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BEYAN

Bu tez ¢alismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar biitlin sathalarda etik dig1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri
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SIMGELER VE KISALTMALAR

ABD: Amerika Birlesik Devletleri
AMH: Antimiillerian hormon

APUD: Amine Precursor Uptake Deamin
cm: santimetre

CO: Karbon monoksit

DMBA: Dimetilbenzaantracene

DNA: Deoksiribo Niikleik asit

E2: Estradiol

FSH: Folikiil stimulan hormon

GnRH: Gonadotropin releasing hormona
GSH: Glutathione

Gpx: Glutatyon peroksidaz

H202: Hidrojen peroksit

HCG: Insan koryonik gonadotropin
HSG: Histerosalpingografi

HSP: Is1 sok proteini

ICSI: Intra sitoplazmik Sperm Enjeksiyonu
IGH: Ilkel germ hiicrelerinin

IVF : In vitro fertilizasyon

IUI: Intrauterin inseminasyondur

kg: Kilogram

LH: Luteinizan hormon

Max: Maksimum

MDA: Malondialdehid

mg: Miligram

min: Minimum

mm: milimetre

n. Splanchnicus minér: Kiiglik splenik sinir
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PID:
ROS:
SOD:
USG:

Triptofan N-asetiltransferaz

Azot monooksit

Reaktif nitrojen tiirevlerini

Siiperoksit anyonu

Hidroksil radikali

Ovaryen hiperstimulasyon sendromunu
Power of Hydrogen

Pelvik inflamatuar hastalik

Reaktif oksijen tlirevleri

Superoksid Dismutaz

Ultrasonografi
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GIRIS ve AMAC

Sigara bilindigi tizere birgok etken maddeden olugsmaktadir. Sigaranin duman igerisinde
yaklasik olarak 4700 iin iizerinde bilesen mevcuttur. Bu bilesenlerin ¢ogu aktif
farmakolojik olup ¢ogu toksik, mutajenik ve karsinojeniktir. Sigaranin kadinlarda uterus,
overler ve tubalar iizerine olumsuz etkilerine dair bir¢ok kanit bulunmaktadir. Bunlar
arasinda oksidanlar, prooksidanlar ve serbest radikallerin yaninda rediikleyici ajanlar,
formaldehid, asetaldehid, akrolein gibi aldehit ve ketonlar, polisiklik aromatik

hidrokarbonlar, fenolik bilesikler, karboksilik asitler, steroidler, nitrozamin sayilabilir. * %3

Sigaranin genel saglik tizerindeki negatif etkileri iyi bilinmektedir. Sigara akciger
kanseri, kronik bronsit ve koroner kalp hastaliklar1 olmak {izere baslica ii¢ tip 6liimciil
hastaliga yol acar. * Sigara baslica infertilite nedeni olabilecegi uzun zamandir
tartisilmaktadir. Fertilite; hipotalamus-hipofiz-over arasindaki aksi, gametleri ve
endometriumu i¢ine alan bir¢ok sistemin normal ¢alismasi sonucunda olusmaktadir. Ureme
sisteminin igleyisi kompleks olup, bu sistemin igindeki yapilar bir¢ok faktorden ve
etmenden kolayca etkilenebilmektedir. Sigaranin bu sistemi etkiledigine dair pek ¢ok kanit
literatiirde meveuttur.” ® Ozellikle geligsmekte olan iilkelerde, morbidite ve mortalitenin
Onlenebilir major nedenleri arasinda sayilmaktadir. Sigara icme prevalansinin tiim
diinyada, 6zellikle tireme ¢agindaki kadinlarda arttigi, ABD ve Avrupa'da bu yas

grubundaki kadinlarin 1/3'liniin sigara igicileri oldugu bildirilmektedir.’

Sigaranin infertilitesi iizerine etkileri baslica oosit sayisini azalttigi, in vitro fertilizasyon
sikluslarinda fertilizasyon oranini azalttig1, gebelik oranlarini diisiirdiigii, diisiik oranlarini
artirdigr gosterilmistir. 8 Sigara kullanim1 zararlar1 arasinda ayn1 zamanda erken menopoza
ve over rezervinin azalmasina neden olmaktadir. ° Son yillarda, sigaranin iireme saglig
tizerine olumsuz etkilerini ortaya koymaya yonelik olusturulan hayvan modellerinden elde
edilen veriler, sigaranin azalmis konsepsiyon oranlari, yardimla tireme tekniklerinin
kullanildig: tedavi siireglerinde daha diisiik basar1 oranlar1 ve prematiir over yetmezligi ile

iliskili olabilecegini ortaya koymustur.

Kiz ¢ocuklari, overlerinde sabit sayida over follikiilii ile diinyaya gelirler ve primordial
follikiillerde Mayoz I basamaginda gelisimleri duraklatilan (arrest) bu belli sayidaki over

follikiilleri, puberte caginda ovulasyon hedeflenerek primer, sekonder, antral follikiiller
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101 By follikiiler biiyiime siireci, follikiiler

seklinde bir araya toplanirlar (Recruitment).
havuzun tilkenmesine ve menopoza kadar devam eder. Over rezervinin tilkkenmesi, sigara
gibi ¢esitli gevresel ve yasam tarzi faktorlerinin olumsuz etkilerine sekonder olarak

hizlanma donemlerine girebilir.12 13

Cok sayida bilimsel ¢alismada, sigaranin yardimla tireme teknikleri kullanilan tedavi
sikluslarinda, elde edilen oosit sayisinin azalmasi, fertilizasyon oranlarinin diigiik olmast,
elde edilen embriyolarin kalitesinin daha diisiik olmasi, implantasyon, klinik gebelik ve
canli dogum oranlariin azalmasi ile iliskili olduguna dair veriler sunulmustur.* *° Sigara
icen kadinlarda menopozun daha erken yaslarda gergeklestigi (1-4 yil daha erken), bunun
sigaranin azalmis over rezervine yol agtigina isaret ettigi, sigaray1 birakmanin ise over
sagliginda ve fertilite oranlarinda iyilesmelerle iliskili oldugunu destekleyen bilimsel

veriler de bu bilgilerle uyumludur.*® '

Sigaranin over rezervini hangi etiyopatogenetik mekanizmalar iizerinden olumsuz
etkiledigine dair hayvan modelleri gozden gegirildiginde ise, follikiiler sagkalimin ve
selliiler viabilitenin proapoptotik belirtecler Bax, aktive Caspase 3, HSP 90ab1'de artis ve
DNA fragmentasyonu ile iligkili olarak azaldigi tespit edilmistir. N Yenidogan overlerinin
sigaraya maruz kalmasi sonucunda apoptozisin indiiklendigi, Caspase 2-3 diizeylerinin ve
DNA fragmentasyonunun arttigi izlenmistir." Sigaranin i¢inde bulunan ve aryl
hidrokarbon reseptorleri {izerinden etkiyen kimyasallarin apoptotik yolaklari indiikledigi,
yine karbon monoksit ve nikotinin vazokonstriiktif etkilerinin intervilldz araliklardaki
koagiilasyona ek olarak apoptozisi uyardig1 gosterilmistir. 20 Sonug olarak, apoptozise
sekonder gerceklesen follikiiler atrezinin yol agtigi primordial follikiil havuzunun
kiiciilmesi, prematiir over yetmezliginin ve infertilitenin muhtemel mekanizmalarindan biri

olarak g(irﬁlmektedir.21

Follikiiler gelisimin Mayoz I asamasinda uzun siire duraklamasi sirasinda, reaktif
oksijen tiirevlerinin (ROS) ortamda biriktigi, ROS'a bagli mitokondrial DNA hasarinin ve
mitokondrial DNA mutasyonlarinin, telomer kisalmasinin ve disfonksiyonunun azalmis
oosit sayis1 ve kalitesi ile iligkili oldugu, tireme fonksiyonlarinda basarisizlik ve infertilite
ile sonuglandig1 bildirilmistir.”* Ayrica reaktif oksijen tiirevlerinin over follikiillerinde ve
granuloza hiicrelerinde apoptotik hiicre 6liimiine yol agtig1, overin antioksidan savunma

reaksiyonlariin azaldigi, etkisiz kaldig1 ve oksidatif hasarin yas ilerledikce arttig
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gdzlenmistir.”® Overlerin follikiiler ortamindaki oksidan/antioksidanlar arasindaki
imbalansin bozulmus follikiilogenezle iliskili oldugu belirtilmistir.”® Oksidatif stresin
telomer hasarina yol acarak kromozomal instabilite ve apoptozisle sonlandigina dair veriler

sunulmustur.24

Sigara, reaktif oksijen tiirevleri ve serbest radikalleri kapsayan pek ¢ok kimyasal-reaktif
molekiilleri igerir (CO, hidrojen peroksit, nitrojen oksitleri gibi). Serbest radikallerin
onemli bir kaynag1 olup ROS-iliskili endojen enzimleri aktive etme kapasitesine sahiptir.
Sican over dokusunun, sigaranin igerigindeki kimyasal maddelerden DMBA
(dimetilbenzaantracene) ile kiiltiire edildiginde oksidatif stresin indiikledigi apoptoziste
artis oldugu, glutatyon ile kiiltiire edildiginde ise dogal kosullarda antioksidanlar tarafindan
engellenen hiicre 6liimiiniin gerceklestigi izlenmistir.” DMBA etkisi ile overlerde
granuloza hiicresi-00sit, granuloza-granuloza hiicreleri interaksiyonu igin gereken gap
junction proteinleri Connexin 37-43'de azalma meydana geldigi gosterilmistir.® Ayni

islemin primordial ve primer follikiillerde kayba neden oldugu goriilmiistiir.**

Diger fare ve sican ¢alismalarinda da nikotin maruziyetinin primordial follikiillerde
degil ancak primer, sekonder ve antral follikiillerde azalmaya yol agtig1, bunun da biiylime
asamasindaki follikiillerin dliimii ile iliskili olduguna isaret edilmistir. 2 Sabinoff'un
calismasinda ise farelerde B(a)P'a maruziyetin oksidatif stresi arttirarak oosit kalitesini,
sperm-oosit baglanmasini ve fliizyonunu olumsuz etkileyerek sadece kantitatif degil
kalitatif olarak da bazi reprodiiktif parametrelerin olumsuz etkilendigi gosterilmistir.
Primordial follikiillerin olusturdugu follikiiler havuzun kii¢lilmesi, prematiir over
yetmezligine gidisi gosterdigi gibi kalan oositlerin de azalmig kalite nedeni ile diistik

fertilizasyon kapasitesi gosterdigi bildirilmistir.*2

Resveratrol, Pentoksifilin, Vitamin E, Vitamin C gibi ¢esitli antioksidan molekiillerin
farkli dokulardaki oksidatif hasar1 6nleyebilme ve bu sekilde koruyucu etki gésterme

iizerinden klinikte kullanimlari olabilecegine dair veriler mevcuttur.”® 2" 28 %

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin), viicutta basta pineal glandda olmak tizere
beyin, goz, gastrointestinal sistem, akcigerler, cilt, bobrek, karaciger, tiroid, timus,
pankreas, immun sistem ve reprodiiktif sistem gibi ¢ok farkli dokularda tiretilen bir

nérohormondur. > 3! %2
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Esansiyel aminoasitlerden triptofandan sentezlenen bir indolamin olup, sirkadien
ritmlerin ve uyku-uyaniklik sikluslarinin regiilasyonunda anahtar rol oynar. Seksiiel
aktivite ve reprodiiktif fonksiyonlar, immun yanit, yaslanma siireci, 1s1 regiilasyonu ve
tiimor biiylimesi gibi fizyolojik siireclerde de gorev aldigi tespit edilmistir.”® Noroendokrin,
néroimmunolojik, kardiyovaskiiler ve onkostatik aktivitelerde, lipid metabolizmasinda,
gebelik ve dogum zamanlamasinda, korpus luteum fonksiyonunda da yer aldigina dair
veriler mevcuttur.®® Melatonin, bazi etkilerini spesifik membran reseptorleri araciligiyla
gergeklestirirken, direkt serbest radikal temizleyiciligi gorevini yiiksek lipofilik karakteri
ve diffiizyon kapasitesi ile reseptore gereksinim duymaksizin yerine getirir.** Melatoninin
direkt ve indirekt mekanizmalar iizerinden etki gdsteren kuvvetli bir antioksidan molekiil

oldugu bilinmektedir.>* %

Melatonin ve metabolitleri, direkt aktivitelerini reaktif oksijen tiirevlerini (ROS) ve
reaktif nitrojen tlirevlerini (NOS) temizleme iglemi iizerinden, indirekt etkilerini ise
muhtemelen epigenetik mekanizmalarin rol aldig1 antioksidatif enzimlerin stimiilasyonu,
pro-oksidatif enzimlerin inhibisyonu yoluyla gerceklestirir.>” *® Melatonin, amfifilik
yapisindan dolayi tiim morfofizyolojik bariyerlerlerden kolayca gegerek yiiksek
antioksidatif etkinligini kolayca sergiler ve reaktif tiirevlere kars1 sitoprotektif etkinlik
gosterir. Serebrospinal sivi, tiikriik, siit, amnios, semen ve overde follikiiler sivida varligi
saptanmis olup, follikiiler ve serebrospinal sivilarda kandaki diizeylerinden bile yiiksek
konsantrasyonlara ulasabilecegi gosterilmistir.>* Ozellikle reprodiiktif sistem
incelendiginde, overlerde, kiimiiliis hiicrelerinde, oositte, follikiiler sivida ve plasentada
melatonin iiretildigi bildirilmistir.*> Melatoninin antioksidan aktivite ile overleri oksidatif
hasardan korumasi ve mitokondrial apoptozis yolaklariin indiiksiyonunu 6nlemesi
sayesinde, yardimla tireme tedavilerinin uygulandig olgularda daha iyi oosit ve embriyo
kalitesi, daha yiiksek fertilizasyon ve gebelik oranlari elde edilebildigine dair veriler

mevcuttur.>® 4°

Bu hayvan calismasinda, sigaraya maruz kalan si¢anlarda sigaranin over rezervi iizerine
olumsuz etkilerine karsi, antioksidan bir molekiil olan melatoninin koruyucu etkileri olup

olmadiginin aragtirilmasi planlanmaistir.
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2. GENEL BILGILER

2.1 OVER
2.1.1. Over Anatomisi

Kadin iireme sisteminin organlarindan olan overler, erkeklerdeki testislerin karsilig
olup, uterusun her iki yaninda yerlesmistir. Batin alt kadranda sag ve sol olarak pelvise
oturmus olarak bulunurlar. Overler adneksial bosluk i¢ine yerlesmislerdir. #1492 Overler ve
tubalar adneksleri olustururlar. Overler hormon aktivitesi ve biiyiikliigli yasa, mensturel
siklusun zamanina ve ekzojen hormon siipresyonuna bagh olarak degisir. ** . Overler,
reprodiiktif donemde yaklasik olarak 2.5-5 cm uzunluga, 1.5 ile 3 cm kalinliga ve 0.7 ile
1.5 cm genislige sahiptirler.*** Agirliklari yaklagik olarak 45 gram kadardir. Menopozal

donemle birlikte atrofiye ugrayan overlerin agirliklar: 23 grama kadar diisebilir.** *?
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Overler dista bir korteks tabakasi ve bunun i¢ kisminda bulunan medulla tabakasindan
olusur. Kortekste temel olarak bulunan yapilar folikiil, korpus luteum ve korpus
albikanslardir. Medulla da esas olarak damar yapilari ve fibromuskuler doku yani bag
dokusundan meydana gelmektedir.”* * Overin yiizeyi tunika albuginea bag dokusu ile
ortiilii olmasi sebebiyle pembe-beyazimsi renktedir. Adolesan donem 6ncesinde diiz ve
piiriizsiiz olan ovelerin yiizeyi, ovulasyon siireciyle beraber diizensiz ve piirtiiklii bir hal

alir. ®

Her iki over mediyal kisimlardan uterusa uteroovaryan ligament ile baglanir. Diger
taraftan lateral kisimlardan infundibulapelvik ligament araciligiyla pelvik duvara baglanir.
Infundibulopelvik ligament, diger bir adi ligamentum suspensoriumun iginden arteria
ovarica ve sinirler gecer. **** Overlerin kendine ait mezenterleri bulunmakta olup, bu

. 44
mezenter dokusuna mezoovarium olarak adlandirilmaktadir.

Overin kan dolasimi, abdominal aortanin 6n yiiziinden ¢ikan arteria ovaricalar
tarafindan ve de uterin arterlerin ovaryan dallar tarafindan beslenir.*® Venleri ise farklilik
gosterir. Sag ovaryan ven, vena kava inferiora direkt bosalirken; sol ovaryan ven ise sol
renal vene bosalir ve burdan vena kava inferiora drene olur.® Mezoovaryumda, overlerin

kanlanmasini saglayan uterin arterin ovaryan dallari ile ovaryan arter anastomoz yaparlar.*°

Overin lenfatikleri, ovaryan arteri takip ederler ve lomber 1. disk seviyesinde para-

aortik lenf nodlarina agilirlar. 4142

Overlerin inervasyonu, infindulapelvik ligamentteki seyrinin ardindan, pleksus renalis
tarafindan saglanir. ** Otonom sisteme ait sempatik lifler N. Splanchnicus minor aracilig:

ile gelirken, parasempatik lifleri vagus siniri aracihig ile gelir. **
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2.1.2 Over Histolojisi

Overlerin yiizeyi tek katl yass1 yada kiibik epitel hiicreleri tarafindan kaplhidir; bu epitel
tabakasina germinal epitelyum denir. Epitel tabakasinin altinda, overin rengini veren siki

bir bag dokusu tabakasi olan tunika albuginea bulunur. 47 48 4°

Tunika albugineanin alt tabaksinda over follikiillerinin bol miktarda bulundugu korteks
tabakasi yer alir. Oositlerin i¢inde yer aldig: follikiiller, korteksin bag dokusu (stroma)
icinde gomiilii halde bulunurlar. * Overin stromasinda 1g bigiminde olan fibroblast
hiicreleri bulunur. Fibrobrastlar, hormonal uyarilara diger dokulardaki fibroblastlara
nazaran farkli yanit verirler. Overin en i¢ kisminda yer alan, gevsek bag dokusunun

cevreledigi yogun damarlanma gosteren mediiller tabaka bulunur. Korteks ile medulla

bolgeleri arasinda kesin bir sinir yoktur.48 “
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Copyright @ 2001 Banjamin Cummings, an imprint of Addison Wesley Longman, Inc.

Sekil 2: Overin histolojisi (2001, Benjamin Cumming)

Overin diger parankim hiicresi olan graniiloza hiicreleri ile oosit arasinda karsilikli

sinyal iletimini saglayan gap-junctionlar baglantilar bulunmaktadir. Graniiloza hiicreleri bu
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oluklu baglantilar yardimiyla oositin metabolik ihtiyacinin %85“ini aktararak beslenmesini
saglamaktadir. Ayrica bu sinyal iletimi sonucu oosit transkripsiyonal aktivitesi
diizenlenmekte ve bir¢ok oosit proteinlerinin post-translasyonel modifikasyonlari
uyarilmaktadir.>® Graniiloza hiicreleri bir bazal membran i¢inde yer aldiklarindan histolojik
preparatlarda diger yumurtalik hiicrelerinden kolaylikla ayirt edilebilirler. Buna karsin
tekal hiicreler yapisal 6zellikleri nedeniyle stromal dokudaki fibroblastlar ve diger bag

dokusu hiicrelerinden, kolayca ayirt edilemezler.>* %% %3

2.1.3 Over Embriyolojisi

Gonadal cinsiyet, dollenme sirasinda belirlenen genetik cinsiyet sonucunda olusur.>* *°°°

Yaklasik 5. gebellik haftasinda, gonad cifti yapisal olarak gonadal ¢ikintilar1 olusturmak
lizere mezonefros iizerinde ¢élemik ¢ikinti seklinde yogunlasir. Bu noktada, gonadin
morfolojik olarak over veya testis oldugu ayirt edilememektedir. Gonad dista ¢dlemik
yiizey epitel hiicreleri ile i¢ i¢e olan ilkel germ hiicreleri ve i¢te merkezde bulunan
medullar mezensimal dokudan olusmaktadir. Tam bu ¢ikintinin altinda mezonefrik kanal

bulunmaktadir. Bu farklilanmamis dénem yaklagik 7- 10 giin siirer.”’

Gonadlarin olusmasi ve farklilagmasi ilkel germ hiicrelerinin (IGH) ara (intermediate)
mezoderm bolgesine gelmesiyle baslar. IGH™i yolk kesesi ad1 verilen embriyo dis1 zarin
duvarindaki hiicrelerden dollenme sonrasi 4. haftada farklilasir. 4 ile 6. haftalar arasinda
IGH"1 ameboid hareketler ile ilkel barsagin etrafindaki dorsal mezenter yolu ile viicut arka
duvarma dogru goc eder. Ilk IGH"ler 5. haftada torokal 10. vertebra diizeyinde orta hattin
iki yaninda karin arka duvarina go¢ ederek gevsek mezenkimal doku igine yerlesirler ve
burada mitoz ile ¢ogalmaya baslarlar. IGH"lerin yerlestigi yerin yaninda sélom epitelide
bu hiicrelerle birlikte cogalir ve kalinlagirlar. S6lom epiteli ve IGH birlikte bir ¢ift genital
kabartiy1 olusturur. 6. haftada gerek s6lom epitelinden gerekse ara mezodermden genital
kabartiya gelen gonadin somatik destek hiicreleri ile IGH leri kaynasir. Overlere gelen
destek hiicreleri IGH etrafinda toplanirlar. Oogonyumla somatik destek hiicrelerinin

karsilikl etkilesimi sonucu overin kabuk kismi i¢inde ilkel (primordiyal) folikiiller olusur.
58 59 60

Gog sirasinda germ hiicreler prolifere olmaya baslamaktadir.?® Germ hiicreleri; overlerin

olusumu ve devamui i¢in ¢ok 6nemlidirler. Overler germ hiicreleri yoklugunda bozularak
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58 59

kordon benzeri yapilara donisiirler. Yani germ hiicreleri ovumun primer onciilleridir.

Yaklasik 6. Gebelik haftasinda farklilasma evresi tamamlanir ve birincil cinsiyet olusur.”’

Gestasyonun 6- 8. haftalarinda ovaryan farklilasmanin ilk isaretleri, 16- 20. Haftalarda
6- 7 milyon oogoniaya ulagsmasini saglayacak germ hiicrelerinin hizla mitotik ¢ogalmaya

576162
baslamasidir.

Bu donemden sonra germ hiicre sayis1 giderek azalacak ve 50 yil sonra
ise oosit deposu tamamen tiikenecektir.”” Programli hiicre 6liimii sonucunda bu say1 daha

sonra hizla azalir. Adélesan donemde bu say1 yaklasik olarak 400.000 civarindadir. 63

Yaklasik 9. Gebelik haftasi igersinde germ hiicreleri mitoz ile oogonyuma doniistirler.
Oogonialar ilk mayotik bolinmeye girip profaz evresinde durduklart dénemde oositlere
doniigiirler. Bu siire¢ 11- 12. Haftalarda baslar. Mayozun diploten evresine ilerlemesi
ancak gebeligin geri kalaninda olmakta ve dogumda tamamlanmaktadir.”’ Birinci evrenin
sonunda mayozun duraklamasinin sebebi muhtemelen graniila hiicrelerinden sentezlenen

inhibe edici maddeler aracili ile saglanmaktadir.

Ovum, oositin iki kez mayoz boliinmesi ile olusur. Birinci mayoz boliinme ovulasyon
oncesinde meydana gelmektedir. Ikinci mayoz béliinme ise sperm girisi ile meydana
gelmektedir. °” Gestasyonun 18- 20. haftalarinda hiicreden oldukg¢a zengin olan korteks
daha derindeki medullar bolgeden kaynaklanan vaskiiler kanallar tarafindan yavas yavas
delinir ve bu folikiil olugsmasinin baglangicini belirtir. o4 Vaskiilarizasyon kortekse dogru
ilerledikge, yogun kortikal hiicre gruplar gittik¢e daha kiigiik kisimlara ayirir. Mezensimal
yada epitelyal kaynakli perivaskiiler hiicreler de damar ile birlikte siiriiklenir ve bu hiicreler
mayozun birinci evresini tamamlamis olan oositleri cepecevre sarar. Sonucta olusan
primordiyal folikiil- mayozun profaz evresinde duraklanmis olan bir oosit ve onun
etrafinda bir bazal membran tarafindan ¢evrelenen tek katli igsi seklinde dnciil graniiloza
hiicreleridir.”” Onciil graniiloza hiicrelerinde olusan tabakanin graniiloza hiicre tabakasina
dontigmesi ile primer folikiiliin olusumu belirlenir. Daha ileri bir farklilasma daha
tamamlanmamis bir graniiloza hiicre cogalmasi ile preantral folikiil olusur. Gebeligin 6.

Ayinda pre-antral folikiiller tespit edilebilir. >
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Sekil 3: Foliikiil gelisimi (Gougeon, 1996)
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Folikiilogenez; overlerin olgunlasmasiyla iic tip folikiil gozlenir: ilkel folikiiller,
biiyiiyen folikiiller ve olgun (Graaf, Tersiyer) folikiiller. Biiyiiyen folikiiller de gelisiminde
gozlenen degisikliklere gore li¢ farkli evrede incelenir: Erken primer folikiiller, ge¢ primer
folikiiller, ikincil (antral folikiiller. Birinci mayoz bdliinmenin profaz evresinde duraksayan
ilkel folikiile igerisindeki birincil oosit bulunmaktadir. Ilkel folikiiller, overlerin parankim
hiicresi olan, tek tabaka yass1 graniiloza hiicreleri ile gevrilirken; diger folikiiller graniiloza
ve en distaki stromal hiicreler olarakta bilinen teka hiicreleri tarafindan ¢evrilmistir.
Folikiilogenezin son basamaginda olgun folikiil i¢erisinde ikincil oosit bulunmaktadir.

