksel

olarak anlamli bir artis olmasa bile ortalama degerlere bakildiginda artis oldugu

izlenmektedir. Kontrol grubu ile diger gruplar arasinda bir anlamlilik saptanmamustir.

Bu da Sekil 8 de goriilen fulvestrantin etkisi ile olusan degisikliklerle uyumlu olarak

izlenmektedir. Bu gruplarda her ne kadar UA/VA orani fulvestrant tarafindan azaltilmig

olsa da bu muhtemelen doku protein diizeyinin goreceli olarak yiiksek olmasiyla

iliskilendirilebilir.

17alfa EE ile 17alfa EE+FLV verilen grup karsilastirildiginda, 17alfa EE+FLV

verilen grupta UK/UY oraniin anlamli oranda arttig1 gézlenmektedir(p<0,001).
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4-2-2.Primer Over Yetmezligi Gelistirilmis Sicanlarda Uterus Kuru/Yas
Agirhik Oranlar

Primer Over Yetmezligi Gelistirilmis Sicanlarda
Uterus Kuru/Yas Agirlik Oranlari
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Sekil 11. Primer Over Yetmezligi Gelistirilmis Siganlarda Uterus Kuru/Yas Agirlik Oranlar1 (n=6)

Bu ¢aligmada gruplar arasinda bir anlamlilik tespit edilmemistir.
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4-3 Viicut Agirhg1 Artis Oranlari

4-3-1.Immatiir Sicanlarda Viicut Agirhig Artis Oranlar

immatiir Siganlarda Viicut Agirhigi Artis Oranlari

Q ‘o

A
>
RN

Sekil 12. Immatiir Siganlarda Viicut Agirlig1 Artis Oranlari(%) (n=6)

Bu c¢aligma grubunda gruplar arasinda anlamlilik tespit edilmemistir.
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4-3-2.Primer Over Yetmezligi Gelistirilmis Sicanlarda Viicut Agirhg Artis

Oranlan
Primer Over Yetmezligi Gelistirilmis Siganlarda VA
Oranlari
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160 - XXX
XX

140 - X
é 120 -
o 100 -
T 80 -
S 60 -

40 -

20 -

0 T T T T T
AN
< & A & > /\\oé@
© 5 S & >
Q(.; A(l \'((\ A(/b
6)(
A('

Sekil 13. Primer Over Yetmezligi Gelistirilmis Siganlarda Viicut Agirligi Oranlari (n=6)
(x)=VCD den farkl1 (x)=p<0,05 (xx)=p<0,01
(*)=Kontrol den farkli (*)=p<0,05

POY gelistirilmis siganlarda viicut agirligi artis oranlar1 karsilastirildiginda
kontrol grubu ve VCD grubu arasinda anlamli bir farklilik saptanmamustir. Ancak
ortalama degerler agisindan VCD grubundaki siganlarin viicut agirliklarinin daha diisiik

oldugu goriilmektedir.

Kontrol grubu ile diger gruplarin karsilastirilmasinda 17 beta E grubunda anlamli
bir artis oldugu goriilmektedir (p<0,05).Kontrol grubunun ortalama viicut agirhigi artis
degerleri VCD ile birlikte RES10 ve 17beta E verilen gruplarin ortalama viicut agirlig

artis degerlerinin altinda kalmistir.

VVCD+RES10 verilen grupta viicut agirligi artis oranlarinin ortalama degerlerinin
RES 10 verilen grup lehine arttig1 izlenmektedir. Aymi artis VCD+17beta E verilen
grupta da géze carpmaktadir (p<0,05). Bu bizi RES 10 ile 17beta E nin viicut agirhig

artts oranlarinda benzer etki gosterdigi sonucuna gotirebilir. Ortalama yiizde
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degerlerine bakildiginda bu iki grubun degerlerinin birbirlerine ¢ok yakin oldugu

goriilebilir.

VCD verilen grupla, VCD+RES10 verilen grup arasinda, viicut agirligi oranlari
bakimindan, VCD ile birlikte resveratrol verilen grup lehine bir artis oldugu

goriilmektedir(p<0,01).

Yine VCD ile birlikte 17beta E verilen grupta da, resveratrol verilen gruba yakin

degerlerde bir artis oldugu goze carpmaktadir(p<0,001).

VCD ile birlikte TMX ve RES10 verilen grupta, viicut agirligi artisinda kontrole
gore anlamli bir artis olmustur(p<0,05). Ancak bu grup VCD ile birlikte resveratrol

verilen grup ile karsilastirildiginda anlamli bir farklilik olmadigr goriilmiistiir.
4-4 Histolojik bulgular

4-4-1.Immatiir Sicanlarda Histolojik Skorlar

immatiir Siganlarda Histolojik skorlar
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Sekil 14. immatiir Sicanlarda Histolojik Skorlar (Endometrium kalinlig1 baz alimmustir.) (n=6)
(*)=Kontrolden farkli (**)=p<0,01 (***)=p<0,001
(")=17 alfa EE den farkli (")=p<0,001
(+)=Res10 dan farkli (++)=p<0,01 (+++)=p<0,001
(&)=Res10+TMX den farkli (&&&)=p<0,001
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Immatiir sicanlarda degerlendirme yapilirken endometrium kalinlig1 baz alinarak

degerlendirme yapilmistir. Bu dogrultuda kontrole gore;

v 17alfa EE verilen grupta kontrol grubuna gére endometrium kalinliginda

anlamli bir artig s6z konusudur(p<0,001).

v RES10 verilen grupta da yine kontrol grubuna gore anlamli bir artis goze
carpmaktadir(p<0,01)
v RES20 verilen grupta kontrol grubuna gore ortalama degerleri yiikselerek

anlamli bir artis izlenmektedir(p<0,001).

