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ISKEMI-REPERFUZYON  HASARINA  UGRATILAN  RATLARDA
ANTIMULLERIAN HORMON ILE OVER REZERVININ
DEGERLENDIRILMESI VE OVER HASARININ AZALTILMASINDA
SELENYUMUN ETKIiSi
OZET

Amagc: Over torsiyonunun ve detorsiyonunun over rezervine ektisinin
arastirilmasi, AMH’nin over rezervi ile iligkisi ve iskemi reperfiizyon hasarinin
biyokimyasal ve histolojik parametreler ile tespit edilmesi ve hasarin azaltilmasinda
antioksidan olan selenyumun etkisnin belirlenmesi amaglanmaistir.

Gereg ve Yontem: Calisma, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Etik Kurul’unun onay1 alindiktan sonra yapilmigtir. Calismada 50 adet, 200-250 gr.
agirhiginda, geng eriskin, disi Wistar Albino sigan (rat) kullanilmistir.
Grupl:Kontrol(Sham grubu), Grup2(3T/D), Grup3(3T/D+Se), Grup4(24T/D),
Grup5(24T/D+Se) olmak {izere 5 gruptan olusmaktadir. Intraperitoneal yol ile
Selenyum, Grup3 ve 5’ e detorsiyon isleminden 20 dk 6nce uygulanmistir. Overler
iIskemi-reperfiizyon hasarsi agisindan, biyokimyasal parametrelerden; MDA, SOD,
GSH-Px ve immunohistokimyasal apoptozis parametrelerinden eNOS, iNOS, Caspase
3, Cytochrom c, Apaf-1, Fas-L, TUNEL ile degerlendirilmistir. Ayrica over rezervini
degerlendirmek amaciyla follikiil sayilari, histolojik grade ve AMH kullanilmistir.

Bulgular: iskemi-reperfiizyon uygulanan gruplar kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda; over hasart  biyokimyasal (MDA, SOD, GSH-Px) ve
immunohistokimyasal (eNOS, iNOS, Caspase 3, Cytochrom c, Apaf-1, Fas-L, TUNEL)
ile tespit edilmis ve elde edilen veriler artan iskemi-reperflizyon siresi ile artan over
hasarin1 desteklemektedir (p<0,01). Over hasarinin 6nlenmesinde Selenyum tedavisinin
etkinligi ise Fas-L (3 saatlik uygulamada), SOD (3 ve 24 saatlik uygulamada) (p>0,05)
verileri hari¢ diger tiim veriler degerlendirildiginde ise istatistiksel olarak anlamli
p<0,01 bulunmustur. AMH’ nin gruplar arasindaki degisimi over hasar derecesine ve
artan iskemi-reperfiizyon siirelerine gore degerlendirildiginde p>0,05 bulunmustur.

Sonug: Over hasarinin, artan iskemi-reperfiizyon siirelerine bagli olarak arttigi
ve Selenyum uygulamasinin over hasarim1 6nlemede etkin oldugu bulunmustur. Ayrica
AntiMiillerian Hormonun, artan over hasarini gostermede anlamli olmadigi tespit
edilmistir.

Anahtar Kelimeler: AntiMullerian Hormon, Over Rezervi, Iskemi-

Reperflizyon
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BY ANTIMULLERIAN HORMONE ASSESMENT OF OVARIAN RESERVE
AND EFFECT OF SELENIUM TO OVARIAN DAMAGE REDUCTION WITH
ISCHEMIA-REPERFUSION INJURY iN RATS

ABSTRACT

Aim: Investigation of ovarian reserve effected by ovarian torsione-detorsione.
Determinining the relationship between ovarian reserve and AMH. And evaluating
biochemistrical and histological parameters to ovarian ischemia-reperfusion and effect
of Selenium

Material and Methods: This study made in Ege University Medicine Faculty
after receiving approval from ethical committee This study contains young adult,
approximately in 200-250gr weight, 50-female Wistar Albino rats. There are five
groups in research. Groupl:Sham, Group2(3T/D), Group3(3T/D+Se), Grup4(24T/D),
Grup5(24T/D+Se). Selenium was administered intraperitoneally to rats (to Group 3 and
5) twenty minutes before detorsion operation. Ovarian ischemia-reperfusion injury
evaluated by using biochemical (MDA, SOD, GSH-Px) and immunohistochemical
parameters (eNOS, INOS, Caspase 3, Cytochrom c, Apaf-1, Fas-L, TUNEL). In
addition the number of follicles, histologic grade, AMH used to determine ovarian
reserve.

Results: Ischemia-reperfusion groups compared with sham group, using
biochemical (MDA, SOD, GSH-Px) and immunohistochemical parameters for
apoptosis (eNOS, iNOS, Caspase 3, Cytochrom c, Apaf-1, Fas-L, TUNEL). Prolonged
time of ischemia-reperfusion associated with increasing ovarian damage (p<0,01). The
data are evaluated, the prevention of ovarian damage, the efficacy of selenium,
statistically significant at the p <0.01 was. But there was not statistically significant
about Fas-L (in Group 3), and SOD (in Group 3 and 5). AMH changes between the
groups was evaluated. According to degree of ovarian damage, and to duration of
ischemia-reperfusion, p> 0.05 was found.

Conclusion: Biochemical and immunohistochemical analysis showed that,
prolonged time of ischemia-reperfusion associated with increasing ovarian damage.
And also Selenium treatment was effective in preventing ovarian damage. In addition
the using AntiMllerian hormone, were not significant in detecting of increased ovarian
damage (p>0,05).

Key words: AntiMillerian Hormone, Ovarian Reserve, Ischemia-Reperfusion
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1.GIRIS ve AMAC

Bilindigi gibi over rezervi dogumdan itibaren yagla birlikte azalmakta, 35
yasindan sonra oosit kalitesi de bozulmaktadir. Rezerv azalmasinin mekanizmasi tam
bilinmemektedir. Fakat cevresel faktorleri oksidatif hasar ve hormonal dengesizligin
follikiilleri atreziye gotiirdiigii diisiiniilmektedir. Zarar goren yasli oositin hiicre siklusu
bozulmakta, mayotik ayrilmama, anoploid oositler, mozaisizm ve bunlarin sonucunda
gebelik kayiplart meydana gelmektedir (1).

Giliniimilizde ¢ocuk sahibi olma isteginin ge¢ yaslara ertelenmesi, azalmig over
rezervinin, infertilite nedenleri arasinda Onemli bir yere sahip olmasina neden
olmaktadir. Over rezervi, overlerde follikiilogenez ve steroidogenez fonksiyonunu
yerine getirecek follikiillerin sayisini, kalitesini ve yeterliligini tanimlamaktadir.
Kadinin yagt arttikca over rezervi primordiyal follikiillerin apoptotik kaybina baglh
olarak azalmaktadir (2). Overin yaslanmasi over rezervindeki yasa bagli azalmada
anahtar rol oynamaktadir; primordiyal follikiil sayis1 azalir, oosit kalitesi bozulur,
implantasyon orani azalir, embriyoda kromozomal anomali orant ve bunun sonucunda
diisiik orani artar. Zahmetli ve pahali bir infertilite tedavi programina girmeden Gnce
over rezervinin bir tarama testi ile degerlendirilmesinin 6nemi giderek artmaktadir (3).

Over rezervinin iki yeni belirteci olan plazma Anti-Mullerian hormon (AMH) ve
overyan antral follikiil say1si, over rezervinin en sensitif ve invaziv olmayan belirtecleri
olarak gorunmektedir (36,37). AMH, biiyliyen follikiiller tarafindan iretildigi igin
AMH’nin over rezervinin belirteci olabilecegi diistinilmiistiir (50,51,52,53). AMH,
antral follikii sayis1 ve toplanan oositler arasinda iliski oldugu gdsterilmis, bu ylizden
serum AMH seviyelerinin antral follikiil havuzunu yansitabilecegi diisiiniilmiistiir.

Adneksiyel torsiyon, sik goriilmemekle birlikte akut abdominal agrinin énemli
bir nedenidir ve agir morbidite ile sonuglanmaktadir. Jinekolojik cerrahi aciller
igerisinde besinci sirada olup, %2,7’sini olusturmaktadir (59). Adneks torsiyonu
kadinlarda herhangi bir yasta goriilebilir. Ancak genelde premenars ve reprodiiktif
yillarda goriilmektedir. Adneksiyel torsiyon siklikla alt abdomene ani, devamli ve
nonspesifik bir agr1 seklinde kendini gostermektedir. Gecikmis tani ya da tani alamayan
olgular oldukga siktir ve bu gibi durumlar overin, fallopian tiipiin ya da her ikisinin

kayb1 ile sonuglanabilmektedir. Uzamis iskemiler dislandiginda, overde siddetli hasar



izlenen adneksiyel torsiyon olgularinda bile takipte overin fonksiyonlarini korudugu
izlenmistir ki bu da bu olgularda arteyel kan akiminin tam olarak kesilmedigini
gostermektedir. Diisiik seviyede de olsa ovaryen arter ya da uterin arter yoluyla overin
arteriyel akimi bir sure devam etmektedir. Bu nedenle overi koruyabilmek igin erken
tan1 ve miidahale ile en erken dénemde overde gelisebilecek irreversibl hasarin 6niine
gecilmesi gerekmektedir (67).