Folikiiller biiyiidiikge ve matiirlestikce tunika albugineaya dogru goc eder.®

Geg Birincil Folikiil evresinde FSH a cevap vermeyen folikiiller atreziye ugramaktadir.
65
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Sekil 4. Folikulogenezis (Ross MH,1995, Histology A Text And Atlas)

Oositlerdeki gelisim ve atrezi, apoptoz bir¢ok molekiiler mekanizmanin kontrolii
altindadir. Apoptoz, ovaryan follikiil’de bazi1 hiicrelerde goriiliir. Apoptoz Granuloza
hiicrelerinde ve luteal hiicreler siklikla eriskin donemde olur iken, oositlerdeki apoptoz
fetal hayatta karsimiza ¢ikar. Oositlerde apoptoz 13.haftadan basglar ve 14-20. haftalar
arasinda maximum seviyeye (%11-17) ulagir.” Doguma dek gitgide azalir ve postnatal
oositlerde apoptoz izlenmemektedir. Cevresel etmenler ( sigara) nedeniyle apoptoz

gortlebilmektedir.
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2.1.4 Over Fizyolojisi

Steroid hormonlarinin salinmasi (steroidogenez), oositin periyodik olarak olusumu ve
atilmasi (oogenez) olmak {izere overlerin primer olarak iki fonksiyonu vardir. 68
Hipotalamusta sentezlenen gonadotropin releasing hormona (GnRH) yanit olarak 6n
hipofiz hormonlarindan folikiil stimulan hormon (FSH) ve luteinizan hormon (LH)
salgilanir. On hipofiz bezinden salgilanan bu iki hormona yanit olarak overler tarafindan
primer steroid hormonlar dstrojen ve progesteron salgllamr.69 "% FSH, folikiillerin
gelisimini ve folikiiler hiicrelerden ostrojen salgilanmasini uyarir. ° '+ LH, ikincil oositte 1.
mayotik béliinmenin tamamlanmasini uyararak ovulasyonu tetikler ve oviilasyon
sonrasinda ovumun atilmasi sonrast kalan folikiilden korpus luteum olusumuna ve buradan

progesteron salmimina neden olur.”® "

Dogurganlik caginda iiretilen dstrojenler arasinda en etkin ve miktar olarak fazla olan
ostadiol, graniiloza hiicreleri tarafindan iiretilir.”” > Overlerin teka hiicreleri tarafindan
sentezlenen progesteron, menstrual siklusun luteal fazinda endometriumun sekresyonal

degisimleri baslatarak uterusu zigotun implantasyonuna hazir hale getirir. *°

Adoblesan donem ile birlikte folikiilogenez baslar. Folikiilogenez, temel olarak 3
boliimde olusur. Bunlar baslangig, dongiisel (siklik) ve dominant folikiil donemleridir.
Folikiil i¢indeki birincil oosit bu donemde 1. mayozun profaz 1 evresinden 2. mayozun
metafaz 2 evresine kadar ilerler. Oosit etrafindaki folikiil hiicreleri ise genel olarak
gonadotropin bagimsiz ve gonadotropin bagimli olmak {izere iki ana siiregten geger. 073y
folikiilogenez siireci her bir folikiil i¢in 84 giin siirelidir. Gonadotropin bagimsiz donem,
84 giinliik periodun son 14 giiniine tekabiil eder. Bu donemde 00sit kapasitesine, yasa ve
cevresel faktorlere bagimli olarak her bir yumurtalikta 3-11 adet folikiil segilir. Bu

folikiiller FSH’ 1n tonik salinmalarinin etkisi ile geg birincil folikiil evresine kadar gelisir.50
7475

Gonadotropin bagimli donemde FSH ve LH birlikte folikiilii etkileyerek siklik
folikiilogenez donemine ge¢isi saglarlar. Ovulasyondan 6nceki son 7 giinde segilen
folikiillerden bir tanesi dominant folikiil haline geger. Ovulasyondan onceki son 24 saatte

ise LH pikiyle dominant folikiildeki oosit ovulasyonla birlikte atilir. ° ™"
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Ovulasyon, ortalama 28 giinliikk mensturasyon siklusun yaklasik 10-17. Giinleri arasi
olur ve her siklusta yumurtaliktan bir o0sit serbest birakilir. LH olgun folikiiliin hizlica
sismesine ve duvarinin zayiflamasina sebep olarak ovulasyonu tetikler. *° " Menstrual

siklusta her zaman ovulasyon gerceklesmeyebilir ya da birden fazla oosit atilabilir.>® ™

Folikiil hiicreleri; ovulasyondan 6nce sahip olduklar1 FSH reseptorlerinin yanisira LH
reseptorleri de bulunur. Bunun nedeni dominant folikiiliin (preoviilatuvar) korpus luteuma
doniismesi i¢in graniiloza hiicrelerindeki LH reseptorlerinin gelismesi gerekmektedir. LH
reseptorleri, teka hiicreleri tizerinde bulunmaktadir ve baglangicta graniiloza hiicreleri
tizerinde yoktur. Ancak folikiil biiyiidiikce FSH, graniiloza hiicreleri iizerinde LH
reseptorlerinin ortaya ¢ikisini uyarir. LH tarafindan uyarilan teka interna hiicrelerinde
androjen sentez ve salinimi artar, olusan androjenler 6strojen onciilii olarak graniiloza
hiicrelerine yollanir. Graniiloza hiicreleri de FSH etkisiyle i¢ tekadan gelen androjenleri
dstrojene gevirirler. Ostrojenin artis1 sonucu graniiloza hiicrelerinde ¢ogalma artar ve
folikiil biiylimeye devam eder. Ovulasyondan 24 saat 6nce olan LH piki ile graniiloza
hiicreleri iizerindeki LH reseptorleri duyarsizlasir ve LH cevabi sonucu sentezlenen
Ostrojenin iiretimi durur. Ovulasyondan sonra ise yumurtalikta kalan folikiiliin graniiloza
ve i¢ teka hiicreleri, LH tarafindan uyarilarak luteinizasyona ugrarlar ve hormon salgilayan
gecici, biiyiik bir endokrin bez olan korpus luteumu olustururlar. Korpus luteum,

progesteron ve az miktarda Sstrojen salgilamaktadir.”® 7

Korpus luteum, fertilizasyon sonrasi 8. haftaya kadar varligina devam eder. Daha sonra
progesteron salgilanmasini plasenta siirdiiriir. Bu siirecte korpus luteumun bozulmasi
sinsityotrofoblastlardan gelisen insan koryonik gonadotropin (hCG) tarafindan engellenir.
"8 Gebelik olusmamissa korpus luteum giderek geriler, progesteron yapimi durur ve korpus
albikans olarak beyaz renkli fibrotik dokuya doniisiir. Korpus luteumun gerilemesine
olayma luteoliz denir. Korpus albikans yumurtaliklarda kiigiiliir ve bir nedbe dokusu olarak

kalir, 879
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2.2 infertilite

Infertilite bir yil siireyle korunmasiz cinsel iliskiye girilmesine ragmen gebeligin
olusmamas olarak tanimlanmaktadir. % Saglikli geng bireyler yaklasik olarak %85-90
oraninda bir yil i¢erisinde gebe kalmaktadir. Bunlarin cogunlugu ilk 6 ay igerinde
olmaktadir. ®' ¥ Fekundabilite bir siklustaki gebelik olusma olasilig1 iken, fekundite

canli dogum ile sonuglanan siklusu ifade etmektedir. >’

Infertilite tan1 ve tedavisindeki gelismeler son 25-30 yil iginde ¢arpic bir sekilde
artmistir. Infertilite konusunda halkin ve hekimlerinde farkindalig artmakta ve
nedenleri arastirma kapasitesi giinden giine gelismektedir. Ozellikle invitro
fertilizasyon ( IVF) ve diger yardimci tireme tekniklerindeki gelismeler, bazi infertilite

gruplarinda prognozu iyilestirmistir.>’

ABD de kadinlarin daha ileri egitim alma ve kariyer yapma istegi, ileri yasta
evlilikler, bosanmanin siklagmasi, korunma yontemlerindeki gelismeler ve aile
planlamasinin daha etkin kullanilmasi1 sonucunda yaslhiliga bagh infertilite sikliginda
artis gozlenmektedir. Yaslanmanin kadin infertilitesine olan etkisi, istemli kisitlama
olmayan ¢iftlerden olusan dogal popiilasyonda yapilan fertilite calismalar1 sonucu
gosterilmistir.”” Genel olarak, dogurganlik oranlar1 toplumda 25-29 yas kadinlarda %4-
8 iken, 30-34 yagtakilerde %15-19, 35-39 yas arasinda %26-45 ve 40-45 yas arasinda
%95 ten daha diisiik degerlere sahiptir. % ® Aym zamanda yardimer iireme teknikleri
ile elde edilen basar1 oranlari yasla beraber azalmaktadir. Bunun en 6nemli nedeni
toplanan oositler ve elde edilen embriyolarin azalmasi ve implantasyon olasiliginin

azalmasi olarak diisiiniilmektedir. 8 86

Yardimci tireme tekniklerindeki canli dogum oranindaki azalmanin ikincil nedeni
olarak gebelik kayip oranlarindaki artis olarak géziikmektedir. Dogal olarak elde edilen
gebeliklerde diisiik oranlar1 30 yas dncesinde %7-15 iken 40 yas iizeri bu oran % 34-52

seviyelerine yiikselmektedir. #2788

Overin folikiil tiiketim miktarinin dogru bir sekilde model olusturulmasi énemlidir.
Keza tiremeyle ilgili plan yapmalarina yardim edebilmek i¢in mevcut folikiil sayisinin

6ngoriilmesi lazimdir. %
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2.2.1 Infertilitenin degerlendirilmesi

Infertilite degerlendirilmesi, {ireme performanslarina bakilmaksizin ciftler birlikte
degerlendirilmelidir. Infertilite bir biitiin olarak degerlendirilmesi gerektiginden ciftler
goriismelere ve her muayeneye birlikte gelmesi 6nemli bir husustur. Ciftlerin birlikte
muayenelere istirak etmesi hatirlanmayan veya bilinmeyen bir bilgiye 151k tutabilmektedir.
Bununla beraber sorular direkt olarak sorulabilmekte, oneriler veya tedavi interaktif bir

sekilde yonlendirilebilmektedir. >
Infertil giftleri degerlendiren klinisyenlerin 4 temel amac1 olmalidur:
- Miimkiinse infertilite 6zel nedenlerinin tanisinin konulup tedavisinin uygulanmasi

- Gegmiste Ogrenilen yanlis bilgilerin diizeltilmesi, arkadas ve ¢evresinden edinilmis

bilgilerin dogru bir sekilde anlatilmasi.

- Tedavi stiresince duygusal destegin saglanmasi, gerekirse destek gruplari kurulmali ve

grup terapisi yapilmali ve durumun olaganligi anlatilmalidir.

- Dogal yollardan gebelik saglanamayan giftlerde, IVF, dondr gametler ve evlat edinme

hakkinda bilgi verilmelidir.
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Danigmanlik verilmesi aslinda infertilite degerlendirilmesinin temelini olusturmaktadir.
>’ Degerlendirmeye baglarken en énemli adim ayrintili bir dykii alinmasi ve fizik

muayanedir. Spesifik belirti ve bulgular 1s18inda infertilite nedeni erken olarak saptanabilir.
92

Oykiide baslica anamnezinde baslica sorgulanmasi gerekenler; gravida, parite, gebelik
sonugclar ve iliskili komplikasyonlar, menstruasyon siiresi, dismenore siddeti, cinsel iligki
siklig1 ve islev bozuklugu, gecirilen cerrahi islemler, cinsel yolla bulasan hastaliklar,
kullanilan ilaglar, anormal smear bulgusu, madde kullanim &ykiisii mevcut mu, dogumsal

anomali, aile oykiisii, tiroid hastaliklari, galaktore ve disparonidir.

Fizik muayenede; agirlik, viicut kitle indeksi, tiroid bezinde biiylime veya nodiil, meme
salgilar1 ve Ozellikleri, androjen fazlaligi bulgulari, pelvik veya abdominal hassasiyet,
organ biiyliimeleri veya kitle, adnekslerde veya douglasta hassasiyet veya nodiilarite

. - 7
saptanmasi onemlidir. >

Mensturasyon ile ilgili bulgular; ovulasyonla ilgili bozukluklara, servikal intraepitelyal
neoplazi Oykiisii olanlarda servikal faktorlere bagli bozukluklara ve stenozun tanisini
saptamaya yardimci olmaktadir. Gegirilmis uterin cerrahiler ve komplike olmayan gebelik

sonlandirmalari, gebelik elde etmede olumsuz etkisi bulunmaktadir. % *

Keza endometriyozis diisiiniilen olgularda, dismenore, disparoni, Douglas hassasiyeti
anlamli1 olabilir. Oligomenore, hipomenore veya amenore ataklarinda azalmis over rezervi

ve polikistik over sendromu akla gelmelidir. >’
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2.2.2 infertilite Nedenleri

Normal bir gebelik etmek i¢in; ovulasyon, ovumun fallop tiipii tarafindan tutularak
tubaya aktarilmasi, tuba igerisinde ovum ve spermin fertilize olmasi, fertilize olan ovumun
uterin kaviteye tasinmasi ve en son endometriuma implantasyonunu igeren, bir dizi
kompleks olaylar dizisi meydana gelmektedir. Tabi bunun yaninda yeterli miktarda ve
nitelikte sperm, ovulasyon zamaninda servikste depolanmis olmalidir. Tiim bunlarin
151g¢1inda uygun degerlendirme ve tedavi etmek ve tedavi stratejinin gelistirmek i¢in

klinisyen bu olaylar dizisini g6z 6niinde buludurmalidir. 43

Infertilite nedenini arastirmaya baslamadan dnce, infertilitenin major sebepleri ve
degerlendirme i¢in temel bulgular gdz éniinde bulundurulmalidir. Infertilitenin temel
olarak nedenlerini siniflandirilacak olunursa; ovulatuar bozukluklar (%20-40), tubal ve
pelvik patoloji (% 30-40), ve erkek faktorleri ( % 35) dir. Tiim degerlendirmelere ragmen
bir kisim ¢iftte infertilite nedeni agiklanamamaktadir(%10). Tiim bu nedenlerin siklig1
yasla birlikte degismektedir. Ovulasyon bozukluklar1 daha geng yaslarda sikligi fazla olsa
da, tubal ve peritoneal faktorler yaklasik olarak geng ve yaslilarda sikliklari esit olarak
gozlenir. Erkek faktorleri ve nedeni agiklanamayan infertilite yash ¢iftlerde daha sik

goriilmektedir. °2 3

Erkek infertilitesi, infertilite nedenleri arasinda yaklasik olarak %35 1 kapsamaktadir. Bu
yiizden 6nem arz etmektedir. Erkek infertilitesinin arastirtlmasinin ilk basamagi olarak
semen analizi goriilebilir. Erkek esin 6ykisiinde herhangi bir travma, cinsel islevlerde
bozukluk veya genital bir anomali yoksa, semen analizi ilk basamak olarak alinabilir. Aksi
taktirde, ilk basamak olarak muayene ve ayrintili genital sitem degerlendirilmesi
gerekmektedir. Sperm analizindeki asikar patolojik bulgular ek degerlendirme
gerektirmektedir ve iirolog veya erkek infertilitesi iizerine 6zellesmis bir uzman tarafindan
degerlendirilmesi esastir. % Olgun sperm olusum siireci (spermatogenez) 90 giin
oldugundan, erkek es 3 aylik 6ykiisii alinmalidir. Keza erkegin adélesan donem hikayesi ve
yiiksek atesli hastaliklar sorgulanmalidir. 3 Cinsel yolla bulagan hastaliklar vas deferensi
tikanmasina yol a¢tigindan dikkatle sorgulanmalidir. Toplum i¢inde yaygin olarak goriilen

varikosel de bir diger akilda tutulmas: gereken durumdur. >’
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Kadin infertilitesinde, herhangi bir hastalikta oldugu gibi ayrintili anamnez ve fizik
muayene en Onemli basamagi olusturur. Kadin i¢in alinan 6ykii eksiksiz bir jinekolojik
oykii olmalidir. Ozellikle menstriiel dykiisii ve sikligy, siiresi, dismenore ve kanama miktari
onem teskil eder. Bunun yaninda persiste eden over Kisti olmasi, endometriozis oykiisii ,
leiomiyom olmasi veya myomektomi dykiisii, cinsel yolla bulasan hastaliklar ve pelvik
inflamatuar hastalik 6ykiisii olmas1 yine 6énemli hususlardir. Daha 6nce gegirilmis bir
gebelik mevcutsa; gebelik sonucu, gebelik kayb1 mevcut mu, erken dogum var mu,
karyoamnionit veya plasental retansiyon 6ykiisii mevcut mu ve fetal anomali mevcut mu
iyi sorgulanmalidir. Konizasyon Oykiisii olanlarda servikal stenoz veya servikal mukus
kalitesi ve miktar1 azalmasi beklenebilir. Cinsel iliski siklig1 ve zamani yani iliski

Oykiisiide sorgulanmalidir. 43
Infertilite nedenlerine yonelik degerlendirmede diisiiniilmesi gereken ana nedenler;

1) Ovulasyonla ilgili islev bozuklugu
2) Tuba ve pelvik hastaliklar

3) Uterus kaynakli hastaliklar

4) Servikal kaynakli hastalliklar

5) Erkek ese bagli hastaliklar olmak iizere belli ana baslilarda toplanabilir. ** >

Genel olarak ovulasyon ile ilgili problemler infertil ¢iftlerin yaklasik % 20’ sinden
sorumludur. Ovulasyon sorunlar1 gebelik elde edilemeyecek kadar ciddi anovulasyon veya
oligoovulasyon olabilir. Anamnezin yaninda ovulasyon fonksiyon bozukluklarini saptamak
icin belirli tetkik ve yontemler belirlenmelidir. Tabiki hi¢ bir test kesin tani
koyduramamaktadur. °" Menstriiel Sykiisii; anovulasyon tanis: konulmasinda tek basina

4357 Normal diizenli bir menstriiel Oyki 25-35 giin araliklarla olan ve 3-7 giin

anlamhdir.
kanamanin devam ettigi sikluslar olarak tanimlanabilir. 43 Premenopozal veya menopozal
doénemi andiran diizensiz, miktar1 azalmis menstruel kanama anovulasyon patern akla
gelmektedir. Ovulasyonu belirlemede siklus ortasi pelvik agri, meme hasasiyeti, akne,

yeme degisiklikleri kullanilabilir. **°’

Bazal viicut 1s1s1 artiglari ile de ovulasyon giinii hakkinda bilgi sahibi olunabilir. Bunun
nedeni progesteronun termogenik 6zelliklerine dayanmaktadir. Ideal bir bazal viicut 1s1

kaydi belirgin olarak bifazik patern gosterir, 1s1 artisindan yaslasik 12 giin sonra kanama
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beklenir. Gozlenen 1s1 artisindan 7 giin 6nce cinsel iligski baglanmasi ve 1s1 artiginin oldugu

giin sonlanrilmasi 6nerilmektedir. >7

Sekil 6: Bazal viicut 1s1s1 egrisi, bifazik patern

Serum progesteron dl¢iimii, dogru zamanda yapildiginda en basit, giivenilir ve objektif
testtir, bu yiizden en sik kullanilanilan testtir. Folikiiler fazda 1ng/ml’ nin altinda olan
progesteron degerleri, LH piki ile beraber yiikselmekte, ovulasyonun 7-8 giinlerinde en
yiiksek seviyelere ¢ikmaktadir. Adetin hemen basinda veya adet baslamadan 6nce 3 ng/ml
altindaki degerler normal olarak degerlendirilmektedir. Bunlarin haricindeki giinlerde

95 96

anovulasyonu gostermektedir. Ideal olarak ovulasyonun en iyi degerlendirilen

progesteron 0l¢lim zamani adet tarihinden yaklasik 1 hafta 6nce bakilandir. Genel inanis
olan adetin 21 giinii progesteron 6l¢iimii her zaman en dogru sonucu vermez. >’
Ovulasyonun belirlenmesinde kullanilan bir diger test ise LH kitleridir. Genel prensip
olarak midsiklustaki LH piki ile beraber idrarda atilan metabolitlerinin kitler ile tayinine
yarar. Genel olarak dngoriilen ovulasyondan 2 ila 3 giin 6nce bakilmaya baslanmalidir. LH
yarilanma omrii 48-50 saat oldugundan test ovulasyondan sonraki giin pozitif olarak

¢ikmaktadir. ©

Ovulasyonu degerlendirmek i¢in kullanilan bir diger yontem ise, progesteronun
endometrial dokuda olusturdugu histolojik degisimlerini gosteren endometrial biopsidir.
Folikiiler faz boyunca, endometrium dominant ovaryan folikiilden salgilanan Gstrojenle
iligkili olarak proliferasyon gosterecektir. Luteal fazda ise korpus luteumdan salgilanan
progesteron etkisiyle sekretuar transformasyon olacaktir. Anovulasyonda siklus devamli

folikiiler fazdadir; endometriumlar: devamli proliferasyon gostermektedir ve artmis
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Ostrojen uyarisiyla birlikte hiperplastik duruma gegmektedir. Kronik anovulasyonu olan
hastalarda endometrial biopsi, spesifik tedavi gerektirecek endometrial hiperplazinin
tanisinda veya ekarte edilmesinde kullanilmaktadir.”’ Insan implantasyon aralig1 ovulasyon

sonrasi 6-10 giinii iceren kisitl bir donemdir. %

Korpus luteumdan yetersiz salinan progesteron salgilanmasi veya luteal faz yetmezIligi
hem erken gebelik kayiplarinin hem de infertilitenin 6nemli bir sebebidir. ¥ %
Implantasyon penceresi goreceli olarak dar oldugu diisiiniilmektedir. 99100101 s lagimda
diisiik diizeyde progesteron seviyeleri endometrial olgunlagsmada gecikmelere neden olacak
ve sonugta implantasyon penceresinde kayma veya gecikmelere neden olacaktir. Yakin
zamana kadar rutin endometrial doku drneklemesi, luteal faz yetersizligi i¢in

kullamlmak‘[aydl.102 193 Artik infertilite degerlendirilmesinde kullamlmamaktadir. > Bunun

en 0onemli nedeni degerlendirmeler ve degerlendiriciler arasinda ¢ok fark olmasidir.”®

Transvajinal ultrason ile seri goriintiileme yontemi en son bulunan ve en komplike
ovulasyon degerlendirme testidir. Goriintiilemeler sayesinde ovulasyon sonrasi olusan
karakteristik degisiklikler izlenmekte ve problem hakkinda bilgi sahibi olunmaktadir. Her
ne kadar ovulasyonun pozitif kanitlar1 hala kesin olmasada; seri ultrasonografi
muayeneleri, ovulasyon dncesi folikiillerin say1 ve boyutlar1 hakkinda detayli bilgi vererek

ovulasyonun ne zaman oldugunun dogru bir bi¢imde tahminini yapabilmektedir.

Ovulasyon oncesi donemde, preovulatuar folikiiller glinde yaklagik 2 mm lik biiyiime
gostermektedir (1-3 mm/giin). Ovulasyondan sonra, folikiil boyutu hizla azalir, kenarlari
hizla diizensizlesir, ekojenitesi artar ve culdesac’da sivi miktar: artar. *® Anormal folikiil

gelismeleri de izlenmektedir.

Serviks saglikli bir gebelik siirecinde 6nemli rol oynamaktadir. Servikal mukus, iliski
sonrasinda vajinaya gelen spermleri ejakiilattan ayirarak, morfolojik olarak kotii olan
spermleri elemine etmektedir. *® Spermin canli kalabilmesi i¢in biyokimyasal olarak hazir
hale getirilmesi servikal mukusun gorevidir. Ayn1 zamanda servikal mukus sperm igin
rezervuar gorevi de yapar. Boylelikle ejekiilasyondan ovulasyona kadar spermin canli
tutar. Mukus, jel yapisinda bir glikoproteindir. Miisin dizileri arasinda kanallar olan bir

yapist vardir. Ostrojen seviyelerinde degisimlerle birlikte menstriiel siklus boyunca bu
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kanallarda genisleme ve daralma olmaktadir ve sperm gegislerini ayarlamaktadirlar.*® 1%

108

Ostrojen ile servikal mukus iiretimini uyarilmaktadir. Folikiiler gelisim boyunca dstrojen

diizeyi arttikca mukusun miktar1 ve akiskanligi artarak sperm gegisine olanak

109 . . . e . f 1
Progesteron ise servikal mukus iiretimini azaltarak viskdz yapiya

4357

saglanmaktadir.

gelmesine neden olur, boylece sperm gegisine engel olacaktir.