RES2, RESI10, RES20 wverilen gruplarin ortalama endometrium kalinlik
degerlerine bakildiginda kademeli olarak bir yiikselis s6z konusudur. Bu da

resveratroliin doz bagimli etkisinin olabilecegi sliphesini uyandirmaktadir.

RES2+17alfa EE verilen grupta da kontrol degerlerine gére endometrium
kalinliginda anlaml bir artis goze ¢arpmaktadir (p<0,001). RES10+TMX verilen grup
ile kontrol grubunun ortalama degerleri birbirine ¢ok yakindir, kontrol grubuna gore

endometrium kalinliginda anlamli bir artig olmamistir.

Ancak 17alfa EE+FLV ve RES10+FLV verilen gruplar kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, kontrole gore endometrium kalinliginda diisme oldugu goze

carpar(p<0,001). Bu da fulvestrantin antagonist etkisi ile iligkilendirilebilir.

17alfa EE verilen grup diger gruplarla karsilastirildiginda RES2, RES10, RES20,
RES2+17alfa EE verilen gruplarda endometrium kalinliginda azalma oldugu
goriilmektedir(p<0,001).Yine 17alfa EE+FLV ve RES10+FLV verilen gruplarda da
anlamli bir azalma s6z konusudur (p<0,001). Ancak bu gruplarin ortalama endometrium
kalinlik degerleri diger gruplara oranla daha diisiiktiir. Bu da burada da fulvestrantin

antagonist etkisinin baskin oldugu seklinde yorumlanabilir.

RES10 verilen grupla RES20 verilen grup karsilastirildiginda RES20 verilen
grubun endometrium kalinligint RES10 verilen gruba gore anlamli derecede artirdig:
gozlenmektedir (p<0,01). Bu sonugcta etki goriilen en diisiik dozun 10 mg/kg resveratrol
oldugunu dogrulamaktadir. RES10 verilen grup ile RES10+FLV verilen grup

karsilastirildiginda RES10 un FLV ile birlikte verilmesinin endometrium kalinliginda
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diisiise neden oldugu sonucuna varilir(p<0,001).Fulvestrant endometrium kalinligini
burada da diislirmiistir. RES10 verilen grup,RESI0+TMX verilen grup ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir sonuca ulagilamamistir. Ancak iki
grubun ortalama degerlerine bakildiginda RES10+TMX verilen grubun ortalama

degerlerinde azda olsa bir diisme oldugu goze ¢arpmaktadir.

RES10+TMX ile RES10+FLV verilen grup birbiri ile karsilastirildiginda
RESI10+FLV  verilen grupta anlamli  bir diislis s6z konusu oldugu
goriilmektedir(p<0,001). Fulvestrant, tamoksifene gore endometrium kalinligim

azaltmustir.

4-4-2.Primer Over Yetmezligi Gelistirilmis Sicanlarda Histolojik Skorlar

Primer Over Yetmezligi Gelistirilmis Siganlarda s+«
Histolojik Skorlar XXX
7 - AANA
+++
6 -
%k ok
5 -
XXX
S 4 - +H
I XXX
s 3 S AAA XXX
2 A k k%
. N
0 T T T T T
AN > > Q 3 Y
& a < & & i
© < bx‘ '@ N
& C & ¥
K\ 3 & RS
&
N

Sekil 15. Primer Over Yetmezligi Gelistirilmis Sicanlarda Histolojik Skorlar (Endometrium
kalinlig1 baz alinmustir.) (n=6)
(*)=Kontrolden farkli (***)=p<0,001
(x)=VCD den farkli  (xxx)=p<0,001
(M=VCD+17alfa EE den farkli (")=p<0,001
(+)=VCD+RES10 dan farkli (+++)=p<0,001
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POY gelistirilmis siganlarda kontrol grubu ile diger gruplarin karsilastirilmasinda;

v VCD verilen grupta kontrol grubuna gore endometrium kalinliginda
anlamli bir diisme oldugu goriilmektedir (p<0,001).

v VCD+17alfa EE verilen grupta kontrole gére endometrium kalinliginda
bir artis s6z konusudur (p<0,001).Burada 17alfa EE iin endometriumda VCD ile olusan
hasar1 bir miktar iyilestirdiginden soz edilebilir.

v VCD+RESI10 verilen grubun kontrol grubu ile karsilastirilmasinda ise
endometrium kalinliginda anlamli bir artma bulunmamaktadir.

v VCD+RES10+TMX verilen grupta da kontrole gore endometrium
kalinliginda anlamli bir artis ile karsilagilmamistir. Bu iki grubun ortalama degerleri
birbirlerine oldukc¢a yakindir.

v VCD+17beta E wverilen gruba bakildiginda, bu grubun ortalama
degerlerinin kontrole gére olduke¢a yiiksek oldugu agik¢a goriilmektedir. Istatistiksel
olarak anlamlilig1 p<0,001 diizeyindedir.

