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BAYAN INFERTIL HASTALARDA OKSIiTATIF
STRESIN ARASTIRILMASI

OZET

Bu calismada, bayan infertil hastalarda, ksantin oksidaz (XO), paraoksonazl (PON1) aktiviteleri,
nitrik oksit (NO) diizeyi ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesi ol¢iilmiistiir.

63 infertil ve 20 saglikli bayan calismaya dahil edilmistir. Infertil bayanlar etiyolojisine gore,
aciklanamayan infertil ve polikistik over sendromu (PKOS) olmak iizere iki gruba ayrildi. XO,
PONI1, ve GSH-Px aktiviteleri spektrofotometrik yontemlerle olgiildii. NO diizeyleri ise ELISA

yontemiyle olciildii.

Kontrol grubu ile infertil grup karsilastirnildiginda, NO diizeyi ile GSH-Px aktivitelerinde
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. Kontrol grubuna gore infertil grupta, XO aktivitesi
istatistiksel olarak yiliksek, PONI aktivitesi ise diisiik bulundu (p<0.05), NO diizeyi ve GSH-Px
aktivitesi ise kontrol grubuna gore, istatistiksel olarak farksiz bulundu. Aciklanamayan infertil
grupta ise kontrol grubuna gore XO aktivitesi yiiksek, PON1 aktivitesi ise diisitk bulundu (p<0.05),
NO diizeyi ve GSH-Px aktivitesi ise kontrol grubuna gore, istatistiksel olarak farksiz bulundu.
PKOS ile kontrol grubu karsilastirildiginda XO aktivitesi yiiksek, PON1 aktivitesi diisitk bulundu
(p<0.05), NO diizeyi ve GSH-Px aktivitesi ise kontrol grubuna gore, istatistiksel olarak farksiz
bulundu. Aciklanamayan infertil grup ile PKOS grubu karsilastirildiginda XO, PONI1, GSH-Px

aktiviteleri ile NO diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi.

Bayan infertil hastalarda, hem agiklanamayan infertil hasta grubu, hem de PKOS’lularda oksidan
bir enzim olan XO aktivitesini yiiksek, antioksidan bir enzim olan PON1 aktivitesini diisiik, buna
karsilik, NO diizeylerinin ve GSH-Px aktivitesinin normal olarak bulunmasi, bu hasta gruplarinin
oksidatif stres altinda bulundugunu ve XO aracili lipit peroksidasyonunun oldugunu, ayrica bu

durumunda 6zellikle PKOS’1u hastalarda artmis ateroskleroz ile iliskili olabilecegini diistindiirdii.

Anahtar Kelimeler: Aciklanamayan infertilite, Polikistik over sendromu, Nitrik oksit, Ksantin

oksidaz, Paraoksonazl



THE INVESTGATION OF OXIDATIVE STRESS IN
INFERTILE WOMEN PATIENTS

ABSTRACT

In this study, the xanthine oxidase (XO) and paraoxonasel (PONI) activities, nitric oxide (NO)

levels and glutathione peroxidase (GSH-Px) activities were measured.

63 infertiles and 20 healty women were included in this study. Infertile women were divided in two
groups according to their ethnologies unexplained infertility, polycystic ovary syndrome (PCOS).
X0, PON1, GSH-Px levels were measured by the method of spectrophotometer. NO levels were
measured by the method of ELISA.

Comparing infertile group and control group, it wasn’t found out that there was a meaningful
difference statistically. It was seen that the activity of XO was higher but the activity of PON1 was
lower in the infertile group than the control group. It was found out that there were no differences
statistically in the level of NO and the activity of GSH-Px according to the control group. It was
found out that the activity of XO was higher but the activity of PON1 was lower in the unexplained
group according to the control group (p<0.05) and it was found out that there were no differences
statistically in the level of NO and the activity of GSH-Px according to the control group.
Comparing PCOS and the control group, it was found that the activity of PON1 was lower (p<0.05)
and it was found out that there were no differences statistically in the level of NO and the activity of
GSH-Px according to the control group. Comparing the activities of XO, PON1, GSH-Px and the

level NO, it was found out that there were no differences between them.

Finding the activity of XO was high and the activity of PON1 was low but the levels of NO and the
activities of GSH-Px were normal in both unexplained infertile women patient and PCOS, showed
us that these women were under oxidative stress and also it had thought us that there was XO lipid

peroxidation and it may have related with increased atherosclerosis especially in PCOS.

Key Words: Polycystic ovary syndrome, unexplained infertility, nitric oxide, paraoxonasel,

xhantine oxidase
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1. GIRIS VE AMAC

Infertilite, bir y1l boyunca, korunmadan ve yeterli sayida cinsel iliskide bulunulmasina
karsin gebeligin olusmamasi olarak tammlanir. Ozellikle bat1 toplumlarinda; cinsel
yolla bulasan hastaliklarda artma, evlilik zamaninin gecikmesi ve dogum kontrol
yontemlerinin yayginlasmasi gebe kalma yasinin gecikmesine neden olmaktadir. Bu

nedenlere bagh olarak infertilite insidans1 giderek artmaktadir.

Kadinlarda endometriosis, ovarial ve tubal sebepler ile PKOS baslica infertilite
sebepleri arasinda yer almaktadir. % 10 vakada ise gebelik olusmamasi icin bariz bir

neden bulunamaz. Bu durumda ag¢iklanamayan infertilite tanis1 konur.

PKOS, metabolik bir sendrom olarak kabul edilen ve iireme cagindaki kadinlarda sik
rastlanan bir problemdir. PKOS’un, anovulasyon, amenore, adet diizensizligi ve
hirsutizm gibi bircok klinik bulgusu vardir. Daha uzun donemlerde infertilite,

endometrium kanseri ve belki de meme kanseri olusumu riski vardr.

Reaktif oksijen tiirleri, normal hiicresel oksijen metabolizmasi sirasinda iiretilir. Normal
fizyolojik fonksiyonlar icin gerekli olduklar1 gibi, ¢esitli hiicre tiplerinde ikinci mesajci
olarak hareket ederler. Hiicreler bu molekiillerin zararh etkilerinden, ¢esitli antioksidan

sistemlerini gelistirerek kendilerini korumaya ¢aligirlar. Bu antioksidan enzimlerden biri
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de GSH-Px’dir. GSH-Px, glutatyonun rediiksiyonu ile hidrojen peroksiti (H,O;), su ve
molekiiler oksijene cevirir. XO, piirin metabolizmasinda yer alan ve serbest oksijen
radikali treten bir enzimdir. Antioksidan bir enzim olan PONI1, lipitleri
peroksidasyondan korur ve yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL) iizerinde yer alir. NO,

oksidatif strese neden olan ve yiiksek oranda difiize olabilen bir bilesiktir.

Bu calismada, infertil bayanlarda (ac¢iklanamayan infertil ve PKOS) oksidatif stresi
degerlendirmek amaciyla, serum XO ve PONI1 aktiviteleri, NO diizeyi ve GSH-Px
aktivitesini Olcmeyi ve bu parametrelerin birbirleriyle olan iligkilerini arastirmayi

amagcladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. INFERTILITE

Diizenli bir cinsel iligki ve etkili bir kontrasepsiyon uygulanmamasia karsin bir yil

icerisinde gebelik olusmamasina infertilite denir. Infertilite iki sinifta degerlendirilir;

daha once gebe kalamayanlar primer infertilite, daha 6nce gebelik olusmasina ragmen

baska bir gebeligin olusmamasi sekonder infertilite olarak adlandirilir (1).

Kadin yasaminin bazi donemlerinde gebelik olusmasi miimkiin degildir veya zordur,

buna da fizyolojik infertilite denir. Fizyolojik infertilite donemleri asagida belirtilmistir

2).

5.

. Piiberte 6ncesi
. Menars sonrasi ilk aylar

1
2
3.
4

Gebelik donemi

. Laktasyon (bu donem gercek laktasyonun biitiin hormonal sartlar1 saglandigi zaman

80z konusudur)

Menapoz sonrasi

Menstriiel siklus basma gebe kalma sansi, fekondabilite olarak adlandirilir. Menstriiel

siklus basina canli bebek dogabilme sansina fekondite denir. Gebe kalmadaki

imkansizlik sterlite olarak adlandirilir (3).
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Infertil ¢iftlerin degerlendirilmesinde etiyolojiyi ve fertilite prognozunu belirlemek ¢ok
Onemlidir. Tan1 ve prognozu saptarken ii¢ ana faktor iizerinde durulmaktadir (3).

1. Kadmin yas1

2. Infertilite hikayesinin siiresi

3. Etiyolojik olarak sorumlu faktorler

Fertiliteyi etkileyen en onemli faktorlerden biri yas faktoriidir. Kadinda fertilitede
azalma 35 yasmdan sonra goriiliir. Yas ilerledikce overlerdeki follikiillerin kalitesi
diismektedir. Fertilize olan ovumun, implantasyon orani azalmaktadir. Yasla birlikte
kromozomal anomalilerin insidanst ve spontan abortus oranmi artar (3). Pelvik
infeksiyon, endometriozis gibi fertiliteyi etkileyebilecek bazi hastaliklarin goriilme
siklig1 otuzlu yaslardan sonra artar. 48 yasindan sonra gebelik iiniform olarak yok

sayilmistir (3).

Diger bir faktor, infertilite hikayesinin siiresidir. Infertilite arastirilmaya baslanirken
gebelige maruz kalabilme siiresi de belirlenmelidir. Korunulmayan cinsel iligkinin ilk
ayinda yaklasik olarak kadinlarin % 25’1 gebe kalabilir. Bir yilin sonunda gebe kalma
stireleri ilk 6 ayda % 63, 9 ayda % 75, bir yilda % 80-90 iken bunu takip eden 6 aylik

bir siirede ise sadece % 3-5’lik bir artis olur (3).

Sonu¢ olarak, korunmadan bir yillik iligki sunucunda gebeligin olugsmamasi
arastirmanin baslamasi icin yeterlidir. Kadinin yasi ve infertilitenin siiresi problemin

agirligini belirleyen prognostik belirtilerdir (3).

Ciftlerde infertilite kadimn, erkek veya her ikisindeki problemlere bagh olabilir. Infertil
ciftlerin % 30’u kadma bagli, % 30’u erkege bagh nedenlerden dolay1 cocuk sahibi
olamamaktadir. Ciftlerin % 40’1nda ise, infertilite her ikisindeki problemlere baglhdir
4).