Postkoital test, infertilitede servikal faktorii belirleyen infertilitenin geleneksel bir
metoddur. Postkoital testin zamanlamasi yani mukusun toplanmasi dnerilen tekniklere
uygun olmamasi ve yorumlar degisiklik gostermeydi. **° Bununla birlikte, servikal mukus
orneklemesi beklenen ovulasyondan hemen once iliskiden 2-12 saat sonra yapilmalidir.
Mukus aspirasyon veya nazal polip forsepsiyle toplanmalidir. Toplanan mukusun
mikroskopik ve makroskopik incelemesi ile var olan spermlerin motilite ve sayisi
belirlenir. Mukusun fiziksel 6zellikleri olarak, hacmi, pH, berraklig, seliileritesi,
viskositesi (spinbarkeit ) ve ferning testine bakilmalidir. Spinbarkeit; santimetre olarak
mukusun uzama yetenegine denir. Ferning testi ise mukusun cam tizerinde kurutulmasi
sonrast kristal yapisinin incelenmesidir. Motil spermin gozlenmesi, iliski teknigi ve sperm

yasam siiresinin yeterli oldugunu gostermektedir. *** 12 43

Bircok hekim, inceleme alanlarinda tek bir motil sperm izlenmesini pozitif veya normal

test olarak degerlendirmektedir. 110113 114

Yapilan testin normal olmamasi veya negatif
¢tkmasinin en sik nedeni mukus toplama zamanlamasinin uygunsuzlugudur. Servikal
faktor tanisinin konulmasi i¢in normal kisilerde de anormal test verir, bu ylizden ikinci kez
test tekrarlanmalidir.™** ¥ ° Servikal faktor infertilitesinde uygulanan en etkili yardime:
tireme yontemi intrauterin inseminasyondur (1UI). Ul tedavisi ile ilgili sonuglar ilgili
celigkili sonuglar mevcuttur fakat hic tedavi uygulanmayanlara gore orta diizeyde bir fayda

saglamaktadir. 116

Servikal mukus iiretiminde veya sperm mukus iliskilerindeki anormalliklerin nadiren
infertilite nedeni olmas1 nedeniyle; postkoital test, uzun siire infertilite arastirmalarinda
temel ve 6nemli bir yontem olarak sunulmasina ragmen artik nadir olarak kullanilmaktadir.

Spekulum muayenesi, kronik servisit olabilecegini diigiindiiriip ileri inceleme ve tedavi
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gerekliligi hakkinda bilgi verebilmektedir. Bu muayene ayn1 zamanda agir servikal stenoz
hakkinda da bilgi vermektedir. Her iki durumda da sperm-mukus iliskisi bozulacaktir.
Postkoital testin standart yontemi ve yorumu bulunmamasi da diger bir dezavantajidir. **°
Testin yorumlanmasi ve performansi deneyimli kisiler arasinda da farkliliklar

gostermektedir. 1

Endometrial 6rneklemede oldugu gibi postkoital testin de kanitlanmis tanisal degeri
yoktur. Infertil ¢iftlerin ¢ogunda test sonuglar tedavi se¢imini etkilememektedir. Test
sonuglari 1s1¢1nda olusan giftler arasinda anksiyete 1s18inda, rutin postkoital test anlamsiz
bir metod olmaktadir. Sonuglarin tedavinin yoniinii degisterecegi diisiiniilen kisilere test
uygulanabilmektedir. '8

Uterin faktorler infertilite hastalarinda nadir olup, infertil hastalar1 degerlendiriken her
zaman akilda tutulmasi gerekir. Uterin anomaliler, diger infertilite nedenlerine bagl
basarili tedaviler ile elde edilen gebeliklerde olumsuz sonuglara yol agabilmektedir. Uterin
faktorleri olarak, dogumsal anomalilerin yani sira leitomyomlar, endometrial polipler,
asherman sendromu gibi hastaliklar sayilabilir. Bunlara ek olarak kronik endometritte
fonksiyonel olmasi nedeniyle 6nemli bir yer tutar. Burda bahsedilen hastaliklar infertiliteye
olumsuz etkilerinin yaninda, gebelik idamesi ve sonuglarina da olumsuz etki yapmaktadir.
Tekrarlayan gebelik kayiplarinin etyolojisinde de yer alirlar. >” Konjenital uterin
anomalilerinden bahsedilecek olursa, kalitimsal olanlar en sik karsilasilanlar uterin septum,
unikornat uterus, bikornat uterus ve uterin didelfus olarak sayilabilir. Tabi bunlarin i¢inde
uterin septum histereskopik rezeksiyon olanagi ile kolay bir sekilde tedavi oldugundan ve
de tedavi sonrasi olumlu gebelik sonuglar1 olmasi nedeniyle sik¢a cerrahi secenek tercih
edilen bir hastaliktir. Intrauterin yasamda maruz kalman, sentetik dstrojen iceren
dietilstilbesteron nedeniyle olusan uterin anomalileride goz 6nilinde bulundurmak gerekir.
Klasik olarak T seklinde ve kiiciik bir uterus bu hastalarda gozlenir. **

Uterin anomaliler uzun zamandan beri gebelik kayiplari ve kotii obstetrik sonuglarla
iliskilendirilmis ancak genellikle infertilite ile net bir iligskilendirme yapilamamaigtir. Uterin
anomalililerin infertil kadinlardaki orani1 % 2- 4 arasindadir. ** *° Habituel abortus tamli
kadinlarda yaygimlig1 % 13 lere kadar ulasmaktadir. Infertilite tedavilerinde genellikle
cogul gebelik riski tasidigindan, uterin anomaliler dnem kazanir.”” Uterin anomalilerin

sikliklaria bakildiginde en sik uterin septum akla gelir (% 35). Bunu % 26 ile bikornat
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120

uterus, % 18 ile arkuat uterus ve %8 iuterus didelfus ile takip eder. ~** Diisiiklerin yani1 sira

septat uterus intrauterin gelisme geriligi, malprezentasyon, erken dogum ile de
iliskilendirilmistir. > *%°

Uterin septum Kkesin tedavisi primer olarak septoplasti gerektirmesede tedavi edilmemis
kadinlarda gebelik Oykiileri kotii olarak bulunmustur (% 80 gebelik kaybi, % 10 preterm
dogum, % 10 term dogum ). Gebelik kayiplarinin ¢ogu ilk trimesterdedir (% 65) ve cerrahi
uygulandiktan sonra sonuglarda (% 80 term dogum, % 15 gebelik kayb1) diizelme
goriilmiistiir. *** Gegmiste uterin septumlu hastalarin tedavisinde kullanilan laparotomik
metroplasti uygulamalari, postoperatif adezyon olusumuna neden olmaktaydi. Bu
adezyonlar gebelik olusumunu engelleyecek veya daha sonraki gebeliklerin sezaryen ile
sonuglanmasina neden olabilecekti. Endoskopik yontemlerin gelismesiyle beraber, ofis

Histereskopi ofis ortaminda uygulanabilen, diisiik mortalite ve morbidite oranlarina sahip,

hizli, pratik bir metod olarak karsimiza ¢ikmaktadir. >

Diger bir uterin faktor ise leiomiyomlardir. Benign diiz kas tiimorleri olan leiomyomlar
boyutlar1 ve yerlesimlerine bagli olarak implantasyonu olumsuz etkileyebilir. 122

Leiomyomlar reprodiiktif ddnemdeki kadilarda %20-40 oraninda goriilebilir. Infertil

hastalar arasindaki oran1 %10 civarlarindadir. > 124

Myomlarin infertilite olusum nedenleri;
1) Serviksin anatomik olarak yer degisimi sonucunda sperm gegisinin azalmasi

2) Uterin kavitenin seklinin bozulmasi veya kavite hacim degisiklikleri ile sperm

transportunda olumsuzluklar
3) Tubal ostiumlarin ¢evresinde yerlesmesi nedeniyle tubal tikaniklik

4) Adneksiyel anotomiyi bozmasi sonucu ovumun fimbriyalar tarafindan tutulumunun

engellenmesi

5) Kavite basisi nedeniyle veya uterin kontraksiyonlardaki degisiklikler nedeniyle sperm

veya fertilize olan ovumun transportunda olumsuzluklar

6) Uterusun fokal olarak kanlanma bozuklugu nedeniyle implantasyon bozulmasi olarak
siralanabilir. %
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Myomlarin infertiliteye etkisini en iyi gosteren ¢aligmalar, myomu olan ve olmayan
infertil kadinlardaki IVF sonuclarindan elde edilmis olup, infertilite ve gebelik olusum
oranlar1 submukoz myomlarda diisiik iken, endometrial kaviteye bas1 yapmayan ve 5-
7cmlik biiyiikligii olan orta boyutlardaki intramural ve subseroz myomlarda normaldir. *%
126 127128 g hnug olarak asemptomatik intramural myomu olan infertil kadinlar hakkindaki
karar en zor klinik yaklasimdir. Hastanin bu karar1 verirken over rezervi, infertilite siiresi
ve yas1 gdz onilinde bulundurulmalidir. Submuk6z myomlarda ise cerrahi genellikle
histereskopik olarak yapilir. Histeroskopide morbidite diisiiktiir ve acik cerrahiye gore
riskler daha az olmaktadir. Intramural veya subseréz myomlardaki yaklasim ise

laparoskopi ve laparotomik myomektomidir. **>’

Uterin faktorlerle ilgili bir diger konu ise uterin yapisiklik yani Asherman

sendromudur.*?® 30

Travma sonrasi endometrium biitiinliiglinii bozacak, damarlanmasi ve
fonksiyonunda bozulma yapacak herhangi bir islem yapisikliklara yani asherman
sendromuna neden olabilir. Intrauterin adezyonlar genellikle asemptomatik olsa da
goriilen semptomlari; menstriiel bozukluklar (hipomenore, amenore ve dismenore) ve
pelvik agrinin yani sira; tekrarlayan gebelik kayiplari, infertilite ve plasenta accreata
etyolojisinde yer almaktadir."* *** Gebeligin 6zellikle postpartum déneminde yapilan
miidahaleler daha hassas olan endometriumun hasarlanmasini kolaylastirmaktadir ve

endometriumun hasara ugramasi sonucunda adezyon goriilme riskini arttirir. *3*

Ayni
zaman da enfeksiyonlar ve inflamasyonda adezyonlarin etyopatogenezinde yer almaktadir.
132133 134 Genellikle olgularin %90 kadari dogum sonras1 missed abortus, inkomplet abortus
veya gestasyonel trofoblastik hastalik sonucunda kiiretaj1 ya da sezeryan veya vajinal
dogum sonrasi restlerle iliskilendirilmistir.135 Geri kalan yiizde 10’ Iuk kismu ise uterin
leiomyoma igin yapilan abdominal veya histeroskopik myomektomiler sonrasinda, uterin
anomaliler nedeniyle yapilan septum rezeksiyonlari veya metroplastinda sonrasi veya
endometrial polip eksiyonlari sonrasinda karsimiza ¢ikmaktadir. Genital tiiberkiiloz gibi
kronik enflamatuar ve enfeksiyoz durumlara yol ac¢an hastaliklarda da intrauterin
adezyonlar goriilebilmektedir. Elektif kiiretajlar sonrasinda nadir de olsa asherman
sendromu goriilme riski mevcuttur. 4857
Asherman sendromu diisiinlen hastalarda HSG ve sonohisterografi ile tani
dogrulanmalidir. Her iki metodunda 6zgiinliik ve duyarlilig1 %80 civarindadir. Bu

yontemler etkili tarama yontemleri olsa da histeroskopinin adezyonlarin lokalizasyonu ve
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yayilimini gostermedeki basarist daha yiiksektir ve ayni zamanda tedavi olarak
kullanilabilmektedir. **°

Asherman sendromu tanisinda altin standart kabul edilen histeroskopi; kaviter
adezyonlarin tedavisinde tercih edilen metottur. Histeroskopik adezyolizis mekanik
kiiretajdan daha giivenilir ve etkindir. Mukozal adezyonlar ¢evre doku ile benzerlik
gosterdiginden adezyolizis daha kolay iken; fibromuskuler ve bag dokudan olusan
adezyonlar yogun ve dens oldugundan mekanik olarak agilmasi ve adezyolizis yapilmasi
gerekmektedir. *° Birgok siniflama sistemi nerilen bu konuda herhangi bir ortak
konsensusa varilamamigtir. Adezyolizis mekanik olarak yapilmasinin yani sira,
elektrocerrahi ve lazer gibi yontemlerle direkt gézlem altinda adezyolizis islemi
uygulanabilir. Adezyolizis isleminden sonra yeniden adezyon olusmamasi i¢in ilagsiz
rahim i¢i araglar yada balon kateterler kullanilmasinda yarar vardir. Ayn1 zamanda yeniden
epitelizasyon i¢inde konjuge Ostrojen ve progestinler tedavide kullanilmaktadir.

Bir diger faktor olarak uterin kaviteye dogru uzanim gosteren, kanlamasi olan, sapl
veya sapsiz formlar1 olan endometrial biiyiimeler; endometrial polipten s6z etmek gerekir.
*" Sk rastlanilan endometrial polipler fertiliteyi olumsuz etkilemektedir.
Etyopatogenezinden sorumlu tutulan mekanizmalar ise endometrial hiperplazi, endometrial
dokunun gen mutasyonu ve aromatazin asir1 ekspresyonu oldugu diisiinilmiistiir. **’
B3¥Tanida en yardimer ydntem sono ultrasonografi ile endometrial kavitenin
goriintiilenmesidir. Tabi bu yontemde submiik6z myomlarla ayirici tanis1 onemlidir. 4857

Histeroskopik polipektomi sonrasi infertil hastalarda fertilite sonuglari geligkilidir.
Bununla birlikte 2 cm’nin lizerinde endometrial polipi olan infertil kadinlarda yapilan bir
calismada IVF sonuglar1 tedavi edilen ve edilmeyen kadinlarda benzer ¢ikmustir. 139 {nfertil
kadinlar arasinda siklig1 yaklasik % 3-10’ dur. 0 Endometriozisi olan kadinlarda
endometrial polip olasilig1 daha yiiksektir. *** Poliplerin tanisinda HSG veya transvajinal
ultrasonografi ile kullamlabilir. * Mevcut kanitlar 1s13inda endometrial polipi olan infertil
kadnlara tedavi 6nerilmektedir.>” Bununla birlikte semptomatik kadinlarda da

histeroskopik degerlendirme ve tedavi tercih edilebilmektedir. °’
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Sekil 7: infetilite nedenleri (2015, Wright State Physicians)

Bir diger nadir ama 6nemli infertilite nedeni ise kronik endometrittir. Servisit ve persiste
eden bakteriyel vajinosisi gibi semptomatik alt genital sistem enfeksiyonlari olan

kadinlarda subklinik endometrit goriilmesi olasidir. 142 143

Miikopiiriilan servisit etkeni olan
Chlamydia (C. trochomatis) ve mycoplasma (M. genitalium) enfeksiyonlari ile
iliskilendirilmis olup; her iki organizma da tubal nedenli infertilitede 6nemli rolii bulunup

kronik endometrite neden olmaktadur, 14 14> 14°

Uterin faktorlerin degerlendirilmesinde, kaviter lezyonlarin saptanmasinda genellikle

transvajinal ultrasonografi, histerosalpingografi ve histeroskopi kullanilmaktadir. **

Kronik pelvik agr1 veya dismenore gibi spesifik olmayan semptomlar tubal kaynakli
infertilite nedeni olabilir. Adezyonlar nedeniyle tubal hareketler etkilenmekte, ovumun
alinmasi veya fertilize olan ovumun tagimasinda sikint1 yasanabilir. ** Tubal ve peritoneal
infertilite de en sik goriilen infertilite nedenleri arasinda olup, infertil hastalarin yaklagik
ticte birinde goriilmektedir. Pelvik inflamatuar hastalik (PID) 6ykiisii, septik abortus,
endometriozise bagli inflamasyon, riiptiire apandisit, tubal cerrahi veya diger cerrahi

nedenli travmalar ve de ektopik gebelik gibi hastaliklarda tubal hasar nedenleri olarak
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diisiiniilebilir.** Bunlarin arasinda PID; tubal nedenli infertilite ve ektopik gebeliklerin en

sik nedenidir

Sekil 8: Tubal nedenli infertilite degerlendirilmesinde histerosalpingografi

2016, Advanced Fertility Center Chicago

Infertil kadinlarda tubal gecisi degerlendirmek icin kullanilan tanisal testler
histerosalpingografi ve laparoskopidir. Uterin kavite ve tubal liimen degerlendirmede
histerosalfingografi ile iyi sonuglar alinirken laparoskopik cerrahi bizlere bilgi vermez.
Ancak tubal infertilite nedenine yonelik arastirmada yani adezyon, endometriosiz ve
ovaryan patolojileride i¢eren pelvik anatomi bozan durumlarda da laparoskopi bilgi

vermektedir. 4357

2.2.3 Over Rezervi ve Azalmis Over Rezervi

Kadinlarda dogum sonrasi yasla beraber mevcut ovum sayisi ve kalitesi giderek azalir,
menopozla ovumlar tiikenir. Bayanlarda genelde bu dogal siire¢ olsada, baz1 durumlarda
reprodiiktif donem kadinlarda gdziikiip infertiliteyi etkilemesi sonucu klinisyenleri over
rezervin arastirilmasina itmistir. Giiniimiizde infertilite degerlendirilmesinde 6nemli
basamaklardan birini olusturmaktadir. > Overdeki rezervin patolojik olarak erken
azalmasinin mekanizmasi bazi durumlarda agiklanamamistir. Agiklanan durumlarda ise
cevresel faktorlerin etkisiyle olustugu diistiniilen oksidatif hasar ve hormonal instabilitenin

folikiilleri atreziye gotiirdiigii ve boylece infertilite nedeni olabilecegi diisiinilmiistiir.**’
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Sonug olarak over rezervi iyi olan kadinlarda fertilite olasiliginda artma, over rezervi
azalmis olan hastalarda ise fertilite olasiliginda azalma hatta infertilite olmasinin
kagiilmaz oldugunu diistiniilmektedir. Azalmis over rezervi, son 20 yildir arastirmalarin

giderek yogunlastigi ve infertilitenin giderek artan onemli bir sebebidir. >

Over rezervi, overlerde follikiilogenez ve steroidogenez fonksiyonunu yerine getirecek
follikiillerin sayisini, kalitesini ve yeterliligini tanimlamaktadir. Embriyolojik olarak over
rezervindeki azalma intrauterin donemde yaklasik olarak 20. gebelik haftasindan itibaren
baslamaktadir. Go¢ sonrasinda hizli bir sekilde mitoz ile ¢cogalan oogonialarin gogalmasi
durmakta, depolar dogum sonrasiyla beraber baslayarak yenidoganlarda 1-2 milyon
civarinda, sonrasinda puberte baslangicinda 300-400 bin civarina kadar azalmaktadir.
Mensturel sikluslarla her siklusta yaslasik 800-1000 folikiil atreziye ugramaktadir.
Oositlerin kayip hiz1 kisiden kisiye farklilik gostermektedir. Tabi belli faktorler
tanimlanmasina ragmen her over rezervi azalmis olan kadin, risk faktorii tasimamaktadir
ve prematiir kaybi destekliyecek neden bulunamamaktadir. **® **° Genel olarak artmakta
olan fertilite yas1 nedeniyle over rezervi primordiyal follikiillerin apoptotik kaybina baglh

. o . 4357
olarak, iireme yeteneginde de azalmalar son yillarda artan bir sorundur. **°

Sadece yasa bagli say1 azalmamaktadir. Kabaca overin yaslanmasi olarak tarif edilen bu
durumda fertilize olacak oosit kalitesi diismekte, fertilizasyon ve implantasyon sansida
azalmaktadir. Buna ek olarak embriyoda kromozomal anomali olasilig1 artmakta, bunun
sonucunda saglikli fetiis ve buna baglh gebelik kayb1 riski artmaktadir. Zahmetli ve pahali
bir infertilite tedavi programina girmeden once over rezervinin bir tarama testi ile

degerlendirilmesi giderek 6nem kazanmaktadir.*

Birgok arastirmada prematiir over yetmezligi etyolojisine yonelmistir ve birgok teori 6ne
stiriilmistiir. Overde bulunan granuloza hiicrelerine kars1 olusan otoantikorlar, anjiogenesis
de azalma veya bozulma, apoptotik mekanizmalardaki patoloji bunlardan baslicalar
olmaktadir. Genetik faktorlerde dnemli olup, aile bireylerindeki dykiide over rezervinin
tahmininde etkili olabilmektedir. Bazi hasta gruplarinda prematiir over yetmezligi
olanlarda sayisal ve yapisal kromozomal anomali goriilme siklig1 artmis oldugu

goriilmektedir, *3°7 7
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Risk faktorleri tanimlanacak olursa en baslica akla geleni yas riskidir. Kadinlardaki son
yillardaki gebelik yas1 artmaktadir. Bunun baslica nedeni olarak is veya egitim anlaminda
kariyer yapma istegi nedeniyle dogum yasini ertelenmesi olarak goriilmektedir. Bunun
yaninda evlenme yasininda gecikmeler bir diger sebep olarak goriilmektedir. " Overler
reprodiiktif cagin sonuna dogru, menstriiel siklusda olusan ovumlar yagh ve diisiik kaliteli

olarak elde edilir. ***

Tablo 1: Over rezervini etkileyen bashca faktorler

Yas Sigara kullanimi

Gegirilmis over cerrahisi Latent veya prematur over yetmezligi

Siddetli endometriosis Daha once yardimei iireme tekniklerine
kotii yanit

Obezite Beslenme aligkanliklar

Cevresel Faktorler Kullanilan ilaglar

Anatomik bozukluklar Enfeksiyonlar

Son yillarda over rezervini saptamaya ve rezervinin korunmasini saglayarak reprodiktif
dénemin olabildigince uzatilmasina yonelik bir¢cok ¢alisma yapilmaktadir. Bu ¢aligmalar
dogrultusunda bazi testler iizerine yogunlasilmistir. Bu testler tan1 testinden ¢ok tarama
testi olup, risk altindaki bireylerin saptanmas1 amaclanmistir. > Over rezervinin tayini
gebelik edilmesi olasiligi ile ilgili fikir vermekte, gecikmis tedavilerin 6nlenmesi, gebelik
planlanmasinin dogru bir sekilde yapilmasi ve gerekiyorsa iptal edilerek maddi ve manevi
zararlarin onlenmesi saglayabilmek amaciyla kullanilmaktadir. Ayrica Ul ve IVF hasta
uygulamalarinda amaglanan sayida folikul gelisiminin saglanmas1 ve OHSS gelismesinin
onlenmek icin uygun tedavi protokolleri ile kullanilan ilaglarin dozunun ayarlanmasi igin

de kullaniimaktadur. **°" 7

Literatiirde over rezervinin degerlendirilmesi igin yas, klomifen sitrat testi, bazal FSH,

FSH/LH orani, bazal E2, over voliimii, Antimiillerian hormon gibi over fonksiyonlarini
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indirekt olarak gosteren gesitli parametrelerle bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Bu testlere
g0z atilacak olursa ilk olarak FSH ve LH’ dan s6z etmek gerekir. Klinik uygulamada
reprodiiktif donemde iireme ile ilgili sorunlarda en erken gosteren FSH diizeylerinden
bahsetmek gerekir. Kolay uygulanmasi ve basit olmasinin yani sira maliyeti de diisiik bir
testtir. Oosit fonksiyonunda kontrol, parakrin ve endokrin faktorlerin birbiri ile kontrollii
bir sekilde ¢alismasiyla olusur. Oosit gelisimini saglayan ve bu gelisimin devamini
saglayan temel faktorler FSH ve LH olmakla beraber bunlara ek olarak, interkolin A,
inhibin, aktivin, growth faktorler, steroidler, oosit maturasyon inhibitoru gibi lokal

faktorlerde cesitli mekanizmalarla etki olusturur. *2

Serum FSH diizeyleri siklus i¢inde olusan variabiliteleri nedeniyle bakilmasi i¢in
optimum giinler olarak siklusun 2-5 giinleri arasi yani erken folikiiler faz donemi olarak
goriilmektedir. Yapilan ¢alismalarda siklusun 3. Giinii FSH diizeyleri, FSH/LH oranlar ile
yardimci iireme teknikleri gebelik sonuglari arasindaki iligki arastirilmistir. Siklusun 3.
giinii FSH diizeylerindeki artigla korele olarak toplanan oosit say1 ve kalitesinde azalma

olmakla beraber gebelik elde etme ve canli dogum oraninda da azalma olmustur. 153 154

FSH seviyelerinde belirgin bir sekilde degiskenlik oldugundan ilk segenek olarak test
tekrar1 rutinde yapilmaktadir. Tekrar edilen test sonucu da ayni diizeyde geliyorsa eger

sonuglarla alakal kétii prognostik deger olarak goriilebilir. **°

Bir baska over rezervi degerlendirilmesiyle ilgili test bazal serum 6stradiol dl¢limiidiir.
Testin dezavantaji ise tek bagina anlamli sonuglar elde edilemeyisidir. °° Bazal FSH ile
kombine edildiginde anlamli olabilmektedir. Eger bakilan testlerde FSH normal ancak
ostrodiol yliksek ise, ovulasyon sitiimiilasyon sonucu kotii prognostik degere sahip olup

157

basar1 gebelik etme sansi diisiiktiir. =" Bazal FSH ve bazal 6stradiol seviyeleri birlikte

yiiksek ise bu risk daha da artmaktadir. >

Over rezervini degerlendirilmesi i¢in kullanilan bir diger ve duyarl test klomifen sitrat
uyarilma testidir. Testin genel prensibi olarak siklusun 5-9. giinlerinde 100 mg/ giin
klomifen sitrat verilmesi sonrasinda siklusun 3. giiniinde FSH ve 6stradiol bakilmasi ve
sonrasinda adetin 10. giiniinde FSH diizeyleri bakilmasi basamaklarma dayanir. >’

Azalmis over rezervi olan kadinlar1 saptamada tek basina bazal FSH ve 6stradiol
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diizeylerinden ¢ok bariz olarak artmus 10. giin FSH diizeyi daha anlamlidir. **® **° Sonug

olarak klomifen ile uyarilmis FSH degerleri, bazal FSH’ dan daha anlamlidir. **®

Inhibin B ise antral folikiillerden folikiiler fazda graniiloza hiicreleri tarafindan
salinmaktadir. Bu nedenle biiylimekte olan over rezervinin degerlendirilmesinde
kullanilmaktadir. Ancak siklus durumuna gore cabuk etkilendiginden giivenilir bir test
degildir.