VVCD+17alfa EE verilen grup ile diger gruplar karsilastirildiginda, VCD+RES10
verilen grubun endometrium kalinliginin anlamli olarak disiik oldugu (p<0,001),
VCD+17beta E verilen grubun endometrium kalinliginin ise ortalama deger agisindan
17alfa EE den ¢ok yiiksek oldugu goze carpmaktadir. Bu grubun istatistiksel olarak
anlamlilig1 p<0,001 diizeyindedir.

VCD verilen grup ile diger gruplarin karsilastirilmasinda da VCD+17alfa EE,
VCD+RES10, VCD+RES10+TMX ve VCD+17beta E verilen gruplarda endometrium
kalinliginda artis oldugu goriilebilir(p<0,001).Buradaki en fazla artist 17beta E nin
yaptig1 asikardir.

VCD+RES10 ile VCD+17alfa EE ve VCD+17beta E karsilastirmasinda
endometrium kalinligmin her iki grupta RES10 ile tedavi edilen gruba gore anlamli
derecede fazla oldugu goriilmektedir (p<0,001).Yine VCD+17beta E verilen grubun
ortalama endometrium kalinlif1 degerlerine bakildiginda, bu grupta endometrium
kalinliginin olduk¢a fazla oldugu izlenebilir. VCD+RES10 ve VCD+RES10+TMX
verilen grubun karsilagtirilmasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik tespit

edilememistir.
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4-4-3.Histolojik resimler

Sekil 16. immatiir sigan ¢alismasinda kontrol grubunda uterus histolojik incelemesi. Uterus
atrofik, endometriyum epiteli kiiboidal ve kisa, bagdokusu hiicreleri az ve yuvarlak niikleusa sahip.
Yapilan endometriyum epiteli 6l¢iim ortalamasi 1,8 mikron olarak tespit edilmistir.(H.E. X400)

Sekil 17. Immatiir sigan calismasinda 7alfaEE grubunda uterus histolojik incelemesi.
Endometriyum epiteli yiiksekligi kontrol grubuna gore artmis, yapilan 6lgiimde ortalama epitelyum
yiiksekligi 4,0 mikron olarak tespit edildi. Endometriyal lamina propriyada bulunan hiicreler ig seklinde
ve koyu niikleus igermektedir. Uterus hipertrofik. Ayrica ¢ok sayida mitotik hiicre tespit
edilmistir.(H.E.X400)
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Sekil 18. immatiir sigan ¢alismasinda RES2+17alfa EE grubunda uterus histolojik incelemesi.
Endometriyum epiteli yiiksekligi kontrol grubuna gore artmis, 17 alfa grubuna gore daha kisa olarak
goriildii, yapilan 6lgiimde ortalama epitelyum yiiksekligi 2,3 mikron olarak tespit edildi. Endometriyal
lamina propriyada bulunan hiicreler ig seklinde ve koyu niikleus icermektedir. Uterus hipertrofik. Kontrol
grubuna gore daha fazla sayida mitotik hiicre tespit edilmistir. (H.E.X400)

Sekil 19. Immatiir sigan ¢alismasinda 17alfaEE+TMX grubunda uterus histolojik incelemesi.
Endometriyum epiteli yiiksekligi kontrol grubuna gore artmis, yapilan dlgiimde ortalama epitelyum
yiiksekligi 3,8 mikron olarak tespit edildi. Endometriyal lamina propriyada bulunan hiicreler ig seklinde
ve koyu niikleus igermektedir. Uterus hipertrofik. Ayrica ¢ok sayida mitotik hiicre tespit edilmistir.
(H.E.X400)
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Sekil 20. Immatiir sican ¢alismasinda RES10+TMX grubunda uterus histolojik incelemesi.
Endometriyum epiteli yiiksekligi kontrol grubuna gore artmig, 17 alfa grubuna gore daha kisa olarak
goriildii, yapilan dl¢iimde ortalama epitelyum yiiksekligi 2 mikron olarak tespit edildi. Endometriyal

lamina propriyada bulunan hiicreler kismen ig seklinde ve koyu niikleus igermektedir. Uterus hipertrofik
olarak degerlendirildi. (H.E.X400)

Sekil 21. immatiir sigan ¢alismasinda 17alfa EE+FLV grubunda uterus histolojik incelemesi.
Uterus atrofik, endometriyum epiteli kiiboidal ve kisa, bagdokusu hiicreleri az ve yuvarlak niikleusa
sahip. Yapilan endometriyum epiteli 6l¢iim ortalamasi 1. 2 mikron olarak degerlendirildi. (H.E.X400)
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Sekil 22. Immatiir sigan ¢aligmasinda RES10+FLV grubunda uterus histolojik incelemesi. Uterus
atrofik, Endometriyum epiteli kiiboidal ve kisa, bagdokusu hiicreleri az ve yuvarlak niikkleusa sahip.
Yapilan endometriyum epiteli 6l¢lim ortalamasi 1. 3 mikron olarak degerlendirildi. (H.E.X400)