Iskemi olusmus dokunun kan akisinin tekrar saglanmasina reperfiizyon
denilmektedir. Iskeminin kritik siiresi dolmadan, doku reperfiize edilirse hiicreler
olimden kurtulabilmektedir. iskemi siiresinin uzamasi reperfiizyona ragmen 6liim riski
olan hiicrelerin sayisin1 artirmaktadir. Bu hiicreler geri doniisiimsiiz doku hasar1 fazina
girdikleri icin reperfuze edilseler de nekroz olusmaktadir. Reperfiizyon hasariin biiyiik
boliimiinden serbest radikaller sorumlu tutulmaktadir. Serbest radikallerin zararl
etkilerini engellemek {izere organizmada antioksidan savunma sistemleri veya kisaca
antioksidanlar olarak adlandirilan g¢esitli savunma mekanizmalar1 gelismistir. Bunlarin
baslicalar1, siiperoksitdismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) , katalaz
(CAT)...vs enzimatik aktiviteleri ve bunlarin fonksiyon gormelerinde etkili vitamin ve
elementler (Selenyum, E, C Vitamini...vs) “dir.

Daha 6nce yapilmis bir¢ok hayvan calismasinda adneksiyel torsiyonda ovaryen
hasarin (reperfiizyon hasarinin) azaltilmasi i¢cin E ve C vitamini, mannitol, DHEAS,
melatonin, cafeic asit, eritropoietin gibi bircok madde kullanilmistir (146, 148, 149,
150). Bu galismalarda over hasariin belli oranlarda azaltildig1 6ne stiriilmiistiir.

Biz de ¢alisjmamizda iskemi, reperflizyon hasarina ugratilan ratlarin serbest
radikal (reperflizyon) hasarimi azaltmada Selenyum (Se) elementini kullanmay1
amacladik. Daha oOnce yapilan ¢alismalarda testis, barsakta olusturulan iskemi
reperflizyon hasarint dnlemede Selenyumun etkinligi gdsterilmis ancak overlere olan
etkisi caligilmamustir.  Ayrica ¢alismamizda ovaryen hasar1 gosteren  onemli
belirleyiciler ~de  bulunmaktadir. Bunlar apoptozis  belirtegleri,  glutatyon
peroksidaz(GPx), superoksit dismutaz(SOD) ve lipid peroksidasyonunun son
urunlerinden olan malonildialdehid (MDA) seviyeleridir.

Overyan torsiyon c¢alismalarinda torsiyon siireleri degerlendirildiginde 24 saate
kadar torsiyonlarin; revesibl, 24 saati asan torsiyonlari ise geri doniisiimsiiz oldugu
belirlendiginden ¢alismamizda bu siireler dikkate alinarak planlama yapilmistir (146).

Ayrica ovaryen hasarin belirlenmesinde biyokimyasal, immunohistokimyasal

yaklagimlarin haricinde overde olusan hasarin, over rezervini ne oranda etkiledigine



yonelik antimiillerian hormon (AMH) arastirilmasi da planlanmustir.

Calismamizin amaci adneksiyel torsiyonun, erken ve ge¢ reversibl donemde
yapilan cerrahi yaklagimin (detorsiyon), overe ne dlgiide hasar verdigini, olusan bu
hasarin azaltilmasinda selenyum tedavisinin etkinligini ve olusabilecek rezerv kaybinin

amtimiillerian hormon ile korelasyonunun ne 6l¢lide oldugunu saptamaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 OVERIN YAPISI ve FONKSIYONLARI

2.1.1 Overin Genel Yapisi

Kadin iireme sisteminde badem seklinde olan ve uterusun her iki yaninda lateral
pelvik duvara yakin yerlesmis olan overler, gametlerin iiretilmesi (gametogenez) ve
steroid yapidaki hormonlarin (6strojen ve progesteron) sentezlenip salgilanmasindan
sorumludur. Puberteden baslayarak, lireme yasami boyunca kadinlar devamli olarak
aylik treme sikluslarina girerler. Bu olaylarda hipotalamus, hipofiz bezi, overler ve
uterus islevleri Onemlidir. Hipotalamustaki ndrosekretuar hiicreler, gonadotropin
salgilatict Hormon (GnRH) sentezler ve bu hormonu hipofiz bezinin 6n lobuna
hipofizyal portal sistem araciliiyla iletir. GnRH hipofizde {iretilen ve overler iizerine
etkili iki hormonun salinmasini uyarir. Bunlar; over folikiiliiniin gelisimini ve folikil
hiicrelerinden Ostrojen salinimini uyaran Follikiil stimiile eden hormon (FSH) ve
ovulasyonu tetikleyen, follikil hucreleri ve korpus luteumu uyararak progesteron

tiretimini saglayan Luteinlestirici hormon (LH)’dur (4,5).

2.1.2. Over Embriyolojisi ve Oogenez

Oogenez, oogania olarak bilinen primitif germ hucrelerinin olgun oositlere
donilismesi sirasinda gergeklesen olaylar dizisidir. Bu siire¢, dogum Oncesi donemde
baglar, pubertede tamamlanir ve menopoza kadar devam eder (4-7). Erken fetal
donemde, vitellus kesesi duvarindan koken alan primitif germ hicreleri gogalarak
ameboid hareketlerle gelismekte olan gonadlara dogru go¢ ederler. Overlere ulasan
oogoniumlar mitoz boéliinme ile ¢cogalarak primer oositleri olusturmak {izere biiytirler.
Primer oositler, over stromal hiicreleri ile ¢evrilerek, kortekste tek sirali epitelyum
hiicreleri ile ¢evrelenmis primordial follikllleri olusturur. Her iki overde yaklasik 500
bin primordial folikiil iginde primer oosit 1.mayozun profaz asamasina girer ve diktiat
fazda bekler. Primer oositi cevreleyen follikuler hiicrelerin oosit olgunlagsma inhibitorii
(OMI) salgilayarak oositin mayoz béliinme siirecini durdurdugu diisiiniilmektedir.
Cinsel olgunluk dénemi i¢inde bir kisim follikiiller atreziye ve apoptozise giderken bir
b6lumi de bu oosit havuzundan ayrilip gelisimlerini siirdiirtirler.

Yenidogan bir kiz ¢ocugun overlerinde yaklasik 2 milyon primer oosit vardir.



Ancak gittikce azalir ve pubertede 400 bin kadar kalir, bunlardan ancak 400 tanesi

sekonder oosit olarak ovulasyonla atilir (5,8) (Sekil 2.1.2).
Fetal life Adult life

FSH

o

APOPTOSTIS

Sekil 2.1.2: Fetal donemde maximum 7 milyon’a ulasabilen germ hicreler fetal
donemde baslayan oosit apoptoz’u ve dogumdan itibaren menopoz’a dek siren
granuloza hiicre apoptoz- follikiler atrezi ile tikeneceklerdir (9).

2.1.3. Over Histolojisi

Overlerin ylizeyi tek katli yasst ya da kiibik epitelyum ile kaplidir; bu epitel
germinal epitelyum olarak adlandirilir. Germinal epitelin altinda, overin beyazimsi
rengini veren ve tunika albuginea olarak adlandirilan siki bir bag dokusu tabakasi
bulunur. Tunika albugineanin altinda oositleri igeren over follikiillerinin bol miktarda
bulundugu korteks yer alir. Follikiiller, korteksin bag dokusu (stroma) iginde
gomiiliirler. Bu stroma tipik ig biciminde fibroblast icerir ve bu fibrobrastlar, hormonal
uyarilara diger organlarin fibroblastlarindan farkli yanit verir. Overin en i¢ kism1 gevsek
bag dokusu i¢inde zengin bir damar yatagi iceren mediiller bolgedir (Resim 2.1.3).
Korteks ile medulla bolgeleri arasinda kesin bir sinir yoktur.(10).
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2.1.3.1 Pre-antral folukul populasyonu