Etiyolojide sorumlu faktorler (3, 5):

Ovulatuar ve luteal bozukluklar (ovulator faktor)

Tubal ve pelvik patoloji

Uterusa ait faktorler

Servikal mukus-sperm iliskisinde bozukluk (servikal faktor)

Semen anomalileri (erkek faktorii)

A e

Aciklanamayan infertilite



2.1.1. Ovulatuar ve Luteal Bozukluklar

Ovulatuar ve luteal bozukluklar kadin infertilite nedenleri arasinda ise % 40 oraninda
tim infertilite nedenleri icerisinde, % 15-20 oraninda goriilmektedir (3). Menstriiel
siklusta follikiil gelisimi yumurtlamayla sonuglanir ve yumurtlama sonucu luteal faz
gelisir. Gelisen faz, ovulatuar ve luteal faktorii olusturur. Follikiil gelisimi, yumurtlama
veya luteinizasyon sirasinda meydana gelen bozukluklar dollenmis ovumun

implantasyonunu engelleyerek infertiliteye yol agabilir (6).

Ovulatuar ve luteal faktoriinii olusturan follikiil gelisimi, yumurtlama ve luteinizasyonla
ilgili bozukluklar su sekilde siralanabilir (7):

Anovulasyon

Luteal faz yetmezligi

Follikiil ¢catlamadan luteinizasyon olmasi

Follikiil ¢atladig1 halde oosit atilmamasi

Oositsiz follikiil olugmasi

A e

Atrezi olusmasi

Anovulasyon, kadinda follikiil gelismemesi ya da yumurtlamanin olmamasidir.
Anovulasyona; polikistik over sendromu, siirreal, hepatorenal, tiroid hastaliklari, agir

egzersiz ve obesite neden olur (6).

Luteal faz yetmezligi, yumurtlama olur fakat luteinizasyon yetersizdir. Luteal faz
yetmezligi, korpus luteum da progesteron yapiminin eksikligi sonucu veya normal

progesteron yapimina karsin, endometrium cevabinin yetersizligi sonucu olusur (7).

Follikiil catlamadan luteinizasyon olmasi, pelvik adezyon ve endometriozisli

hastalarda daha sik goriildiigii bildirilmektedir (7).

Follikiil catladign halde oosit atilmamasi, follikiiler faz sonunda, asir1 follikiil
stimiillan  hormon (FSH) etkisiyle glikozaminoglikanlarm  sentezi  artar.
Glikozaminoglikanlar, hyaluronik asit sentezini inhibe ederek, icinde oosit bulunduran

kumulus oofurusun follikiil duvarlarindan ayrigsmasi zorlasir (6, 7).

Oositsiz follikiil olusmasi, endometriozisli hastalarda ve tubalar1 kapali olan

bayanlarda daha sik goriildiigii bildirilmistir fakat sebebi tam bilinmemektedir (7).

Atrezi, follikiilde maturasyon bozuklugu sonucu olusur (7).



2.1.2. Tubal ve Pelvik Faktorler

Tuba ve peritoneal faktorler kadin infertilitesinin % 30-40’mdan sorumludur. Tuba-
peritoneal infertiliteye neden olan faktorler su sekilde siralanabilir (5).

1. Pelvik inflamatuar hastaliklar

2. Pelvik operasyonlar

3. Endometriozis

4. Genital tuberkiiloz

5

. Ekstra genital merkezli enfeksiyonlar

Pelvik inflamatuar hastaliklar, tuboperitoneal infertiliteye yol agcan en Onemli
etiyolojik faktordiir. Infertil kadmlarin yaklasik % 35’inde enfeksiyona bagli olarak
tubalarin etkilendigi gozlenmistir. Pelvik inflamatuar hastaliklar1 akut ya da tekrarlayan

ataklar seklinde seyreder. Atak sayisi arttik¢a infertilite olusma riski de artar (8).

Pelvik operasyonlar, pelvik cerrahi girisiminde, mikrocerrahi kurallarma uyulmadigi
takdirde infertiliteye neden olabilir. Dis gebelik operasyonu, metroplasti, wedge
rezeksiyon, Kkistektomi, miyomektomi ve cerrahi laparoskopi girisiminden sonra,

tubalar1 etkileyen perituba-ovaryal yapisikliklar ve tubal infertilite olabilir (9).

Endometriozis, endometrial dokunun, gland ve stroma olarak, uterus kavitesi disina
yerlesmesidir. Endometriozis tubada ya tuba liimenini tam olarak tikayarak ya da
mukozasinda tahribat ve adalede fibroz doku artmasi nedeniyle tuba liimenini daraltarak

infertiliteye neden olabilir (10).

Genital tuberkiiloz, tuba peritonu altinda yag dejenerasyonu tuberkiilozu belirtir.

Sekonder organ enfeksiyonudur (11).

Ekstragenital merkezli enfeksiyonlar, apandisit perforasyonu, divertikiilit veya iiriner
sistem infeksiyonlarmin i¢ genital organlara gecmesiyle tubal infertilite veya peritubal-

ovarian yapisikliklar olusabilir (11).
2.1.3. Uterusa ait Faktorler

Uterusa ait faktorlerin bayan infertilite sebepleri arasindaki goriilme sikhigi % 2-5
oranmdadir (12). Sonradan meydana gelebildikleri gibi konjenitalde olabilen patolojiler,
endometritler, myomlar, endometriyal polipler, miilleryen anomaliler ve intrauterin

adezyonlar seklinde siniflandirilabilir (3).



2.1.4. Servikal Faktorler

Bayan infertilite sebepleri arasinda goriilme sikligi % 5-10’dur. Servikal mukusta
olusan patalojiler mukusun azligi, mukusun infeksiyonu ve mukusta immiinolojik

nedenli yapisal bozukluklar seklinde siralanabilir (3).
2.1.5. Erkek Faktorii

Infertil ciftlerin arastirilmasina ilk yapilacak islemlerden biri semen analizidir (13).
Gebelik i¢in iki ii¢c giinde bir cinsel iliski yeterlidir. Sperm, fertilizasyon yetenegini bir

giin, daha da az olmakla birlikte iki giin siirdiiriir (14).
2.1.6. Aciklanamayan Infertilite

Erkek faktorii, pelvik ve tubal patolojiler, ovulatuar disfonksiyon ve aciklanamayan
faktorler, infertil ¢iftler iizerinde etkili faktorlerdir (15). Infertilite nedeni olarak bilinen
tiim faktorlerin arastirilmasindan sonra bir infertilite nedeni ortaya cikarllamayan ve
buna karsilik en azindan iki yil siireyle cocuk sahibi olamayan c¢iftler agiklanamayan

infertilite grubuna girer (2).

Prevalansi; arastirmanin yiiriitiildiigii merkeze, uygulanan yonteme ve toplum yapisina
gore % 6-58 gibi bir aralikta bulunur. Infertil ¢iftlerin % 10-15°i agiklanamayan
infertilite tanis1 alirlar. Bu ciftlerde aylik fekundite hizi % 2-4 arasindadir (16).
Aciklanamayan infertilite vakalarinda bir¢cok sebep s0z konusudur; azalmis uterin
perflizyonu, implantasyon, subakut tubal-peritaneal hastalik, fertilizasyon defektleri,

mikroskobik endometriozis bunlardan bazilaridir (17).

Aciklanamayan infertil vakalarinda 5 yillik bir takip sonucunda, spontan gebelik orani

% 40-80 diizeyine ulasmaktadir (18).
2.2. POLIKIiSTiK OVER SENDROMU

Polikistik over hastaligi, kadinlarin reprodiiktif yillarinda goriilen endokrinolojik
bozukluktur. PKOS hakkinda ¢ok genis calismalar yapilmis fakat etiyolojisi tam olarak

belirlenememistir (19).

Polikistik over, ilk kez 1935 yilinda Irving F. Stein ve Michael L. Leventhal tarafindan
amenore ve hirsutizm ile birlikte anovulasyonla ilgili bir semptom kompleksi olarak
bildirilmistir. Hastaligin, kalinlasmis over yiizeyinin, follikiillerin yilizeye ulasmasini

engellemesi sonucunda olustugunu sdylemislerdir. Daha sonra ki yillarda bununla ilgili
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yapilan ¢aligmalar sonucunda, PKOS un metabolik bir sendrom oldugu kabul edilmistir
(20,21). Polikistik overler, anovulasyon halinin bir siire devam etmesiyle ortaya

cikmaktadir (3).

1990’da Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Saglik Enstitiileri (NIH) tarafindan yapilan
konferansta PKOS’a diger tanilarin ekarte edilmesi yoluyla tan1 konulmasini belirtmistir
yani, PKOS’u ac¢iklanamayan kronik hiperandrojenik anovulasyon olarak tanimlamistir.
Fakat 2003 yilinda diizenlenmis olan uzmanlar toplantisinda 1990 NIH kongresi
yeniden degerlendirilerek diger tanmilar ekarte edildikten sonra asagidaki {i¢ kriterin
ikisinin birlikte eklenmesiyle sendrom tanismin konulmasi gerektigini bildirmistir
(22,23) (Tablo 2.1).

1. Oligo-anovulasyon

2. Klinik veya biyokimyasal hiperandrojenizm bulgulari

3. Ultrasonografide polikistik overler

Tablo 2.1. PKOS tan kriterleri

1990 NIH Tam Kriterleri

1. Kronik anovulasyon

2. Klinik ve biyokimyasal hiperandrojenizm ve diger etiyolojik nedenlerin ekarte edilmesi

2003 Rotterdam yeniden gozden gecirilmis tam kriterleri

1. Oligo-aovulasyon

2. Klinik ve biyokimyasal hiperandrojenizm

3. Diger etiyolojik nedenlerin ekarte edilmesi

PKOS’lu bayanlarin luteinizan hormon (LH) ve tiroid stimiilan hormon (TSH) diizeyleri
normal kadminki ile karsilastirildiginda, PKOS’lu olanlarda, daha yiiksek LH fakat
daha diisiik FSH veya alt sinirda FSH diizeyleri bulunmaktadir. Bunun yaninda LH/FSH

oraninda da artis goriilebilmektedir (3).
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Klinik bulgularin PKOS’u diisiindiirdiigii durumlarda, biyokimyasal ve ultrasonografi
sonuglar1 ile tan1 desteklenebilir. Hastalarin adrenal ve over kaynakli androjenik
hormonlarinda artisla, hiperandrojenemi gozlenir. LH seviyesinde ve LH/FSH oraninda
artiy gozlenebilir. Yaklasik % 20-60 vakada hiperinsiilinemi ve insiilin direnci

rastlanmaktadir (24, 25).