Sekil 23. POY gelistirilmis si¢an ¢aligmasinda kontrol (DMSQ) grubunda uterus histolojik
incelemesi. Uterus atrofik, endometriyum epiteli kiiboidal ve kisa, bagdokusu hiicreleri az ve yuvarlak
niikleusa sahip. Yapilan endometriyum epiteli 6l¢iim ortalamasi 1,2 mikron dur.(H.E.X400)
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Sekil 24. POY gelistirilmis sigan ¢alismasinda kontrol (DMSQ) grubunda over histolojik
incelemesi. Overin histolojik incelemesinde primer ve primordial follikillerin az oldugu tespit edilmistir.
(H.E.X400)

Sekil 25. POY gelistirilmis sigan ¢caligmasinda VCD grubunda uterus histolojik incelemesi. Uterus
atrofik, endometriyum epiteli kiiboidal ve kisa, bagdokusu hiicreleri az ve yuvarlak niikleusa sahip.
Yapilan endometriyum epiteli 6l¢iim ortalamasil. 1 mikron olarak degerlendirildi. (H.E.X400)
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Sekil 26. POY gelistirilmis sigcan ¢alismasinda VCD grubunda over histolojik incelemesi.
Ovaryumda bulunan primer ve primordial follikiillerin kontrol grubu ile karsilastirildiginda ¢ok azaldig
tespit edildi. Ayrica follikiillerde atrezi oldugu goriildi. (H.E.X400)

Sekil 27. POY gelistirilmis sigan ¢alismasinda VCD+17 alfa grubunda uterus histolojik
incelemesi. Endometriyum epiteli yiiksekligi kontrol grubuna gore artmasina ragmen 17 alfa grubuna
gore daha kisa olarak goriildii. Yapilan 6l¢iimde endometriyum yiiksekligi 3 mikron 6l¢iildii. Bag dokusu
hiicreleri 17 alfa grubuna gore daha az ve yuvarlak niikleusa sahip. (H.E.X400)
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Sekil 28. POY gelistirilmis sigan ¢aligmasinda VCD+17 alfa grubunda over histolojik incelemesi.
Ovaryumda bulunan primer ve primordial follikiil sayisinda VCD grubu ile karsilastirildiginda her hangi
bir artis tespit edilmedi. (H.E.X400)

Sekil 29. POY gelistirilmis sigan ¢alismasinda VCD+RES10 grubunda uterus histolojik
incelemesi. Endometriyum epiteli yiiksekligi VCD grubuna gore artmus, resveratrol 10 mg grubu ile
karsilastirlldiginda ayni olarak goriildii, yapilan 6l¢iimde ortalama epitelyum yiiksekligi 2,1 mikron

olarak tespit edildi. Endometriyal lamina propriyada bulunan hiicreler kismen ig seklinde ve koyu niikleus
icermektedir. Uterus hipertrofik olarak degerlendirildi. (H.E.X400)
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Sekil 30. POY gelistirilmis sigan ¢alismasinda VCD+RES 10 grubunda over histolojik incelemesi.
Ovaryumda bulunan primer ve primordial follikiillerin VCD grubu ile karsilastirilmasinda arttigi tespit
edildi. VCD+ 17 alfa EE grubuna gére ise follikiillerin sayica arttig1 tespit edilmistir. (H.E.X400)

Sekil 31. POY gelistirilmis sigan ¢alismasinda VCD+RES10+TMX grubunda over histolojik
incelemesi. Ovaryumda bulunan primer ve primordial follikiillerin sayis1 VCD grubuna gore artmis
olmasina ragmen RES10+VCD grubuna gore daha az arttig1 tespit edilmistir. (H.E.X400)
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Sekil 32. POY gelistirilmis sigan ¢alismasinda VCD+17beta E grubunda uterus histolojik
incelemesi. Endometriyum epiteli yiiksekligi kontrol grubuna gore ¢ok fazla miktarda artip 7 mikrona
¢ikmustir. Bag dokusunda bulunan hiicreler ig seklinde ve koyu renkli niikleus igermektedir. Mitotik
hiicreler oldukga fazla sayida goriilmiistiir. (H.E.X400)

Sekil 33. POY gelistirilmis sigan ¢alismasinda VCD+17 beta E grubunda over histolojik
incelemesi. Ovaryumda bulunan primer ve primordial follikiillerde VCD grubuna gore herhangi bir artis
goriilmemistir.(H.E.X400)
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4-5.Kemik Dansitometre Bulgulari

4-5-1.Primer over yetmezligi gelistirilmis sicanlarda kemik dansitometre

bulgular
Primer Over Yetmezligi Gelistirilmis Sicanlarda
Kemik Dansitometresi BMD Degerleri
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Sekil 34. Primer Over Yetmezligi Gelistirilmis Siganlarda Kemik Dansitometre Bulgulari (n=6)

Kemik dansitometresi sadece primer over yetmezligi gelistirilmis sicanlarda

calisilmistir. Bu ¢alisma grubunda gruplar arasinda bir anlamlilik tespit edilememistir.
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4-6.Kan Analizi Bulgular

4-6-1.Primer over yetmezligi gelistirilmis sicanlarda 25 hidroksi vitamin d

degerleri

Primer Over Yetmezligi Gelistirilmis Sicanlarda 25
Hidroksi
Vit D Degerleri

nmol/ml
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Sekil 35. Primer Over Yetmezligi Gelistirilmis Sicanlarda 25 Hidroksi Vitamin D Degerleri (n=6).