‘Non-growing’ folukul populasyonu 4 tip folUkilden olusur; (1) igsi granuloza
hicreleriyle cevrelenmis primer oositten olusan primordial foliikil (35.0 um capta), (11)
igsi ya da kuboidal granuloza hucreleriyle cevrelenmis primer oositten olusan
intermediyer folukdl (38.0 um capta), (I11) tek tabaka granuloza hicresiyle gevrelenmis
primer oositten olusan primer folukil (46.0 um capta) ve (IV) Tek kattan fazla
granuloza hucresiyle cevrelenmis primer oositten olusan sekonder folukul (77.0 pm
capta)(11). Gercek foliikiler blytme sekonder follkil icersinde olusan germinal
vezikial’dn 19 um’yi gecmesiyle baslar (12). 35 yasina kadar her ay bekleme
evresindeki folukullerin, ‘resting follicle’, yaklasik olarak 1000 tanesi blylme sirecine
gecmek Uzere aktive olur ve 35 yas Uzerinde bu say: gitgide artar ve sonunda resting
follicle 100-1000 arasi kalinca menopozal dénem baslar (13.14). Folukuler buytime-

gelisme sekil 2.1.3’de gosterilmistir(11).
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Sekil 2.1.3: Overdeki foltkullerin gelisimi (Gougeon, 1996)

2.1.3.2 Follikiiler gelisimin baglamasi

Dogumla birlikte overlerdeki follikillerin hemen hemen tamam: primordial
folliktlddr. Follikiler gelisimi baglatan mekanizma net olarak anlasilamamakla birlikte
bir grup faktor’tin folliktler gelisimi baslattig: tesbit edilmistir. Bu faktorler epidermal
growth factor, insulin-like growth factor, transforming growth factor, fibroblast growth
factor ve siklik adenozin monofosfat (CAMP) salgilanmasini arttiran vazoaktif intestinal
peptid, pituiter adenilat siklaz active eden peptid ve neurotropinlerdir (15).

Diger taraftan Anti-Mullerian Hormon (AMH) ve somatostatin’in follikdl
blylmesini engelledigi tesbit edilmistir. Bekleme evresindeki ‘resting follicle’
folliktllerin ne kadar miktarlar ile aktive olacagi; bekleme havuzunda kalan follikil
sayisina, testesteron seviyesine, hastanin yasina, beslenmeye ve timus aktivitesi ile
opioid peptidlere baghdir (16,17).

2.1.3.3 Preantral buyime evresi veya bazal folukuler blytume
Preantral biuyume evresine gecis fetal donemde baslar ve bu siireg menopoz’a

kadar devam eder (12,15). Bu evre igsi yapidaki pregranuloza hicrelerinin (primordial



follikil-35.0 um), tek kath kibik granuloza hicrelerine (primer follikil-46.0 pm),
dontsmesiyle baslar. Bu donidsum ile birlikte granuloza hicreleri ve/veya oosit
tarafindan yapilan mukopolisakkarit tabaka olan zona pellucida olusur(18). Primer oosit
cevresindeki granuloza tabakasinin 2 kati ge¢mesi ve ovarian stromal hicrelerin
granuloza hucrelerini saran bazal lamina’min etrafina lokalize olmasiyla primer
folliktller sekonder follikil’e dontsur (19). Sekonder follikilu olusturan granuloza
hicrelerinde FSH, 0Ostrojen ve androjen reseptorleri mevcut olmakla birlikte tam
fonksiyonel degillerdir (19,20). Bazal lamina etrafindaki ovarian stromal hiicreler theca
interna ve theca externa olmak (zere 2 ayr tabakaya farklilasacaklardir. Theca interna
hicreleri LH reseptorleri tasimaktadir. Sekonder folikiller ya buyumeye devam
edeceklerdir ya da %99’unda oldugu gibi atreziye ugrayacaklardir (21).

2.1.4 Oositlerde apoptoz

Oositlerdeki gelisim ve atrezi, apoptoz bir¢ok molekiiler mekanizma ile kontrol
edilmektedir. Fizyolojik kosullar altinda apoptoz, ovarian follikil’de 3 hiicre tipinde
gorulir. Granuloza hucrelerinde ve luteal hucrelerdeki apoptoz siklikla erigkin
donemde olurken oositlerdeki apoptoz fetal hayatta gozlenir. Oositlerde apoptoz
13.haftadan baslar ve 14-20. haftalar arasinda maximum seviyeye (%11-17) ulasir (22).
Bu dénemden sonra doguma dek gitgide azalir ve postnatal oositlerde apoptoz
izlenmemektedir.

Cevresel faktorler, genetik yapi, ilag toksikasyonu, ovaryen iskemi, adneksiyel

torsiyon gibi durumlarda ise overlerde hasar ve apoptoz goriilebilmektedir.

2.1.5. Rodentlerde Follikiil Gelisminin Kronolojisi

Rodentlerdeki ovaryan gelisim insanlardakine benzer ancak zamanlama
farklidir. Primordiyal germ hiicreleri ileri embriyonik gelisimde oogonya olusturmak
tizere gonadlara go¢ eder. Dogumda, rat ovaryumu kordonlardan ve oogonyalardan
olusur. Primordiyal folikiiller dogumdan sonra, ti¢lincii giiniin sonunda olusurlar (23).
[k folikiil dalgasinn antral folikiile kadar gelisimi ii¢ haftay: bulur (24). Iyi gelismis
sekonder folikiller yedinci glinde gézlenir. Minimal ovaryan hiicre apoptozisi ancak 18.
gunde olusur (23,25). Bu donemde erken antral folikiller de g6zlenir. Puberte ya da ilk
Ostrus 34. giin civarinda meydana gelir. Diizenli 6strus siklusu, 10-12. aylarda diizensiz
sikluslarin olusumuna kadar devam eder. 12-15. aylarin sonunda hayvanlar persistent

siklusa girerler ve bunu persistent diostrus ve ardindan andstrus takip eder. Folikiil



gelisimi 25 um’den (primordial folikiil) 500 -800 um (preovulatuar folikil) ¢capa kadar,
60 giinden fazla bir siirede ulasir (yaklasik 15 Ostrus siklusu). Primordiyal folikiiliin
sekonder folikiile gelisim asamasi 30 giinden uzun olabilir. Sekonder asamadan
ovulasyona kadar olan gelisim siiresi 28+2-3 glin olabilir (24). Bu durumda erken
folikiil gelisimi, insanlardakine benzer sekilde rodentlerde de olduk¢a uzundur

(Sekil 2.1.5).
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Sekil 2.1.5 : Rodentler ve insanlarda prepuberte ve puberte asamasinda folikiil gelisimi

sreleri (24).

2.1.6. Ostrus Siklusu

Farelerde genital siklus (6strus siklusu) post-natal 28-42. ginlerde (23,24,26)
vajinal ac¢ikligin gozlenmesiyle, vajinal smear yontemi kullanilarak takip edimektedir.
Ostrus siklusu yaklasik 4-5 giin strer (26-28). Fare ve ratlarda, insanlardakine benzer
olarak, genital siklus cesitli hormonlar ile kontrol edilmektedir. Ostrus siklusu,
prodstrus (P), ostrus (O), metdstrus (M) ve diostrus (D) olmak iizere baslica 4 fazdan
olusur. Prodstrus fazi 12 saat, Ostrus fazi 12-24 saat, metostrus fazi 6-8 saat, didstrus
fazi ise 52-60 saat surmektedir (29,30,31).

Ostrus siklusu boyunca cinsiyet hormonlarinin siklik degisimleri vajinal epitelin

histolojik gériiniimiinde belirgin degisiklikler meydana getirir. Ilk defa 1917°de



Stockard ve Papanicolou tarafindan, guinea pig’lerde baslayan Ostrus siklusu
calismalarindan bugiine kadar, farkli memeli tiirlerinde Ostrus asamalarini belirlemek
icin kabul edilen yéntem ‘vajinal smear’dir (31,33). Bu yontem, vajinal duvardan
stirlintli alinmast ya da vajinal yikama sonucu elde edilen preparatlar iizerinde, her bir
faz ile ilintili hicre tiplerinin (epiteliyal hiicre, kornifiye hicre, 16kositler) histolojik
olarak taninmasi esasina dayanir. Bu yontem canli hayatta iken, tekrarlayan sikluslara
ait gozlemler icin giivenilir bir kayit saglamaktadir. Ayrica hayvanlarda ovulasyon
zamani, kizginlik dénemi (davranigsal Ostrus) ve gebeligin tespiti i¢in de kullanilan

pratik bir yontemdir (29,32,34,35).

2.2. OVER REZERVi

Over rezervi bilindigi gibi dogumdan itibaren yagla azalmakta, 35 yasindan
sonra oosit kalitesi de bozulmaktadir. Rezerv azalmasinin mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir. Fakat cevresel faktorlerin etkisiyle olusan oksidatif hasar ve
hormonal dengesizligin folikiilii atreziye gotiirdiigi diistiniilmektedir. Zarar goren yaslh
oositin hiicre siklusu bozulmakta, mayotik ayrilmama, anoploid oositler, mozaisizm,
gebelik kayiplart meydana gelmektedir (1).