PKOS’lu hastalarin ultrasonografik goriintiilemesinde 2-9 mm capli, 12 veya daha fazla
follikiil olmas1 ya da artmis over hacmi (10 mL’den daha biiyiik) polikistik over olarak
tanimlanir (23). Bazi caligmalarda iireme c¢agindaki kadinlarda ultrasonografik olarak
polikistik over goriiniimiiniin sikligt % 17-23 olarak bildirilmistir. PKOS tanisi
koyduracak diger semptomlar, bu kadinlarin % 10’unda mevcuttur. Ultrasonografide
polikistik over goriiniimiiniin yaninda PKOS tanisin1 koymak i¢in biyokimyasal
parametrelerin de bulunmasi gerekir (26, 27). Ultrasonografik polikistik over goriintiisii

saglikli kadinlarda da % 20’ye yakin oranda goriilebilir (28).

PKOS, genellikle peripubertal donemde baslayan menstrual diizensizlikler
(disfonksiyonel uterus kanamasi, oligo-amenore), infertilite ve hiperandrojenizm
bulgular1 (hirsutizm, ciltte yaglanma, akne) ile karsimiza ¢ikmaktadir (29) (Tablo 2.2).

Bu bayanlarda obesite de goriilebilir.

PKOS’da, hirsutizm en sik goriilen hiperandrojenizm bulgusudur. Ciltte yaglanma, akne
ve androjenik alopesi hiperandrojenizme bagli olarak goriilmektedir. Fakat, etnik
ozellikler ve kisisel farkliliklara bagh olarak her hastada hirsutizm bulunmayabilir (30,

31).

PKOS’lu vakalarda obesite goriilme siklig1 yaklasik % 40-60 olarak bildirilmistir (3,
29). Farkl iilkelerdeki PKOS’lu bayanlarda obesite prevalansi degisim gosterebilir.
Bel/kal¢a oraninin arttig1 obesite tiirii PKOS’lu hastalara ek riskler getirmektedir (32).
Normal viicut agirhigindaki PKOS’lu hastalarla aym agirliktaki saglikli bireylerle
karsilagtirildiginda, PKOS’lu hastalarda bel/kal¢a oraninin fazla oldugu goriilmiistiir
(33).
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Tablo 2.2. PKOS un belirti ve bulgulari

Belirtileri Goriilme Sikhg
Hirsutizm % 60-90
Oligomenore % 50-90
Infertilite % 55-75
Polikistik over % 40-60
Amenore % 25-50
Disfonksiyonel uterus kanamasi % 30
Akne % 25
Normal menstrual patent % 22

PKOS’un fizyopatolojisi, yapilan bircok arastirmaya ragmen tam olarak

aciklanamamustir. PKOS’un fizyopatolojisinden sorumlu oldugu diisiiniilen bircok

hipotez vardir. Baslica hipotezler su sekilde siralanabilir (34):

1. Genetik gecis

2. Insiilinin sekresyon ve fonksiyonunda bir defekt sonucu gelisen insiilin direnci ve
hiperinsiilinemi

3. Kortizol metabolizmasindaki degisim sonucu, adrojen sentezinin artmasi

4. Androjen sentezindeki defekt sonucu ovaryan androjen iiretiminin artmast

5. Primer bir noroendokrin defekt sonucunda; LH saliniminin siklik ve amplitiidiinde

asir1 sekresyon
2.3. OKSIDATIF STRES, SERBEST RADIKALLER VE ANTIOKSiDANLAR

Son yillarda yapilan caligmalar, artmis serbest oksijen radikallerinin ve lipit
peroksidasyonun, bir¢cok hastaliin patogenezinde rol aldigim1 gostermektedir.
Kardiyolojik hastaliklar, norolojik hastaliklar, astim, diabetes mellitus, romatolojik
hastaliklar, kanser ve yaslanma dahil bircok hastaligin oksidatif stres ile iliskisi

gosterilmistir (35-40).
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2.3.1 Serbest Radikaller

Serbest radikaller bir ya da birden fazla ciftlesmemis elektrona sahip, kisa Omiirlii
kararsiz, diisik molekiil agirlikli, reaktif etkinligi ¢ok fazla olan atom ya da
molekiillerdir (41). Atomlardaki elektronlar, yoriinge olarak bilinen bogsluklarda
(orbitallere) hareket ederler. Her orbitalde birbirine zit yonde hareket eden en fazla iki

elektron bulunur. Bir serbest radikal ii¢ sekilde olusabilir (42):

1. Kovalent bag tastyan bir molekiilin homolitik yikimiyla olusurlar. Boliinmenin

sonunda olusan her atom ya da molekiilde ortak elektronlardan biri kalir.
AB - A+ B
2. Molekiilden tek bir elektronun kaybi ya da bir molekiiliin heterolitik olarak

boliinmesi ile olusurlar. Heterolitik boliinmede kovalent bagi olusturan her iki

elektron, atomlardan birisinde kalir.
AB > A"+B
3. Bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile olusurlar.
X+e—A™)
Serbest radikaller, nétral olabildikleri gibi pozitif ya da negatif yiiklii de olabilirler.

Biyolojik sistemlerdeki reaktif oksijen tiirleri (ROS), siiperoksit anyonu (O, "), hidroksil
radikali (HO), nitrik oksit radikali (NO"), peroksil radikali (ROO’) ve radikal olmayan
H,0,, lipit hidroperoksit, azot dioksit (NO,), ozon (O3) gibi serbest radikaller oksidatif
stresin en Onemli nedenlerinden birini olustururlar. Serbest radikal reaksiyonlari
genellikle, molekiillerden hidrojen radikalinin (H’) uzaklastirilmasiyla baslamaktadir

(43).
2.3.1.1. Serbest Radikallerin Kaynaklar:

Serbest radikal olusturan mekanizmalar endojen ve ekzojen olarak ikiye ayrilmaktadir.
Biyolojik sistemlerde serbest radikal olusumu, normal metabolik olaylar sirasinda
meydana gelebildigi gibi, organizmada bazi yabanci maddelerin (ksenobiyotikler)
metabolize edilmesi sirasinda ve organizmanin radyasyon gibi dis etkenlere maruz

birakilmasiyla da meydana gelebilir (44) (Tablo 2.3.).



Tablo 2.3. Hiicredeki ROS kaynaklar1
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Endojen Kaynaklar

Eksojen Kaynaklar

Oksidan enzimler: Ksantin oksidaz
Mono aminooksidaz
Indolamin dioksijenaz
Triptofan dioksijenaz
Galaktoz oksidaz
Siklooksijenaz
Lipooksijenaz

Oto-oksidasyon reaksiyonlar1 (epinefrin, Fe**)

Fagositik hiicreler: Notrofiller
Monosit ve makrofajlar
Eozinofiller

Endotelyal hiicreler

Mitokondriyal elektron transport zinciri

Kloroplast elektron transport zinciri

Glutatyonu okside eden maddeler

X- 1s1nlart

UV- 1sinlari

Giines 15181

Iyonize radyasyon

Ilag oksidasyonlar1 (Parasetamol, karbontetrakloriir)

Is1 soku

Ortam havasi: Sigara dumani
Ozon
Kiikiirtdioksit

Egsos gazlari

Serbest radikaller, hiicrelerin lipit, protein, deoksiriboniikleik asit (DNA), karbohidratlar

gibi tiim onemli bilesiklerine etki ederler ve yapilarinin bozulmalarma neden olurlar.

Lipit peroksidasyonu (bu reaksiyon, Ozellikle ateroskleroz gelisiminde Onemlidir)

serbest radikal zincir reaksiyonu icin iyi bir 6rnektir. Mitokondriyal elektron transport

zincirinde oksijenin tamamlanmamis rediiksiyonu, sigara icimi, radyasyon gibi ¢esitli

faktorler oksidatif strese neden olabilirler (45).

2.3.2. Antioksidanlar

ROS’larin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 onlemek icin viicutta

gelisen savunma mekanizmalar1 “antioksidan savunma sistemleri” olarak bilinirler (46)

(Sekil 2.1.).
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Sekil 2.1. Antioksidan savunma sistemler

Antioksidan molekiiller endojen ve eksojen kaynakli yapilar olup, olusan oksidan
molekiillerin neden oldugu hasar1 hem hiicre i¢i, hem de hiicre dis1 savunma ile etkisiz
hale getirilirler. Siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon-S-transferaz, GSH-Px, glutatyon
rediiktaz, katalaz ve sitokrom; hiicre i¢i serbest radikal toplayici enzimlerdir ve asil
antioksidan savunmay1 saglamaktadirlar. Bakir, ¢cinko ve selenyum gibi eser elementler
ise bu enzimlerin fonksiyonlar1 igin gereklidir. Albiimin, bilirubin, transferrin,
seruloplazmin, iirik asit gibi bilesiklerde organizma da hiicre dis1 savunmayi

saglamaktadirlar (46).
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2.3.3. Oksidatif Stres

Oksidatif denge, organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan
kaldirilma hizinin denge icerisinde oldugu durumdur. Oksidatif denge saglandig siirece
organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu radikallerin olusum hizinda
artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diisme bu dengenin bozulmasima neden olur.
“Oksidatif Stres” olarak adlandirilan bu durum 6zetle, serbest radikal olusumu ile
antioksidan savunma mekanizmas1 arasindaki dengesizligi gostermekte olup, sonugta

doku hasarina yol agmaktadir (47).
2.4. KSANTIN OKSIDAZ

XO, c¢ok onemli serbest oksijen radikali kaynagidir. Piirinlerin hidroksilasyonunun
katalizlenmesinde, molibden, demir ve siilfiir flavinin hidroksilasyonunda gorev yapan
enzim gurubunun iiyesi olarak bilinir. XO, hipoksantini ksantine, ksantini iirik aside
doniistiiren reaksiyonlar1 katalizler. Bu esnada molekiiler oksijen indirgenerek O,"

anyonuna doniistiiriiliir (48).

O, 0 O, 0
X0 X0
Hipoksantin ———  Ksantin —— Urik asit

XO, kapillerdeki endotel hiicrelerinde ¢ok yiiksek konsantrasyonda bulunur (49).