Serum Vitamin D degerleri sadece Primer Over Yetmezligi gelistirilmis

siganlarda ¢alisilmistir.

Bu ¢aligma grubunda gruplar arasinda bir anlamlilik tespit edilememistir.
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4-6-2.Immatiir Sicanlarda Estradiol Degerleri

immatiir Siganlarda Estradiol Degerleri
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Sekil 36. immatiir Sicanlarda Estradiol Degerleri (n=6).
(+)=RES10 dan farkli

Immatiir siganlarda estradiol degerlerinde kontrol grubu ile diger gruplarm

karsilagtirilmasinda gruplar arasinda bir anlamlilik tespit edilememistir. Ancak RES10

grubu ile RES20 grubu karsilastirildiginda

(p<0,05). Bu da resveratroliin estrojenik etkisinin doz bagimli olarak azalmis

olabilecegi sliphesini uyandirmaktadir.
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4-6-3.Primer Over Yetmezligi Gelistirilmis Sicanlarda Estradiol Degerleri

Primer Over Yetmezligi Gelistirilmis Siganlarda
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Sekil 37. Primer Over Yetmezligi Gelistirilmis Siganlarda Estradiol Degerleri (n=6).
(*)=Kontrolden farkli, (*)=p<0,05
(x)=VCD den farkli, (x)=p<0,0, (xx)=p<0,01
(M=VCD+17alfaEE den farkli, (")=p<0,05
(+)= VCD+RESI10 den farkli, (+)=p< 0,05

Primer Over Yetmezligi gelistirilmis sicanlarda estradiol seviyeleri
degerlendirmesinde kontrol grubu ile VCD+RES10+TMX grubu karsilastirildiginda
VCD+RES10+TMX grubu lehine estradiol seviyelerinde anlamli bir ylikselme oldugu
gorilmektedir(p<0,05).Ayn1 yiikselme VCD+17BE grubunda da
bulunmaktadir(p<0,05). Ancak VCD+RES10+TMX grubuna gore VCD+17beta E
grubunda estradiol seviyelerinde ortalama deger agisindan bir diisme oldugu asikardir.
Estradiol diizeyi resveratrol tek basina verildiginde yiikselmistir ancak bu yiikselme
anlamli degildir. Acik¢a goriilmektedir ki, resveratrol tamoksifen ile birlikte

verildiginde 17alfaEE ve 17betaE kadar etkili olmustur.

VCD grubu ile diger gruplar karsilastirildiginda, VCD+RES10+TMX (p<0,01) ve
VCD+17betaE (p<0,05)verilen gruplarda da yine anlamli bir artisa rastlanmaktadir.
Hatta bu gruplarin ortalama degerleri, VCD ve diger gruplarin ortalama degerlerinin

¢ok tizerindedir.
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5-TARTISMA

Resveratroliin yillardir arastirilan bir molekiil oldugu ve bu molekiiliin insan
saglig iizerinde pek ¢ok faydali etkisi oldugu bilinmektedir. Bu giine dek resveratrol
hakkinda yapilan sayisiz ¢alisma bulunmaktadir. Hemen hemen her etkisi aragtirilmig ve
arastirilmaktadir. Resveratroliin estrojenik etkisi ile ilgili de kisitli sayida arastirma
bulunmaktadir. Ancak bu etkiler yoniinden farkli sonuglar olmasi nedeniyle net aktivite

heniiz aydinliga kavusmamastir.

Bu c¢aligmada resveratroliin estrojenik etkileri arastirilmistir. Bu amagla ¢alisma
immatiir digi sigan ¢alismasit ve POY gelistirilmis puberte donemindeki disi sigan
calismasi olarak iki asama halinde planlanmistir. Her iki asamada da ER'lerinin
bulundugu bilinen dokularda etkiler arastirilmistir. Amagc, resveratroliin bu dokulardaki
agonist ve/veya antagonist etkilerini incelemektir. Bu amagcla her iki asamada UA/VA
oranlari, UKA/UYA oranlari, VA oranlari, uterus ve over histolojik degerlendirmesi,

kemik dansitometresi, kan estradiol ve D vitamini diizeyleri incelenmistir.

Immatiir siganlarda UA/VA oranlar1 degerlendirmesinde (Sekil=8), resveratroliin
UA/VA oranin1 17alfa EE ye benzer bir sekilde artirdigi izlenmektedir. Buradaki en
diisiik anlaml etki 10 mg/kg resveratrol dozunda goriilmektedir. Bu etki tamoksifen ile
azaltilmadig1 halde, fulvestrant tarafindan anlamli bir sekilde antagonize edilmistir.
Daha o6nce yapilan caligmalarda, resveratroliin estradiol ile birlikte kullanildiginda,
MCF 7 meme kanser hiicrelerinde, estrojenik ve hatta siliperestrojenik etkilerine
rastlanmistir (24). Bowers ve arkadaslarinin (9) hamster over hiicre kiiltiirlinde
yaptiklar1 bir ¢aligmada resveratroliin agonist/antagonist etkisi oldugu bulunmustur.
Estradiol bulundugu zaman resveratrolin bazi meme kanser hiicrelerinde
agonist/antagonist etki gosterdigi oysa estradiol yokken resveratrol etkilerinin
antiestrojenik oldugu da farkli bir ¢alismada soylenmistir (6). Ancak Frayberger ve
arkadaglar (22), immatiir Wistar cinsi disi siganlara 18, 58 ve 575 mg/kg resveratrol ve
0,3, 1, 3, 30 ug/kg etinilestradiolii subkutan (SC) yolla vermisler ve sigcanlarda olabilecek
uterotrofik etkiyi aragtirmislar ve bu dozlarda etinilestradiol doz bagimli olarak uterus