Azalmig over rezervi, infertilitenin giderek artan 6nemli bir sebebidir. Over
rezervi, overlerde follikilogenez ve steroidogenez fonksiyonunu yerine getirecek
follikiillerin sayisini, kalitesini ve yeterliligini tanimlamaktadir. Kadinin yas1 arttikca
over rezervi primordiyal follikillerin apoptotik kaybina bagl olarak azalir. Aslinda over
rezervindeki azalma intrauterin donemde, 20. gebelik haftasindan itibaren baslayan bir
stirectir. Bu doneme kadar hizli mitoz ile ¢ogalan oogonialarin ¢ogalmasi durmakta,
daha sonra sayilar1 azalmaya baslayarak yenidoganda 1-2 milyona, puberte
baslangicinda 300-400 bin civarina inmektedir. Bunlar arasindan her ay ortalama 1000
tanesi follikiiliin ovulasyona gidisinin farkli agsamalarinda atreziye ugramaktadir. Ancak
oositlerin kayip hizi populasyonlara gore farklilik gostermektedir. Bu yiizden overin
biyolojik yas1 kronolojik yasini yansitmayabilir. Over rezervi azalmis olan ¢ogu kadin,
oositlerin prematiir kaybi i¢in risk faktorli tagimamaktadir ve menstruel sikluslari
diizenli olmaktadir (36,37) Cocuk sahibi olma yasinin geciktirilmesi, kadinin tiretkenlik
potansiyelinde azalmaya sebep olmaktadir. Overin yaslanmasi over rezervindeki yasa
baglh azalmada anahtar rol oynamaktadir. Sonu¢ olarak primordiyal follikiil sayisi

azalmakta, oosit kalitesi bozulmakta, implantasyon orani azalmakta, embriyoda
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kromozomal anomali oran1 ve bunun sonucunda diisiik oran1 artmaktadir. Zahmetli ve
pahal1 bir infertilite tedavi programina girmeden O6nce over rezervinin bir tarama testi ile
degerlendirilmesi giderek 6nem kazanmaktadir (3).

Son yillarda over rezervini saptamaya ve rezerv korunmasini saglayarak
menopoz yasini artirmaya yonelik birgok calisma yapilmaktadir. Ozellikle infertilite
tedavisi yapilacak hastalarda tedavi seklinin belirlenmesi ve elde edilecek basari
sansinin tahmini icin over ve testislerin degerlendirilmesi gerekmektedir. Over
rezervinin tayini gebelik olasiligi hakkinda bilgi vermekte, tedavinin gecikmemesi,
dogru planlanmasi ve gerekiyorsa iptal edilerek maddi ve manevi zararlarin 6nlenmesi
saglanabilmektedir.  Ayrica ovulasyon induksiyonu ve kontrollu  ovarian
hiperstimulasyon uygulamalarinda amaglanan sayida folikul gelisiminin saglanmasi ve
ovaryan hiperstimulasyon sendromu gelismesinin 6nlenmesi icin uygun tedavi seklinin,
ilag dozunun belirlenmesinde kullanilmaktadir.

Oosit fonksiyonunun regilasyonu, parakrin ve endokrin faktorlerin kontrolu ile
saglanmaktadir. Oosit gelisimini saglayan temel endokrin hormonlar FSH ve LH’tir.
Bunlar, sitokinler (interkolin A), inhibin, aktivin, biylme faktorleri, steroidler, oosit
maturasyon inhibitoru gibi lokal faktorlerin olusumunu da i¢eren gesitli mekanizmalarla
etki  gostermektedirler.  Qositler Uzerinde gonadotropin  reseptori  oldugu
gosterilememistir. Bu etkinin oositler tizerine olan daha biiyiik olasilikla granuloza ve
teka hicrelerinden kaynaklanan mediatorler ile saglandigi diisiiniilmektedir. Over
fonksiyonlart steroidojenik ortamdan da ileri derecede etkilendiginden. intrafolikuler
androjen ve Ostrojen orani 6zellikle dnemli olmaktadir. Ornegin androjen/dstrojen orani
diisiik oldugunda germinal vesikiil yikimi olmakta, oran yiiksek ise de follikil
dejenerasyonu meydana gelmektedir (38).

Prematiir over yetmezligi etyolojisinde birgok teori 6ne siiriilmistiir. Granuloza
hiicrelerine karsi olusan otoantikorlar, bozulmus anjiogenesis, patolojik apoptotik
aktivite, otokrin ve parakrin faktorlerin etkisi bunlardan bazilaridir. Ayrica ailesel
yatkinlik 6nemlidir ve genetik temeli de olabilmektedir. Gercekten de prematiir over
yetmezligi olanlarda sayisal ve yapisal kromozomal anomali gorilme sikligi artmis
olarak saptanmaktadir (1).

Over rezervini etkileyen baglica parametreler sunlardir:
1-Yas
2-Gecirilmis over cerrahisi

3-Siddetli endometriosis
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4-Obesite

5-Sigara icimi

6-Cevresel Faktorler (Oksidatif Hasar)

7-Anatomik bozukluklar (adezyon gibi)

8-Latent veya prematur over yetmezligi

9-Daha 6nce yardimer iireme tekniklerine kotii yanit

Literatlrde over rezervinin prognostik olarak degerlendirilmesi igin yas,
klomifen sitrat testi, bazal FSH, FSH/LH orani, bazal E2, over voliimi, Antimullerian
hormon gibi over fonksiyonlarini indirekt olarak gosteren cesitli parametrelerle birgok
calisma bulunmaktadir.

2.2.1 Yas:

Over rezervi yagla direkt iliskili olmasina ragmen cesitli varyasyonlar
olabilmektedir. Caligmalar gostermistir ki < 25 yasta gebe kalamayan hastalarin orani
%6 iken 36-40 yasinda bu oran %43’e ¢ikmaktadir. Yas ile reproduktif potansiyel
azalmasina ragmen sinirh bir prediktif degeri bulunmaktadir (39).

2.2.2 FSH:

FSH, over follikullerinin gelisimini uyaran gonadotropik bir hormondur. Over
rezervinin azalmasi sonucu follikiler gelisim bozulmakta ve buna yanit olarak kan FSH
dizeyi yikselmektedir. Siklusun 2 veya 3. glini bakilan FSH degeri 12 mIU/ ml ve
Uzerinde ise overin ovulasyon indiksiyonu veya kontrolli ovaryan hipertimulasyona
cevabi zayif olacaktir. Bu iist sinir merkezlere gore degisebilmekle beraber en yiiksek
deger 25 mIU/ml kabul edilmektedir. FSH degeri sikluslar arasinda dalgalanmaktadir,
bununla beraber en az bir kez yiiksek bulunmasi zayif over rezervi yoniinden anlamlidir
ve sikluslar arasi farklarla over cevabinda degisiklik olmamaktadir (40,41).

2.2.3. E2:

Siklusun 2 veya 3. giinii bakilan E2 degerlerinin <20 pg/ml nin iizerinde olmasi
siklus iptali riskinin yiiksek oldugunu gostermektedir (42). E2 duzeyi FSH ile birlikte
degerlendirildiginde anlamlidir ve ideal degeri <45 pg/ml’dir. Sadece bazal E2 diizeyi
ile tedavi sonuglar1 arasinda anlamli korelasyon bulunmamaktadir. Yiksek E2, FSH
Uzerinde negatif feedback etkili oldugundan FSH’in yanlis olarak diisiikk saptanmasina
neden olmaktadir.

2.2.4. Klomifen sitrat testi :

Bu test ic¢in siklusun 3. gunt FSH ve E2 ol¢iimii yapilir. 5-9. glnlerde 100

mg/gln klomifen sitrat uygulanir, 10. giinde bakilan FSH degerinin bazal degerlere gére
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artmis olmasi, E2 degerlerinde ise anlamli bir yiikselme olmamasi over rezervlerinin
kotii oldugu gostermektedir.

2.2.5. Gonadotropin stimilasyonuna cevap testi (EFORT) :

Siklusun 3. giinii 300 IU FSH IM uygulanir. Once ve 24 saat sonra E2, FSH
degerlerine bakilir. Iyi cevap olarak degerlendirmek icin artis oranlar sirastyla > 25-30
pg/ml, <9 TU/I olmalidir (44).

2.2.6. GnRH analogu stimiilasyon testi (GAST) :

GnRH analogu uygulanmasindan sonra ilk 4-6. gun iginde FSH, LH ve bunlara
bagli olarak E2’de artis olur. Siklusun 2. giinii 1 mg leuprolide asetat SC uygulanarak 3.
gun E2 dilizeyine bakilir (45). Buna flare etki denir. Uygulama zorlugu ve pahali bir test
olmasi nedeniyle pratik olarak kullanilmamaktadir.