Antimiillerian hormon preantral ve kiigiik antral folikiillerden sentezlendiginden,
diizeyleri gonodotropin etkinliginden bagimsiz oldugu i¢in az degiskenlik gosteren bir
testtir. Kii¢iik antral folikiiller graniiza hiicrelerinden zengin ve kanlanmasi fazla
oldugundan daha AMH sentezi daha fazladir. 181 Sonugta antral folikiil sayist ile AMH

diizeyleri dogru orantilidir. **?

Diisiik AMH seviyeleri gebelik elde edilmesi ve canli gebelik elde edilmesinde olumsuz
sonuglar elde edilmesiyle koreledir. °® Azalmis over rezervi riski az olan hastalarda 2.5-
2.7 ng/dl degerleri klinik olarak anlamli bulunmustur. Gelecekte umut verici bir test olan

AMH icin tek dezavantaji gebeligi ongérmedeki yetersizligidir. >’

Antral folikiil sayis1 over rezervinin dolayli ama yararli olan bir testidir. Transvajinal
USG ile 2-10 mm boyutlarindaki antral folikiillerin 6l¢iimiine dayanir. *** Reprodiiktif
¢agin sonlaria dogru azalan folikiil sayisi ile beraber over rezervinin tanminine kadar
genis bir spektrumu vardir. Diigiik antral folikiil sayis1 olan hastalarda stimiilasyona cevap

over rezervi tahmininde anlamlidir. *’

Keza over hacmine bakaraktan da over rezervi hakkinda fikir elde edinilebilir.
Bilindigi iizere menopozal donemle birlikte over rezervi azaldig: gibi hacminde de
azalmalar olur. Her hastada hacimleri degisken olmakla beraber bazi hastaliklarda da
ozellikle endometrioma ve polikistik over sendromunda da boyutlar1 artigindan optimum
bir aralik belirlenememistir. *° Hacim 6lgiimleri ile genellikle toplanan folikiil say1s1
korelasyon gosterir. Ancak bu durum gebelik ile benzer iliskisi bulunamamistir. Genel

olarak over hacminin infertil hastada kullanimi siirlidir. *
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2.2.4 In Vitro Fertilizasyon

Yardimci tireme teknikleri oositlerin viicut disarisinda manipulasyonlarini igeren
tekniklerdir. Bunlarin en yaygin ve ilk olani in vitro fertilizasyondur. IVF temel olarak
overlerin ekzojen olarak verilen gonadotropin ile stimulasyonu sonrasinda oositlerin
toplanmasi ile baslar. Ardindan toplanan oositler laboratuar ortaminda fertilize edilir.

Olusan embriyolarda transservikal olarak transfer edilmesidir. *°

ABD ve Avrupa iilkelerinde canli dogumlarin yaklasik %1-3 i IVF ile elde edilen
gebelikler sonucunda olusur. flk IVF canli dogumundan 30 y1l gecen siireg icerisinde,
yardimei tireme tekniklerindeki gelismeler meydana gelmistir; bunlar ejekulat ile (ICSI),
mikrocerrahi ile epididimal sperm aspirasyonu veya testikiiler sperm ekstraksiyonlari son

olarak da preimplantasyon tani ve embriyo tutunma teknigini igermektedir.>’

Tablo 2: IVF endikasyonlari

Tubal infertilite Azalmis over rezervi
Endometriozis Diger nedenler
Erkek faktor

Ovulasyon bozuklugu

Aciklanamayan infertilite

Genel olarak tubal faktor infertilite i¢in tasarlanmis olsada IVF, bircok altta yatan

hastaliklar1 agabilecek bir tedavi bigimidir.

Yardimci tireme tekniklerine bagvuran hastalarin yaklasik %9 u tubal tikaniklik
hastalaridir. Distal ve proksimal olmak iizere ikiye ayrilan tubal faktor infertilite de temel
olarak siddetli ve gecis olmayan tubalardan s6z edilmektedir. Tedavi secenekleri arasinda
cerrahi olmasina ragmen gebelik elde etmekte IVF daha basarihidir. Siddetli distal tubal
obstriiksiyonda, cerahi ile diizeltilemeyen distal obstuksiyonda ve tubal sterilite

operasyonu sonrasinda yeniden gebelik isteminde IVF basaril1 bir yontemdir. 4357

Hidrosalpenks varliginda tubanin eger uterin kaviteye acilimi mevcut ise IVF bagarisini
olumsuz etkilemektedir. Bunun nedeni olarak implantasyonu engellenmesi, embriyo ve

endometrial dokuyu tahrip etmesi olarak diisiiniilmiistiir. Burada hidrosalpenks olan
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tubanin laparoskopik veya laparotomik olarak alinmasi IVF basarisi i¢in dnem arz eder. *’

168

Bir bagska 6nem arz eden infertil kadinlardaki endometriozis varligidir. Yardime1 tireme
teknigi kullanilan hastalarda % 5 civarinda endometriozis varlig1 s6z konusudur. ** IVF
tedavisi ile tubalarin anatomik bozukluguna yol acan endometriozis etkin olarak
asilmaktadir. Uygun oosit se¢imi ve azalmis endokrin cevabi olan infertil kadinlarda bu
durum daha komplike bir hal alir.*™® Burada komplike ileri evre endometriozisli hastalarda
iki tedavi secenegi cerrahi ve IVF 6nem arz eder. En énemli nokta ise cerrahi tedavi
secenegi tercih edilecek hasta grubunun iyi belirlenmesi ve dikkatli bir cerrahi tedavi
uygulanmasidir. Cerrahi sonrasi fazla alinan over dokusu veya kanlanmanin bozulmasi

sonucunda mevcut olan over rezervi azalabilmektedir. 1"

Ovulasyon bozukluguna neden olabilecek hastaliklar 6nemli bir infertilite nedenidir. Bu
hastaliklar polikistik over sendromu, hiperprolaktinemi, tiroid hastaliklari, ve
hipogonadotropik hipogonadizm akla gelir. Burda ovulasyon indiiksiyonu ile bu sorunlar
agilabilir. Tek dez avantaji ise ovaryan hiperstimulasyon sendromudur. Yardimei lireme

teknigine bagvuran hasta gruplarinin %7 sinde ovulasyon bozuklugu saptanir. **°

Aciklanamayan infertilite hastalarinda ise tedavi siras1 degiskenlik gostermektedir. Bazi
merkezlerde IVF ilk segenekken, bazi merkezlerde ise diger yardimci tireme teknikleri ilk
sirada yer almaktadir. Yardimci tireme tekniklerinin %12 lik kismini kapsayan
aciklanamayan infertilite hastalarinda fertilizasyon bozuklugunun ana nedenlerden biri

olmasi nedeniyle IVF daha 6n planda tedavi segenegi olarak yer alir. >’
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tablo 3: yardimci Gireme tekniklerinin
nedenleri

M tubal faktor

M ovulasyon bozukluklari
azalmis over rezervi
endometriozis

W uterin faktor

m erkek faktor

M aciklanamayan infertilite
H diger nedenler
M cogul faktorler erkek+kadin

M cogul faktorler sadece kadin

Over rezerv bozukluklarinin % 10 gibi 6nemli oran1 yardimei lireme tekniklerinden
fayda gormektedir. Burada yasa bagli veya erken over yetmezligi olan hastalar nedeniyle
kesin sonuca gidebilmek i¢in yardime iireme tekniklerden IVF 6n plana cikar. **° Diger
IVF endikasyonlari ise kanser veya diger medikal hastaliklarda acil fertilizasyon gerektiren
durumlar, konjenital anomali veya histerektomi sonrasi uterusun yoklugu nedeniyle tasiyict
anne kullanilacak hastalar, genetik hastaliklar nedeniyle preimplantasyon tani gerektiren

durumlar ve oosit kriyopreservazyon gerektiren durumlar seklinde siralanabilir. >

Tiim bunlarin 1s181nda IVF planlanan hastay: degerlendirilmek igin belli istenecek
tetkikler mevcuttur. Bunlar over kapasitesi testleri, spermiyogram, enfeksiyoz hastalik
taramasi, uterusun degerlendirilmesi i¢in transvajinal ultrasonografi ve
histerosalpingografidir. > IVF tedavisi sonrasinda canli dogum olasiligt hemen hemen her
grupta artmaktadir. Uygun hasta grubunun se¢imi ve hastaligin primer nedeninin tahmini

en onemli basamaktir. 4%
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Tablo 4: Taniya gore canh dogum oranlari, 2007 >

Infertilite Tan1 Grubu Canli dogum/ siklus
Ovulasyon bozukluklar1 %37.3
Erkek Faktor %35.8
Endometriozis %34.3
Aciklanamayan infertilite %31.8
Tubal faktor %30.7
Cogul faktorlerde kadin ve erkek %27.5
Uterin faktor %26.9
Cogul faktor, sadece kadin %23.4
Azalmis over rezervi %15.3
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2.3 Sigara

Sigara; “Nicotina Tabacum” adi verilen bir tiir tiitiin bitkisinin yapraklarinin
kurutulmasi ile elde edilir. Sigara i¢imi sirasinda tiitiin yapraklarinin yanmasi ile gok
sayida yanma iirlinii ortama ¢ikmaktadir. Sigaranin dumani i¢erisinde yaklasik olarak
4700 {in iizerinde bilesen mevcuttur. Sigara dumaninin alkaloid igeriginin en az %95’ inde

nikotin bulunmaktadir. 12

Bu bilesenlerin ¢ogu aktif farmakolojik olup ¢ogu toksik,
mutajenik ve karsinojeniktir. Bunlar arasinda oksidanlar, prooksidanlar, serbest radikaller,
rediikleyici ajanlar, formaldehid, asetaldehid, akrolein gibi aldehit ve ketonlar, polisiklik
aromatik hidrokarbonlar, fenolik bilesikler, karboksilik asitler, steroidler, nitrozamin
sayllabilir.1 23 Diinya genelinde yetiskin yas grubunda erkeklerin yaklasik yarisi, niifusun
da altida biri sigara kullanmaktadir. Tiirkiye tiitlin iireten bir iilkedir ve diinyanin toplam

tiitlin tiretiminin %1,7“sini karsllamaktadlr.173

Tablo 5: Sigaradaki zararli maddeler

Arsenik Nikotin
Diklorodifenil trikloroethan Aseton

Toluen Biitan gazi
Radon Metanol

Siyanid Polonyum
Dibenzakridin Naftalin
Amonyak Propilen Glikol
Kadmiyum Karbon monoksit

Sigaranin genel saglik lizerindeki negatif etkileri iyi bilinmektedir. Sigara akciger kanserti,
kronik bronsit ve koroner kalp hastaliklar1 olmak {izere baslica ii¢ tip 6liimciil hastaliga yol

acar. Sigaranin infertilite nedeni olabilecegi uzun zamandir tartisilmaktadir. 4

Ozellikle gelismekte olan iilkelerde, morbidite ve mortalitenin dnlenebilir major

nedenleri arasinda sayilmaktadir. Sigara igme prevalansinin tiim diinyada, 6zellikle tireme
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cagindaki kadinlarda arttigi, ABD ve Avrupa'da bu yas grubundaki kadinlarin 1/3"liniin

sigara icicileri oldugu bildirilmektedir.”

2.3.1. Sigara Dumani, Katran Fazi ve Gaz Fazi

Sigara inhalasyon yoluyla alinan bir maddedir. Burada baslica inhale edilen dumana ana
duman, bekleme esnasinda ¢evredeki havaya karisan dumana, yan duman denilmektedir.
Cevresel tiitiin dumani ise ana duman ve yan dumanin birlesmesiyle olugsmaktadir.
Cevresel tiitiin dumaninin igeriginde %85 oraninda yan duman, %15 oraninda ise ana
duman bulunmaktadir. Diisliniilenin aksine yan dumanda ana dumana gore daha yiiksek
konsantrasyonda bilesenler bulunmaktadir. Ancak ortam havasinda daha biiyiik voliim
icerisinde diliie olduklari bilinmektedir.

Sigara, aktif olarak i¢en kisinin sagligin1 olumsuz etkileri oldugu bilinen bir gergektir.
Ayni1 ortamda bulunan diger bireylere de bircok olumsuz etkileri oldugu kanitlanmistir. Bu
durum pasif igicilik olarak tanimlanmaktadir. Inhalasyon ile alinan yan duman, sigara
icenler tarafindan inhale edilen ana dumanda bulunan tiim karsinojenleri igermektedir ve
filtre gorevi goren sigara filtresinden gegmediginden 100 kati fazla karsinojen agirlig
bulunmaktadir. Pasif icicilerde de aterojenik lipoproteinlerin arttig1, antiaterojenik
lipoproteinlerin azaldig1 ve koroner arter hastaligina bagli 6liim oraninin yiiksek oldugu

175 176

saptanmistir. Nitrozaminler yan dumanda ana akim dumanina gére 10-200 kat daha

yiiksektir. 172

Tablo 6: Sigaradaki karsinojenik ve toksik ajanlar

Bilinen Karsinojenler

Olasi karsinojenler

Toksik ajanlar

2-Naftilamin Formaldehid Karbonmonoksit
4-Aminobifenil Hidrazin Amonyak
Benzen Anilin Nitrojen peroksit
Nikel Kadmiyum Akrolein

Polonyum 210

N-nitrozodietilamin

Nikotin, sigaranin i¢inde bulunan tiitlinlin yanmasinin distilasyonu sonucunda ortaya

¢ikmaktadir. Damlaciklar tarzinda nikotin ihtiva eden katran (TAR) akcigere ¢ekilerek
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kiigiik hava yollarinda ve alveollerde depolanir. Tiitiin dumani kii¢iik hava yollarina ve
alveollere ulastiginda hizli bir bi¢imde absorbe olur. Uzun siire sigara i¢genlerde nikotinin
yarilanma omrii yaklasik 20-24 saat civarindadir. Daha sigara i¢imi sirasinda nikotinin

absorbsiyon ile birlikte kan diizeyi hizlica ylikselmekte ve tepe noktaya ulagsmaktadir. 1

Katran faz1 kompleks ama ayn1 zamanda stabil bir karisimdir. Sigara dumani 0.1
mm’den biiylik capl partikiillerin %99.9” unu tutan “standart glass-fiber” filtresinden
gectiginde filtrede tutulan kismi katran fazi olarak tanimlanir. Katran fazi, kinon ve
polisiklik aromatik hidrokarbon radikalleri gibi stabil radikallerin yani1 sira pek ¢ok organik
bilesigi icerir. Sigaranin katran fazindaki toksisitesi bulunan kinon/hidrokinon radikalleri
oksijeni indirgeyerek siiperoksit anyonu (O2-), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil
radikali (OH) olusumu ile olugur.'™

Sigaranin gaz fazi ise standart grass-fiber filtrenin iginden gegebilen kismini ifade eder.
Sigara dumani gaz fazi katran fazina gore daha labildir. Sigaranin yanmasi nedeniyle
olusan karbon ve oksijen merkezli serbest radikallerinin konsantrasyonlarinin ytiksek
oldugu bir iceriktir. Bu radikallerin 6miirleri ¢ok kisadir. Gaz fazinin diger 6nemli birleseni

ise azot monoksit (NO). Bu madde radikal olusumuna sebep olmaktadir ve gaz fazinda

yiiksek oranlarda bulunur.

2.3.2 Sigaranin infertilite Uzerine Etkileri

Infertilitenin ¢evresel nedenlerinden biride sigaradir. Fertilite multiple komponentlerden
olusur ve herhangi bir ¢evresel faktorden kolaylikla etkilenmektedir. Literatiirde sigaranin

fertiliteyi etkiledigine dair kanitlar mevcuttur. **°’

Bazi caligsmalarda ise net bir etkisi
gosterilememistir.

Sigara kullanan kadinlarda, fertilizasyon oraninin ve gebelik oranlarinin diistiiglinii
bildiren ¢aligmalar bildirilmistir. Ayn1 zamanda sigaranin kadinlarda erken menopoza ve
ovaryan rezervin gen¢ yaslarda azalmasina neden oldugu gériilmiistiir. 1’° **° Pasif sigara
i¢iciliginin oldugu kadinlarda da fertilizasyon oranlarinin da sigara i¢cenlerde goriilen
degerler kadar yiiksek oldugunu bildirilmistir.'®*

Sigara kullananlarda, kullanmayanlara gore konsepsiyona kadar olan siirenin uzadigi,

fertilitenin diistiigli ve infertilite oranlarinin artig1 goriilmiistiir. 12 ayin iizerinde

konsepsiyon gecikmesi yasayan kadinlarin orani, sigara igenlerde %16.4 iken, sigara
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icmeyenlerde %10.3 olarak ifade edilmistir.*® Sigara icen kadinlarda gelisen oosit
sayisinin etkilendigi gosterilmistir. Oosit tiikketimi lizerine yas ve sigara etkileri
belirgindir.'®® Sigara dumanindaki kimyasallar reprodiiktif fonksiyonlar: bozmakta ve

folliikiiler yetmezligi hizlandirmaktadir. Bu kadinlarda FSH diizeyleri yiiksek bulunmustur.
181

Sigara tubal fonksiyonlar1 da bozmaktadir. Ozellikle tubalarda mukozal silier aktiviteyi
bozarak tubal faktor infertiliteye neden oldugu gosterilmistir. Bunun sonucunda yardimci
tireme tekniklerinin uygulanmasi bu hasta grubunda fazla oldugu diisiiniilmektedir. Ayni
zamanda sigara igen bayanlarda pelvik inflamatuar hastalik i¢in risk faktorii oldugunu ve

tubal fonksiyonlar1 bozulmasina neden oldugu bildirilmistir.'®

Sigaranin IVF’de fertilizasyon oraninini diistirdiigiinii gosteren calismalar mevcuttur.
Yine ayni ¢aligmada oosit sayisini azalttig1, gebelik oranlarini etkiledigi ve diigiik
oranlarini arttirdigini bildirilmistir. o Sigara icen kadinlarin gebe kalmak igin
icmeyenlere gore yaklasik 2 kat fazla IVF siklusuna ve daha yiiksek dozlarda

gonadotropine ihtiya¢ duyduklar1 gosterilmistir.'*®
Sonugta, kadinlardaki sigara igme aligkanliginin over rezervlerinin diistirdiiglinii ve

erken yaglardaki ovaryan stimulasyonuna kars1 yetersiz cevap vermelerine yol agtigi

gosterilmistir.
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2.4 Melatonin

Melatonin, baslica pineal bezden sentezlenip salgilanan endojen bir hormondur. Pineal
beze ek olarak over, lens, kemik iligi hiicreleri, bobrek, adrenal bezler, timus, tiroid,
plasenta dokularinda, mast hiicreleri gibi néroendokrin karakterde olmayan hiicrelerde ve
eozinofilik Iokositlerde, safra kanali ve gastrointestinal sistemden de salgilanmaktadir. *%°
Son yillarda 6zellikle diffiiz néroendokrin sistemin bir pargasi olarak kabul edilen APUD
(Amine Precursor Uptake Deamin) hiicrelerinde ve gastrointestinal kanaldaki
enterokromaffin hiicrelerinde de melatonin sentezi oldugu tespit edilmistir. **

Melatonin, organizmada cinsel gelisimin kontrolii, immiin yanitin olusturulmasi,
yaslanma, uyku ve 1s1 diizenlenmesi gibi pek c¢ok fizyolojik olayda rol oynamaktadir. Son
yillarda yapilan ¢alismalarda melatoninin giiglii bir antioksidan oldugu ve serbest radikaller
araciligr ile meydana gelen oksidatif hasara kars1 koruyucu etki gosterdigi gosterilmistir.
188 32

Pineal bezin esas hormonu olan melatonin, triptofan aminoasitinden epifiz bezinde
sentezlenir. Melatonin triptofan N-asetiltransferaz (NAT) enzimi ile serotonine
doniistiiriiliir. Seratonin ise bir diger pineal enzim olan hidroksiindol-o-metiltransferaz
araciligiyla melatonine doniistiiriiliir. Melatonin biiyiik kismi1 karacigerde olmak {izere
bobrekte de metabolize olur. Melatonin ana metaboliti 6-hidroksimelatoninstilfatdir (6-
HMS). Melatonin 232 molekiil agirligina sahip N-asetil-5-metoksitriptamindir. Melatonin
sentezinin diizenlenmesi karanlik ortamda olmaktadir, bir diger deyisle primer olarak gece
saatlerinde olmaktadir. Melatonin plazma diizeyleri giin igerisinde degiskenlik
gostermektedir. Melatonin saat 20.00-23.00 aras1 yiikselmekte, saat 01.00-05.00 aras1 en
yiiksek degerlere ulasir. Insanlarda ekzojen olarak alman melatoninin yari dmrii yaklasik

olarak 20-60 dakikadir, yani kisadir. *®

Melatonin yag ¢oziiniirliigiiniin yiiksek olmasi nedeniyle hiicrelere rahatga girebilir. Bu
nedenle melatonin etkileri sadece membranda olmamaktadir. Ayn1 zamanda sulu ortamda
kismen ¢oziinmesi nedeniyle intraselliiler ortamda da etkilerinin olusmasini saglar. Son
yillarda yapilan ¢alismalar melatoninin ¢ekirdekte yiiksek konsantrasyonda bulundugunu
ve melatonin i¢in spesifik baglanma noktalarinin bulundugunu géstermistir. Bu bulgulara

bagli olarak melatonin etkilerinin tiroid ve steroid hormonlara benzer sekilde ¢ekirdekteki
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molekiiler olaylarla olabilecegi diisiiniilmiistiir. **® Melatonin hidrofilik 6zelligi olmast
nedeniyle kan-beyin bariyerini kolayca gegmektedir. Tiim subseliiler kompartmanlara hizla
diffiize olabilmektedir. Melatoninin serbest radikal baglanma 6zelligi oldugundan yasa
bagimli dejeneratif olaylar1 engellemede yararli olabilecegi diisiiniilmektedir.*® %!

Anneden fetiise ve siit yoluyla yeni dogana gegebilir. '

Fizyolojik sartlarda yaslanma ile saglam hiicrelerde apoptozis artmaktadir. Pineal
bezden melatonin salgilanmasi azalmasina sekonder oldugu diisiiniilmektedir. Eksojen
olarak verilen melatonin sayesinde apoptozisin inhibe oldugu ve yasa bagli sekonder
hasarli ve disfonksiyonel hiicrelere koruyucu oldugu tespit edilmistir. Yapilan son
calismalar endojen antioksidan maddelerden en giicliisiiniin melatonin oldugunu
gostermistir.'* Tiim antioksidanlar ele aldindiginda (mannitol, glutatyon, vitamin E, C vb.)
melatoninin en giiglii serbest radikal toplayicihig1 6zelligi meveuttur.** Ozellikle
yaglanmaya bagli immiin yetersizliklerde immiin yanit1 gii¢lendirici etkisi vardir. Pineal
bezin, timdr biiylimesini inhibe edici bir 6zelligi mevcuttur. Pineal bezin antikanser etkisi
biiylik oranda melatonine baglanmistir. Pinealektomi yapilmis sicanlarda yapilan bir

calismada artan oksidatif hasar, dolasimdaki azalmis melatonine baglanmustir.™*
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz, Kocaeli Universitesi T1p Fakiiltesi'nde, Kadin Hastaliklar1 ve Dogum,
Farmakoloji, Histoloji ve Embriyoloji, Biyokimya Anabilim Dallari'nin ortaklasa yapmay1

planladig1 bir hayvan ¢aligmasidir.

Calismamiz 72 adet disi Wistar-Albino sigan iizerinde prospektif, randomize, deneysel

bir ¢aligma olarak planlanmistir. Siganlar 6 gruba randomize edilecektir:
Grup I- Oda havasina maruz kalacak kontrol grubu (n=12)

Grup I1- Kronik olarak sigara dumanina maruz kalacak ¢alisma grubu (n=12)
Grup I11- Oda havasi+10 mg/kg Melatonin grubu (n=12)

Grup 1V- Oda havas1+20 mg/kg Melatonin grubu (n=12)

Grup V- Sigara dumanina maruziyet +10 mg/kg Melatonin grubu (n=12)
Grup VI- Sigara dumanina maruziyet+20 mg/kg Melatonin grubu (n=12)

Sigaraya maruz kalacak gruplarda, sigara maruziyet cihazi kullanilarak giinde 2 kez 1'er
saat siire ile giinde toplam 10 adet Marlboro marka sigara kullanilacak sekilde (9.7 mg tar,
0.85 mg nikotin, 11.7 partikiillii materyal) toplam 45 giin siire ile si¢anlarin sigaraya
maruz kalmasi saglandi. Makinadaki her bir sigaraya maruz kalma siklusu, siklus bagina 2
saniyelik 1 sigara puff, bunu takip eden 28 saniyelik ¢ekme siiresi ile toplam 30 saniyelik
bir slireden olustu. Her bir sigara igme siklusunu 30 saniyelik taze hava puff'1 takip ettikten
sonra akabinde sigara puff'1 siklusu yeniden baslatildi. Oda havasi almasi planlanan
gruplarda, oda havasi ayn1 makineyle verildi. Melatonin uygulamas: ise giinde 1 kez 1siklar
kapatilmadan 2 saat dnce 10 mg/kg ve 20 mg/kg dozlarinda subkiitan enjeksiyon olarak
yapildi. Melatonin enjeksiyonu, 45 giinliik sigara maruziyetinin son 15 giinii
gergeklestirildi. 45 giinliik siirenin sonunda, anestezi uygulanmis siganlarin kalbinden
direkt kan numunesi alinarak oksidatif hasar parametrelerinin diizeylerinin dl¢timii i¢in
Biyokimya Anabilim Dali'na teslim edildi. Daha sonra servikal dislokasyonla sakrifiye
edilen siganlardan elde edilen ooforektomi materyallerinden biri %10 formaldehit ile fikse
edilerek Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’na, diger over ise dokuda oksidatif hasar

parametrelerinin diizeylerinin belirlenmesi i¢in Biyokimya Anabilim Dali'na teslim edildi.
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Calismamizda, deneysel ¢alismalar i¢in 6zel olarak tasarlanan sigara dumani maruziyet

sistemi (Smoke exposure system) kullanildi.

ikincil sigara dumaninin (side stream smoke)
toplandigi konstriiksiyon

| 1. Bilegen: Sigara igme makinesi |

] _k

Valflerve debimetreler

2. Bilegen:
Kanigtirma ve
Seyreltme
Kabini

Birincil sigara dumaninin
(mainstream smoke)
toplandigi konstriiksiyon

3. Bilegen: Sigara
Maruziyet Kabini

Egzoz pompasi

4. Bilegen: Sigara
Maruziyet Kabini

Sekil 9: Sigara dumani maruziyet sistemi

Sigara maruziyet sisteminde, sigara makinasinin amaci maruziyet kabinleri i¢in ihtiyag
duyulan birincil ve ikincil sigara dumaninin kontrollii bir sekilde iiretilmesinin
saglanmasidir. Bu bilesende ISO 3308:2012 (Routine analytical cigarette smoking machine
— definitions and standard contidions) standardi ve FTC (Federal Trade Comission)
metoduna uygun bir sekilde sigara yakilmakta ve sigara dumanlar1 toplanmaktadir.
IS0O3308:2012, FTC metodu ve literatiirde konu ile ilgili ¢alismalar incelendiginde sigara
maruziyet sistemleri i¢in birincil sigara dumaninin 2 1t/dk’ lik hava akisi saglayacak bir
vakum ile sigaranin filtreli boliimiinde ¢ekilmesi gerekmektedir. Ayrica bu vakum
isleminin dakikada bir kez 2 saniye siiresince (puff time) gerceklestirilmesi gerekmektedir.