agirhiginda artig, uterus liimeninde genisleme, uterus epitelinde hipertrofi olustururken,
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resveratrol uterus agirliginda az da olsa bir diisme meydana getirmis, histolojik
incelemede ise resveratroliin uterusta kontrole gore bir degisim yaratmadigi
saptanmistir. Bu sonug¢ bizim bulgularimizla zit yonde bir sonugtur. Bu ¢alismadaki doz
miktar1 oldukga yiiksektir. Ancak bu ¢alismada dikkat ¢eken baska bir bulgu da niikleer
ER a proteinin resveratrol ile tedavi edilen siganlarda doz bagimli olarak azalmasidir.
Doza baglh olarak ERa ve progesteron reseptdr proteini mRNA nin azaldigi tespit
edilmistir. Bu resveratroliin agonist etki gosterdigini diislindiirebilir. Daha 6nce yapilan
bir calismada, Sprague Dawley cinsi disi sicanlara 1, 4, 10, 40, 100 ve 1000 pg/kg
dozlarda oral gavaj yolu ile resveratrol verilmis ve bu ¢alismada uterus biiyiimesi ve
farklilagmasi, viicut agirligi, serum kolesterolii ve kemik biiylimesinde bir degisim
saptanmadig1 ancak estrojen baglayan dokularda minimal etkilerinin olabilecegi
saptanmistir (80). Bu ¢alismada kullanilan dozlar da olduk¢a diisiik dozlardir. Bu
resveratroliin bifazik etkisi olabilecegi, kullanilan doza bagl olarak estrojenik etkisinin
farkli olabilecegi sonucunu dogurabilir. Verilis yolu da énemli olabilir. Oral yol ile sc

yol ile oldugu kadar yiiksek oranda biyoyararlanim olmasi beklenemez.

Yine calismamizda POY gelistirilen sicanlarda UA/VA oranlarina bakildiginda
(Sekil=9), VCD nin etkisi 10mg/kg resveratrol tarafindan anlamli bir sekilde ortadan
kaldirilmis ve kontrol degerlerine ulagtirilmistir. Burada resveratroliin etkisinin 17 beta
E iin etkisi kadar oldugu izlenmektedir. Ancak 17alfa EE nin etkisinden anlamli
derecede daha yiiksektir. Daha Once yapilan ¢aligmalarda 17 alfa EE nin parsiyel
estrojenik aktivite gibi genomik etkileri oldugu soylenmistir (49). Perusquia ve
arkadaglarinin (64) 180-220 g agirliginda disi Wistar cinsi siganlarda yaptiklari bir
calisgmada, 17alfa EE nin nongenomik (antiuterotonik etki) ve genomik
(estrojenik/antiestrojenik etki) aktivitesi oldugu gosterilmistir. Bu aragtirmacilar 17 beta
E nin uterotrofik etkisinin, 17 alfa EE ile onemli o6lgiide antagonize edildigini
bulmuslardir. Ayrica bu etkinin doz bagimli olmadigini da sdylemislerdir. Bu sonugta
bizim g¢alismamizda resveratroliin etkisinin 17 alfa EE nin etkisinden neden yiiksek

oldugunu agciklar bir sonug gibi goriinmektedir.

Calismamizda POY olusturulan siganlarda tamoksifenin, resveratroliin etkisini
tamamen ortadan kaldiramadig goriilmektedir. Son yillarda tamoksifenin farkli doku ve

hiicrelerde agonist/antagonist olarak rol aldig:1 bilinmektedir. ER iki transkripsiyonal
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alana sahiptir. Bu alanlar AF-1 ve AF-2 olarak belirlenmistir. AF-1 e tamoksifen
baglandiginda bu alan aktive olur ve agonist aktivite ortaya ¢ikar. Tamoksifen AF-2 ye
baglandiginda inhibisyon meydana gelir ve antagonist etki gorilir (73,87).
Calismamizda POY gelistirilmis sicanlarda UA/VA degerlerine (Sekil=9) bakildiginda
VCD+RES10+TMX verilen grubun ortalama degerlerinin VCD+RES10 verilen grubun
ortalama degerlerinden daha diisiik oldugu izlenmektedir. Ancak istatistiksel olarak
aralarinda bir anlamlilik tespit edilememistir. Bu sonu¢ da bizi yine resveratroliin
estrojenik etkileri oldugu sonucuna gotiirebilir. Ayrica VCD+17alfa EE ile
VCD+RES10+TMX gruplar karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli olmasa bile
VCD+RES10+TMX verilen grubun ortalama degerlerinin VCD+ 17alfa EE verilen
grubun ortalama degerlerinden daha yiiksek oldugu gozlenmektedir. Buna gore de
resveratroliin estrojenik etkilerinin baskin oldugu, 17alfa EE nin ise tamoksifene benzer

etkiler gosterdigi sOylenebilir.