Bir¢cok enzimin Kkatalitik dongiisii sirasinda serbest radikaller ortaya c¢ikar. Bu
enzimlerden biri XO’dir. XO hasarlanmamis dokularda bir dehidrojenaz olarak bulunur.
Piirinlerin yikim yolunda hipoksantinden ksantin ve ksantinden {iirik asit olusumu

basamaklarinda elektron akseptorii olarak molekiiler oksijenden (O,) daha ¢ok

nikotinamid adenin diniikleotid (NAD") kullanir. Oksijensizlige bagh olarak adenozin
difosfatin (ADP) adenozin trifosfata (ATP) fosforilasyonunun azaldigi durumlarda
(iskemi durumlarmda) ADP yikilir ve piirin bazi, XO’1in bir oksidaz olarak etkili
olmasiyla hipoksantine donustiiriilir. XO’m, oksidaz olarak aktivite gostermesi
durumunda hipoksantin ksantine ve ksantin iirik aside doniisiirken molekiiler oksijen

kullanilmakta, molekiiler oksijen hidrojen perokside indirgenmektedir. Iskemi
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durumlarinda oksijen seviyesi diisiik oldugundan 6nemli hasar olmaz. Ancak oksijen
seviyesi reperfiizyon sirasinda normale doniince iskemi yerinde XO etkisiyle fazla

miktarda H,O, ve O™ olusur, bunlarin etkisiyle de iskemi/reperfiizyon hasar1 denen

durum ortaya cikar. XO’m 0Ozellikle intestinal mukoza hiicrelerinde goriilen

iskemi/reperfiizyon hasarinda 6nemli faktor oldugu diisiiniilmektedir (49, 50).
2.5. PARAOKSONAZ

Ik olarak PON, Aldridge W.N. tarafindan bulunmustur. PON, Aldridge smiflandirma
sistemine gore A grubu Arildialkilfosfataz sinift bir ester hidrolaz enzimidir ve
propiyonat, biitirat ile p-nitrofenil asetat’1 hidroliz eden A-Esteraz olarak tanimlanmistir
(51). Paraokson, metil paraokson ve klormetil paraokson’a karsi secimliliginin yiiksek
olmasidan dolay1 paraoksonaz olarak adlandirilmistir. PON1, ilk olarak 1961 yilinda
Uriel tarafindan insan plazmasinda belirlenmistir (52). PON1’in plazmada HDL-C
yapisinda bulundugu belirlendikten sonra, kardiyovaskiiler sistem ve lipit
metabolizmasia etkileri, antiaterojenik ve antioksidan o6zellikleri iizerinde yapilan

arastirmalar artmustir (53).

PON, PONI1, PON2 ve PON3 olmak iizere ii¢ sekilde bulunmaktadir (54, 55). PONI1,
plazmada ise HDL yapisinda ve karaciger, bobrek, beyin, kalp, ince bagirsak
dokularinda bulunmaktadir (56). Oksidatif strese maruz kalindigina, PON1 ile PON3’
iin aktivasyonunun inhibe edildigi fakat kompensatuar mekanizma olarak PON2’nin

ekspresyon ve aktivasyonunun makrofajlarda arttig1 gdzlenmistir (57, 58).
2.5.1. PONY’in Yapisi

PONI1, 43 kDa molekiil agirlikli, 354 aminoasitten olusan, glikoprotein yapisinda bir
ester hidrolaz enzimidir. Karacigerde sentezlenen, arildialkilfosfataz olarak da
adlandirilan PONI1, kalsiyuma bagimhi ve HDL ile iligkilidir (59-62). PON1’in
yapisinda ii¢ tane sistein molekiilii vardir, bunlardan ikisi molekiil ici disiilfit baginin
olusumuna katilir. 284. pozisyondaki sistein molekiilii ise serbest halde bulunur. Sistein
284’tin, enzimin aktiflesme merkezine yakin bdlgede bulundugu ve bu bdlgenin
substrata baglanma icin gerekli oldugu diisiiniilmektedir. Uc sistein molekiiliiniin
varligi, PON1’in serin esterazlarm katalitik merkezlerinde serin amino asitleri yerine
niikleofilik sistein amino asitlerini kullanan bir sistein esteraz oldugu hipotezini

destekler (Sekil 2.2.) (63).
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Sekil 2.2. PON1’in yapist

PONT1’in iki ayr1 aktif bolgesi bulunmaktadir. Birisi, sisteine bagimli olan antioksidan

bolge, digeri kalsiyuma bagimli olan organofosfat hidrolizinden sorumlu bolgedir (55).

Aspartat/glutamat, histidin ve triptofan amino asitleri, PON1’in aktivitesi ve stabilitesi
icin gereklidir. Ozellikle aktif bolgede en az bir tane triptofan vardir ve bunun substrata

baglanmada onemli gérevi oldugu bilinmektedir (64).

PONT’i kodlayan gen, 7. kromozomun uzun kolunda q 21-3 ile q 21-1 bolgesine
yerlesmistir. Bu enzimin iki genetik polimorfizmi bulunmaktadir. Bu iki polimorfizm
55. ve 192. pozisyonlardaki aminoasitlerin yer degisimiyle meydana gelir. Birinci
polimorfizm, 192. pozisyondaki glutamin (Q aleli) ile arginin (R aleli) degisince; ikinci
polimorfizm ise 55. pozisyondaki metionin (M aleli) ile 16sin (L aleli) degisince olusur.
PON1, 192. pozisyonda glutamin varliginda A Tipi; 192. pozisyonda arginin varliginda

ise, B Tipi olarak tanimlanir. Son zamanlarda ise, A Tipi Q izoenzimi olarak, B Tipi ise
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R izoenzimi olarak tanimlanmaktadir. PON1’in Q ve R izoenzimlerinin her ikisininde
diisik dansiteli lipoproteini (LDL) oksidasyona karst1 korudugu bilinmektedir.
Paraoksona karsi, Q izoenziminin aktivitesi, R izoenziminin aktivitesine goére daha

diisiiktiir (65-68). PON1 dolasimda HDL-C’ye bagl olarak taginmaktadir (69).

PONI1 aktivitesini belirlemek i¢in sentetik substratlar kullanilir. Organofostat
bilesikleri, somon, sarin gibi sinir gazlari, aromatik karboksilik asit esterleri,

karbamatlar, laktonlar PON1’ in substratlar1 arasindadir (56).

PONT1’in katalizledigi reaksiyon asagidaki gibidir;

@) 0]
H3C7H2C70\H PON;, H3C*H2C70\H
/FONOZH P_—OH + HOONOZ
H;C-H,C-0 H3C7H2C70/
Paraokson Dietilfosfat p-nitrofenol

Aciga ¢ikan p-nitrofenol konsantrasyonu iizerinden, PON1 aktivitesi tayin edilmektedir

(70).
2.5.2. PONY’in Fonksiyonlar:

Serum PONI1 enziminin, aromatik karboksilik asit esterleri ve paraokson, diazokson,
sarin, soman gibi organofosfat tiirevlerini detoksifiye ettigi pek c¢ok calisma ile

gostermistir (61, 67, 71-73).
Sinir sistemini, organofosfatlarin zararh etkilerine karsi, hidrolitik aktivitesi ile PON1

korumaktadir (55).

HDL, LDL oksidasyondan korumaktadir. PON1, HDL-C’ye bagl oldugu i¢in, HDL’nin
oksidasyonunu oOnler. Ayni1 zamanda LDL oksidasyonunu onlemede sorumlu baslica
yapidir. Bu etki, PON1’in lipoprotein kaynakli peroksitleri ve H,O,’i hidroliz edebilme
ozelligine baglidir (56).

PONI1, endotel fonksiyonlar1 iizerinede koruyucu etkiye sahiptir (74).
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2.6. NITRIK OKSIT

NO, gaz halinde bir molekiildiir. Olduk¢a reaktif olan NO, dis yoriingesinde bulunan
ciftlesmemis elektronu nedeniyle serbest radikal 6zelligi tasir. NO, lipofilik 6zelliktedir
ve membranlar1 kolaylikla gecebilir, bu 06zelligi ile parankin hormon aktivitesine
sahiptir (75). NO cok kisa bir yar1 dmre sahiptir (10-20 saniye). NO, ilk olarak 1980
yilinda Furchgatt ve Zawadzki tarafindan bulunmustur ve endotel kaynakli genisletici
faktor olarak adlandirilmistir (76). NO, L-Arginin’in L-Sitrulin’e doniisiimii esnasinda
nitrik oksit sentaz (NOS) katalizorliigiinde olusur. Arginin, O, ve nikotinamid adenin
diniikleotit fosfat (NADPH), NOS’in substratlaridir. Flavin mono niikleotid (FMN),
flavin adenin diniikleotid (FAD), Hem ve tetrahidrobiopterin bu enzimin koenzimleridir

(77).

NOS

L-Arginin /v \ » L- Sitrulin + NO

O,+NADPH NADP”*

NOS’1n viicutta ii¢ farkli sekilde bulunaktadir (77-79):

1. Noronal NOS (nNOS veya Tip I NOS): Noronlarda ve iskelet kaslarinda bulunur.
nNOS, periferik ve santral sinir sisteminde, noronal transmisyonda gorev alan NO
sentezinden sorumludur.

2. Indiiklenebilir NOS (iNOS veya Tip II NOS): Kalsiyum bagimli degildir. Ozellikle
karaciger ve trombositlerde yogun olarak bulunur. Bakteriyel endotoksinler ve

stokinler tarafindan salinimi uyarilir

3. Endotelyal NOS (eNOS veya Tip III NOS): Ozellikle damar endotelinde yogun

olarak bulunur. Kalsiyuma bagimli olarak siirekli salinir.

Guanilat siklaz / siklik guanozin monofosfat (cGMP) sistemi araciligiyla NO bircok
biyolojik etkisini gosterir. NO, sentezlendikten sonra, hizla diffiize oldugu hiicrenin
sitozoliine girerek guanilat siklazin aktif bolgesinde bulunan hem demirine (Fe®*) geri
doniisiimlii olarak baglanarak guanilat siklaz aktiflesir. Aktiflenen guanilat siklaz ile
cGMP’nin hiicre ici seviyesi yiikselir. cGMP, Ca**’nm hiicre icinde depolanmasini veya

hiicre disma ¢ikmasini uyarir ve intraselliiler Ca®* seviyelerini diisiiriir (75).
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2.6.1. NO’in Biyolojik Fonksiyonlari

NO’in biyolojik etkileri cGMP ile iligkili olanlar ve iliskili olmayanlar seklinde
incelenebilir (75, 76):

a) cGMP ile iliskili olan etkileri : Diiz kas gevsemesini saglar. Periferal ve santral sinir
sisteminde noOrotransmitter olarak gorev yapar. Trombosit agregasyonunu engeller.