Diger bir ifade ile sigaradan 60 saniyede bir 2 saniye siiresince (puff time) 2 It/dk bir hava
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debisi ile birincil sigara dumaninin vakumlanarak toplanmasi gerekmektedir. Sigaranin
filtre bolimiinde 2 1t/dk’lik debideki bir vakum sigaradan yaklasik olarak 1.05 LPM

(litre/dakika) bir debi ile birincil dumanin ¢ekilmesine olanak vermektedir.

HiSTOLOJIi VE EMBRiIYOLOJi ANALIM DALI TARAFINDAN
GERCEKLESTIRILEN ANALIZLER:

Histolojik Uygulamalar
Mikroskobik incelemeler icin alinan over doku ornekleri %4’liik paraformaldehit
soliisyonunda tespit edildi. Elde edilen dokular ¢esme suyunda yikandiktan sonra rutin

histolojik takip serilerinden gegirilerek parafine gémiildii (Tablo 7).

Tablo 7: Histolojik Doku Takip Serileri

Sira No Kullanilan Madde Kimyasal Bekletilme Siiresi
1 %70 Etanol | 24 saat

3 %90 Etanol | 24 saat

5 %96 Etanol | 24 saat

7 %100 Etanol | 16 saat

8 %100 Etanol Il 2 saat

9 Toluol ¢alkalama 1-2 dakika
10 Toluol | 15 dakika
12 Toluol + Yumusak Parafin 45 dakika
13 Yumusak Parafin 1 saat

14 Yumusak Parafin + Sert Parafin 1.5 saat

15 Sert Parafin 3 saat

16 Bloklama
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Kesitlerin Alinmasi ve Hematoksilen-Eozin Boyanmasi

Her bloktan 20 um trim aralig1 ile 4 um kalinliginda seri kesitler alindi. Her lam
tizerinde 1 kesit olacak sekilde ve kesitin alinma sirasina gore lamlar numaralandirildi. Her
bloktan alinan 4 pm kalinligindaki seri kesitlerden olusan lamlar etiivde bir gece 37 °C’de
bekletildi. Daha sonra 60 °C’de 1 saat daha bekletilerek diger agsamalar gerceklestirildi.
Son olarak 151k mikroskobunda inceleme i¢in Hematoksilen-Eozin (H-E) ile boyandi
(Tablo 8).

Tablo 8. Hematoksilen-Eozin Boyama Y 6ntemi Basamaklarina Ait Uygulama Prosediirii

KiMYASAL MADDE UYGULAMA SURESI (dk)
Ksilol | 20
Ksilol 11 20
%2100 Alkol | 5
%100 Alkol 11 5
% 90 Alkol | 5
% 90 Alkol 11 5
% 80 Alkol | 5
% 80 Alkol 11 5
% 70 Alkol I 5
% 70 Alkol 11 5
Distile Su 10
Hematoksilen 5
Akan Cesme Suyunda Yikama 10
Asit alkol 1-2 kez daldirip ¢ikarma
Akan Cesme Suyunda Yikama 5
Eozin 3
Akan Cesme Suyunda Yikama 10
% 70 Alkol

% 80 Alkol

% 90 Alkol

% 100 Alkol

Ksilol I 20
Ksilol 11 20

Lamlarin Entellanla Kapatilmasi
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Bu islemlerden gegirilerek boyanan doku kesitleri Olympus BX50 arastirma mikroskobu
ile degerlendirildi.

Immunohistokimyasal Yontem

Elde edilen parafin bloklardan 20 um trim aralig ile 4 pm kalinli§inda seri kesitler poly-
L-lysine ile kapli lamlar iizerine yerlestirildi. Her lam {izerinde 1 kesit olacak sekilde ve
kesitin alinma sirasina gore lamlar numaralandirildi. Daha sonra lamlar
immunohistokimyasal olarak boyandi. immunohistokimyasal boyama "Streptavidin-biotin
peroksidaz yontemi" kullanilarak gerceklestirildi. Primer antikor olarak Anti-caspase 3
(abcam, dilusyon orani: 1/500) kullanildi (Tablo 9).
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Tablo 9: Genel Immiinohistokimyasal Boyama Prosediirii

Sira Yapilan Islem islem Siiresi

1 Deparafinizasyon (37 °C'de etiivde | 1 gece
bekletme)

2 Deparafinizasyon (60 °C'de etiivde | 1 saat
bekletme)

3 Ksilol | 10 dakika

4 Ksilol 11 10 dakika

5 %100 Alkol 5 dakika

6 %90 Alkol 5 dakika

7 %80 Alkol 5 dakika

8 %70 Alkol 5 dakika

9 Distile suda bekletme 5 dakika

10 Fosfat tamponlu tuzlu su (PBS)’da | 5 dakika
bekletme (pH: 7.4)

11 Sitrat icerisinde antijen retrieval | 20 dakika
isleminin (antijen 1iyilestirmesi)
uygulanmasi— mikrodalga firinda

12 %3’liikk H,0, uygulanmasi 10 dakika

13 PBS’de bekletme (pH: 7.4) 3x5 dakika

14 Protein blocking soliisyonu | 10 dakika
uygulanmasi

15 Primer antikorda inkiibasyon —oda | 2 saat
1s1sinda

16 PBS’de bekletme (pH: 7.4) 3x5 dakika

17 Sekonder antikor uygulanmasi 15 dakika

18 PBS’de bekletme (pH: 7.4) 3x5 dakika

19 Streptavidin peroksidaz | 20 dakika
uygulamasi

20 PBS’de (pH: 7.4) 3x5 dakika

21 DAB Kromojen 5 dakika

22 Distile su 5 dakika

23 Zit  boya  olarak  Mayer’s | 45 saniye
hematoksilen

24 Akarsuda yikama 2-3 dakika

25 %70 Alkol 5 dakika

26 %80 Alkol 5 dakika

27 %90 Alkol 5 dakika

28 %100 Alkol 5 dakika

29 Ksilol-1 10 dakika

30 Ksilol-11 10 dakika

31 Ozel kapatma maddesi ile kapatma
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Bu islemlerden gegirilerek boyanan doku kesitleri Olympus BX50 aragtirma mikroskobu
ile degerlendirildi. immunohistokimyasal olarak hiicre sitoplazmalarinda gézlenen Anti-
caspase 3 boyanmasinin siddeti 0’dan +5’e kadar semikantitatif olarak derecelendirildi

(Tablo 10).

Tablo 10: Immunohistokimyasal Boyanma Yogunlugunun Derecelendirilmesi

----Derece Anlam
0 Yok

+1 Minimal
+2 Az

+3 Orta
+4 Cok

+5 Siddetli

Anti-Caspase 3 Immiinohistokimyasal Uygulamasi

Elde edilen parafin bloklardan 20 um trim aralig1 ile 4 pm kalinliginda seri kesitler poly-
L-lysine ile kapli lamlar {izerine yerlestirildi. Her lam tizerinde 1 kesit olacak sekilde ve
kesitin alinma sirasina gore lamlar numaralandirildi. Kesitler etiivde bir gece 37 °C’de
bekletildi. Daha sonra 60 °C’de 1 saat daha bekletildi. Deparafinizasyon ve rehidratasyon
islemlerinden sonra distile suya alinan kesitler, membran permeabilizasyonu i¢in distile su
ile hazirlanan % 0.3’ liikk Triton X-100 ile 10 dakika inkiibe edildi. 3 kez 5’er dakika
hazirlanmis olan PBS (fosfatla tamponlu tuz ¢ozeltisi, pH 7.4) (abcam) ile yikanan kesitler,
antijen iyilestirmesi i¢in sitrat tamponla (abcam, pH: 6) mikrodalga firinda 700 Watt’ta 20
dakika inkiibe edildi. Oda 1sisinda 20 dk. sogumaya birakildi. Daha sonra dokularin etrafi
PAP-Pen ile cevrilerek, endojen peroksidaz aktivitesini kaldirmak i¢in kesitler 10 dakika
%?3'liik hidrojen peroksidaz (abcam) soliisyonunda bekletildi. PBS ile yikamanin ardindan

Horseradish Peroxidase (HRP) Kit (abcam) kullanilarak kitin 6nerdigi sekilde islemlere
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devam edildi. Protein bloklama soliisyonu (abcam) damlatilarak 10 dk. bekletildi. PBS ile
yikandiktan sonra, PBS, % 3’liik Triton X-100 ve BSA (Bovine serum albumin) ile
hazirlanan buffer one soliisyonu ile 1:500 oraninda sulandirilarak hazirlanan Anti-caspase
3 (abcam, ) primer antikoruyla kesitler oda 1sisinda 2 saat inkiibe edildi. Bu asamada
negatif kontrol kesitlere sadece PBS uygulandi. inkiibasyon sonrasinda yikama iglemi 15
dakika, biyotinlenmis sekonder antikor 15 dakika ve tekrar PBS ile yikamadan sonra
streptavidin peroksidaz 20 dakika uygulandi. Son yikama isleminden sonra yaklasik 5
dakika kromojen olarak DAB (3,3'-Diaminobenzidine ) (abcam) damlatildi ve renk
olusumu gozlemlendi. Kesitler distile suya alinarak reaksiyon durduruldu. Zit boyama
amactyla kesitler 45 saniye Mayer's Hematoksilen sollisyonu (abcam) ile muamele edildi.
Daha sonra kesitler akan ¢esme suyu altinda 3-4 dakika yikandi. Artan derecelerdeki alkol
serisinden gegirilerek (%70-%80-%90-%100), ksilolde 20 dk. bekletildi. Kapatma islemi
icin su bazli seffaflastirici soliisyon (abcam) kullanildi. Kesitler inceleninceye kadar +4

°C’de saklandi.

TUNEL [Terminal deoxynucleotidyl transferase (Tdt) mediated deoxyuridine

triphosphate (dUTP)-biotin nick end-labeling] Yontemi

Bu caligsmada, apoptozis sonucu gelisen DNA kiriklarinin in situ olarak taninmasini
saglamak amaciyla "In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein" kullanildi (Roche, Cat.
No. 11684795910). Bu amagla, elde edilen parafin bloklardan 20 um trim aralig: ile 4 um
kalinliginda seri kesitler poly-L-lysine ile kapli lamlar iizerine yerlestirildi. Her lam
tizerinde 1 kesit olacak sekilde ve kesitin alinma sirasina gore lamlar numaralandirildi.
Kesitler etlivde bir gece 37 °C’de bekletildi. Daha sonra 60 °C’de 1 saat daha bekletildi.
Deparafinizasyon ve rehidratasyon iglemlerinden sonra ¢ift-distile suda 5 dakika bekletilen
kesitler, PBS (fosfatla tamponlu tuz ¢ozeltisi, pH 7.4) (abcam) icerisinde 5 dakika
bekletildi. Daha sonra dokularin etrafi PAP-Pen ile ¢evrilerek, membran
permeabilizasyonu i¢in PBS igerisinde 20pug/ml olacak sekilde dilue edilen Proteinaz-K
(abcam, pH 7.4) soliisyonunda 37 °C’de 15 dakika inkiibe edildi. PBS (fosfatla tamponlu
tuz ¢ozeltisi, pH 7.4) (abcam) icerisinde 2 kez 5'er dakika yikandi. Daha sonra isaretleme
asamasina gecildi. Her 10 kesit i¢in TUNEL reaksiyon karisimi elde etmek amaciyla,

450ul vial 2 (Label solution: nucleotide mixture in reaction buffer)'nin igerisine 50 pl vial
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1 (Enzyme solution: terminal deoxynucleotidyl transferase from calf thymus [EC
2.7.7.31], recombinant in E. Coli, in storage buffer) eklenerek vorteksle karistirildi. Bu
karisim Her bir dokuya, hazirlanan TUNEL reaksiyon karisimindan 50 pl damlatilarak 37
°C’de 60 dakika nemli ve karanlik bir ortamda inkiibasyon uygulandi. Dokular PBS
(fosfatla tamponlu tuz ¢ozeltisi, pH 7.4) (abcam) igerisinde 3 kez 5'er dakika yikandi.

Dokularin iizerine kapatma medyumu dokiilerek tizerine lamel kapatildi (Tablo 11).

Tablo 11: TUNEL Yo6ntemi Uygulama Prosediirii (Floresan)

Sira Yapilan islem Islem Siiresi
1 Deparafinizasyon (37 °C'de | 1 gece
etiivde bekletme)
2 Deparafinizasyon (60 °C'de | 1 saat
etlivde bekletme)
3 Ksilol | 10 dakika
4 Ksilol 11 10 dakika
5 %2100 Alkol 5 dakika
6 %90 Alkol 5 dakika
7 %80 Alkol 5 dakika
8 %70 Alkol 5 dakika
9 Cift-distile suda bekletme 5 dakika
10 Fosfat tamponlu tuzlu su | 5 dakika
(PBS)’da  bekletme (pH:
7.4)
11 Proteinaz-K (20pg/ml) | 15 dakika
uygulanmasi- 37 °C'de
12 PBS’de bekletme (pH: 7.4) | 2x5 dakika
13 TUNEL reaksiyon | 60 dakika
karisiminda inkiibasyon- 37
°C'de
14 PBS’de bekletme (pH: 7.4) | 3x5 dakika
15 Ozel kapatma maddesi ile
kapatma
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Hazirlanan preparatlar, 515- 565 nm arali@indaki (yesil) dalga boyunda floresan

mikroskop altinda incelendi.

HISTOLOJIK INCELEME: ilk fiksasyonu takiben elde edilen over dokularinin 1s1ik

mikroskobu altinda incelenmesi yapildi.

OVER FOLLIKULU SAYIMI: Overin orta 1/3'iinden alinan kesitlerin over
follikiillerinin varlig1 agisindan incelenmesi, primordial ve biiyiiyen follikiillerin sayimi

gerceklestirildi.

IMMUNHISTOKIMYASAL INCELEME: Apoptozis tespiti i¢in anticaspase-3 primer

antikoru kullanilarak immunhistokimyasal analiz yapildi.

IMMUNOFLORESANS: DNA HASARININ tespiti i¢in in situ terminal
deoxynucleotidyl-transferase-mediated dUTP-Nick-End (TUNEL) immunofloresan

boyamasi kullanildu.

APOPTOTIK INDEKS: Her bir slaytta en az 500 hiicre sayilarak, apoptotik niikleer
morfolojiye sahip hiicreler saptanarak, bu hiicrelerin tiim hiicreler i¢indeki % oram

apoptotik indeks olarak hesaplandi.

IMMUNHISTOKIMYASAL SKORLAMA (HSCORE): Pozitif olarak boyanan
epitelyal hiicrelerin %'lerinin toplaminin boyama yogunlugu ile ¢arpilmasi ile elde edilen

bir immunhistokimyasal skorun tespit edildi.

HSCORE:XPi (I+1) I: Boyanma yogunlugu (0=Ekspresyon yok, 1=Hafif, 2=Orta,

3=Yogun), Pi: Her bir yogunlukta boyanmis hiicrelerin %/'si
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BiYOKIMYA ANA BIiLiM DALI TARAFINDAN GERCEKLESTIRILEN
ANALIZLER:

OKSIDATIF DENGE PARAMETRELERININ (LIPiD PEROKSIDASYON
URUNLERI) OLCUMU:

Deney sonunda kalpten alinan kan 6rneklerinde ve over dokusunda, Malondialdehyde
(MDA), Glutathione Peroxidase (GPx) diizeyleri ile Superoksid Dismutaz (SOD) ve

katalaz aktiviteleri analiz edildi.

Doku homojenizasyonu: Sigan over dokularinda MDA, SOD, GPx, katalaz ve protein
tayini i¢in dokular tartilarak tizerine 1/10 (agirlik/voliim) oraninda PBS (0,1 M / pH 7.,4)
eklenip doku homojenizatérii ile homojenize edildi. *** Homojenatlar 5 dakika siire ile
5000 rcf’de santrifiij edilerek stipernatantlari ayrilacak ve eppendorflara alinarak -40°C de

analiz edilecek zamana kadar saklanda.

Serum ornekleri elde edebilmek icin antikoagulansiz tiipe alinan kan 6rnekleri, 3500

rpm'de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatantlar -40 C'de analiz 6ncesine kadar saklandi.

Doku protein tayini: Total protein tayini Lowry modifiye metoduyla yapildi. *** Analiz

edilecek parametrelerin doku sonuglari, doku protein miktaria oranlanarak verildi.

Doku ve serumda; MDA ve CAT o6l¢iimleri ELISA yontemiyle Elabscience (2016,
Wuhan/China) marka ticari ELISA kiti kullanilarak iiretici firmanin (Elabsience
Biotechnology Co. Ltd.) belirtmis oldugu sekilde ¢aligildi.

Doku ve serumda; GPX ve SOD o6lgiimleri ELISA yontemiyle SUNRED (2016,
Shangai/China) marka ticari ELISA kiti kullanilarak iiretici firmanin (Sunred

biotechnology Company) belirtmis oldugu sekilde ¢alisildi.
KULLANILAN CIHAZLAR

IKA T18 Digital ULTRA TURRAX homojenizator

Alisei Quality System Seac Radim Company analyser (Italy/Rome)-ELISA READER
UVmini-1240 UV-VIS Spectrophotometer- SHIMADZU

AND Company- Hassas terazi

Ugur derin dondurucu- Derin dondurucu

o 00k 0w NP

Eppendorf, Otomatik pipetler
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Bu hayvan ¢alismasinin sonunda, sigaraya maruz kalinmasina bagl olarak oksidatif
hasar ve apoptozis mekanizmalari {izerinden meydana gelmesi beklenen over dokusu ve
rezervi lizerindeki olumsuz etkilere karsi, kuvvetli bir antioksidan olarak bilinen

Melatoninin koruyucu etkisinin olup olmadig1 ortaya koyulacaktir.
ARASTIRMA VERILERININ iISTATISTIKSEL ANALIZi

Calismanin verileri arastirmaci tarafindan SPSS 20.0 veri tabanina aktarilmis ve analizler
yapilmistir. Herbir gruptaki rat sayisina bakildi. Herbir grubun her bir parametre i¢in
normal dagilima uygunluguna Shapiro Wilks testi ile bakilmistir. Herbir gruptaki rat sayisi
parametrik test yapmaya yeterli olmadigindan, bu gruplarin herbir parametre i¢in
karsilastirilmasinda non parametrik test olan Kruskal-Wallis testi uygulandi. Herbir
parametre i¢in fark tespit edildi. Her bir parametre i¢in farkin hangi gruplar arasinda
oldugunun tespiti i¢in yine nonparametrik bir test olan Mann-whitney U testi kullanildu.
Yapilmis olan biitiin analizlerde anlamlilik diizeyi p < 0,05 olan degerler anlamli olarak

kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamiz 72 adet disi Wistar-Albino si¢an iizerinde prospektif, randomize, deneysel
bir ¢calisma olarak planlanmistir. Grup II ve grup III’te olan birer sigan 61diigii i¢in ¢calisma
dis1 birakilmistir. Grup I, IV, V, VI 12 ser rat, grup Il ve III te 11 sican olmak tizere 70

sicanla ¢aligma tamamlanmistir. Grup aciklamalari asagida gosterilmistir;

Grup I- Oda havasina maruz kalacak kontrol grubu (n=12)

Grup I1- Kronik olarak sigara dumanina maruz kalacak ¢aligma grubu (n=11)
Grup I11- Oda havasi+10 mg/kg Melatonin grubu (n=11)

Grup IV- Oda havasi+20 mg/kg Melatonin grubu (n=12)

Grup V- Sigara dumanina maruziyet +10 mg/kg Melatonin grubu (n=12)

Grup VI- Sigara dumanina maruziyet+20 mg/kg Melatonin grubu (n=12)
Biyokimyasal Bulgular

Calisma planinda 6 gruba ayrilan siganlarda calisilan biyokimyasal parametreler
Malondialdehyde (MDA), Glutathione Peroxidase (GPx) diizeyleri ile Superoksid
Dismutaz (SOD) ve katalaz aktiviteleri herbiri dokuda ve serumda ayr1 ayri
degerlendirildi. Doku parametreleri kendi arasinda, serum parametreleri kendi arasinda

incelendi.

Bakilan doku SOD aktivitelerinde kontrol grubu (grup 1) ile grup 1l karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli sonug elde edilememistir (15,07864 vs. 16,92044, p =0,538).
Yine grup I ile grup III karsilagtirildiginda da oda havasinda alinan 10mg/ kg melatoninin
SOD aktivitelerini istatistiksel olarak anlamli bir etki etmedigi gézlenmistir (15,07864 vs.
12,53813, p =0,386). Keza kontrol grubu ve Grup IV karsilastirildigindan, oda havasinda
alian 20 mg/kg melatonin alinmas1 SOD aktivitesini anlamli bir sekilde artirmaktadir
(15,07864 vs. 25,35925, p=0,006). Kontrol grubu ile sigara igen siganlarda melatonin
10mg/kg ( grup V) ve melatonin 20mg / kg ( grup VI) uygulanmig gruplar
karsilastirildiginda yine anlamli bir istatistiksel bulguya rastlanmadi (15,07864 vs.
14,58959, p=1 ve 15,07864 vs. 11,74254, p=0,729).
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tablo 12 : Gruplar arasinda doku SOD dlzeyleri mean ve

40 median degerleri arasindaki karsilastirma
35 35,49275
305 35925
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N
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=}
108
©
5
0
Grup | Grup Il Grup Il Grup IV Grup V Grup VI
| H mean
grupfar B median

Sadece sigara igcen (grup II) ve grup III karsilastirildiginda SOD aktivitelerinde
istatistiksel olarak fark gozlenmedi (16,92044 vs. 12,53813, p= 0,140). Grup Il ve Grup IV
karsilastiginda, oda havasinda 20mg melatonin verilen sicanlarda sadece sigara igen
sicanlara gore SOD aktiviteleri anlamli olarak artmigtir (16,92044 vs. 25,35925, p=0.014).
Ancak sadece sigara igen sicanlar ( grup 1) ile melatonin uygulanan gruplar arasinda (grup
V ve VI) SOD aktiviteleri arasinda istatitiksel olarak anlamli fark gozlenmemistir

(16,92044 vs. 14,58959, p =0,533 ve 16,92044 vs. 11,74254, p=0,538).

Doku SOD diizeyleri | Grup | Grup 1l Grup I Grup IV Grup V Grup VI
(ng/ gram protein)

Mean degeri 14,97595 | 21,14816 12,96810 35,49275 14,14394 13,82353

Median degeri 15,07864 | 16,92044 12,53813 25,35925 14,58959 11,74254

Standard sapma | 8,00683 21,60764 5,52569 24,17118 4,089203 6,96601

Min. Degeri 3,96841 6,50649 5,82029 10,96220 7,25930 3,24808

Max Degeri 30,10509 | 84,59484 25,61805 82,7165 20,62742 24,60014

Tablo 13: Gruplardaki doku SOD diizeyleri (mean deger, median deger, minimum ve maksimum deger,

standart sapma)
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Oda havasinda melatonin 10mg/kg ve 20mg/kg ana iki grup karsilagtirildiginda ise (grup
III ve IV), oda havas1 20mg/kg melatonin alan grupta SOD aktivitelerinde anlaml1 bir
sekilde artis gézlenmistir (12,53813 vs. 25,35925, p=0,001). Ancak oda havasinda
10mg/kg melatonin uygulanan si¢anlarin(gruplIl) SOD aktivileri ile sigara dumanina
maruz kalan ve melatonin 10mg/kg ve 20mg/kg uygulanan gruplar (grup V ve VI)
karsilastirildiginda, gruplar arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir (12,53813 vs.
14,58959, p=0,424 ve 12,53813 vs. 11,74254, p=0,729).