Resveratroliin estrojenik etkilerini agiklamak agisindan erkek sicanlarda yapilan
bir ¢alisma 6rnek verilebilir (39). 20 mg/kg resveratroliin oral yolla erkek siganlara
verilmesinden sonra serum FSH-LH seviyeleri 6l¢iilmiis ve kontrol grubuna goére daha
yiiksek oldugu bulunmustur. Bu sonug resveratroliin hipotalamohipofizer aksi etkiledigi

diisiincesini dogurmaktadir.

Yaptigimiz ¢alismada UKA/UYA oranlart  degerlendirildiginde, immatiir
siganlarla yapilan ¢alismadaki UKA/UYA oranlarinda (Sekil=10) o6zellikle fulvestrant
verilen gruplarda bu oranin anlamhi sekilde yiliksek oldugu goriilmiistiir. Bu sonug
sadece su retansiyonunun antagonize edildigi ancak protein sentezinde bu etkinin
goriilmedigi seklinde aciklanabilir. Nitekim nonsteroidal estrojen agonist /antagonisti
oldugu diisiiniilen CP-336,156 adl1 madde ile yapilan bir ¢alismada, bu maddenin uterin
dokularda rehidrasyon {izerindeki bazi etkilerinden s6z edilmektedir (44). Ancak bu etki

tam olarak ac¢ikliga kavusmus degildir.

POY gelistirilmis sicanlarda viicut agirligindaki artis oraninin (Sekil=13) RES10,
17betaE gruplarinda 6nemli 6lgiide arttigr goriilmektedir. Juan ve arkadaslarmin (40)
yaptiklar1 bir ¢aligmada resveratrol eriskin erkek sicanlara 20 mg/kg dozda, 28 giin siire

ile oral yolla verilmis ve kontrol grubuna gore viicut agirliginda anlamli bir artig tespit
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edilmistir. Bu calisma metot olarak bizim yaptigimiz calismadan farklidir. Ancak
resveratroliin 4 giin gibi kisa bir siirede bile puberte donemindeki si¢anlarda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmasa bile ortalama degerler agisindan agirligi
artirmis olmasi1 ve bu degerleri 17alfa EE ve 17beta E seviyelerine ¢ikarmis olmasi
anlamli bir sonuctur. Zira VCD verilen grup ile VCD+RES10 verilen grubun
karsilastirmasinda POY gelistirilmis sicanlarin viicut agirliklarinda anlamli bir artis
oldugu goze c¢arpmaktadir. Yine Juan ve arkadaslarinin (39) resveratrol ile erkek
sicanlarda yaptiklar1 baska bir c¢alismada FSH ve LH diizeylerinin serum
konsantrasyonlarinin kontrole gore yiiksek bulunmus oldugu gz oniinde tutulursa bu
sonug¢ daha da anlam kazanmaktadir. Turner ve arkadaslarinin (80) yaptiklari ¢aligmada
her ne kadar resveratroliin viicut agirligi lizerinde bir etkisi bulunmamais bile olsa burada
kullanilan dozlar (1, 4, 10, 40, 100, 1000 pg/kg ) gbz Oniine alindiginda dozlarin ¢ok
kiiclik oranlarda oldugu, etkinin doz ile baglantili oldugu diisiiniilebilir.

Immatiir sican calismasindaki histolojik degerler ve POY gelistirilmis puberte
donemindeki sican ¢alismasindaki histolojik degerler ile UA/VA oranlar birbiri ile
ortiismektedir. Biz VCD ile 28 giinliik puberte donemindeki sicanlarda POY gelistirdik.
VCD nin meydana getirdigi follikiil kaybinin nedeninin apoptosis ve kaspaz-3
aktivitesinin artmasi oldugu diisiiniilmektedir (78). Resveratrol de antikanserojen
etkilerini bu yollarla gosterebilmektedir (37). Bizim yaptigimiz ¢alismada VCD+RES
10 grubunda hematoksilen-eosinle boyanan histolojik kesitlerde follikiil sayilarinimn
artmis oldugu goriildii. Ancak bununla ilgili istatistiksel bir ¢alisma yapilmadi. Bu
ylizden bu artisin anlamli olup olmadigini sdylemek zordur. Ancak Thompson ve
arkadaglariin yaptiklari bir ¢aligmada (78), 28 giinliik sicanlara, 80 mg/kg VCD ip
yolla, 0,1 mg/kg 17 beta E sc yolla, 0,Ilmg/kg genistein ip yolla verilmis ve primer
follikiil sayilarinin VCD grubunda kontrole gore anlamli bir azalma gosterdigi ancak
VCD ile birlikte 17beta E ve genistein verilen gruplarin kontrol ile aralarinda bir
farklilik olmadigi gorilmiistiir. Yine aym c¢alismada kaspaz 3 aktivitesi de
degerlendirilmis ve VCD verilen grupta kaspaz-3 aktivitesinin kontrole gore arttig
ancak VCD+genistein verilen grupta bir farklilik bulunmadig tespit edilmistir. Bizim
calismamizda resveratroliin etkisi ile bu g¢alismada genisteinle gosterilen sonuglar

ortiismektedir. Bu arastiricilar genisteinin kaspaz-3 aktivitesini dogrudan etkilemedigi
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halde VCD nin bu enzim iizerinde olusturdugu etkiyi ortadan kaldirabildigini One
stirmiislerdir. Genistein ve resveratrol benzer fitoestrojenler olmasi nedeniyle bu agidan

benzer davranis gosterebildigi diisiiniilebilir.