2.2.7. Over voliimii ve antral folikiil sayis1 :

Halen over rezervinin belirlenmesinde giivenirligi yiiksek testler bulunmaya
calisilmaktadir. Bu konu arastirilirken overlerin ultrasonografik goriiniimii ile
indiiksiyona verdikleri cevap arasinda baglanti oldugu goriilmiistiir. Over hacmi ve
antral folikul sayis1 artikca over rezervinin de arttigi one siirilmektedir. Antral folikul
sayist 6’dan az olan hastalar kotii yanithi olarak degerlendirilmektedir (1). Lass ve
arkadaglarinin 140 IVF hastasinda yaptiklar1 calismada ortalama over hacmi <3 ml olan
hastalarda, > 3 ml olanlara gore yas, bazal FSH diizeyleri siklus toplam orani, kullanilan
ila¢ dozu anlamli olarak artmig, toplanan oosit sayist ise azalmig olarak bulunmustur

(46).

2.3. ANTIMULLERIAN HORMON (AMH)

Erken follikuler fazda yapilan FSH, Ostradiol ve inhibin B gibi testlerin, over
rezervinin azalmasimin erken evrelerinde duyarliliklarni duagiiktlr. Ancak over
rezervindeki azalma kritik bir degere ulastiginda ve gebelik sans1 6nemli derecede
azaldiginda anormal degerlerde saptanmaktadir. Artan yasla birlikte AMH ’deki azalma
yasla iligkili diger degiskenlerden daha erken ortaya ¢ikmaktadir. Bu da serum AMH
seviyelerinin overyan yaslanma ve menopozal gecis i¢in en iyi belirte¢ olabilecegini
gosteren bir bulgudur. Over rezervinin iki yeni belirteci olan plazma Anti-Mllerian
hormon ve overyan antral follikiil sayis1 over rezervinin en sensitif ve invaziv olmayan
belirtecleri olarak goériinmektedir (36,37).

Antimullerian Hormon (Mullerian Inhibing Faktor), dimerik bir glikoproteindir.

13



72 kDa agirliginda, disulfit baglariyla baglanmis iki monomerden olusmaktadir (48).
AMH, inhibin, aktivin glikopoteinlerinin dahil oldugu Transforming Growth Faktor-B
ailesindendir (49). Bu ailenin iiyeleri mezankimal epitelyal etkilesimlerde, hiicre
biiyiimesinde, ekstra selliller matriks tiretiminde ve doku yeniden yapilanmasinda
onemli rol oynamaktadir. Testisten salinan AMH, erkek seksual farklilagsmasi boyunca
Mullerian kanallarin gerilemesinden sorumlu olmaktadir. Kadinlarda AMH, mullerian
kanallarin hormona duyarliligin1 kaybetmesinden ¢ok sonra overlerden salinir. Insan
overinde AMH, fetusta 36. gebelik haftasindan sonra iiretilmektedir. Kadinlarda serum
AMH seviyeleri erkeklerle karsilastirildiginda daha diistiktiir. Puberte ve menstruel
sikluslarin baglamasindan sonra serum AMH seviyeleri giderek azalmakta ve menopoz
civarinda tamamen kaybolmaktadir. Kadinlarda AMH sadece overlerden salinmakta
ve mMRNA ile proteini kicuk, biylyen nonatretik follikillerin (preantral ve kugcuk
antral) granuloza hticrelerinde bulunmaktadir. Primordiyal follikillerin pregranuloza
hiicreleri AMH salgilamamakta, ancak primordiyal follikiller buyime havuzuna
alindiginda granuloza hiicreleri AMH iiretmeye baglamaktadir. En fazla AMH
ekspresyonu biyuk preantral ve kucik antral follikillerin granuloza hiicrelerinde
bulunmaktadir. Follikil atretik oldugunda AMH ekspresyonu kaybolmakta, AMH
ekspresyonu teka hicrelerinde, oositlerde ve overin interstisyal hicrelerinde
bulunmamaktadir.

Temel caligmalar AMH’nun follikiiler hormon yapiminda etkili oldugunu
gOstermistir. Hayvanlardaki calismalar AMH’nun aromataz aktivitesini, granuloza
hicrelerinde FSH’in stimule ettigi LH reseptor sayisimi azalttigi saptanmustir. Teka
hicrelerinde de testesteron yapimini azaltmaktadir. AMH’nun biiyiime sirasinda,
preantral ve erken antral folikiillerden salindig1 gosterilmistir. AMH’nin overde follikil
gelisimine etkileri calisilmig; AMH’nin primordiyal follikiil alimini inhibe ettigi,
bdylece overdeki folikiil havuzunun erken tiikenmesini engelledigi ve biiylik preantral
ve kiigiik antral follikiillerin FSH duyarliligin1 azalttigi, bdylece biiylimeye devam
ederek preovulatuar evreye ulasabilecek biiylik preantral ve kiigiik antral follikiil
sayisini kontrol edebildigi bulunmustur.

Oosit kalitesi disinda, overlerde kalan primordiyal follikiil sayis1 da over rezervi
icin 6nemli bir parametredir. Bununla birlikte, biiyiiyen follikiillerin sayis1 alindiklar
primordiyal follikiil deposunun biiyiikliigii ile uyumlu goriinse de, kadinlardaki
primordiyal follikil deposunun buyukluginii direkt olarak O6l¢mede zorluklar

bulunmaktadir. Bu sebeple, primordiyal follikiil havuzundan biiyiime havuzuna ge¢is
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yapan tlm follikiilleri yansitan bir belirteg, over rezervinin nicel olarak iyi bir indirekt
belirteci olabilecegi ongoriilmiistiir. AMH, biiyliyen follikiiller tarafindan iiretildigi i¢in
AMH’nin over rezervinin belirteci olabilecegi diisiiniilmistiir (50, 51, 52, 53).

AMH, antral follikii sayist ve toplanan oositler arasinda iligki oldugu
gosterilmis, bu yiizden serum AMH seviyelerinin antral follikiil havuzunu
yansitabilecegi diigliniilmistiir. Bu ayrica, kontrollii overyan stimulasyon sonrasinda
toplanmasi beklenen oosit sayisi ile iligkili bir belirte¢ olabilmektedir. Erken follikiler
faz AMH seviyeleri intrauterin dénemde iiretilmeye baslanan follikiil havuzundan
kaynaklanmakta ve bu Uretim, over rezervinin gonadotropin bagimli belirteglerinden
bagimsiz olmaktadir. Bu da AMH’yi halen kullanilan serum belirtegleri ve ultrason
kullanimi1 ile elde edilmesi miimkiin olmayan bir perspektif saglamada Onemli
kilmaktadir (50,54).

Fanchin ve ark.’nin ¢alismasinda AMH’nin, follikiiler durumun diger belirtegleri
ve izlenen gelisimi ile karsilastirildiginda, erken antral follikiil sayilari ile daha uyumlu
oldugu gosterilmistir. Bunun AMH ’nin inhibin B, E2 ve FSH ile karsilastirildiginda
olasi farkli regiilasyonu ile iligkili olabilecegi 6ne siiriilmektedir (54).

La Marca ve ark, serum AMH seviyelerinin menstruel siklus boyunca 6nemli
derecede degismedigini gostermistir Halbuki overden salgilanan diger tiim steroidler ve
peptid (inhibin B) siklus boyunca 6nemli degiskenlik gostermektedir. Bu, overyan
AMH saliniminin endojen gonadotropinlerden bagimsiz olmasi ile aciklanabilmektedir.
Ayrica AMH, segilme evresine kadar olan (4-6 mm) antral folliktllerden uretilmekte ve
siklusa girmeyen kiigiik follikiil havuzunu yansitmaktadir. Sonug olarak, serum AMH
seviyelerinin daha sabit ve tutarli olmasi nedeniyle, AMH nin over yaslanmasi ve
kontrollii overyan stimulasyona over cevabi icin bir belirteg¢ olarak kullanilabilecegi ve
diger over testleri ile karsilastirildiginda, AMH nin oosit/follikiil havuzunu yansitmada
en iyi belirte¢ oldugu 6ne siiriilmektedir (53).