Notrofil kemotaksisini Onler.

b) ¢GMP ile iliskili olmayan etkileri: Lipit peroksidasyonunu engelleyerek
antioksidan 0zellik gosterir. Sitokrom P-450 enzim sistemini engeller. Tumor
baskilayic1 gen seviyelerini yiikselterek apopitozla hiicre Oliimiine yol acar. Endotel
hiicrelerinde gen transkripsiyonunu ve translasyonu diizenler, noronlarda gen
ekspresyonu iizerine kalsiyumun etkisini artirir. Kalsiyuma bagimli potasyum
kanallarin1 aktive eder. NADH: ubikinon oksidorediikktaz, NADH: siiksinat
oksidorediiktaz, akonitaz gibi bazi mitokondrial demir-siilfiir enzimlerini inhibe
ederken, siklooksijenaz gibi enzimlerin hem gruplarina baglanarak aktive olmalarini

saglar.
2.7. GLUTATYON PEROKSIDAZ

Hiicrelerde olusan hidroperoksitlerin uzaklastirilmasindan sorumlu olan bir enzimdir.
Molekiil agirlig1 yaklasik olarak 85000 Dalton’dur. Birbirinin ayni dort subiinitten
olusan tetramerik bir enzimdir. Her subiinit bir selenyum atomu igermesi nedeniyle
hiicreleri cesitli hasarlara karsi koruyan bir selenoenzim oldugu diisiiniiliir. GSH-Px,

monomerik yapida bir enzimdir (80, 81).

1957 yilinda ilk defa Mills tarafindan memeli eritrositlerinde bu enzimin varlhigini

kesfedilmistir. Endotel hiicrelerinde, 6zellikle akcigerde en etkili enzimdir (82).

GSH-Px, karacigerde en yiiksek; kalp, akciger ve beyinde orta; kasta ise diisiik diizeyde
aktivite gosterir. Hiicrede ise enzim aktivitesinin %60-75’1 sitoplazmada, %25-40’1

mitokondride bulunur.

Glutatyon mekanizmasi cok onemli antioksidan savunma mekanizmalarindan biridir.
GSH-Px, lipitleri peroksidasyondan koruyan en onemli enzimdir. Hiicrenin ozellikle
sitozolik kompartmaninda yer alan bu enzim hiicrenin yapisii ve fonksiyonunu korur

(83, 84).
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GSH-Px, asagidaki reaksiyonlar1 katalizler (84).

GSH-Px
HZO2 +2GSH —» GSSG + HZO ................................................. @D
GSH-Px
ROOH +2GSH—— » GSSG + ROH + H2O ............................... In

Membran fosfolipit hidroperoksitlerini alkole indirgeyen fosfolipit hidroperoksit
glutatyon peroksidaz (PLGSH-Px), membrana bagh antioksidan olan vitamin E’nin
yetersiz oldugu durumlarda membranin peroksidasyonuna karsi korunmasini saglar (85,

86).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

Biyokimyasal 6l¢iimlerde, Sigma marka analitik saflikta kimyasal maddeler kullanildi.
Calismalarda, spektrofotometre (Shumadzu U.V. Visible 1601), analitik terazi (A&D
GR-200), pH metre (WTW pH 330 i), sogutmali santrifiij (Sigma 3K 30), degisik olcii
ve markalarda otomatik pipetler, cam pipetler, balon jojeler, beherler ve polistren tiipler

kullanildi.

Calismada kullanilan ¢ozeltiler, deiyonize su ile hazirlandi. Calismada kullanilan tiim
cam malzemeler deiyonize su ile yikandiktan sonra bir giin boyunca %?20’lik HNO;

icinde bekletildi ve sonrasinda tekrar deiyonize su ile yikandi.
3.1.1. Hasta Grubu

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Poliklinigi ile Tiip
Bebek Unitesine basvuran infertilite tanis1 almis 63 hasta tezimin calisma grubunu
olusturdu. Bu ¢alisma grubunu olusturan hastalarin 33’1 aciklanamayan infertilite, 30’u
PKOS grubuna girmektedir. Hastalar calisjmamiz hakkinda bilgilendirilmistir. Hasta
grubunu olusturan bayanlar 20 ile 38 yas smirlart arasindadir. Calismamizi olusturan
hasta grubu bayanlardan, menstruel donemlerinin iki ya da {i¢iincii giiniinde kanlar1

alind
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3.1.2. Kontrol Grubu

Cocuk sahibi olan veya daha once hamile kalmis 20 bayan kontrol grubunu olusturdu.
Kontrol grubunu olusturan bayanlar 20 ile 38 yas simirlar1 arasindadir. Calismamizi
olusturan kontrol grubu bayanlardan menstruel donemlerinin iki ya da tigiincii giiniinde
kanlar1 alind1. Bu tez ¢calismasimin yapilmasi icin Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Etik

Kurulu’nun onayi alind1.
3.2. YONTEM

Hasta ve kontrol gruplarindan alman venéz kanlar, +4 C”de 10 dakika 3000 rpm de

santrifiij edildi. Ayrilan plazma ve serumlar, -70 C*’de muhafaza edildi.
3.2.1. XO Aktivitesinin Olciimii

Reaktifler

1. 50 mM Fosfat Tamponu, pH: 7.5
2. 4 mM Ksantin

3. %100 TCA (trikloro asetik asit)

Cahsma

XO enzim aktivitesinin ¢alisma prosediirii Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. XO enzim aktivitesi ¢alisma prosediirii

Numune Kor
Distile Su _ 50uL
Numune 50uL _
Tampon 3 mL 3 mL

37 C”de 30 dakika inkubasyon

TCA 100 L 100 uL

25 C”de 6000 g 20 dakikada enzim aktivitesindeki degisim, spektrofotometrede 292
nm dalga boyunda izlendi (87). Urik asitin ekstinksiyon Kkatsayis1 kullanilarak
hesaplama yapildi.

XO aktivitesi i¢in CV degeri % 3.6 olarak bulundu.
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3.2.2. PON1 Aktivitesinin Olciimii

Prensip

Paraoksonun, PONI1 tarafindan hidrolizi ile olusan sar1 renkli paranitrofenolun (PNP)

neden oldugu absorbans artisinin, 412 nm’de izlenmesi esasina dayanir (70).

0 0
H;C—H,C—0_ |l PON1 H;C—H,C—O_ |l
b Hono, LML, Sb-on + on{ o,

H3C_H2C_O - H3C_H2C_O I

Paraokson Dietilfosfat p-nitrofenol

Reaktifler
e Glisin: 0.1 M, pH 8.0

e Paraokson: 0.5 M olacak sekilde, metanolde hazirlandi.

e (CaCl, (kalsiyum kloriir): 1.0 mM olacak sekilde, 50 mM glisin tamponunda

hazirland1.
Calisma

Deney ortaminda 50 mM glisin tamponu, 1.0 mM CaCl, ve 1.0 mM paraokson igeren

reaksiyon karisimi hazirlandi. PON1 aktivitesi ¢alisma prosediirii Tablo 3.2°de verildi.

Tablo 3.2. PONI1 aktivitesi ¢caligma prosediirii

Kontrol Numune
Reaksiyon karisimi 1 mL 1 mL
Serum - 10 uL
TipIsu 10 uL -

Pipetleme islemlerinden hemen sonra, 25 °C’de ve 412 nm dalga boyunda, Tip I su

koriine karsi, kontrol ve numune tiiplerindeki OD artisi, 3 dakika siireyle kaydedildi.
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Hesaplama

Numune ve kontrol tiipleri i¢in, AOD/dk degerleri hesaplandi. Numune AOD/dk
degerlerinden kontrol degerleri ¢ikarilarak, net AOD/dk degerleri bulundu.

1 tinite PONI, standart deney sartlarinda, dakikada 1 mikromol PNP olusumunu
katalizleyen enzim aktivitesi (U/L: mikromol PNP/dk/L) olarak tanimland.

PNP’nin molar ekstinksiyon katsayisi (e=16.7x10° M"'cm™) kullanilarak PON aktivitesi
hesaplandi. Serum Orneklerinde bazal PONI1 aktivitesi, U/L olarak verildi. PONI
aktivitesi icin CV degeri % 3.2 olarak bulundu.

3.2.3. NO Diizeyi Olciimii
NO o6l¢timii, Cayman marka (Katalog No.780001) ELISA kiti ile yapild.
Prensip

NO’in yar1 6mrii ¢cok kisadir, saniyeler icinde ortamdaki oksijen ile reaksiyona girerek,
nitrat (NO3’) ve nitrit (NO;") iyonlarina doniisiir. NO, iyonlarmmin % 95’1 NOs’a
oksitlenir. NO 6l¢iimii, son iiriinler olan NO, ve NO; konsantrasyonlarmin iki
basamakta olgiilmesi esasina dayanur. Ik basamakta, NADPH ve FAD varliginda, nitrat
rediiktaz kullanilarak, NO3, NO, formuna doniistiiriiliir. Ikinci basamakta olusan
toplam nitrit NO;", Griess reaksiyonuyla olciiliir. Griess reaksiyonu, NO;™ ‘in primer bir
aromatik amin ile (siilfanilamid) diazotizasyonu ve N-(1-naftil) etilendiamin hidroklorit
(NNED) ile mor renkli azo bilesikleri olusturmasi esasina dayanir. 540 mn’de olusan

rengin absorbansi ol¢iiliir (Sekil 3.1) (88).

Reaktifler

e (alisma tamponu

e Nitrat Rediiktaz: Liyofilize haldeki enzim, calisma oncesi tampon ile diliie edilerek
hazirland.

¢ Enzim Kofaktorleri: Liyofilize haldeki kofaktorler, ¢alisma oncesi tampon ile diliie
edilerek hazirlandi.

e Nitrat Standardr: Liyofilize haldeki standart, calisma tamponu ile uygun oranlarda
diliie edilerek; 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 ve 35 puM konsantrasyonlarinda standart seri
hazirland1.

e (Griess 1 Reaktifi: NNED

e Qriess 2 Reaktifi: Siilfanilamid
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Nitrat Rediiktaz

NO; > NO,
N
l

NH, N*
H+
NO, + > |

=

SO,NH, SO,NH,

Siilfanilamid Diazonyum iyonu
(Griess Reaktifi 1)

NN
NH,

N NH
||| N @
N+ NH2 ﬁ /
& N N )
| + ||| Azo Uriini
| = X =

\J

N 540 nm
SONHy 1. (1_Nafil
Diazonyum iyonu  etilendiamin |
(Griess Reaktifi 2)
SO,NH,

Sekil 3.1. Griess reaksiyonu

Calhisma

Serum orneklerine, calisma oncesi, SyrﬁlTM—MF marka (25mm, 0,22um) filtrelerle

ultrafiltrasyon islemi uygulandi. Caligma prosediirii Tablo 3.3’de gosterilmistir.
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Tablo 3.3. NO c¢alisma prosediirii

Kor Numune
Calisma tamponu 200 pLL -
Numune - 80 uL.
Enzim kofaktorii - 10 pL
Nitrat Rediiktaz - 10 pL

Oda 1s1sinda 3 saat inkiibasyona birakildi.