Kemik Dansitometre sonuglar1 her ne kadar anlamli olmasa bile POY
gelistirilmis siganlarin kan analizlerinde Vitamin D sonuglar1 degerlendirildiginde bu
degerlerdeki degisimin POY gelistirilen sicanlarda UA/V A orani sonuglari ile ortlistiigii
goriilmektedir. Ke ve arkadaslarinin yaptiklari bir c¢aligmada (44) nonsteroidal
estrojenik agonist/antagonist etkileri oldugu diisiiniilen CP-336,156 adli1 bir madde 28
giin stire ile 5 aylik ovariektomize disi si¢anlara verilmis ve kemik dansitometresinde
kontrol grubuna gore anlamli yiikselmeler saptanmistir. Ancak burada deneye alinan
sicanlar yas olarak oldukga biiyliktiir. Ayrica madde verilme siiresi de olduk¢a uzundur.
Bizim c¢alismamizda disi siganlarin 28 giinliik oldugu ve 4 giin siire ile tedavi edildigi
diistiniiliirse bu sonucun kaginilmaz olacagi ortaya ¢ikar. Belki daha uzun siire ile tedavi
ile kemik dansitometresinde anlamli sonuglara ulasilabilir. Zira estrojenik bilesiklerin in
vitro (43,76) ve in vivo olarak (10,23,75) multipl iskelet koruyucu etkileri ve
postmenopozal kadinlarda osteoporoz a kars1 pozitif etkileri oldugu ortaya ¢ikarilmistir

(50).

Estradiol sonuglar1 g6z oniine alindiginda 20 mg/kg dozda resveratroliin estradiol
diizeyinin,10 mg/kg dozdaki resveratrol grubuna gore anlamli olarak distigi
goriilmektedir. Bu sonug¢ da resveratroliin estrojenik aktivitesinin literatiirlerde izlenen
bifazik etkileri ile ortismektedir. Biz diger ¢alismalarda bu dozu denemedik. Ancak
estrojenik aktivite agisindan 10 mg/kg doz en uygun sonucu vermektedir. POY
gelistirilmis sicanlarda estradiol degerlerine bakildiginda, VCD+RES10+TMX ve
VCD+17betaE verilen gruplarda estradiol degerlerinin kontrol degerlerine gére anlamli
derecede arttig1 gozlenmektedir ki bu sonucta bizim yaptigimiz ¢alismanin amaci ile
uyumlu bir sonugtur. Biitiin bu estradiol sonuglarina bakildiginda resveratroliin parsiyel

agonist etki gosterdigi diisliniiliir.
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6-SONUC ve ONERILER

Bu calismada resveratroliin estrojenik etkilerinin degerlendirilmesi, immatiir disi
sigan calismasi ve POY gelistirilmis puberte donemindeki disi sican ¢alismasi olarak iki
asama halinde planlanmistir. Amag, ER'lerinin bulundugu bilinen dokularda
resveratroliin agonist ve/veya antagonist etkilerini incelemektir. Bu amacla her iki
asamada UA/VA oranlari, UKA/UYA oranlari, VA oranlari, uterus ve over histolojik
degerlendirmesi, kemik dansitometresi, kan estradiol ve D vitamini diizeyleri
incelenmistir. Immatiir sicanlarda UA/VA oranlar1 degerlendirmesinde resveratroliin
UA/VA oranmi 17alfa EE ye benzer bir sekilde artirdigi ve en diisiik anlamli etkinin 10
mg/kg resveratrol dozunda oldugu gorilmistiir. Bu etki tamoksifen ile azaltilmadigi
halde, fulvestrant tarafindan anlamli bir sekilde antagonize edilmistir. Calismamizda
POY olusturulan siganlarda tamoksifenin, resveratroliin etkisini tamamen ortadan
kaldiramadig1 goriilmektedir. POY gelistirilmis sicanlarda UA/VA degerleri agisindan
VCD+RES10+TMX verilen grubun ortalama degerlerinin, VCD+RES10 verilen grubun
ortalama degerlerinden daha diisiik oldugu bulunmustur. Estradiol sonuglar1 acisindan
degerlendirildiginde 20 mg/kg dozda resveratroliin estradiol diizeyini diislirdiigii
goriilmektedir. POY gelistirilmis sicanlarda estradiol degerlerine bakildiginda,
VCD+RES10+TMX ve VCD+17beta E verilen gruplarda estradiol degerlerinin kontrol
degerlerine gore anlamli derecede arttigi gozlenmektedir. Bu ¢aligmanin en onemli

sonucu resveratroliin estrojenik aktivite yoniinden dozunun 6nemli oldugudur.

Biitliin bu sonuglara bakildiginda resveratroliin estrojen modiilatorii olarak etki
gosterdigi diisiiniiliir. Ancak 6zelikle etki mekanizmasinin aydinlatilmasi agisindan daha

ayrintili ve reseptor ve ikinci haberciler diizeyinde ¢alismalar yapilmasi gerekmektedir.
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