La Marca ve ark.’nin diger bir ¢alismasinda AMH serum seviyeleri, overyan
stimulasyona kotii cevap veren kadinlarda normal cevap gosterenlere gore daha diisiik
bulunmustur. AMH siklus iptalini tahmin etmede FSH ya da inhibin B’ye kiyasla daha
iyi bir belirte¢ oldugu bulunmustur. Ayrica yiliksek serum AMH seviyelerinin yiiksek
implantasyon ve gebelik oranlar1 ile korelasyon gosterdigi bulunmustur. AMH ile
gonadotropinlere over cevabi arasinda kuvvetli bir iliski oldugu, AMH nin yardimci
tireme tekniklerinde (ART) over cevabinin en ayirt edici hormonal belirteci oldugu

sonucuna vartlmistir (55).
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Hazout ve ark., 3.gin bakilan serum AMH degeri ve IVF basarisi arasinda
kuvvetli iliski oldugunu gostermis, daha yiiksek AMH konsantrasyonlarinin daha fazla
sayida matur oosit, fazla sayida embriyo ve daha yiiksek klinik gebelik oranlar ile
iligkili oldugunu 6ne slirmiistiir. Calismaya gore, bazal AMH seviyelerinin >1.1 ng/mL
olmas1 IVF basarisina katkida bulunmaktadir. Aksine AMH degerinirc<l.l1 ng/mL
olmasi basarisizlik ile iligkili goriilmiistiir. Ayrica AMH 6l¢timii, ART sonucu agisindan
yas, serum FSH, inhibin B ya da E2’ye gore daha yliksek prognostik degere sahip
bulunmustur (51).

Muttukrishna ve ark.’nin ¢alismada kotii cevap gosteren hastalarda AMH, FSH
ya da inhibin B ile karsilastirildiginda toplanan yumurta sayisi ile en anlaml iliskiye
sahip belirte¢ olarak bulunmustur. Kétii cevabi olanlarda tek belirte¢ olarak AMH, over
cevabinin en iyi gostergesidir. FSH, inhibin B ve AMH’nin birlestirilmesi ise tahmin
degerini ¢ok az artirmaktadir (56).

Meduri ve ark., prematiir overyan yetmezligi olan kadinlarda serum AMH
ekspresyonunu degerlendirmis, daha onceki calismalarla tutarli sekilde, bu hastalarda
overyan follikiil varliginin gostergesi olarak AMH kullanilabilecegini belirtmistir (57).

Laven ve ark., iiretken ¢agdaki normoovulatuar ve anovulatuar kadinlarda AMH
serum konsantrasyonlarini degerlendirmis, normogonadotropik anovulatuar infertil
kadinlarda erken antral follikiil sayisinin genellikle arttigi, bu hastalarda 6zellikle
polikistik over sendromu (PCOS) olanlarda serum AMH konsantrasyonlarinin énemli
derecede ylikseldigi belirtilmistir. Bu da 6zellikle polikistik over sendromu olan
hastalarda artmis olan kiiciik preantral ve erken antral follikiil sayisi ile iligkili olabildigi
distintilmiistir. AMH konsantrasyonlari, bu hastalarda over disfonksiyonunun
gOstergesi olan LH degerleri, testosteron seviyeleri, ortalama over hacmi ve overyan
follikiil sayis1 gibi diger klinik, endokrin ve ultrason parametreleri ile uyumlu oldugu
icin AMH’nin hastaligin derecesinde yeni bir belirteg¢ olabilecegi One siiriilmiistiir.
Ayrica PCOS’lu hastalarda artmigs AMH seviyelerinin artmis over rezervini

gosterebilecegi belirtilmistir (58).

2.4 ADNEKSIYEL TORSiYON

Adneksiyel torsiyon, sik goriilmemekle birlikte akut abdominal agrinin onemli
bir nedenidir ve agir morbidite ile sonuclanmaktadir. Jinekolojik cerrahi aciller

igerisinde besinci sirada olup, %2,7’sini olusturmaktadir (59). Adneks torsiyonu
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kadinlarda herhangi bir yasta goriilebilmektedir. Ancak genelde premenars ve
reprodiiktif yillarda goriilmektedir. Adneksiyel torsiyon siklikla alt abdomene ani,
devamli ve nonspesifik bir agri seklinde kendini gostermektedir. Gecikmis tan1 ya da
tan1 alamayan olgular oldukga siktir ve bu gibi durumlar overin, fallopian tiipiin ya da
her ikisinin kaybu ile sonuclanabilmektedir. izole falloian tiip ya da ooverin izlenmedigi
olgularin tan1 alamamis bir adneksiyel torsiyon sonucu gelismis olabilecegi akilda
tutulmalidir (60,61). Ultrasonografi (USG) degerlendirmeleri ve renkli Doppler akim
calismalar1 klinik semptomlar ve muayene bulgularinin yani sira tanida yardimeci
olabilmektedir. Adneksiyel torsiyon tanisinin konulmasi durumunda ise acil cerrahi
mudehale gerekmektedir (62).

Adneksiyel torsiyonun etiyolojisi net olarak belli degildir. Olgularin biiyiik
cogunlugunda overde bir kitle bulunmaktadir. Normal boyutlarda bir overde torsiyon
mumkin olmakla birlikte oldukca nadir bir durumdur. Benign Kistik teratom gibi biyik
ve agir ovaryen Kkitleler ve polikistik overler 6zellikle torsiyona meyilli olmaktadir.
Ayrica gebelik de risk faktorleri igerisinde sayilmaktadir. 5 cm’nin altindaki Kistlerde
torsiyon nadir gorulmektedir (63).

Izole fallopian tiip torsiyon olgularinda da hematosalpenks, hidrosalpenks,
gebelik ve paraovaryen Kkistler risk faktorleri arasinda sayilabilmektedir. Pelvik
inflamatuar hastalik ve pelvik endometriozis gibi durumlarda yaygin pelvik
yapisikliklara bagli olarak torsiyon pek miimkiin olmamakta ise de overde
endometrioma mevcudiyatinde mumkin gozikmektedir (64). Adneksiyel torsiyon
destekleyici baglar olan ovaryen ve infindibulopelvik ligamanlarin mobilitesi nedeniyle
meydana gelmektedir. Torsiyon durumunda her iki bag da parsiyel olarak strangiile
olmakta ve bu sekilde kan akimi engellenmektedir. ilk olarak vendz kan akimi
bozulmakta ve sonra arteiyel kan akimi da durmaktadir. Sonug olarak andeksiyel 6dem,
renk degisikligi iskemi ve nekroz gelismektedir. Adneksiyel hasar irreversibl
olabilmektedir (65).

Uzamig iskemiler diglandiginda, overde siddetli hasar izlenen adneksiyel
torsiyon olgularinin bile takipte overin fonksiyonlarini korudugu izlenmistir ki bu da bu
olgularda arteyel kan akiminin tam olarak kesilmedigini gostermektedir. Diisiik
seviyede de olsa ovaryen arter ya da uterin arter yoluyla overin arteriyel akimi bir slre
devam etmektedir. Bize yanlig yol gosterebilen adneksin iskemik-hemorajik, siyahimsi-
mavimsi kotli goriintiisii gangrenden ziyade adneksteki lenfatik ve vendz stazin sonucu

olusmaktadir. insanlarda iskeminin irreversibl hasara yol acabilecegi siire konusunda bir
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bilgi bulunmamaktadir (66).

Hastalarin  6nemli bir oraninda tanmida gecikilmektedir. Semptomlarin
baslamasindan tani konulmasmma kadar gecen siire saatlerden giinlere kadar
uzayabilmektedir. Diger akut batin yaratan nedenlerin ayrimi giic olabilmekteyse de
erken tan1 ve miidehale ile en erken donemde overde gelisebilecek irreversibl hasarin
onune gecilmesi gerekmektedir (67).

Adneksiyel torsiyonun klasik bulgular1 akut alt abdominal agri, peritoneal
irritasyon ve palpabl bir adneksiyel kitle varligindan olugmaktadir. Bulanti ve kusma
oldukca sik olup %70’inde goriilebilmektedir. Ates yiiksekligi de bulgu olarak
karsimiza ¢ikabilmektedir (67). Bouguiizane ve ark, hastalarin sadece %57,8’inin ilk
muayene sirasinda tani alabildiklerini bildirmislerdir.

Cohen ve ark, ise adneksiyel torsiyon on tanisiyla yapilan 66 laparoskopiyi
degerlendirmislerdir. Adneksiyel torsiyon 29 (%44) olguda tespit edilmistir. Bu yiiksek
yanlis pozitiflife ragmen siliphelenilen her olguya laparoskopi yapilmasini
onermektedirler. Ciinkii tanida gecikme de overin kaybi ile sonuglanabilmektedir. Sunu
da belirtmekte fayda vardir; gézleme alinan hastalarda ilerleyici sinir ve doku hasari
sonucu agri kaybolabilmektedir (67).

Adneksiyel torsiyonda spesifik bir laboratuar bulgusu bulunmamaktadir. Beyaz
kiire sayisinda artis izlenebilmekte ise de 16kosit sayisi ile doku nekrozu arasinda bir
iliski bulunmamaktadir. Ultrason degerlendimesi adneksiyel torsiyonda onemlidir ve
tanida genellikle ilk bagvurulan yontem olmaktadir. Ultrasonografik olarak, tomografide
ya da manyetik rezonans gorlntileme (MRG)’de spesifik bir gorintli olmasa da
nerdeyse tum olgularda pelvik bir kitle izlenebilmektedir (65). Bilgisayarli tomografi ve
MRG’de adneksiyel torsiyon diislindiirebilecek bazi bulgular vurgulanmistir. Bunlar,
fallopian tlipte kalinlagsma, torsiyone adneksiyel kitle duvarinda hafif kalinlasma, asit ve
uterusun torsiyone tarafa deviye olmasidir (68).