Bunun yaninda oda havasinda 20mg/kg melatonin uygulanan siganlar (grup IV) ile
sigara dumanina maruz kalan ve 10mg/ kg melatonin uygulanan siganlar ( grup V) arasinda
yapilan degerlendirmede, oda havasinda 20mg/ kg melatonin uygulanan grupta SOD
aktivitesinin anlaml olarak artig1 gézlenmistir (25,35925 vs. 14,58959, p=0,001). Oda
havasinda 20mg/kg melatonin uygulanan si¢anlar ( grup IV) ile sigara dumanina maruz
kalan ve 20mg/kg melatonin uygulanan siganlar (grup VI) karsilastirildiginda da yine oda
havasinda 20mg/ kg melatonin uygulanan grupta SOD aktivitesinin anlamli olarak artig1

gozlenmistir (25,35925 vs. 11,74254, p=0,004).

Ancak SOD aktivitelerinde son olarak sigaraya maruz kalan siganlarda melatonin
uygulanan iki grup arasinda (grup V ve VI) anlaml bir fark bulunamadi (14,58959 vs.
11,74254, p=0,854).

Bakilan doku Gpx diizeylerinde kontrol grubu (grup 1) ile grup Il karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli sonug elde edilememistir (63,09015 vs. 52,5172, p =0,758).
Yine kontrol grubu ile oda havasinda 10mg/kg melatonin uygulanan grup (grup III)
karsilastirildiginda da oda havasinda alinan 10mg/ kg melatoninin Gpx diizeyleri
istatistiksel olarak anlamli bir etki etmedigi gozlenmistir (63,09015 vs. 54,33217, p=1).
Keza kontrol grubu ve Grup IV karsilastirildigindan, oda havasinda alinan 20 mg/kg
melatonin alinmasi Gpx diizeyleri anlamli bir sekilde artirmaktadir (63,09015 vs.
101,3152, p=0,007). Kontrol grubu ile sigara i¢gen siganlarda melatonin 10mg/kg ( grup V)
ve melatonin 20mg / kg ( grup VI) uygulanmis gruplar karsilagtirildiginda yine anlamli bir
istatistiksel bulguya rastlanmadi (63,09015 vs. 41,51602, p=0,124 ve 63,09015 vs.
49,8262, p=0,773).
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Sadece sigara i¢en (grup II) ve grup III karsilastirildiginda Gpx diizeyleri istatistiksel
olarak fark gozlenmedi (52,5172 vs. 54,33217, p=1). Grup II ve Grup IV karsilagtiginda,
oda havasinda 20mg melatonin verilen si¢anlarda, sadece sigara i¢en siganlara gére Gpx
diizeyleri anlamli olarak artmistir (54,33217 vs. 101,3152, p=0,023). Ancak sadece sigara
icen siganlar ( grup 1) ile melatonin uygulanan gruplar arasinda (grup V ve VI) Gpx
diizeyleri arasinda istatitiksel olarak anlamli fark gézlenmemistir (54,33217 vs. 41,51602
p =0,053 ve 54,33217 vs 49,8262, p=0,424).

Tablo 14: Gruplar arasinda doku Gpx dizeyleri mean ve
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Oda havasinda melatonin 10mg/kg ve 20mg/kg ana iki grup karsilagtirildiginda ise (grup
III ve 1IV), oda havas1 20mg/kg melatonin alan grupta Gpx diizeyleri anlamli bir sekilde
artig gozlenmistir (54,33217 vs. 101,3152, p=0,012). Ancak oda havasinda 10mg/kg
melatonin uygulanan siganlarin (gruplll) Gpx diizeyleri ile sigara dumanina maruz kalan
ve melatonin 10mg/kg ve 20mg/kg uygulanan gruplar (grup V ve VI) arasinda anlamli bir
fark gozlenmemistir (54,33217 vs. 41,51602, p=0,097 ve 54,33217 vs. 49,8262, p=0,644).

Bunun yaninda oda havasinda 20mg/kg melatonin uygulanan sicanlar (grup IV) ile
sigara dumanina maruz kalan ve 10mg/ kg melatonin uygulanan si¢anlar ( grup V) arasinda
yapilan degerlendirmede, oda havasinda 20mg/ kg melatonin uygulanan grupta Gpx
diizeyleri anlamli olarak artig1 gozlenmistir (101,3152 vs. 41,51602, p=0,001). Oda

havasinda 20mg/kg melatonin uygulanan siganlar ( grup IV) ile sigara dumanina maruz
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kalan ve 20mg/kg melatonin uygulanan siganlar (grup VI) karsilastirildiginda da yine oda
havasinda 20mg/ kg melatonin uygulanan grupta Gpx diizeylerinin anlamli olarak artig

gdzlenmistir (101,3152 vs. 49,8262, p=0,007).

Ancak Gpx diizeylerinde son olarak sigaraya maruz kalan siganlarda melatonin
uygulanan iki grup arasinda (grup V ve VI) anlamli bir fark bulunamadi (41,51602 vs.
49,8262, p=0,295) .

Doku Gpx diizeyleri | Grup | Grup Il Grup I Grup IV Grup V Grup VI
(ng/ gram protein)

Mean Degeri 63,99198 | 85,18388 63,46698 132,06267 | 44,37647 57,87488

Median degeri 63,09015 | 52,5172 54,33217 101,3152 41,51602 49,8262

Standard sapma | 32,95450 | 89,47022 33,58606 75,46994 17,61039 30,36831

Min. Degeri 23,1414 28,44594 5,32658 44,46225 25,1448 9,36090

Max Degeri 138,1277 | 348,9537 126,6626 290,7947 84,55745 111,535

Tablo 15: Gruplardaki doku Gpx diizeyleri (mean deger, median deger, minimum ve maksimum

deger, standart sapma)

Bakilan doku katalaz aktivitelerinde kontrol grubu (grup I) ile grup II
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sonug elde edilememistir (124,73555 vs.
171,8332, p =0,074). Yine kontrol grubu ile oda havasinda 10mg/kg melatonin uygulanan
grup (grup III) karsilastirildiginda da oda havasinda alinan 10mg/ kg melatoninin katalaz
aktivitelerinde istatistiksel olarak anlaml bir etki etmedigi gozlenmistir (124,73555 vs.
99,4201, p = 0,453 ). Keza kontrol grubu ve Grup IV karsilastirildigindan, oda havasinda
alian 20 mg/kg melatonin alinmasi katalaz aktivitesini anlamli bir sekilde artirmaktadir
(124,73555 vs. 323,8592, p=0,001). Kontrol grubu ile sigara i¢en si¢anlarda melatonin
10mg/kg uygulananlarda, sigara icen melatonin 10mg/kg uygulanan siganlarin katalaz

aktivitesi belirgin olarak artmistir (124,73555 vs. 186,432, p=0,027). Kontrol grubu ile
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sigara i¢en si¢anlarda melatonin 20mg / kg ( grup VI) uygulanmis gruplar
karsilagtirildiginda ise katalaz aktiviteleri arasinda istatistiksel bulguya rastlanmadi

(124,73555 vs. 122,43315, p=0,817).

Sadece sigara i¢en (grup II) ve oda havasinda 10 mg/kg melatonin uygulanan (grup I11)
karsilastirildiginda, katalaz aktivitelerinin sadece sigara icenlerde arttigi gézlenmistir
(171,8332 vs. 99,4201, p= 0,014). Fakat Grup II ve Grup IV karsilastiginda ise, oda
havasinda 20mg melatonin verilen sicanlarda, sadece sigara i¢en siganlara gore katalaz
aktivitelerinin anlamli olarak artig1 goriilmistiir (171,8332 vs. 323,8592, p=0,003) .
Sadece sigara igen siganlar ( grup II) ile melatonin uygulanan gruplar arasinda (grup V ve
V1) katalaz aktiviteleri arasinda istatitiksel olarak anlamli fark gézlenmemistir (171,8332
vs. 186,432, p =0,922 ve 171,8332 vs. 122,43315, p=0,140).

Tablo 16 : Gruplar arasinda doku katalaz aktiviteleri mean

450 ve median degerleri arasindaki karsilastirma
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Oda havasinda melatonin 10mg/kg ve 20mg/kg ana iki grup karsilastirildiginda ise (grup
III ve 1V), oda havasi 20mg/kg melatonin alan grupta katalaz aktivitelerinin anlamli bir
sekilde artig gézlenmistir (99,4201 vs. 323,8592, p=0,001) . Ancak oda havasinda
10mg/kg melatonin uygulanan si¢anlarin (gruplll) katalaz aktiviteleri ile sigara dumanina

maruz kalan ve melatonin 10mg/kg uygulanan grup (grup V) arasinda, Sigara dumanina
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maruz kalan ve melatonin 10mg/kg uygulanan grup katalaz aktivitesi anlamli bir artis

gozlenmistir (99,4201 vs. 186,432, p=0,005). Ancak ayni fark oda havasinda 10mg/kg

melatonin uygulanan sicanlarin (gruplll) katalaz aktiviteleri ile sigara dumanina maruz

kalan ve melatonin 20mg/kg uygulanan grup (grup VI) arasinda gézlenmemistir (99,4201
vs. 122,43315, p=0,326).

Bunun yaninda oda havasinda 20mg/kg melatonin uygulanan si¢anlar (grup 1V) ile

sigara dumanina maruz kalan ve 10mg/ kg melatonin uygulanan si¢anlar ( grup V) arasinda

yapilan degerlendirmede, oda havasinda 20mg/ kg melatonin uygulanan grupta katalaz
aktiviteleri anlamli olarak artig1 gézlenmistir (323,8592 vs. 186,432, p=0,004). Oda

havasinda 20mg/kg melatonin uygulanan siganlar ( grup IV) ile sigara dumanina maruz

kalan ve 20mg/kg melatonin uygulanan siganlar (grup VI) karsilastirildiginda da yine oda

havasinda 20mg/ kg melatonin uygulanan grupta katalaz aktivitelerinin anlamli olarak

artig1 gézlenmistir (323,8592 vs. 122,43315, p=0,001).

Doku katalaz diizeyleri Grup | Grup 1l Grup I Grup IV Grup V Grup VI
(ng/ gram protein)

Mean degeri 128,13531 205,46064 | 111,6983 | 381,62120 | 195,57446 | 142,70293
Median degeri 124,73555 171,8332 99,4201 323,8592 186,432 122,43315
Standard sapma 61,10768 116,82908 | 53,81971 214,09241 | 58,14409 83,25030
Min. Degeri 36,53949 86,84908 28,12997 102,80704 | 119,8368 | 35,46531
Max Degeri 223,59160 503,46450 | 207,7273 | 813,4397 291,4478 | 332,48550

Tablo 17 : Gruplardaki doku katalaz diizeyleri (mean deger, median deger, minimum ve maksimum

deger, standart sapma)

Ancak katalaz aktivitelerinde son olarak sigaraya maruz kalan siganlarda melatonin

uygulanan iki grup arasinda (grup V ve VI) istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamad:

(186,432 vs. 122,43315, p=0,065) ancak sigara igen ve 10 mg/kg melatonin uygulanan

siganlarda katalaz aktivitelerinin diger gruba gore arttig1 goriilmektedir.
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Doku diizeyinde gruplar arasinda MDA diizeyleri karsilastirildiginda, gruplar arasinda
herhangi bir istatistiksel fark gozlenmemistir. Bu durumun nedeni sigara maruziyetinin
stiresinin yeteri kadar uzun olmadigindan olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ancak serum MDA

diizeyleri gruplar arasinda karsilagtirildiginda anlamls istatistiksel farklar gézlenmistir.

Bakilan sigan kanindaki serum SOD aktivitelerinde kontrol grubu (grup 1) ile grup Il
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sonug elde edilememistir (6,36 vs. 6,61,
p=0,559). Yine grup I ile grup III karsilastirildiginda da oda havasinda alinan 10mg/ kg
melatoninin serum SOD aktivitelerini istatistiksel olarak anlamli bir artig gosterdigi
gozlenmistir (6,36 vs. 8,825, p = 0,002). Ancak kontrol grubu ve Grup IV
karsilagtirildigindan, oda havasinda alinan 20 mg/kg melatonin alinmasi serum SOD
aktivitesini anlamli bir sekilde degistirmedigi goriilmiistiir (6,36 vs. 4,95, p=0,193).
Kontrol grubu ile sigara i¢en siganlarda melatonin 10mg/kg ( grup V) ve melatonin 20mg /
kg ( grup VI) uygulanmis gruplar karsilastirildiginda yine anlaml bir istatistiksel bulguya
rastlanmadi (6,36 vs. 7,41, p=0,60 ve 6,36 vs. 6,405, p=0,729) . Ancak sigara igen ve
10mg/kg melatonin kullanan siganlarin kontrol grubu SOD aktivite diizeylerine gore arttig1

gozlenmistir.

tablo 18 : Gruplar arasinda serum SOD diizeyleri mean ve

10 median degerleri arasindaki karsilastirma
9 8,72416 83825
7,58636
8 _ 7,41 6,405
(]
6,622 6,61
= %36 642727 616416
62 5,20833
o 4,95
53
4§
3
3
2
1
0
Grup | Grup Il Grup I Grup IV Grup V Grup VI
gruplar H mean
H median

70



Sadece sigara i¢en (grup II) ile oda havasinda 10mg/kg kullanilan (grup I1) sicanlar
karsilastirildiginda, oda havasinda 10mg/kg kullanilan (grup III) siganlarda serum SOD
aktivitelerinde istatistiksel olarak arttig1 gozlenmistir (6,61 vs. 8,825, p= 0,001). Grup Il ve
Grup IV karsilastiginda, sadece sigara i¢en siganlarda serum SOD aktiviteleri anlaml
olarak artmistir (6,61 vs. 4,95, p=0.019). Ancak sadece sigara igen siganlar (grup II) ile
sigaraya maruz kalan ve 10mg/kg melatonin uygulanan gruplar arasinda (grup V)
karsilastirma yapildiginda serum SOD aktiviteleri arasinda istatitiksel olarak anlamli fark
gozlemistir. Sigara icen 10mg/kg melatonin igen siganlarda serum SOD aktivitelerin artig
gozlenmistir (6,61 vs. 7,41, p =0,039). Ancak grup II ve VI arasinda anlamli fark
gozlenmemistir (6,61 vs. 6,405, p=0,805).

Oda havasinda melatonin 10mg/kg ve 20mg/kg ana iki grup karsilastirildiginda ise
(grup IIT ve IV), oda havas1 10mg/kg melatonin alan grupta serum SOD aktivitelerinde
anlamli bir sekilde artis gozlenmistir (8,825 vs. 4,95, p=0,001). Oda havasinda 10mg/kg
melatonin uygulanan sicanlarin(gruplIl) serum SOD aktivileri ile sigara dumanina maruz
kalan ve melatonin 20mg/kg uygulanan grup ( VI) arasinda, oda havasinda melatonin
uygulanan grupta (grup 1ll) anlamli bir artis gozlenmistir (8,825 vs. 6,405, p=0,001) .
Ancak oda havasi ve 10mg/kg melatonin alan grup (grup III) ile sigaraya maruz kalan 10
mg/ kg (grupV) melatonin uygulanan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
olmamakla beraber, oda havasi altinda 10mg/kg melatonin alan grubun serum SOD

degerleri goreceli olarak artmistir (8,825 vs 7,41, p=0,065).
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Serum SOD diizeyleri | Grup | Grup Il Grup 111 Grup IV Grup V Grup VI
(ng/ ml)

Mean degeri 6,6225 6,42727 8,72416 5,20833 7,58636 6,16416
Median degeri 6,36 6,61 8,825 4,95 7,41 6,405
Standard sapma 2,93802 1,07537 1,16268 1,19140 1,37505 1,63448
Min. Degeri 3,79 5,03 6,55 3,07 5,64 33
Max Degeri 15,02 8,27 10,52 7,08 10,21 8,57

Tablo 19: Gruplardaki serum SOD diizeyleri (mean deger, median deger, minimum ve

maksimum deger, standart sapma)

Bunun yaninda oda havasinda 20mg/kg melatonin uygulanan siganlar (grup IV) ile sigara
dumanina maruz kalan ve 10mg/ kg melatonin uygulanan siganlar ( grup V) arasinda
yapilan degerlendirmede, sigara dumanina maruz kalan 10mg/ kg melatonin uygulanan
grupta serum SOD aktivitesinin anlamli olarak artigi gézlenmistir (4,95 vs. 7,41, p=0,001).
Oda havasinda 20mg/kg melatonin uygulanan siganlar ( grup IV) ile sigara dumanina
maruz kalan ve 20mg/kg melatonin uygulanan sicanlar (grup VI) karsilastirildiginda da
yine sigara dumanina maruz kalan 20mg/ kg melatonin uygulanan grupta serum SOD
aktivitesinin goreceli olarak artig1 gozlenmis ancak istatistiksel olarak anlamli olmadig:

goriilmiistiir (4,95 vs. 6,405, p=0,083).

Ancak serum SOD aktivitelerinde son olarak sigaraya maruz kalan sicanlarda melatonin
uygulanan iki grup arasinda (grup V ve VI) anlaml1 istatiksel olarak bir fark bulunamada.
(7,41 vs. 6,405, p=0,090) ancak melatonin 10mg/kg kullanan grubun (grup V) goreceli

olarak serum SOD degerleri artig1 gézlenmistir.

Bakilan serum Gpx diizeylerinde kontrol grubu (grup I) ile grup II karsilastirildiginda,
sigara igen grupta serum Gpx degeri istatistiksel olarak artmistir (13,255 vs. 36,74,
p=0,001). Yine kontrol grubu ile oda havasinda 10mg/kg melatonin uygulanan grup (grup
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IT) karsilastirildiginda da oda havasinda alinan 10mg/ kg melatoninin serum Gpx
diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bir etki ettigi gdzlenmistir (13,255 vs. 36,1, p =0,001).
Keza kontrol grubu ve Grup IV karsilastirildigindan anlamli bir istatistiksel degisken
gozlenmemistir (13,255 vs. 23,105, p=0,664). Ancak kontrol grubu ile sigara igen
sicanlarda melatonin 10mg/kg ( grup V) ve melatonin 20mg / kg ( grup VI) uygulanmis
gruplar karsilagtirildiginda serum Gpx diizeyleri sigara dumanina maruz kalan ve
melatonin alan gruplarda anlamli olarak artig gézlenmistir (13,255 vs. 35,34, p=0,007 ve
13,255 vs. 30,975, p=0,019).

tablo 20: Gruplar arasinda serum Gpx dlizeyleri mean ve
median degerleri arasindaki karsilastirma
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Sadece sigara icen (grup II) ve grup III karsilastirildiginda serum Gpx diizeyleri
istatistiksel olarak fark gozlenmedi (36,74 vs. 36,1, p= 0,622). Grup Il ve Grup IV
karsilagtiginda sadece sigara dumanina maruz kalan siganlarda serum Gpx diizeyleri
anlamli olarak artmustir (36,74 vs. 23,105, p=0,001). Ancak sadece sigara i¢en siganlar (
grup I1) ile melatonin uygulanan gruplar arasinda (grup V ve VI) serum Gpx diizeyleri
arasinda istatitiksel olarak anlamli fark gézlenmemistir (36,74 vs 35,34, p =0,412 ve 36,74
vs. 30,975, p=0,056). Ancak sigaraya maruz kalan ve 20mg melatonin kullanan grupta

(grup V1) goreceli olarak serum Gpx diizeyi artmistir.

Oda havasinda melatonin 10mg/kg ve 20mg/kg ana iki grup karsilastirildiginda ise (grup

III ve 1V), oda havas1 10mg/kg melatonin alan grupta serum Gpx diizeyleri anlamli bir
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sekilde artig gézlenmistir (36,1 vs. 23,105, p=0,001). Ancak oda havasinda 10mg/kg

melatonin uygulanan siganlarin (gruplll) serum Gpx diizeyleri ile sigara dumanina maruz

kalan ve melatonin 10mg/kg ve 20mg/kg uygulanan gruplar (grup V ve VI) arasinda

anlamli bir fark gozlenmemistir (36,1 vs. 35,34, p=0,490 ve 36,1 vs. 35,34, p=0,065).

Serum Gpx diizeyleri | Grup | Grup Il Grup I Grup IV Grup V Grup VI
(ng/ ml)

Mean degeri 17,2275 36,11909 35,51363 19,5075 32,76818 28,9525
Median degeri 13,255 36,74 36,1 23,105 35,34 30,975
Standard sapma | 11,95277 | 5,37276 7,68946 8,79898 8,70335 9,91053
Min. Degeri 5,69 30,21 16,27 6,63 15,40 11,08
Max Degeri 37,01 48,83 4414 29,49 44,35 42,13

Tablo 21: Gruplardaki serum Gpx diizeyleri (mean deger, median deger, minimum ve maksimum deger,

standart sapma)

Bunun yaninda oda havasinda 20mg/kg melatonin uygulanan sicanlar (grup IV) ile

sigara dumanina maruz kalan ve 10mg/ kg melatonin uygulanan si¢anlar ( grup V) arasinda

yapilan degerlendirmede, sigara dumanina maruz kalan 10mg/ kg melatonin uygulanan

grupta serum Gpx diizeyleri anlamli olarak artig1 gézlenmistir (23,105 vs. 35,34, p=0,003).

Oda havasinda 20mg/kg melatonin uygulanan siganlar ( grup IV) ile sigara dumanina

maruz kalan ve 20mg/kg melatonin uygulanan sicanlar (grup VI) karsilastirildiginda da

yine sigara dumanina maruz kalan 20mg/ kg melatonin uygulanan grupta serum Gpx

diizeylerinin anlamli olarak artig1 gozlenmistir (23,105 vs. 30,975, p=0,009).

Ancak serum Gpx diizeylerinde son olarak sigaraya maruz kalan si¢canlarda melatonin

uygulanan iki grup arasinda (grup V ve VI) anlamli bir fark bulunamadi (35,34 vs. 30,975,

p=0,356).
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Bakilan serum katalaz aktivitelerinde kontrol grubu (grup 1) ile grup Il
karsilagtirildiginda, kontrol grubunda sadece sigara igen siganlara gore katalaz aktivitesinin
artmis oldugu gézlenmistir (45,13 vs. 36,5, p=0,015). Yine kontrol grubu ile oda
havasinda 10mg/kg melatonin uygulanan grup (grup III) karsilastirildiginda da serum
katalaz aktivitelerinde istatistiksel olarak anlamli bir etki etmedigi gdzlenmistir (45,13 vs.
53,59, p = 0,140). Kontrol grubu ve Grup IV karsilastirildigindan, serum Gpx diizeyleri
arasinda anlamli fark gézlenmedi (45,13 vs. 37,965, p=0,140). Kontrol grubu ile sigara
icen si¢anlarda melatonin 10mg/kg (grup V) uygulananlarda, kontrol grubundaki siganlarin
serum katalaz aktivitesi belirgin olarak artmigtir(45,13 vs. 32,15, p=0,017). Kontrol grubu
ile sigara igen siganlarda melatonin 20mg / kg ( grup VI) uygulanmis gruplar
karsilagtirildiginda ise serum katalaz aktiviteleri arasinda istatistiksel bulguya rastlanmadi

(45,13 vs. 32,72, p=0,137).

tablo 22: Gruplar arasinda serum katalaz diizeyleri mean ve
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Sadece sigara icen (grup II) ve oda havasinda 10 mg/kg melatonin uygulanan (grup III)
karsilastirildiginda, serum katalaz aktivitelerinin oda havasinda 10mg/kg melatonin alan
grupta arttig1 gézlenmistir(36,5 vs. 53,59, p=0,001). Fakat Grup Il ve Grup IV
karsilagtiginda ise, serum katalaz aktivitelerinin anlamli olarak degigsmedigi gozlenmistir
(36,5 vs. 37,965, p=0,424). Sadece sigara igen siganlar ( grup I1) ile melatonin uygulanan
gruplar arasinda (grup V ve VI) serum katalaz aktiviteleri arasinda istatitiksel olarak
anlamli fark gozlenmemistir (36,5 vs. 32,15, p=0,412 ve 36,5 vs. 32,72, p=0,869).
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Serum katalaz diizeyleri | Grup | Grup Il Grup 111 Grup IV Grup V Grup VI
(pikogram/ ml)

Mean degeri 50,01 36,01272 57,64 40,73083 31,99545 40,9275
Median degeri 45,13 36,5 53,59 37,965 32,15 32,72
Standard sapma 18,59915 8,24426 15,59197 13,65616 11,8091 20,54221
Min. Degeri 27,21 22,88 33,69 19,44 15,7 20,79
Max Degeri 96,79 55,9 86,93 68,45 50,38 79,79

Tablo 23: Gruplardaki serum katalaz diizeyleri (mean deger, median deger, minimum ve maksimum deger,

standart sapma)

Oda havasinda melatonin 10mg/kg ve 20mg/kg ana iki grup karsilastirildiginda ise
(grup IIT ve 1V), oda havas1 10mg/kg melatonin alan grupta serum katalaz aktivitelerinin
anlamli bir sekilde artig gozlenmistir (53,59 vs. 37,965, p=0,012). Ayn1 zamanda oda
havasinda 10mg/kg melatonin uygulanan siganlarin (gruplIl) serum katalaz aktiviteleri ile
sigara dumanina maruz kalan ve melatonin 10mg/kg uygulanan grup (grup V) arasinda,
oda havasinda melatonin 10mg/kg uygulanan grup katalaz aktivitesi anlamli bir artis
gozlenmistir (53,59 vs. 32,15, p=0,001). Ayni fark oda havasinda 10mg/kg melatonin
uygulanan sicanlarin (gruplll) katalaz aktiviteleri ile sigara dumanina maruz kalan ve
melatonin 20mg/kg uygulanan grup (grup VI) karsilastirildiginda, oda havasinda 10mg/kg
melatonin uygulanan grupta artis gézlenmistir (53,59 vs. 32,72, p=0,039).