Griess Reaktifi 1 - 50 pL

Griess Reaktifi 2 - 50 pL

Renk olusumu icin oda 1sisinda 10 dakika bekletilen, numune ve standartlarin
absorbansi, 540 nm’de kore karst okundu

Nitrat standart grafigi yardimiyla, numunelerin vermis oldugu absorbanslarin

konsantrasyonu, hesaplandi. Nitrik oksit seviyeleri, pumol/L olarak verildi.

v = 0,0248x o

' R = 0,9952 /
0.6
Z

0 10 20 30 40 mikromol/L

Sekil 3.2. NO standart grafigi

3.2.4. GSH-Px Aktivitesinin Olciimii

Fosfat tamponu hazirlanmasi

Stok fosfat tamponlart:

I- 0.05 M NaH,PO,4

II- 0.05 M Na,HPO,

I ve II ¢ozeltileri pH: 7 olacak sekilde (v/v) karistirildi.
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Prensip

GSH-Px tarafindan katalizlenen reaksiyonda GSH’in H,O, ile oksidasyonu
sonucu olusan okside glutatyonun (GSSG) glutatyon rediiktaz (GSSG-Rd)
kataliziyle tekrar rediikte glutatyona (GSH) doniismesi sirasinda tiiketilen
NADPH konsantrasyonu iizerinden 340 nm’de olusan absorbans azalmasinin 4 dk

boyunca izlenmesi prensibine dayanir (89).

HO, + 2GSH-GSHPX . 2H 0O +GSSG

GSSG + NADPH+HT —GSSG-Rd_ NADP" + 2GSH

Reaktifler

1. 0.05 M Fosfat tamponu, pH 7 ( 5mM EDTA icgerir)
2. 0,15 M GSH

3. 8,4 mM NADPH

4. 100 U/mg protein /ml GSSG-Rd (Sigma, G-1762)
5. 112,5 mM NaNj;

6. 2,2 mM H,0, (Taze hazirlanir)
Cahisma

GSH-Px aktivitesi tayin edilecek plazma numuneleri seyreltilmeden calisildi.

GSH-Px caligma prosediirii Tablo 3.4’de verilmistir.
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Tablo 3.4. GSH-Px calisma prosediirii

Kontrol Numune (plazma)
Calisma tamponu 2.63 mL 2.63 mL
NADPH 0.10 mL 0.10 mL
GSSG-Rd 0.01 mL 0.01 mL
NaNj; 0.01 mL 0.01 mL
GSH 0.10mL 0.10 mL
Numune - 0.05 mL
Tipl su 0.05 mL -
Oda 1s1sinda 10 dk inkiibasyona birakildi.
H,0, 0.1 mL 0.1 mL

25 °C’de 4 dk boyunca enzim aktivitesindeki diisiis Tip 1 su koriine
kars1 340 nm dalga boyunda izlendi.

Hesaplama

Her numune ve kontrol tiipii i¢in, 2. ve 4.dk OD degerleri kullanilarak, AOD /dk

degerleri hesaplandi. Daha sonra numune AOD /dk degerlerinden kontrol

degerleri cikarilarak net AOD /dk degerleri elde edildi.

Ao[%umun; AOD—-AOD

Bir unite GSH-Px,

oksidasyonunu katalizleyen enzim miktar1 olarak tanimlandi (U/mL=umol

NADPH/ dk/mL).

NADPH’1mn molar absorptivite katsayisi= 6,22.10° M"' ¢cm™ kullamlarak, plazma

kontrol

standart deney sartlarinda 1.0 mikromol NADPH’in

numunelerinin net AOD /dk degerlerinden, iinite birimine gecildi.

A OD/dk

U/ml=

Total hacim (ml)
X

6
10 umol

Numune hacmi (ml) mol

1000 ml
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. @) 6 . _
U/ml= A [Pmmunex 10 X 3 (Ttpteki ml miktari)
622.103 1000 0,05

Plazma GSH-Px aktiviteleri U/mL olarak hesaplandi.
XO aktivitesi i¢in CV degeri % 3.8 olarak bulundu.
3.3. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Verilerin gosterimi, aritmetik ortalama + standart sapma (X + SS) olarak ifade edildi.
Verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov Smirnov testi ile degerlendirildi.
Normal dagilima uygun olmayan LH ve XO degiskenleri nonparametrik testler ile
degerlendirildi. Normal dagilim gosteren test parametreleri i¢in ise parametrik testler
yapildi. Infertil ve kontrol grubundan elde edilen biyolojik materyalde calisilan
parametrelerin karsilastirilmasinda normal dagilan testler i¢in Bagimsiz iki Ornek ¢

testi, normal dagilim gostermeyen parametreler icin Mann Whitney U Testi yapildi.

Aciklanamayan infertil, PKOS ve kontrol grubunu, parametre degiskenlerine dayali
karsilagtirmak i¢in One Way Anova (Tukey Testi) kullanildi. Nonparametrik testler icin
ise Kruskal Wallis Testi uygulandi. Korelasyon analizi i¢cin Pearson korelasyon analizi
yapildi. Tim istatistiki karsilagtirmalar, SSPS for Windows 13.0 paket bilgisayar
programi kullanilarak yapildi. Anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.



4. BULGULAR

Infertil grup ile kontrol grubunun, yas, kilo, boy, viicut kiitle indeksi (BMI), FSH ve LH
verilerinin karsilastirilmas1 Tablo 4.1°de verilmistir. Infertil grup ile kontrol grubu yas,
kilo, boy, BMI, FSH ve LH agisindan degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark bulunamada.

Tablo 4.1. Infertil grup ile kontrol grubunun yas, kilo, boy, BMI, FSH, LH ve
bulgularinin karsilagtiriimasi

Parametreler Infertil Grup (n:63) | Kontrol Grubu (n:20) P

Yas (yil) 28.4244.20 29.5+4.47 0.331
Kilo (kg) 67.45+10.32 65.10+11.67 0.392
Boy (cm) 161.25+5.30 161.4045.53 0.916
BMI (kg/m®) 25.8143.68 25.0614.81 0.461
FSH (mU/mL) 6.0742.60 6.40£1.67 0.596
LH (mU/mL) 5.9943.76 4.89+2.59 0.229
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Infertil grup ile kontrol grubu, XO, PONT1 aktiviteleri, NO diizeyi ile GSH-Px aktivitesi
acisindan karsilastirildiginda, istatistiksel olarak NO diizeyi ile GSH-Px aktiviteleri
arasinda anlamli bir fark bulunamadi. Kontrol grubuna gore, infertil grupta XO

aktivitesi yiiksek, PON1 aktivitesi ise diisiik olarak bulundu (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Infertil grup ile kontrol grubunun XO aktivitesi, PON1 aktivitesi, NO diizeyi ve
GSH-Px aktivitelerinin karsilastirilmasi

Parametreler infertil Grup (n:63) | Kontrol Grubu (n:20) P

XO (U/mL) 2.01+0.26 0.831+0.36 0.001
PON1 (U/L) 137.27462.06 192.06£82.56 0.002
NO (umol/L) 7.58+3.45 7.65+2.5 0.925
GSH-Px (U/mL) 175.88+72.24 154.33£58.13 0.229

Etiyolojisine gore infertil grubu, agiklanamayan infertil ve PKOS seklinde iki grupta
inceledigimizde, aciklanamayan infertil grupta, kontrol grubuna goére XO aktivitesi
yiiksek, PONT aktivitesi ise diisiik olarak bulundu. NO diizeyi ve GSH-Px aktivitesi ise
aciklanamayan infertil grupta kontrol grubuna gore, istatistiksel olarak anlamsiz

bulundu (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Ac¢iklanamayan infertil grup ile kontrol grubunun XO aktivitesi, PON1 aktivitesi,
NO diizeyi ve GSH-Px aktivitelerinin karsilastirilmasi

Parametreler Aciklanamayan infertil Kontrol Grubu p
Grup (n:33) (n:20)

XO (U/mL) 2.03£0.17 0.8310.36 0.001

PONI1 (U/L) 140.85+55.54 192.06£82.56 0.025

NO (umol/L) 7.12+3.79 7.65+2.5 0.829

GSH-Px (U/mL) 182.22+83.18 154.33+58.13 0.336
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PKOS grubu ile kontrol grubunu karsilastirdigimizda, PKOS grubunda kontrol grubuna
gore XO aktivitesi yiiksek, PON1 aktivitesi ise diisiik olarak bulundu. NO diizeyi ve
GSH-Px aktivitesi ise kontrol grubuna gore, PKOS grubunda istatistiksel olarak
anlamsiz bulundu (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. PKOS grubu ile kontrol grubunun XO aktivitesi, PON1 aktivitesi, NO diizeyi
ve GSH-Px aktivitelerinin karsilastirilmasi

Parametreler PKOS Grubu (n:30) Kontrol Grubu (n:20) p

XO (U/mL) 1.99+0.34 0.83£0.36 0.001
PON1 (U/L) 133.34+69.28 192.06+82.56 0.011
NO (umol/L) 8.08+3.03 7.65+2.5 0.892
GSH-Px (U/mL) 168.91+58.54 154.334£58.13 0.748

Aciklanamayan infertil grup ile PKOS grubu, XO aktivitesi, PON1 aktivitesi, NO
diizeyi ve GSH-Px aktiviteleri agisindan karsilastirildiginda, istatistiksel olarak her iki
grup arasinda fark bulunamadi (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Aciklanamayan infertil grup ile PKOS grubunun XO aktivitesi, PON1
aktivitesi, NO diizeyi ve GSH-Px aktivitelerinin karsilastirilmasi

Parametreler Aciklanamayan infertil PKOS Grubu p
Grup (n:33) (n:30)

XO (U/mL) 2.03+0.17 1.99+0.34 0.845

PON1 (U/L) 140.85+55.54 133.34469.28 0.899

NO (umol/L) 7.1243.79 8.08+3.03 0.470

GSH-Px (U/mL) 182.22483.18 168.91+58.54 0.728

Aciklanamayan infertil grup, PKOS ve kontrol grubunu yas, kilo, boy, BMI, FSH ve
LH degerleri acisindan degerlendirildiginde, gruplar arasinda istatistiksel olarak fark

bulunmadi (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6. A¢iklanamayan, PKOS ve kontrol grubunun yas, kilo, boy, BMI, FSH, LH bulgularinin

karsilagtirilmasi
= S o= _
= = < < e ©
L g —~ g —~ = E Oa wn E =] =)
o EC @ = G == s =2 =z
@ = s T ] =€ C = 2
2 S5 wn = S S5 M ) 3
L & - = = [ = — p—
: =K g =T | 3E | E% 2
= .= S D
g < = E z < E £
Yas (y11) 28.6313.99 28.2044.48 | 29.514.47 0.915 0.759 0.549
Kilo (kg) 66.78+10.84 68.1819.84 | 65.10%11.67 0.863 0.843 0.580
Boy (cm) 161.69£5.05 160.76£5.61 | 161.40£5.53 0.772 0.979 0.912
BMI
2 25.5544.14 26.1043.13 25.0644.81 0.852 0.900 0.640
(kg/m?)
FSH
6.28+2.08 5.26%1.85 6.40+1.67 0.091 0.974 0.102
(mU/mL)
LH
5.63%£2.30 6.38+4.91 4.89+2.59 0.680 0.741 0.316
(mU/mL)

Yapilan Pearson korelasyon analizinde, PON1 aktivitesi ile hem NO diizeyi arasinda
(p=0.048, r=-218), hem de XO aktivitesi arasinda negatif korelasyon (p=0.004, r=-311)

bulundu.