Doppler akim calismalart yaygin olarak calisilmigtir. Azalmig ya da kayip
adneksiyel kan akimi, adneksiyel torsiyon igin uyarici olabilmekteyse de sadece
Doppler USG’de kan akimimin kayb1 ya da azalmasinin izlenmesiyle tani
konulamamaktadir (69).

Operasyon esnasinda reperflizyonu gorebilmek amaciyla operasyonu uzatmanin
bir faydasi bulunamamustir. Salpingooferektomi sadece adneksiyel bozulmanin g¢ok
bariz olarak izlenebildigi ligamanlarda ayrilmanin gézlendigi ya da overin parcalanadigi

ve dagildigi olgularda yapilmasi dnerilmistir.
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Iskemik ve &demli adnekse detorsiyon yapmanin yanls ve tehlikeli oldugu
tromboembolik hadiselere neden olabilecegi seklinde yanlis bir inanig bulunmaktadir.
Fakat bu literatiirde de gosterilememistir. 1909°dan bu yana detorsiyon sonrasi emboli
oldugunu bildiren rapor bulunmamaktadir (70). Adneksiyel torsiyon sonrasi pulmoner
emboli insidanst % 0.2°dir ve detorsiyon sonrasi bu riskte bir artis gozlenmemektedir
(66).

Ovaryen torsiyonun tekrarlamasi nadir bir durumdur; bu nedenle ovaryan
fiksasyon rutin bir prosediir olarak uygulanmamaktadir. Zaten ooferopeksinin fertilite
Uzerine etkisi konusunda hentiz yeterli bir bilgi bulunmamaktadir. Fakat eger torsiyon
tekrarlarsa 6zellikle polikistik overlerde oldugu gibi ovaryen fiksasyon onerilmektedir
(71). Fonksiyonel over Kkistleri nedeniyle torsiyone olan olgulara bu tip kistlerin

tekrarin1 6nlemek i¢in oral kontraseptifler verilmektedir (72).

2.5. ISKEMi REPERFUZYON

Iskemi kelimesi ilk defa Yunanca “iskho” (engelleme anlamiyla) ve “haima”

(kan anlaminda) olarak kullanilmistir. Iskemi, kan akimmin dokuya gitmesinin
engellenmesi veya kan basincindaki diisme sonucu glikoz ve oksijenin dokuya
dagitimindaki ve metabolik artiklarin dokudan uzaklastirilmasindaki zayiflama ile
meydana gelen patolojik bir durumdur (73).
Iskemik hasarin giderilmesi i¢in bu kritik zaman dilimi i¢inde dokunun tekrar oksijen
ile beslenmesi gerekmektedir. Iskemi olusmus dokunun kan akisinin tekrar
saglanmasina reperfiizyon denilmektedir. Iskeminin kritik siiresi dolmadan, doku
reperfiize edilirse hicreler 6limden kurtulabilmektedir. iskemi siiresinin uzamasi
reperfiizyona ragmen oliim riski olan hiicrelerin sayisini artirmakta ve bu hicreler geri
dontigiimsiiz doku hasar1 fazina girdikleri igin reperflize edilseler bile nekroza
gitmektedirler. Reperfiizyon hasarinin biiyiik boliimiinden serbest radikaller sorumlu
tutulmaktadir.

Iskeminin ilk etkisi mitokondrilerdeki oksidatif fosforilasyon {zerine
olmaktadir. iskemik dokuda en biiyiik hasar reperfiizyondan sonra meydana gelmektedir
(74). Oksijen basmcimin azalmasi sonucu oksidatif fosforilasyon ile ATP {iretimi
azalmakta ve hiicre i¢ci ATP miktar1 belirgin olarak diismektedir. ATP miktarindaki
azalmanin hiicre icindeki bircok sisteme etkisi olmaktadir. Ornegin sitoplazmik serbest

kalsiyum normalde ATP bagimli kalsiyum tastyicilari ile hiicre iginde oldukga diisiik
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yogunlukta tutulmaktadir. iskemiden kaynaklanan ATP miktarindaki azalma sonucu,
ATP bagiml kalsiyum tasiyicilar1 gorevini yapamamakta ve hiicre dis1 kalsiyum plazma
membranindan gecerek hiicre i¢inde kalsiyum yogunlugunun artmasina neden
olmaktadir. Bunu hiicre ici stoklardan kalsiyumun serbest birakilmasi izlemektedir.
Artan sitoplazmik kalsiyum sira ile fosfolipazlari, proteazlari, ATPazlar1 ve
endoniikleazlar1 aktiflestirmektedir. Bu enzimler de lipit, protein, ATP ve nukleik
asitleri parcalayarak hiicrenin 6liimiinii (apoptozis) hizlandirmaktadir (76).

Yine iskemi sirasinda ATP’nin yikimi sonucu hipoksantin ve ksantin gibi piirin
metabolitleri birikirken ksantin dehidrojenaz enzimi ksantin oksidaza cevrilmektedir.
Reperfiizyon esnasinda sisteme ani O, girisi, birikmis piirinlerin ¢ok siiratli bir sekilde
oksidlemesine ve sonug olarak Urat ve siiperoksit anyonu olusumuna neden olmaktadir.
Olusan siiperoksit anyonu, endotelde demir tarafindan katalize edilen reaksiyonlar ile
toksisitesi ylksek hidroksil radikali Gretimine neden olmaktadir (76).

Hicresel ATP de azalma ile birlikte adenozin monofosfattaki (AMP) artma da
fosfofruktokinaz enzimini uyararak glikojenden ATP dUretimi ile hicrenin enerjisini
temin amaciyla gelisen anaerobik glikoliz hizin1 artirmaktadir. Sonug olarak glikojen
hizla tikenmekte, artan glikoliz de fosfat esterlerinin hidrolizi ile laktik asit ve
inorganik fosfatlarin birikimine neden olarak hiicre i¢i pH nin diismesine yol agmaktadir
(77). Daha sonra ribozomlar, grandlli endoplazmik retikulumdan ayrilmakta ve
polizomlardan monozomlarin olusumu ile protein sentezi de azalmaktadir. Bu asamadan
sonra iskemi hala devam ederse irreversibl zedelenme gelismektedir. Morfolojk olarak
irreversibl zedelenmeye mitokondrilerin daha siddetli vakuolizasyonu ve mitokondri
matriksinde sekilsiz, kalsiyumdan zengin yogunluklarin birikimi eslik etmektedir (77).

Bir veya daha c¢ok sayida eslesmemis elektron iceren serbest radikaller
biyomolekulleri okside edip hiicre 6lumiine sebep olabilmektedirler (78,79). Hicrelerde
serbest radikallerin birikimi sonucu lipit peroksidasyonunun bir 0rind olan
malondialdehit (MDA) birikmektedir. MDA proteinler ile birlesir ve onlar da yuksek
molekiillii protein olusumu (agregasyon), disiilfit kopriilerinin olugsumu, deamidasyon
ve nonenzimatik glikozilasyon gibi postsentetik degisimlere neden olmaktadir.

Organizmada serbest radikallerin zararh etkilerini engellemek iizere antioksidan
savunma sistemleri bulunmaktadir. Bu sistemin diizenli islemesi organizmanin saglikli
yagamini slirdiirmesi bakimindan O6nemli oldugu bilinmektedir. Ancak, iskemi
sonrasinda yiliksek miktarda oksijenin siiratli bir sekilde sisteme dahil olmas1 sonucunda

serbest radikal miktarindaki artis dogal savunma sistemini agsmakta ve sonugta hiicre
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hasarina (nekroz, apoptozis) kadar giden bir ¢cok patolojik durum ortaya ¢ikmaktadir
(80,73).

Hicre apoptozisinden sorumlu 6nemli bir enzim Kaspaz-3 (apopain), 13 farkl
uyesi bulunan interlokin grubundan olup siste in proteaz enzimi olarak bilinmektedir.
Kaspaz-3, 17 ve 12 kDa molekiil agirligia sahip iki alt birimden olugmaktadir. Aktif
kaspaz-3 enzimi Ozellikle DNA tamir ve regulasyonunda gorev alan enzimler ve niikleer
lamin gibi molekiillerin parcalanmasi ve sonucta apoptozis (programlanmis hiicre
oliimii) olayinda 6nemli rol oynamaktadir (80).