Bunun yaninda oda havasinda 20mg/kg melatonin uygulanan siganlar (grup IV) ile
sigara dumanina maruz kalan ve 10mg/ kg melatonin uygulanan si¢anlar ( grup V) arasinda
yapilan degerlendirmede, anlamli bir fark gézlenmemistir (37,965 vs. 32,15, p=0,157).
Oda havasinda 20mg/kg melatonin uygulanan siganlar ( grup IV) ile sigara dumanina
maruz kalan ve 20mg/kg melatonin uygulanan sicanlar (grup VI) karsilastirildiginda da
serum katalaz aktivitesinde anlamli olarak istatiksel fark gézlenmemistir (37,965 vs. 32,72,
p=0,001).
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Ancak katalaz aktivitelerinde son olarak sigaraya maruz kalan si¢anlarda melatonin
uygulanan iki grup arasinda (grup V ve VI) serum katalaz aktivitesinde istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunamadi (32,15 vs. 32,72, p=0,457).

doku MDA diizeyleri Grup | Grup Il Grup 111 Grup IV Grup V Grup VI
(ng/ gram protein)
Mean degeri 3,57937 4,04965 3,36626 4,02931 3,72047 3,18428
Median degeri 3,29035 3,76364 2,74128 4,20941 3,3007 2,78068
Standard sapma 1,77218 0,84196 1,49601 0,51196 1,58034 1,57122
Min. Degeri 1,29997 3,12337 2,00155 3,06464 1,62459 0,75745
Max Degeri 5,96747 5,59563 6,22979 4,43528 7,17375 5,54255

Tablo 24: Gruplardaki doku MDA (mean deger, median deger, minimum ve maksimum deger, standart

sapma)

Bakilan serum MDA diizeylerinde kontrol grubu (grup 1) ile grup II
karsilagtirildiginda, sigara igen grupta serum MDA degeri istatistiksel olarak artmistir
(5,72174 vs. 8,25299, p=0,002). Yine kontrol grubu ile oda havasinda 10mg/kg melatonin
uygulanan grup (grup III) karsilastirildiginda da serum MDA diizeyleri arasinda anlamli
bir etki ettigi gézlenmemistir (5,72174 vs. 5,89875, p =0,931 ). Keza kontrol grubu ve
Grup IV karsilastirildigindan anlamli bir istatistiksel degisken gézlenmemistir (5,72174 vs.
5,36772, p=0,436). Ayn1 zamanda kontrol grubu ile sigara igen siganlarda melatonin
10mg/kg ( grup V) ve melatonin 20mg / kg ( grup VI) uygulanmis gruplar
karsilagtirildiginda serum MDA diizeyleri sigara dumanina maruz kalan ve melatonin alan
gruplarda goreceli olarak artig gézlenmistir, ancak istatistiksel olarak anlaml
bulunmamustir (5,72174 vs. 7,29713, p=0,085 ve 5,72174 vs. 6,92541, p=0,064).
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Serum MDA diizeyleri Grup | Grup Il Grup 111 Grup IV Grup V Grup VI
(ng/ ml)

Mean degeri 5,82205 8,63597 5,96071 5,57719 7,08472 6,95196
Median degeri 5,72174 8,25299 5,89875 5,36772 7,29713 6,92541
Standard sapma 1,28198 2,53814 1,2408730 | 1,56166 1,78427 1,57725
Min. Degeri 3,01350 5,84566 4,53578 3,43832 4,35877 3,96935
Max Degeri 8,21759 13,38628 9,13804 9,13804 9,45666 8,71322

Tablo 25: Gruplardaki serum MDA (mean deger, median deger, minimum ve maksimum deger, standart

sapma)

Sadece sigara igen (grup II) ve grup III karsilastirildiginda serum MDA diizeyleri
istatistiksel olarak sadece sigara i¢en grupta anlami artis gézlendi (8,25299 vs. 5,89875,
p=0,003). Grup II ve Grup IV karsilastiginda sadece sigara dumanina maruz kalan
sicanlarda serum MDA diizeyleri anlamli olarak artmistir (8,25299 vs. 5,36772, p=0,002).
Ancak sadece sigara igen siganlar ( grup II) ile melatonin uygulanan gruplar arasinda (grup
V ve VI) serum MDA diizeyleri arasinda istatitiksel olarak anlamli fark gézlenmemistir
(8,25299 vs. 7,29713, p =0,250 ve 8,25299 vs. 6,92541, p=0,116).

Oda havasinda melatonin 10mg/kg ve 20mg/kg ana iki grup karsilastirildiginda ise (grup
I11 ve IV) gruplar arasinda anlamli fark gézlenmedi (5,89875 vs. 5,36772, p=0,370). Ayni
oda havasinda 10mg/kg melatonin uygulanan siganlarin (grupIll) serum MDA diizeyleri
ile sigara dumanina maruz kalan ve melatonin 10mg/kg ve 20mg/kg uygulanan gruplar,
(grup V ve VI) arasinda anlaml bir fark gézlenmemistir(5,89875 vs. 7,29713, p=0,085 ve
5,89875 vs. 8,25299, p=0,094). Ancak sigara i¢en gruplarda serum MDA diizeyleri

goreceli olarak artmistir.

Bunun yaninda oda havasinda 20mg/kg melatonin uygulanan si¢anlar (grup 1V) ile

sigara dumanina maruz kalan ve 10mg/ kg melatonin uygulanan si¢canlar (grup V) arasinda
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yapilan degerlendirmede, sigara dumanina maruz kalan 10mg/ kg melatonin uygulanan
grupta serum MDA diizeyleri goreceli olarak artigi gézlenmis olup istatiksel olarak
anlamlandirilamadi (5,36772 vs. 7,29713, p=0,052). Ancak oda havasinda 20mg/kg
melatonin uygulanan siganlar ( grup IV) ile sigara dumanina maruz kalan ve 20mg/kg
melatonin uygulanan siganlar (grup VI) karsilagtirildiginda da sigara dumanina maruz
kalan 20mg/ kg melatonin uygulanan grupta serum MDA diizeylerinin anlamli olarak artig
gozlenmistir (5,36772 vs. 8,25299, p=0,046).

tablo 26: Gruplar arasinda serum MDA diizeyleri mean ve
median degerleri arasindaki karsilastirma

=
o

9 8,63597 25299
3 7,29713 6,95196

= 7,08472

= ’ 6,92541
s 582205 5,96071 5,57719

N 5,89875

: 5,72174 ’
65 5,36772
S

=
33
2
1
0

Grup | Grup I Grup I Grup IV Grup V Grup VI
gruplar W mean
B median

Ancak serum MDA diizeylerinde son olarak sigaraya maruz kalan siganlarda melatonin
uygulanan iki grup arasinda (grup V ve VI) anlamli bir fark bulunamadi (7,29713 vs.
8,25299, p=0,712).
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Histolojik Bulgular

Calismamiz 72 adet disi Wistar-Albino si¢an tizerinde prospektif, randomize,
deneysel bir ¢calisma olarak planlanmistir. Grup II ve grup III te olan birer sigan 61diigii i¢in
calisma dis1 birakilmigtir. Grup I, IV, V, VI 12 ser rat, grup Il ve Il te 11 sican olmak
tizere 70 siganla ¢alisma tamamlanmistir. Grup agiklamalar1 asagida gosterilmistir;

Grup I- Oda havasina maruz kalacak kontrol grubu (n=12)

Grup I1- Kronik olarak sigara dumanina maruz kalacak ¢alisma grubu (n=11)
Grup I11- Oda havasi+10 mg/kg Melatonin grubu (n=11)

Grup IV- Oda havasi+20 mg/kg Melatonin grubu (n=12)

Grup V- Sigara dumanina maruziyet +10 mg/kg Melatonin grubu (n=12)

Grup VI- Sigara dumanina maruziyet+20 mg/kg Melatonin grubu (n=12)

Gruplara ait over 6rneklerinin H&E boyamasi ile degerlendirilmesinde elde edilen
folikiil sayilar1 ve folikiiler yap1 degerlendirilmesinde gruplar tablo 27 ve tablo 28’ de

gosterilmistir.

Gruplardan elde edilen Histolojik follikiil sayilart Kruskal Wallis varyans analizi ile
karsilagtirildiginda her gruptaki kendi aralarinda Mann-Whitney U testi ile karsilagtirilmustir.
Elde edilen parametreler (mean deger, median deger, st. Sapma, minimum ve max. Degerler)

tablo 29, 30,31 ve 32 de gosterilmistir.
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Tablo 27: Gruplara gore folikiil sayilar: ve folikiiler yap: degerlendirilmesi (oda havasi, oda

havasinda 10mg/kg melatonin uygulana ve oda havasinda 20mg/kg melatonin uygulanan

gruplar)
Primordial
GRUP Follkiil Primer Follikiil Sekonder Follikiil | Matiir Follikiil
G1l-1 17 14 7 3
G1-2 7 11 4 3
G1-3 9 9 1 %]
Gl-4 11 13 8 1
G1-5 15 5 9 2
G1-6 8 10 5 5
G1-7 10 6 8 4
Primordial
GRUP Follkiil Primer Follikiil Sekonder Follikiil | Matiir Follikiil
G3-1 6 7 5 2
G3-2 8 I/ 7 1
G2-3 12 8 5 1
G3-4 9 4 2 9]
G3-5 11 9 4 3
G3-6 9 3 6 9]
G3-7 8 5 2 4
Primordial
GRUP Follkiil Primer Follikiil Sekonder Follikiill | Matiir Follikiil
G4-1 13 11 7 3
G4-2 9 5 5 0
G4-3 10 8 6 9]
G4-4 14 12 8 2
G4-5 8 6 2 3
G4-6 11 9 4 2
G4-7 9 6 5 4
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Primordial

GRUP Follkiil Primer Follikiil Sekonder Follikiil | Matiir Follikiil
G2-1 5 4 2 1
G2-2 2 4 3 %]
G2-3 2 2 5 %]
G2-4 4 5 2 1
G2-5 7 3 1 2
G2-6 5 6 4 1
G2-7 3 5 1 2
Primordial
GRUP Follkiil Primer Follikiil Sekonder Follikiil | Matiir Follikiil
G5-1 10 8 8 %]
G5-2 6 7 4 1
G5-3 6 4 7 3
G5-4 9 2 2 9]
G5-5 5 5 3 3
G5-6 8 2 1 2
G5-7 7 11 1 9]
Primordial
GRUP Follkiil Primer Follikiil Sekonder Follikiil | Matiir Follikiil
G6-1 14 7 6 3
G6-2 12 7 4 1
G6-3 7 9 4 3
G6-4 6 10 7 1
G6-5 13 4 5 %]
G6-6 10 6 3 2
G6-7 7 8 5 2

Tablo 28: Gruplara gore folikiil sayilar ve folikiiler yapi degerlendirilmesi (sigara, sigaraya

maruz kalan sicanlarda 10mg/kg melatonin uygulana ve sigaraya maruz kalan sicanlarda

20mg/kg melatonin uygulanan gruplar)
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Primordial folikiil Grup | Grup Il Grup 111 Grup IV Grup V Grup VI
sayilart

Mean degeri 11 4 9 10,57 7,29 9,86
Median degeri 10 4 9 10 7 10
Standard sapma 3,697 1,826 2 2,225 1,799 3,237
Min. Degeri 7 2 6 8 5 6

Max Degeri 17 7 12 14 10 14

Tablo 29: Gruplardaki Primordial folikiil sayilar1 (mean deger, median deger, minimum

ve maksimum deger, standart sapma)

Yapilan istatistiksel analizde gruplar arasindaki istatistiksel olarak anlamli olan degerler
degerlendirildi. Sadece sigara i¢en siganlar ( grup II) ile diger gruplar arasinda primordial
folikiiller arasinda anlamli fark gozlendi. Grup II ile kontrol grubu (grup I)
karsilastirildiginda sigara icen grupta primordial folikiil sayisinin istatiksel olarak anlamli
sekilde diistiigii gozlendi (4 vs. 10, p=0,002). Yine sadece sigara igen grup ( grup 1) ile
oda havasinda melatonin 10mg/kg kullanilan hastalarda ( grup Il1), sadece sigara grupta
primordial folikiil sayilar1 yine anlamli olarak azdir (4 vs. 9, p=0,003). Ayn1 zamanda
sigara igen grup ile oda havasinda 20mg/kg melatonin (grup 1V) uygulanan grup
karsilastirildiginda primordial folikiil sayilar1 yine anlamli olarak sadece sigara i¢cen grupta
az izlendi (4 vs. 10, p=0,002). Keza sadece sigara i¢en grup ile sigara dumanina maruz
kalip 10mg/ kg ( grup V) ve 20mg/kg ( grup VI) melatonin kullananlar karsilastirildiginda,
sadece sigara icen gruptaki siganlarda folikiil sayilar1 anlamli bir sekilde az oldugu

gbzlendi (4 vs. 7, p=0,010 ve 4 vs. 10, p=0,004).

Kontrol grubu ( grup I) ile sigara dumanina maruz kalan gruplar karsilastirildiginda ise,
melatonin doza bagl etkinligi degerlendirilmesi agisindan anlamli sonuglara varilmistir.
Sigara dumanina maruz kalan ve 10mg/kg melatonin kullanan grupta ( grup V) kontrol

grubuna gore primordial folikiil sayilart anlamli olarak az izlendi (7 vs. 10, p=0,034).
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Sigara dumanina maruz kalan ve 20mg/kg melatonin kullananlarda ( grup V1) ise kontrol

grubu ile istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir ( 10 vs. 10, p=0,521).

Ayrica oda havasinda 10mg/kg melatonin kullanan grup ( grup 1l1) ile sigara dumanina
maruz kalan 10mg/kg alan grup karsilastirildiginda ( grup 1V), sigara dumanina maruz
kalan grupta primordial folikiil sayilar1 yine anlamli olarak az bulunmustur (7 vs. 10,

p=0,017).

Primer folikill sayilart | Grup | Grup Il Grup I Grup IV | GrupV | Grup VI
Mean degeri 9,71 4,14 6,14 8,14 5,57 7,29
Median degeri 10 4 7 8 5 7
Standard sapma 3,352 1,345 2,193 2,673 3,309 1,976
Min. Degeri 5 2 3 5 2 4

Max Degeri 14 6 9 12 11 10
Tablo 30: Gruplardaki Primer folikiil sayilar1 (mean deger, median deger, minimum ve

maksimum deger, standart sapma)

Sadece sigara icen sicanlar ( grup II) ile diger gruplar arasinda primer folikiiller
arasinda anlamli fark gozlendi. Grup II ile kontrol grubu ( grup I) karsilastirildiginda sigara
icen grupta primer folikiil sayisinin istatiksel olarak anlamli sekilde diistiigii gézlendi (4 vs.
10, p=0,005). Yine sadece sigara icen grup ( grup Il) ile oda havasinda melatonin 10mg/kg
kullanilan sicanlar ( grup III) karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir deger
olmamasina ragmen, sadece sigara grupta primer folikiil sayilar1 yine goreceli olarak azdir
(4 vs. 7, p=0,093). Ayn1 zamanda sigara igen grup ile oda havasinda 20mg/kg ( grup 1V)
melatonin uygulanan grup karsilastirildiginda primordial folikiil sayilar1 yine anlaml
olarak sadece sigara igen grupta az izlendi (4 vs. 8, p=0,006). Keza sadece sigara igen grup
ile sigara dumanina maruz kalip 20mg/kg melatonin kullananlar karsilastirildiginda ( grup

V1), sadece sigara icen gruptaki sicanlarda folikiil sayilari anlamli bir sekilde az oldugu
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gozlendi (4 vs. 7, p=0,004). Ancak 6nemli olarak sadece sigara igen grup ile, sigara
dumanina maruz kalip 10mg/kg melatonin uygulanan grup ( grup V ) karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli bir sonug¢ bulunamamustir (4 vs. 5, p=0,476)

Kontrol grubu ( grup I) ile sigara dumanina maruz kalan gruplar karsilastirildiginda ise,
melatonin doza bagli etkinligi degerlendirilmesi agisindan anlamli sonuglara varilmaistir.
Sigara dumanina maruz kalan ve 10mg/kg melatonin kullanan grupta ( grup V) kontrol
grubuna gore primordial folikiil sayilar1 anlamli olarak az izlendi (10 vs. 5, p=0,047).
Sigara dumanina maruz kalan ve 20mg/kg melatonin kullananlarda ( grup VI) ise kontrol

grubu ile istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir ( 10 vs. 7, p=0,158).

Sekonder folikiil Grup | Grup 1l Grup 111 Grup IV Grup V Grup VI
sayilari

Mean degeri 6 2,57 4,43 5,29 3,71 4,86
Median degeri 7 2 5 5 3 5
Standard sapma 2,828 1,512 1,902 1,976 2,812 1,345
Min. Degeri 1 1 2 2 1 3

Max Degeri 9 5 7 8 8 7

Tablo 31: Gruplardaki Sekonder folikiil sayilar1 (mean deger, median deger, minimum

ve maksimum deger, standart sapma)

Sadece sigara icen sicanlar ( grup II) ile diger gruplar arasinda sekonder folikiiller
arasinda anlaml fark g6zlendi. Grup II ile kontrol grubu (grup I) karsilastirildiginda sigara
icen grupta sekonder folikiil sayisinin istatiksel olarak anlamli sekilde diistiigii gozlendi (2
vs. 5, p=0,033). Yine sadece sigara i¢cen grup ( grup II) ile oda havasinda melatonin
10mg/kg kullanilan hastalarda ( grup III), sekonder folikiil sayilar istatistiksel olarak
anlamli olmamakla beraber, sadece sigara grupta goreceli olarak azdir (2 vs. 5, p=0,069).
Ayn1 zamanda sigara i¢en grup ile oda havasinda 20mg/kg melatonin (grup IV) uygulanan

grup karsilastirildiginda sekonder folikiil sayilar1 yine anlamli olarak sadece sigara igen
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grupta az izlendi (2 vs. 5, p=0,020). Keza sadece sigara igen grup ile sigara dumanina
maruz kalip 20mg/kg ( grup VI) melatonin kullananlar karsilagtirildiginda, sadece sigara
icen gruptaki sicanlarda folikiil sayilar1 anlamli bir sekilde az oldugu goézlendi (2 vs. 5,
p=0,020). Ancak 6nemli olarak sadece sigara i¢en grup ile, sigara dumanina maruz kalip
10mg/kg melatonin uygulanan grup ( grup V ) karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bir sonu¢ bulunamamustir (2 vs. 3, p=0,558).

Kontrol grubu ( grup I) ile sigara dumanina maruz kalan gruplar karsilastirildiginda ise,
melatonin doza bagl etkinligi degerlendirilmesi agisindan anlamli sonuglara varilmistir.
Sigara dumanina maruz kalan ve 10mg/kg melatonin kullanan grupta ( grup V) kontrol
grubuna gore primordial folikiil sayilar1 goreceli olarak az izlendi ancak istatistiksel olarak
anlamli degildi (7 vs. 3, p=0,137). Sigara dumanina maruz kalan ve 20mg/kg melatonin
kullananlarda ( grup VI) ise kontrol grubu ile istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmamustir ( 7 vs.5 , p=0,245).

Matiir folikiil say1lart Grup | Grup Il Grup 111 Grup IV Grup V Grup VI
Mean degeri 2,57 1 1,57 2 1,29 1,71
Median degeri 3 1 1 2 1 2
Standard sapma 1,718 0,816 1,512 1,528 1,38 1,113
Min. Degeri 0 0 0 0 0 0

Max Degeri 5 2 4 4 3 3

Tablo 32: Gruplardaki matiir folikiil sayilar1 (mean deger, median deger, minimum ve

maksimum deger, standart sapma)
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Sadece sigara i¢cen grup ( Grup 1) ile kontrol grubu karsilastirildiginda sigara igen
grupta matiir folikiil sayisinin goreceli olarak diistiigli gozlendi, ancak istatistiksel olarak
anlamli goziikmedi (3 vs. 1, p=0,068). Yine sadece sigara igen grup ile oda havasinda
melatonin 10mg/kg kullanilan hastalarda, anlamli fark gézlenmedi (1 vs. 1, p=0,550). Ayni
zamanda sigara igen grup ile oda havasinda 20mg/kg melatonin uygulanan grup
karsilagtirildiginda matiir folikiil sayilar1 yine anlaml fark gézlenmedi (1 vs. 2, p=0,168).
Keza sadece sigara igen grup ile sigara dumanina maruz kalip 10mg/ kg ve 20mg/kg
melatonin kullananlar karsilastirildiginda, anlamli fark gozlenmedi (1 vs. 1, p=0,790 ve 1
vs. 2, p=0,206).

Kontrol grubu ile sigara dumanina maruz kalan gruplar karsilastirildiginda ise,
melatonin doza bagl etkinligi degerlendirilmesi agisindan anlamli sonuglara varilmistir.
Sigara dumanina maruz kalan ve 10mg/kg melatonin kullanan grupta kontrol grubuna gére
matiir folikiil sayilar1 géreceli olarak az izlendi, ancak istatistiksel olarak anlamli izlenmedi
(3 vs. 1, p=0,150). Sigara dumanina maruz kalan ve 20mg/kg melatonin kullananlarda ise

kontrol grubu ile istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir ( 3 vs. 2, p=0,296).

Hematoksilen-eozin boyamasi ile tiim gruplardaki genel ovaryum yapisi, stroma ve

follikiil goriintiileri sekil 11-16’da gosterilmistir.
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Sekil 11: a: Kontrol grubu (grup 1) Hematoksilen-Eozin boyamasi 4x, b: 20x
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Sekil 12: a: Sadece sigara dumanina maruz kalan grup (grup 11) Hematoksilen-Eozin
boyamasi 4x, b: 10x
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Sekil 13: a: Oda havasinda 10 mg melatonin uygulanan grup (grup 111) Hematoksilen-
Eozin boyamasi 4x, b: 20x
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Sekil 14: a: Oda havasinda 20 mg/kg melatonin uygulanan grup (grup 1) Hematoksilen-
Eozin boyamasi 4x, b: 10x
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Sekil 15: a: Sigara dumanina maruz kalan + 10 mg/kg melatonin uygulanan grup (grup V)
Hematoksilen-Eozin boyamasi 4x, b: 20x
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Sekil 16: a: Sigara dumanina maruz kalan + 20 mg/kg melatonin uygulanan grup (grup VI)

Hematoksilen-Eozin boyamasi 4x, b: 20x
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Anti-caspase 3 ile yapilan immunohistokimyasal ¢alisma sonucu gruplarin

degerlendirilmesinde, ayr1 ayr1 apoptotik index ve H score degerlerine bakildi. Gruplara

gore bulgular tablo 33 ve 34 de gosterilmistir.

‘ Tablo 33: Gruplara gore apoptotik indeks (oda havasinda)

Boyanma
GRUP | Apoptotik Oran Boyanma Yeri Siddeti Apoptotik index
G1-1 5/ 500 (sekonder follikal) +1
G1-2 8/ 500 (sekonder follikal) +2
G1-3 4/ 500 (matiir follikal) +1
Gl-4 ) % 1
G1-5 3/ 500 (matdar follikdl) +1
G1-6 1)
G1-7 5/ 500 (sekonder follikiil) +1
Boyanma
GRUP | Apoptotik Oran Boyanma Yeri Siddeti Apoptotik index
G3-1 13/ 500 (sekonder/ matur follikiil) +3
G3-2 7/ 500 (matdr follikal) +2
G3-3 10/ 500 (sekonder follikiil) +2
G3-4 9/ 500 (sekonder follikal) +1 % 2
G3-5 4]
G3-6 15/ 500 (sekonder/ matdur follikil) +1
G3-7 6/ 500 (sekonder follikil) +1
Boyanma
GRUP | Apoptotik Oran Boyanma Yeri Siddeti Apoptotik index
G4-1 5/ 500 (sekonder follikiil) +1
G4-2 )
G4-3 @
G4-4 6/ 500 (matdr follikal) +2 % 0,6
G4-5 1/ 500 (sekonder follikiil) +1
G4-6 3/ 500 (sekonder follikiil) +1
G4-7 5/ 500 (matiir follikiil) +2
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Boyanma

GRUP | Apoptotik Oran Boyanma Yeri Siddeti Apoptotik index
G2-1 17/ 500 (sekonder follikdil) +1
G2-2 19/ 500 (matar follikil) +2
G2-3 16/ 500 (sekonder follikal) +1
G2-4 21/ 500 (sekonder follikul) +2 % 3,4
G2-5 15/ 500 (matdr follikal) +1
G2-6 17/ 500 (sekonder follikiil) +3
G2-7 14/ 500 (sekonder follikal) +1
Boyanma
GRUP | Apoptotik Oran Boyanma Yeri Siddeti Apoptotik index
G5-1 4]
G5-2 11/ 500 (sekonder follikiil) +1
G5-3 3/500 (matdr follikal) +1
G5-4 7/ 500 (sekonder follikiil) +1 % 1,63
G5-5 5/ 500 (matdr follikal) +1
G5-6 9/ 500 (sekonder follikiil) +1
G5-7 14/ 500 (sekonder follikil) +2
Boyanma
GRUP | Apoptotik Oran Boyanma Yeri Siddeti Apoptotik index
G6-1 3/500 (sekonder follikal) +1
G6-2 2/ 500 (sekonder follikiil) +1
G6-3 6/ 500 (sekonder follikiil) +1
G6-4 3/500 (matir follikil) +1 % 1,13
G6-5 @
G6-6 10/ 500 (sekonder follikiil) +2
G6-7 13/ 500 (sekonder follikiil) +2

Tablo 34: Gruplara gore apoptotik indeks (sigara dumanina maruz kalanlarda)

Yapilan immunohistokimyasal ¢aligmalar sonucunda H-score ve gruplara gore
dagilimlart hesaplanmistir. H score hesaplanirken agsagidaki su formiil
uygulanmistir;

H-Score= [1 % (% hiicre +1) + 2 x (% hiicre +2) + 3 x (% hiicre +3)].
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Bakilan apoptotik index skorlamasinda tablo 34 de goriildiigii iizere sadece sigara
icen siganlarda belirgin bir sekilde apoptotik indekslerin artig1 gozlenmektedir.