5. TARTISMA VE SONUC

Bayan infertil hastalarda oksidatif stresin arastirildigi yayinlar bildirilmektedir (90). Biz
bu calismamizda bayan infertil hastalarda, oksidatif stres parametrelerini arastirdik.
Bayan infertil hasta grubumuz, PKOS ve aciklanamayan infertil hastalardan

olusmaktaydi.

PKOS genellikle peripubertal donemden itibaren baslayan menstriiel diizensizlikler
(oligo-amenore, disfonksiyonel uterus kanamasi), hiperandrojenizm bulgulari
(hirgsutizm, akne, ciltte yaglanma, androjenik alopesi) ve infertilite ile karsimiza
cikmaktadir (31). Son yillarda PKOS’ta endotel disfonksiyonu ve artmis
kardiyovaskiiler hastalik riski bildirilmektedir (91, 92). Bu hastalarda, karotis ve
femoral arterlerde intima kalinligimin ve aterosklerotik plak sayisinin, saglikli bireylere
gore istatistiksel olarak yiiksek oldugu bildirilmistir (93). PKOS’lu hastalarin,
hiperandrojenizm, insiilin direnci, glukoz intoleransi, tip 2 diyabet ve obesite nedeniyle
kardiyovaskiiler hastalik icin yiiksek risk altinda olduklar1 diisiiniilmektedir (91). Elia ve
arkadaslar1 (94), overyal hiicrelerde artmig ROS iiretiminin bir sonucu olarak overlerin
fonksiyonlarinin ~ bozuldugunu  belirtmislerdir. PKOS’lu  hastalarda  ovaryan
sterogenezisin bozuldugu bildirilmistir. PKOS’lu hastalarda insiilin direncinin neden
oldugu hipergliseminin monositleri aktifledigi ve bu hiicreler tarafindan asir1 miktarda

tiretilen ROS’un doku hasarina yol ac¢tig1 bildirilmistir. (95). PKOS’ta oksidatif stresin
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arttig1 ileri siiriilmektedir. Membrana bagli olan NADPH oksidaz aktivitesi ile olusan,

O™’nin PKOS’ta olusan ROS iiretimini artirdig1 diisiiniilmektedir (96).

PKOS’lu hastalarda oksidatif stresin degerlendirildigi ¢alismalar yetersizdir (97, 98).
Aciklanamayan infertil hasta grubunda oksidatif stresle ilgili yapilan caligmalar ¢ok

kasithidir (99).

Biz bu calismamizda infertil bayan hastalarda, saglikli kontrol grubuna gére XO
aktivitesini yiiksek olarak bulduk. Ayrica infertil hastalar1 etiyolojisine gore gruplara
ayirdigimizda, hem aciklanamayan infertil, hem PKOS’lu hastalarda serum XO

aktivitesini, saglikli kontrol grubuna gore yiiksek bulduk.

Yapilan literatiir taramasinda bayan infertil hastalarda XO aktivitesinin arastirildigi
caligmaya rastlanilmadi. Ayni sekilde hem aciklanamayan infertil hasta grubunda hem
de PKOS grubunda da XO aktivitesi arastirilan makaleye rastlanilmadi. Bu sonuclar
1s1ginda bayan infertil hastalarin (hem ag¢iklanamayan infertil grup hem de PKOS

grubunun) artmig XO aktivitesinden dolay1 oksidatif stres altinda oldugu soylenebilir.

Doku hipoksisi ile, tiim viicut sivilarinda bir piirin metaboliti olan hipoksantin artarak
birikir. Artmis olan hipoksantinin XO sistemi ile ortadan kaldirilmasi esnasinda
ozellikle reperfiizyon ve reoksijenizasyon evresinde O™ ’nin asir1 iretildigi
bildirilmektedir (100). Sonug olarak, XO ile ortamda O™, olusur. Biyolojik sistemlerde
H,O;’nin asil iiretimi, O™;’nin dismutasyonu ile olur. Yani iki O™, molekiilii, O™,
dismutasyonu reaksiyonunda iki proton alarak H,O, ve O;’yi olusturur. H,O, de oksidan

bir ajandir (50, 49).

PKOS’lu hastalarda XO aracili ROS olusumunu, bu hastalarin, patogenezinde yer alan
teka ve graniiloza hiicrelerinin turn-over1 sirasinda meydana gelen adenin
niikleotitlerinin olusumu baglatmis olabilir. Ciinkii piirin niikleotitleri, yapisindaki fosfat
gruplarim1 5’ niikleotidaz ile yapidan uzaklasir. Daha sonra olusan adenozin, adenozin
deaminaz ile inozine deamine edilir. Takiben olusan inozin ise, hipoksantine hidroliz

edilir. Olusan hipoksantin, XO ile sirasiyla ksantin ve iirik asite hidroliz edilir (48).

XO, demir ve molibden iceren Onemli bir enzimdir (48). Enzim, asil olarak ksantin
dehidrogenaz formunda bulununr. Organizmada cesitli reaksiyonlar ile ksantin
dehidrogenaz, XO formuna doniisiir. Bunlara Ornek olarak proteoliz, siilfidril

oksidasyonu ve anaerobik kosullar verilebilir. Iskemi reperfiizyon calismalar
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gostermistir ki, iskemi esnasinda ksantin dehidrogenazin preteolitik olarak yikimi
sonucunda XO olugsmaktadir. Iskemi esnasinda, ATP’nin katabolizmasi sonucu plirin
niikleotitleri olugmaktadir. Bu durum da, XO aktivitesinin artmasiyla sonu¢lanmaktadir
(100). XO ile ksantinin oksidasyonu sirasinda O™, agiga ¢ikmasiyla oksidatif stresten
sorumlu bir mekanizma meydana gelir. Bu artmig ROS, hiicre membranlarmimn lipit
peroksidasyonlarindan sorumlu olabilecegi gibi, doku ve organ hasarindan da sorumlu
oldugu diisiiniilmektedir. Bir¢ok hastalik grubunda XO aktivitesi ve bununla iligkili
olarak oksidatif stresin arttig1 bildirilmistir (101-103).

Duleba ve arkadaslar1 (104), yaptig1 rat ¢calismasinda, XO aracili O™;’nin olusturdugu
oksidatif stresin, teka hiicrelerinde proliferasyonu baslatabilecegini ileri siirmiislerdir.
Ayrica ROS’un c¢esitli hiicre tiplerinde, ornegin fibroblast ve diiz kas hiicreleri gibi,
mitojenik bir sinyal olarak ¢alistigi bildirilmistir. Duleba ve arkadaslar1 (104), artmis
oksidatif stresin ve azalmig antioksidan sistemin over mezansiminin proliferasyonunda
onemli rol oynayabilecegini ileri siirmiistiir. PKOS, ovaryal teka ve stroma hiperplazi
ile karakterize bir hastaliktir. Bu hastalarda bulmus oldugumuz yiiksek XO
aktivitesinin, teka ve stroma hiperplazisi ile iligkili olabilecegi diisiiniildii.
Aciklanamayan infertil hastalarda artmmg XO aktivitesinin mekanizmasi net degildir.
Ciinkii hastaligin patogenezi net olarak bilinmedigi i¢in bir oneride bulunmak c¢ok
zordur. Ancak XO araciligiyla oksidan ajanlara maruz kaldigr ve bu durumunda
patogenezde rol oynayabilecegi soylenebilir. Organizma da 6nemli ROS kaynaklarindan

biride XO sistemidir (48).

Biz bu c¢alismamizda, infertil bayan hastalarda, saglikli kontrol grubuna goére PONI1
aktivitesini diisiik olarak tespit ettik. Ayrica infertil hastalar1 gruplara ayirdigimizda
hem nedeni ag¢iklanamayan infertil hastalarda hem PKOS’lu grupta serum PONI
aktivitesini diisiik bulduk. Yapilan literatiir taramasinda a¢iklanamayan infertil grupta
PONI1 aktivitesine bakildig1 yayina rastlanilmadi. PKOS’lu hastalarda PON1 aktivitesi
diisiikk olarak bildirilmistir (92, 105-107). Calismamizda buldugumuz azalmis PON1

aktivitesinin sebebi, artmus lipit peroksidasyonu olabilir.

LDL oksidasyonu esnasinda PON1’in inaktive olduguna iliskin goriisler ¢alismalarca
desteklenmistir. Aviram ve arkadaslar1 (108) PONI1 aktivitesinin LDL oksidasyonu
sirasinda yaklasik olarak %50 oraninda azaldigini gostermislerdir. LDL’yi oksidasyona

kars1 koruyan PON1, okside LDL olusumu esnasinda zamana baglh olarak inaktive
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olmaktadir (108). Bu olayin mekanizmasi heniiz yeterince agiklanamamustir. O™’in,
PONI1 inaktivasyonunda rol oynayabilecegi diistiniilmiistiir. Biz de XO aktivitesi ile
PON arasinda negatif bir korelasyon bulduk. XO reaksiyonu sirasinda olusan O™, nin,

PONT1’in inaktivasyonunda rol oynayabilecegi diisiiniildii.

PONT serbest siilfidril grubu ile lipit peroksidasyonunun bazi iiriinleri arasinda bir iliski
olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Bu durum, okside LDL’deki okside kolesteril arasidonat
veya okside arasidonat iceren fosfolipitler ile PON1’in yapisinda bulunan 284.
konumdaki sistein ile serbest siilfidril grubu arasindaki etkilesim ile iliskili olabilecegi

ileri siiriilmektedir (109).