GRUP H-SCORE
Oda havasi
Gl 4,05
G3 13,2
G4 2,8
Sigara dumanina maruz
kalanlar
G2 21,3
G5 7
G6 5,3

Tablo 35: gruplara gore H-score dagilimi

Gruplar arasinda yapilan H- score dagilimi tablo 35 de gosterilmektedir. Buna gore
sadece sigara igen gruplarda H- score belirgin bir sekilde artmis olarak gézlenmektedir (H
score 21,3). Sigara dumanina maruz kalan ve melatonin uygulanilan gruplarda (grup V ve

V1) ise H score da belirgin bir diisiis izlenmektedir. (21,3 vs. 7 ve 5,3)

Anti-caspase 3 ile immiinohistokimyasal uygulama yapilan gruplarda izlenen hiicrelerin

boyanmasi ve boyanma siddetleri sekil 17-22°de gosterilmistir.

Sadece sigara dumanina maruz kalan grupta (grup Il) anti-caspase 3 ile yapilan
immiinohistokimyasal uygulama sonucunda boyanan hiicreler ¢ok sayida ve yogun bir
sekilde goriliirken, sigara uygulanan + 20 mg/kg melatonin uygulanan grupta (grup 1V)
boyanan hiicrelerin belirgin bir sekilde az olarak goriildiigii ve yogunlugunun azaldigi
tespit edilmistir. Sigara uygulanan + 10 mg/kg melatonin uygulanan grupta (grup V) ise
boyanan hiicrelerin sigara dumanina maruz kalan gruba (grup 1) kiyasla daha az oldugu
ancak sigara uygulanan + 20 mg/kg melatonin uygulanan grup (grup V) kadar etkili

olmadig1 gortilmiistiir.
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Sekil 17: a: Oda havasinda 20 mg/kg melatonin uygulanan grup (grup 1V) anti-caspase 3
immiinohistokimyasal boyamasi 4x, b: 10x, c¢: 20x
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Sekil 18: a: Kontrol grubu (grup 1) anti-caspase 3 immiinohistokimyasal boyamas1 4x,
b: 20x
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Sekil 19: a: Sigara dumanina maruz kalan + 20 mg/kg melatonin uygulanan grup (grup VI)
anti-caspase 3 immiinohistokimyasal boyamasi 4x, b: 10x, ¢: 20x
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Sekil 20: a: Oda havasinda 10 mg melatonin uygulanan grup (grup I11) anti-caspase 3
immiinohistokimyasal boyamasi 4x, b: 10x, c¢: 20x
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Sekil 21: a: Sigara dumanina maruz kalan + 10 mg/kg melatonin uygulanan grup (grup V)
anti-caspase 3 immiinohistokimyasal boyamasi 4x, b: 10x, c: 20x, d: 40x
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Sekil 22: a: Sadece sigara dumanina maruz kalan grup (grup Il) anti-caspase 3
immiinohistokimyasal boyamasi 4x, b: 10x, c¢: 20x

TUNEL boyamasi uygulanan gruplarda izlenen apoptotik hiicrelerin boyanmasi ve

boyanma siddetleri sekil 23-28’de gosterilmistir.

Sadece sigara dumanina maruz kalan grupta (grup 1) TUNEL boyamasi sonucunda
apoptotik hiicreler ¢cok sayida ve yogun bir sekilde boyanirken, sigara uygulanan + 20
mg/kg melatonin uygulanan grupta (grup 1V) apoptotik hiicrelerin belirgin bir sekilde ¢ok
az olarak goriildiigli ve yogunlugunun azaldigi tespit edilmistir. Sigara uygulanan + 10
mg/kg melatonin uygulanan grupta (grup V) ise apoptotik hiicrelerin sigara dumanina
maruz kalan gruba (grup I1) kiyasla daha az oldugu ancak sigara uygulanan + 20 mg/kg

melatonin uygulanan grup (grup 1V) kadar etkili olmadigi gériilmustiir.
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Sekil 23: Oda havasinda 20 mg/kg melatonin uygulanan grup (grup 1) TUNEL boyamasi
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Sekil 24: Kontrol grubu (grup 1) TUNEL boyamasi
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Sekil 25: Sigara dumanina maruz kalan + 20 mg/kg melatonin uygulanan grup (grup V1)
TUNEL boyamasi
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Sekil 26: Oda havasinda 10 mg/kg melatonin uygulanan grup (grup I11) TUNEL boyamasi
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Sekil 27: Sigara dumanina maruz kalan + 10 mg/kg melatonin uygulanan grup (grup V)
TUNEL boyamasi
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Sekil 28: Sadece sigara dumanina maruz kalan grup (grup 1) TUNEL boyamasi
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Immunfloresan boyanma ile bakilan gruplar arasi tiinel goriintiileri

A: Oda havasinda 20mg/kg melatonin uygulanan (grup IV), B: kontrol grubu (grup I), C: sigara dumanina maruz kalan
20mg/kg melatonin uygulanan( grup VI), D: oda havasina 10mg melatonin uygulanan (grup III) , E: sigara dumanina maruz
kalan 10mg/kg melatonin uygulanan (grup V), F: sadece sigara dumanina maruz kalan (grup II), (oklar apoptotik hiicreler)
(biiyiitme 10x)




5. TARTISMA

Kronik olarak sigara dumanina maruz birakilan siganlarda melatoninin over rezervi
tizerine etkilerini degerlendirdigimiz tez ¢aligmamizda, gerek biyokimyasal olarak gerek
histolojik olarak sigaranin over iizerine olumsuz etkilerini saptadik. Tez ¢alismamizdaki
veriler neticesinde literatiirden farkli olarak 20 mg melatonin uygulanmasi halinde anti-

oksidan etkinin daha belirgin oldugu sonucuna vardik.

Intrauterin donemde belli sayida oosit birinci mayoz asamasinda arrest halde kalmis
olarak primordial folikiil i¢erisinde yer alir. Sigara icerisinde yaklasik 4000 kimyasal
madde yer almaktadir ve over rezervi lizerine olumsuz etkisi ¢esitli ¢alismalarda ortaya
konulmustur.™ Sigaranin olumsuz etkilerini degerlendiren hayvan ¢alismalarinda
literatiirde genellikle iki farkli model kullanilmistir: tiim viicut sigara maruziyeti ve sadece

nazal sigara maruziyeti.’***

Bu ag¢idan bakildiginda tiim viicut sigara maruziyetinde bizim
tez calismamizda oldugu gibi ratlar bir diizenek igerisine yerlestirilir ve bu sekilde primer
nazal ancak yani sira oral ve dermal maruziyet de s6z konusu olur. Bu sekilde bir
diizenekle Gannon ve arkadaglar1 8 hafta siire ile haftada 5 giin ve giinde 2 defa sigara
icirilmistir. 1*> Benzer olarak Tuttle ve arkadaslar: 8 hafta siire ile haftada 7 giin ve giinde 2
defa sigaraya maruz birakmisglardir. 1% Her iki calismada da over hacimleri ve primordial
folikiil sayisi sigra i¢en grupta daha az olarak belirlenmis. Bunun yanisira iki ¢alisma
arasinda biiytimekte olan folikiiller agisindan farkliliklar saptanmis. Gannon ve
arkadaglarinin ¢alismasinda 5 giin maruziyet ile daha az gelismekte olan folikiil
saptanirken, Tuttle ve arkadaslarinin calismasinda 7 gilinliik maruziyete karsilik azalma
saptanmamustir. 1% Bizim ¢alismamizda H&E ile boyanan preparatlarda bakilan folikiil
sayilarinda tiim asamalarda, primordial folikiil, primer folikiil ve sekonder folikiil diizeyleri
anlaml olarak azalmistir. Matiir folikiiller ise literatiir ile benzer olarak kontrol grubuna
gore anlaml diizeyde azalmistir. Folikiil diizeylerindeki bu azalma, sigaranin over
rezervini azalttigini gostermektedir. Sadece nazal sigaraya maruz birakilan ratlarda
olusturulan model de ise 6zel diizenklerle direkt nazal inhalasyon saglanmakta ve dermal
maruziyet daha az ortaya ¢ikmaktadir. Bu sekilde dizayn edilmis olan Sobinoff ve
arkadaglarmin iki ayr1 ¢alismasinda DMBA uygulamasi sonrasinda kompanzatuvar primer

folikiil aktivasyonu gergeklestigi ortaya koyulmustur. Bu ¢alismalarda 6zellikle sekonder
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ve antral folikiillerde ortaya ¢gikan hizlanmis atrezi neticesinde primordial folikiilden

primer folikiile gegiste bir hizlanma oldugu belirlenmistir. 1219

Sigaranin over rezervi ve folikiil sayilari {izerine olumsuz etkilerinin kagiilmaz oldugu
literatiirde gosterilmisse de bu etkilerin hangi mekanizma ile gerceklestigi konusunda ortak
bir konsensu s6z konusu degildir.  Primat modellerde primordial folikiillerin toksik
ajanlara oldukca hassas oldugu literatiirde gosterilmistir. 197 1% 199290 ¢yz¢]1ikle apoptozis
(programli hiicre 6liimii) mekanizmasi ilizerinde yogunlasilmis ve pro-apoptotik belirtegler
incelenmistir. *° Literatiirde tiim viicut sigara maruziyeti ile pro-apoptotik belirteclerde
artis belirlenmezken, sadece nazal maruziyette belirgin olarak pro-apoptotik belirteg
sikliginda artis saptanmustir. 2% Bizim calismamizda apoptotik indeksler ve H-
scorelar degerlendirildiginde ise sigara apoptozu artirdig1 sonucuna varilabilir. Ayn1
zamanda immunohistokimyasal olarak anticaspas-3 ile yapilan degerlendirmede, apoptotik
indeks ve H-score sonucunda da bu olumsuz etkiler gozlenmektedir. immunofloresan
boyama ile tiinel goriintiileri bakildiginda overdeki stromadaki artmis stromal apoptoz
bunu kanitlar niteliktedir. Doku diizeyinde MDA diizeylerinde yapilan degerlendirmede
anlamli fark gériilmemesinin nedeni ise yeterli siire sigara dumanina maruz kalinamadigin

gosteriyor olabilir.

Oosit maturasyonunda rol alan temel mekanizmalar mayozun tamamlanmasi, mayotik

-----

ardindan embriyonik geligsmi icermektedir. Sigara kullanim1 ekzojen pro-oksidan igin temel
kaynaklardan birisini olugturmaktadir ve igerisinde yogun miktarda serbest oksijen
radikalleri (SOR) mevcuttur. ** Sigara sonrasi kanda diizeyi artan SOR neticesinde pro-
oksidan-anti-oksidan arasindaki denge prooksidasyon lehine degismekte ve sonugta
oksidatif stres ortaya ¢ikmaktadir. 202 Oksidatif stres DNA, protein ve lipid gibi birtakim
hayati vital molekiillerin dekompanzasyonuna neden olur. Bu dekompanzasyona yol agan
mekanizmalardan bir tanesi de sigara kullanimi neticesinde matiir over folikiilii icerisinde
lipid peroksidasyonunda artis gozlenmesidir ve neticede lokal antioksidatif siiregte azalma
ortaya ¢cikmaktadir. 203 Overlerdeki serbest oksijen radikallerinin olusturdugu bu hasari

diizelmek i¢in calisan antioksidan mekanizmalar1 degerlendirmek gerekmektedir.
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Literatiirde sigara kullanicilarinda hem enzimatik hem de non-enzimatik olarak anti-
oksidan diizeylerinin azaldig1 gosterilmistir. ** ?®® Bu ¢alismalarda, folikiiler sivida
antioksidan kapasite diisiik olarak saptanmis ve bunun nedeni olarak da reaktif oksijen
tirtinlerine karsilik ortaya ¢ikan anti-oksidatif reaksiyon neticesinde savunma amaciyla
kullanildig1 savunulmustur. Bizim ¢alismamizda degerlendirilen biyokimyasal
parametreler doku ve serum diizeyinde antioksidan mekanizmalarin anlamli olarak arttig1

gozlenmistir.

Melatoninin antioksidatif enzimler lizerinden direkt ya da indirekt etki gostermesi giiclii
bir antioksidan olarak kullanimini giindeme getirmistir. 2% Ozellikle son derece diisiik
toksisite 6zelligi, saf halde bulunabilmesi ve goreceli olarak kolay ulasilabilir ve pahali

olmamasi kullanim alanini genisletmistir.

Reaktif oksijen tiirleri matiirasyon asamasinda ve en son final matiirasyon siirecinde
diploten asamasinda mayotik oositlerin yeniden aktive edilmesini saglayarak gelisimsel
potansiyellerini arttirirlar. 27 Yasli oositlerde 6rnegin metafaz II’de arrest halde bulunan
oositlerde, O2 radikalleri daha fazla oranda iiretilirler. Yiiksek enerji elektronlar elektron
transport zincirinden kagmasi neticesinde hiicre diizeyinde oksidatif hasar artar. 2°® Tipki
serbest oksijen radikalleri oldugu gibi folikiiler somatik hiicreler yada oosit tarafinda
iiretilen yitksek NO diizeyleri oosit matiirasyonu ve fizyolojisinde nemli rol alirlar. 2%°
NO, nitrik oksid sentetaz enzimi de dahil olmak tlizere memeli overlerindeki birtakim
hiicrelerden sentezlenir. NO diizeylerinde azalma, serbest oksijen radikallerinin ortada
daha fazla bulunmasima yol agarak hiicre diizeyinde hasar olusturabilir. ?®?*° Sigara
kullanimi gibi oksidatif hasar durumlarinda artmig SOR diizeyleri oosit yaglanmasi ve
neticede oosit kalitesinin bozulmasina yol agar. Oksidatif reaksiyonlar oksidasyon
mekanizmasi tizerinden oosit DNA’siin primer yapisint bozabilir. Ayn1 zamanda
membran lipid igerigini degistirirler ve oosit i¢erisindeki sitozolik Ca diizeylerini arttirirlar.
Kalsiyum iyonu i¢ mitokondrial membrandaki yapisal degisiklikleri hizlandirir ve SOR
diizeyini arttirarak mitokondrial solunumsal zincirinde fonksiyon bozukluguna yol acar. Bu
asamada anti-oksidan etkili olabilecek melatonin giindeme gelmistir. Melatoninin etki

mekanizmasi direkt olarak birtakim toksik reaktanlarin notralizasyonu olabilecegi gibi

117



birtakim antioksidan enzimlerin indiiksiyonunda da gorev alir. Oksidatif stresin azaltilmasi
ile ilgili olarak melatonin roliit GSH (hiicre igerisinde yer alan giiglii bir antioksidan)
sentezinin stimiilasyonu, mitokondriyal elektron transport zincirinden elektron kagisinin
azaltilmasi (serbest radikal olusumunu azaltir), inflamatuar siireclerin sitozin {iretiminin
smirlandirilmasi (toksik reaktan olusumunun azaltilmasi) ve C, E vitamini ya da glutastyon
gibi klasik antioksidanlar ile sinerjistik etki gosterir. ** Bunun yamisira melatonin sitozolik
serbest kalsiyum konsantrasyonunu azaltarak H202 tarafindan uyarilan apoptozisi inhibe
eder. Direkt olarak folikiiler sivida yer alan melatonin preovulatuvar folikiiliin geliserek

fertilizasyon asamasina ulagsmasina da katk1 saglayabilir.

Bizim tez ¢alismamizda, oda havasinda alinan melatonin doku diizeyinde SOD, Gpx ve
katalaz seviyelerini anlamli bir sekilde artirdig1 gozlenmistir. Keza sigara dumanina maruz
kalanlarda melatonin 10mg kullanimi sonrasinda oda havasia goére goreceli olarak doku
katalaz seviyelerini artirdig1 gozlenmistir. Serum diizeylerine bakildiginda ise yine oda
havasinda melatonin uygulandiginda melatoninin anlamli bir sekilde antioksidan
mekanizmalart artirdig1 gézlenmistir. Keza sigara ile melatonin kullanimi ile de
antioksidan diizeyleri benzerlik gostermesi, melatoninin antioksidan mekanizmalari
artirdigi sonucuna varilabilir. Apoptotik indekslerin kontrol grubu ile sigaraya maruz kalan
ve melatonin kullanan gruplar arasinda benzerlik gostermesi melatonin apoptoz iizerine
olumlu etkilerini diisiindiirmektedir. Melatoninin bu apoptotik siire¢leri azaltmasi Tunel

yontemiyle gosterilmistir.

Melatonin toksisitesi olduk¢a nadir olarak ortaya ¢ikabilir. 10-250 mg/kg dozlarinda
farelere uygulandiginda herhangi bir olumsuz etki bidirilmemis; 100-200 mg/kg dozlarinda
dahi saptanmamstir. %° Melatoninin dozlarina bakildiginda ise doku diizeylerinde
melatonin 20mg/kg antioksidan mekanizmalari arttirdigindan s6z edilebilir. Ayni1 zamanda
sigara maruz kalanlarda ise melatonin 10mg/kg diger melatonin uygulanan gruplara gore
antioksidan mekanizmalar1 daha anlamli olarak arttirdig1 goriilmiistiir. Ayn1 bulgular Tunel
yontemiylede gosterilmistir. Serum diizeyinde ise oda havasinda 10 mg/kg kullananlarda
daha anlamli olarak bulunmustur. Folikiil sayilarindaki sigaraya maruz kalanlar ile oda

havasindaki gruplar arasinda anlamli farklarin olmamasi da melatoninin olumlu etkilerinin
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olmasin1 kanitlar niteliktedir. Sigara igen grupta 20mg/kg melatonin aliminin apoptotik
indeksi anlam bir sekilde azalttig1, ayn1 zamanda Hscore anlamli bir sekilde azalttig1

gosterilmistir. Tiinel yontemiyle de apoptozdaki azalma gosterilmistir.

Sonug olarak, ¢alismamizda sigara i¢ilmesi ie iliskili olarak primordial folikiil, primer
folikiil, sekonder folikiil ve matiir folikiil diizeyleri anlaml diizeyde azalmistir. Folikiil
diizeylerindeki bu azalma, sigaranin over rezervini azalttigin1 gostermektedir. Sigara icen
grupta 20mg/kg melatonin aliminin doku diizeyinde apoptotik indeksi anlam bir sekilde

azalttig1 sonucuna varilmastir.
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7. SONUCLAR

Gliniimiizde hala yogun olarak kullanilan sigara tiim viicut sistemleri iizerine olumsuz
etkileri bilinmektedir. Bu sistemlerden biride tirogenital sistemdir. Sigara primer olarak
over rezervini azalttiginin tespiti i¢in yapilan ¢alismalarda ve de bizim ¢alismamizda
gosterilmistir. Tabi bunu olumsuz etkilerini azaltmak ve tedavi etmek i¢in melatonin

tarafimizca kullanilmistir.

Calismamizda siganlarin overleri iizerinde olusturmaya calistigimiz olumsuz etkilerini
histolojik anlamda net bir sekilde gosterilmistir. Calismamizda sigara igilmesi ile iliskili
olarak primordial folikiil, primer folikiil, sekonder folikiil ve matiir folikiil diizeyleri
anlamli diizeyde azalmistir. Folikiil diizeylerindeki bu azalma, sigaranin over rezervini
azalttigin1 gostermektedir. Sigara igen grupta 20mg/kg melatonin aliminin doku diizeyinde

apoptotik indeksi anlam bir sekilde azalttig1 sonucuna varilmistir.

Bu calisma ile etkili olan melatonin diizeyinin belirlenmesi i¢in ileri ¢aligmalara 151k
tutacagini diisiiniilmektedir. Ayni1 zamanda overde net etkilere ulagilmak icin sicanlarin
sigaraya maruz kalma siirelerininde uzatilmasi gereginin kanaatindeyiz. Daha ¢ok ¢aligma
ve verilerinin 151¢1nda, infertil hastalarda over rezervini artirmaya yonelik alternatif
tedaviler olusacagina inanmaktayiz. Insanlarda uygulanacak bu tedavilerden biride

melatonin uygulamasi olmast muhtemeldir.

Biz bu deneysel ¢alismada, kronik olarak sigara dumanina maruz birakilan siganlarda,
sigara i¢iminin indiikledigi azalmig over rezervine kars1 Melatoninin protektif etkileri olup
olmadigini arastirmay1 amagladik. Bu ¢alismanin sonunda, sigaranin over rezervi lizerine
olumsuz etkilerine kars1 Melatoninin koruyucu etkilerinin oldugunun gosterilmest,
yardimei iireme tedavilerinin uygulandigi sigara igen infertil kadinlarda Melatoninin
medikal bir ajan olarak tedavi siirecine eklenmesine yonelik bilimsel veriler saglayabilir. In
vitro fertilizasyon (IVF) siirecinde Melatoninin adjuvan bir terapétik ajan olarak
kullanilmasi, elde edilen oosit sayisi arttirilarak, daha iyi fertilizasyon ve implantasyon
oranlari, daha yiiksek klinik gebelik ve canli dogum oranlar1 elde edilerek, IVF sonuglari

acisindan daha yiiksek klinik bagar1 oranlarina ulasilmasini saglayabilir.
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8. OZET

Amac: Kronik olarak sigara dumanina maruz birakilan si¢anlarda melatonin’in over

rezervi lizerine etkilerinin aragtirilmasi.

Gerec¢ ve Yontem: Bu ¢alismada, 72 adet disi Wistar-Albino siganinin her biri 12 hayvan
iceren 6 gruba randomize edilmistir, Toplam 45 giin siiresince sigara igme makinesi
araciligi ile oda havasina ve sigara dumanina maruz birakilarak, hem oda havasi hem de
sigara dumanina maruz birakilan gruplara 15 giin siire ile 10 mg/kg ve 20 mg/kg subkiitan
melatonin uygulanmustir. 45 giinliik bir maruziyet sonrasinda, overlerde apoptozis,
overlerde ve kan 6rneklerinde oksidatif hasar belirteclerinin analizleri i¢in biyokimyasal,
histolojik, immunhistokimyasal ve immunofloresan analizler yapmak tizere si¢anlar
sakrifiye edilmistir. Apoptotik indeks, immunhistokimyasal skorlama ve over follikiilii

sayimi gergeklestirilmistir.

Bulgular: Bu ¢alismada hematoksilen-eozin ile boyanan preparatlarda bakilan folikiil
sayilarinda tiim asamalarda, primordial, primer, sekonder ve matiir folikiil sayilar1 kontrol
grubuna gore anlamli diizeyde azalmistir. Sigara igen grupta Anticaspas-3 ile apoptotik
indekslerde artma ve H-scoreda artma, immunofloresan boyama ile tiinel goriintiileri
bakildiginda over stromasinda artmis apoptoz saptandi. Gruplar arasinda doku diizeyinde
MDA diizeyleri karsilastirildiginda, anlamli fark saptanmadi. Oda havasinda alinan
melatoninin doku diizeyinde SOD, Gpx ve katalaz seviyelerini anlaml1 bir sekilde artirdigi
gozlendi. Sigara i¢en grupta 20mg/kg melatonin aliminin apoptotik indeksi anlam bir

sekilde azalttig1, ayn1 zamanda Hscore anlaml1 bir sekilde azalttig1 gosterilmistir.

Tartisma: Sonug olarak, ¢alismamizda sigara icilmesi ie iligkili olarak primordial folikiil,
primer folikiil, sekonder folikiil ve matiir folikiil diizeyleri anlamli diizeyde azalmistir.
Folikiil diizeylerindeki bu azalma, sigaranin over rezervini azalttigini gostermektedir.
Sigara icen grupta 20mg/kg melatonin alimimnin doku diizeyinde apoptotik indeksi anlamli

bir sekilde azalttig1 sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Sigara, Over rezervi, Anti-oksidan, Folikiil, Melatonin
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8. ABSTRACT

Objective: We aimed to investigate Effects of melatonin on ovarian reserve in rats
exposed to chronic smoking

Materials and Methods: An experimental rat model was planned to be set up involving
72 female Wistar-Albino rats. The rats randomized into 6 groups each consisting of 12 rats
in order to be exposed to either room air or cigarette smoke with a smoking machine for 45
days adding both 10 and 20 mg/kg subcutaneous Melatonin to room air and smoking
groups for 15 days. Following 45 days of the exposure, the rats sacrificed for biochemical,
histological, immunohistochemical, immunofluorence analyses for apoptosis and oxidative
damage markers in the ovaries and oxidative balance parameters in blood samples.
Apoptotic index, immunohistochemical scoring, ovarian follicular count were the other

laboratory indices to be determined.

Results: In this study; The primordial ,primary, secondary and mature follicle levels at all
stages which were observed in Hemotoxylin-Eosin stained preparations were significantly
lower than the control group . In the smoker group ,increase in apoptotic index and H-
score with Anti-Caspase-3 staining was detected and apoptosis in ovarian stroma in
immunofluorescence stained tunnel images was increased . There was no significant
difference in MDA levels in rat tissue between the groups. In the groups which melatonin
was received in room air ; SOD ,GPX, katalase levels in rat tissue were observed to
increase. It was obviously shown that the apoptotic index and also H-score decreased
significantly in the smokers group with 20 mg/kg melatonin.

Discussion: In conclusion, in our experimental study ; the decreased levels of primordial
follicle, primary, secondary and mature follicles were correlated with smoking . This
reduction in follicle levels show that smoking decreases ovarian reserve . In the smoker
group, when 20 mg /kg melatonin was received simultaneously , Apoptotic index in tissue

decreased significantly.

Keywords: Cigarette, Ovarian reserve, Anti oxidant, follicle, Melatonin,
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