Oksidatif stres altinda sadece lipoproteinler degil hiicrenin yapisindaki lipitler de lipit
peroksidasyonuna ugramaktadir. PON1, lipit peroksitlerinin aterojenik etkilerine karsi
hiicreleri korur ve hiicre membranlarin1 oksidasyondan korur. LDL’nin oksidasyonu
sirasinda  olusan  okside fosfolipitlerden okside kolesterol esterleri  ve
lizofosfotidilkolinler, PON1 enzimindeki serbest siilfidril grubu ile etkilesir ve enzimin

inaktive olmasini sagladigi bildirilmektedir (109).

PONI1 sadece LDL’yi degil, HDL’yi de oksidasyondan korur. HDL nin ters kolesterol
tasima fonksiyonunun devamimi saglar. Bu durum, makrofajlarda kolesterol birikimini

engelleyerek kopiik hiicre olusumunu ve ateroskleroz gelisimini yavaslatmaktadir (55,

56).

Lipitler, serbest radikallerin etkilerine kars1i en hassas olan biyomolekiillerdir. Serbest
radikallerle, hiicre membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari
reaksiyona girer ve peroksidasyon {iriinleri meydana gelir. Oksidatif stresin, doku
hasarma yol agma mekanizmalarindan biri de lipit peroksidasyonudur. Yapilan literatiir

caligmasinda bu hasta grubunda lipit peroksidasyonunun arttigi1 bildirilmektedir (110).

Ayrica PONI1 aktivitesindeki azalma bu hastalarda goriilen endotel disfonksiyonu ile
iligkili olabilir. Ciinkii 0©zellikle son yillarda cesitli hasta gruplarinda yapilan
caligmalarda azalmis PONI1 aktivitesi ile ateroskleroz ve endotelyal disfonksiyon
arasinda iligki olabilecegi tizerinde durulmaktadir ve bu mekanizma iizerine terapotik

yaklasimlar denenmektedir (111).

PKOS’lu hastalarda, PON1 gen polimorfizminin degerlendirildigi bir ¢alismada, bu
hastalarm PON1 -108T varyant:1 homozigot olduklar1 gdosterilmistir. Ayrica -108T
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homozigotlugu olan kisilerde PON1 ekspresyonunun diisiik oldugu verilmistir. Sonug
olarak -108T homozigotlugu PKOS’ta diisik PON1 ekspresyonuna neden olabilir.
PKOS’lu hastalarda PON1 aktivitesi ile PONI1 gen polimorfizmi birlikte
degerlendirmekte faydali olabilir (106). Karacigerin PON1 mRNA ekspresyonunun bazi
cevresel ve genetik faktorlerden etkilendigi bilinmektedir. Ozellikle proinflamatuar ve
androjenlerin, karacigerin PON1 mRNA ekspresyonunu azalttig1 bildirilmektedir.
Hiperandrojenizm de proinflamatuar mediatorlerle iligkili oldugu bilinen PKOS’ta

PONT aktivitesinin diisiikliigii bu mekanizmalar ile agiklanabilir (92).

Aterosklerotik hastalarda oksidatif stresin arttigt PON1 aktivitesinin diisiik bulundugu
bilinmektedir (55, 112). Bundan dolay1 PONI1 aktivitesinin aterosklerotik olaylarla
iligkili oldugu bilinmektedir (55). Bu goriisii destekler sekilde, ateroskleroz ve
kardiyovaskiiler hastalik riskinin yiiksek oldugu PKOS’Iu hastalarda PON1 aktivitesi

diisiik bulunmustur.

Yapilan caligmalarda gostermistir ki PON1 aktivitesinin diisiikliigiinde artmis sitokinler
suclanmaktadir (113, 114). Infertil bayan hastalarda sitokinlerin artt1ig1 bildirilmektedir
(115). PONI aktivitesinin diisiik olmasinin bir nedeni de bu faktor olabilir.

Calismamizda PONI1 ile NO arasinda negatif bir korelasyon bulundu. PONI,
antioksidan bir enzim oldugu i¢in azalmis aktivitesinin, oksidatif stresle iligkili
olabilecegi dolayisiyla, radikal 6zellikteki NO’nun artmasi ile iliskli bir korelasyonun
bulunmasi bizi sasirtan bir sonu¢ olarak karsimiza ¢ikmadi. Ortamda O™;’nin fazla
olmas1 sonucunda NO ile O™, reaksiyona girerek peroksinitrit (ONOO") olusur. Boylece
hem NO’nun fizyolojik etkisi inhibe edilir ve diizeyi azalir, hem de ¢ok daha potent bir

oksidan madde olusmus olur (116).

Biz bu calismamizda infertil bayan hastalarda, saglikli kontrol grubuna goére NO
diizeyini farksiz bulduk. Ayrica infertil hastalar1 gruplara ayirdigimizda, hem PKOS’Iu
hem de nedeni agiklanamayan infertil hastalarda serum XO aktivitesini yine kontrol
grubuna gore farksiz bulduk. Aciklanamayan infertil grup da NO ile ilgili yapilan
yayina rastlanilamadi. PKOS’lu hastalarda NO diizeyi iizerine Nacul ve arkadaslarinin
(117) yaptig1 sadece bir caligmaya rastlandi. Bu arastirmacilar, serum NO diizeyini
kontrol grubundan farksiz bulmuslardir. Bu konuda ¢alismalar ¢cok yeni ve yetersizdir.
NO’nun infertilite lizerine, her asamada, endometrium, myometrium, fallop tiipleri, over

ve implantasyon iizerine etkili oldugu bildirilmektedir (118). Ancak, mekanizma tam
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olarak belli degildir. Infertilitede ROS kadar reaktif nitrojen tiirleri (RNS)’nin de

sorumlu oldugu diisiiniilmektedir.

NO ile ilgili artan caligmalar ile bu molekiiliiniin organizmada pek cok sistemle ilgili
genis bir yelpazeye yayilan Onemli islevleri olugunu ortaya koymustur. Bu
fonksiyonlarin bazilari, vazodilatasyon, trombosit agregasyonu, damar diiz kas
proliferasyonunun inhibisyonudur (75, 76). NO’nun kardiyoprotektif bir ajan olmasma
karsin bu etkisi sadece fizyolojik konsantrasyonlarda olmaktadir. Zit olarak, son
yoriingesinde bulunan eslesmemis elektronu nedeniyle serbest radikal 6zelligi vardir.
Bundan dolay1 NO’nun hem diisiikliigii, hem de yiiksekligi patolojik durumlar olusturur
(75). Ayrica normal endotel fonksiyonu icin de NO’nun fizyolojik diizeyde bulunmasi
gereklidir (76). Bu bilgiler 1s18inda bayan infertil hastalarda, gerek acgiklanamayan
infertil, gerekse PKOS’lu hastalarda NO’nun diizeyinin kontrol grubuna gore farksiz
bulunmasindan dolayi, bu hastalarin NO araciliyla oksidatif strese maruz kalmadigi
ayrica PKOS’lu hastalarda goriilen endotel disfonksiyonundan da sorumlu olamayacagi
diistiniildii. Bu konuda yapilan c¢alismalarin yetersiz oldugu ve bu konunun

aydinlatilmasi icin yeni ¢calismalarin gerekli goriildiigii diistiniildii.

ROS’un olusumu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 onlemek i¢in bir¢ok savunma
mekanizmalar1 vardir. Bu mekanizmalara “antioksidan savunma sistemi” ya da kisaca
“antioksidanlar” denir. PONI1, lipitleri peroksidasyondan koruyan Onemli
antioksidanlardan biridir (56). GSH-Px ise oksidan H,O,’i notralize eder. GSH-Px,
H,0;’in indirgenmesinden sorumlu enzimdir. GSH-Px, oksidatif strese karsi en etkili
antioksidandir. GSH-Px, sadece H,O,’i degil ayn1 zamanda lipit peroksidasyonunu da

azaltir. Bundan dolayi lipitleri peroksidasyondan da korur (46).

Biz bu calismamizda bayan infertil bayan hastalarda, GSH-Px aktivitesini, kontrol
grubuna gore farksiz bulduk. Ayrica infertil hastalar1 gruplara ayirdigimizda, hem
nedeni agiklanamayan infertil hastalarda, hem de PKOS’lu hastalarda serum GSH-Px
aktivitesini, kontrol grubuna gore farksiz bulduk. Aciklanamayan infertil hastalarda
GSH-Px aktivitesinin arastirildigl caligmaya rastlamlamamistir. Yaptigimiz literatiir
taramasinda, PKOS’lu hastalarda GSH-Px ile ilgili bir yayma rastlandi. Bizim
sonug¢larimizla uyumlu olarak, Sabuncu ve arkadaslarmin (110) yaptig1 calismaya gore,
PKOS’lu hastalarda GSH-Px aktivitesi, saglikli kontrol grubundan farkli bulunmamastir.

Arastirmacilar, onemli bir antioksidan olan SOD aktivitesini yiiksek olarak tespit
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etmislerdir. PKOS’Iu hastalarda fazla miktarda olusan O™ ’nin temizlenmesi icin
SOD’un kompensatuvar mekanizma olarak asir1 arttigini ileri stirmiislerdir. Mekanizma
olarak GSH-Px aktivitesinin de artmasini beklediklerini belirten arastirmacilar, kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak farksiz bulduklar1 GSH-Px aktivitesinin sebebinin,
enzimin aktive gostermesi i¢in gerekli olan tiyol gruplarmin titkenmesinin olabilecegini
ileri stirmiislerdir. Ayn1 mekanizma yani, GSH-Px enziminin aktivite gdstermesi icin
gerekli olan tiyol gruplarmnin yetersizligi, bizim c¢alisma grubumuzda buldugumuz
sonuclar ile iligkili olabilir. Bu konu ile ilgili mekanizmanin netlesmesi i¢cin daha ileri

caligmalara ihtiyac vardir.

Son yillarda yapilan caligmalar artmig ROS ve RNS’nin bir¢cok hastali§in patogenezinde
rol aldigim1 gostermektedir (48, 119, 120). Bu tez arastirmasinda, bayan infertil
hastalarda, (hem agiklanamayan infertil hasta grubunda, hem de PKOS grubunda)
oksidan bir enzim olan XO aktivitesinin yiiksek, antioksidan bir enzim olan PONI1
aktivitesinin diisiik bulunmasi, buna karsilik, NO diizeyleri ile GSH-Px aktivitesinin
normal olarak bulunmasi, bu hasta gruplarinin oksidatif stres altinda oldugunu ve
ozellikle XO aracili lipit peroksidasyonunun oldugunu, ayrica bu durumunda PKOS’Iu

hastalarda artmis ateroskleroz ile iliskili olabilecegini diistindiirdii.
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