Membran hasariin birgok potansiyel nedeni bulunmaktadir (sekil 2.5.1).
1-Membran fosfolipitlerinin ilerleyici kayb1
2-Hucre iskelet anormallikleri
3-Toksik oksijen radikalleri: Toksik oksijen turevlerinin buyik o6lcude reperfiizyon
sirasinda zedelenme alanina gelen polimorf ndveli 16kositler (PMNL) tarafindan
olusturuldugu diistiniilmektedir.

4- Lipit yikim iirtinleri:
Membran hasarinin mekanizmalar1 ne olursa olsun sonug, yukarida tanimlanan

olaylarla kalsiyumun bol miktarda hiicre igine girmesidir (77).
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Sekil 2.5.1: Iskemide membran hasariin mekanizmalart.

Reperflizyon ile molekdler oksijenin dokuya gelmesiyle hipoksantin, ksantin
oksidaz enzimi ile Urik aside gevrilirken serbest oksijen radikali olugsmaktadir. Serbest

oksijen radikali superoksit dismutaz (SOD) enzimi etkisiyle hidrojen peroksit ve
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oksijene dontismektedir. Hidrojen peroksit ise katalaz enzimi etkisiyle su ve oksijene
cevrilmektedir (81) (sekil 2.5.2). Serbest oksijen radikalleri hem dokuya dogrudan zarar
vermekte hem de PMNL’lerin hasarli dokuda birikmesini saglamaktadir. Dokuya gelen
aktive PMNL’ler myeloperoksidaz, elastaz, proteaz, kollajenaz, laktoferrin ve katyonik
proteinler gibi enzimlerini agiga ¢ikarmaktadir. Bu enzimler hem dokudaki hasari
arttirir, hem de daha fazla radikal olusmasina neden olmaktadir (81,82) (sekil 2.5.3).
Iskemik dokuda notrofil infiltrasyonun stimiile oldugu ve nétrofil infiltrasyonu

sonucunda Oz, H,0,, OH" gibi serbest oksijen tiirevlerinin agiga ¢ikarak doku hasarina

sebep oldugu bilinmektedir. Hiicrelerin membranlarinin lipid ve protein yapilar1 hasara

ugramazsa hiicrelerin normal fonksiyonlar1 devam ettigi bilinmektedir (84).
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Sekil 2.5.2: Iskemide piirin metabolizmasmin gelisimi ve ksantin dehidrogenazin

ksantin oksidaza ¢evrilmesi, reperfiizyonda oksijen radikalinin olusumu.

Serbest oksijen radikalleri (ROS), proteinler, polisakkaridler, nikleik asidler ve
doymamis yag asidleri gibi tiim biyolojik maddeler ile reaksiyona girebilmektedir.
Oksijen radikalinin en karakteristik ozelligi hiicre membranindaki doymamis yag
asidlerinden metilen hidrojen atomunu ayirmasidir. Bu reaksiyon hiicre membraninda
lipid peroksidasyonunu bagslatmakta ve ortaya konjuge dienler, lipid hidroperoksid
radikalleri ve lipid hidroperoksidler gibi lipid tiirevi radikaller ¢ikmaktadir. Lipid
peroksidasyonunun son drdnlerinin  malondialdehit(MDA) ve diger aldehidler,

hidrokarbon gazlar ve konjuge dienler oldugu bilinmektedir (84,85).
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Sekil 2.5.3: Serbest oksijen radikalinin dokudaki dogrudan ve dolayl: etkileri.

Iskemi ve reperfiizyon hasarinda ayrica platelet aktive edici faktor (PAF) ve
komplemanlar da rol oynamaktadir. ROS’nin endotel hiicrelerini PAF iiretimi yapmak
lizere stimiile ettigi de gosterilmistir. PAF potent bir notrofil agonisti olarak gorev
yapmaktadir. Iskemi reperfiizyon hasarinda PAF, nétrofil adezyonunu artirmakta ve
I6kositlerin ekstravazasyonuna katkida bulunmaktadir.

Poliansatiire yag asitleri serbest radikal etkilerine duyarli olmalarina karsin
protein ve nikleik asitler bu zararli etkilere karsi daha direngli olmaktadir. Bunun
baslica sebebi, siddetli hasar olusturucu zincirleme reaksiyonlarin protein ve niikleik
asid molekiillerinde gerceklesme ihtimalinin ¢ok zayif olmasidir. Serbest radikaller
DNA molekiiliine ¢ok yakin bir bolgede meydana geliyorsa, okside edici radikaller
tarafindan DNA molekiilii kolaylikla hasara ugratilabilmektedir (86).

Endotel hiicreleri tarafindan olusturulan 3 6nemli koruyucu ajan prostasiklin,
nitrik oksit ve adenozin oldugu bilinmektedir (87). Prostasiklin vazodilatasyon yapan,
notrofil adherensini 6nleyen, trombosit agregasyonunu inhibe eden ve lizozomal
membranlar: stabilize eden potent bir eikosanoiddir (88). Yar1 6mrii 1-2 dakikadir ve
etkilerini adenilat siklaz1 aktive edip boylece cAMP yapimini artirarak gostermektedir.

Nitrik Oksit (NO), endotel hiicrelerinde kalsiyum ve calmoduline bagimli bir
enzim olan NOS ile olusturulmaktadir (87). NO’in etkileri guanilat siklazin aktivasyonu
ve boylece c¢cGMP olusumu ile dizenlenmektedir (89). Biyolojik yar1 Omri
prostasiklinden daha kisa olup 10-20 saniyedir. NO endotel hiicreleri tarafindan
olusturulan siperoksit radikallerini notralize etmekte, vazodilatasyon yapmakta,
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trombosit adherensini inhibe etmektedir (87, 89, 90). Bir serbest radikal olan (NO.) hem
fizyolojik hem patofizyolojik sureglerde nemli roli oynamaktadir. Nitrik oksit sentaz
(NOS) sinir dokuda, vaskiler endotelde, trombositlerde ve diger dokularda
bulunmaktadir. Nitrik oksit sentazin (NOS), noronal NOS (tip I, nNOS), endoteliyal
NOS (tip III, eNOS) ve indiiklenebilir NOS (tip II, iNOS) olmak iizere farkl

lokalizasyon ve diizenlenmeye sahip {i¢ izoenzimi bulunmaktadir.

Noronal NOS (tip I, nNOS) ve endoteliyal NOS (tip 111, eNOS), Ca2+ ve kalmodulin
bagimli esas izoformlardir. Noronal NOS (tip I, nNOS), noral iletide foksiyon
gormektedir.

Endoteliyal NOS (tip 111, eNOS) bobreklerde bulunmaktadir. Endoteliyal NOS (tip 111,

eNOS) vasitasiyla olusturulan nitrik oksit (NO.), vaskiler diz kas hicrelerinin
relaksasyonu i¢in en dnemli sinyal olmaktadir.

indiiklenebilir NOS (tip II, iNOS) normal sartlar altinda bulunmamaktadir.
Inflamasyon veya enfeksiyon durumlarinda sitokinler veya endotoksinler tarafindan

indiiklenir ve uzun dénemde bol miktarda Uretilmektedir.

Nitrik oksit (NO) Fe-S proteinlerinden demiri ¢ikararak yerine kendisi
baglanmakta, bOylece Fenton reaksiyonunu stimile etmekte ve bu mekanizma ile

karsinogeneziste rol oynamaktadir. Nitrik oksitin stiperoksit dismutaz (SOD) enzimiyle

yarigmaya girmesi ve siiperoksit (02. ) radikaliyle etkilesmesi sonucu peroksinitrit

(ONOO_) olusmaktadir. Bdylece nitrik oksitin fizyolojik etkisi inhibe edilmekte,
oksidatif etkisi ortaya ¢ikmaktadir. Vaskuler tondsun dizenlenmesi igin siperoksit
(02'7) ve nitrik oksit (NO) arasindaki fizyolojik dengenin Onemli oldugu ileri

surilmektedir.
2.6. SERBEST RADIKALLER

Serbest radikaller son yoriingelerinde eslesmemis elektron bulunmasi sebebiyle
kolayca elektron aligverisi yapabilmektedirler. Biyolojik sistemlerde serbest radikaller
en fazla elektron transportu sirasinda olusmaktadir. Serbest radikaller organik veya
inorganik molekiiller seklinde olabilmektedirler. Cu*?, Fe*>, Mn*® ve Mo* gibi gecis

metallerinin de ortaklanmamis elektronlari oldugu halde bu metaller serbest radikal
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olarak kabul edilmemektedirler. Fakat bunlar serbest radikal olusum reaksiyonlarinda

katalizor olmasi sebebi ile dnemlidir.

/

#

ANTIOKSIDARMNLAR SERBEST RADIKALLER

Sekil 2.6.1: Antioksidan-serbest radikal dengesi

Serbest radikal reaksiyonlari, normal metabolik yollarin isleyislerinin dogal bir
sonucu olugmaktadir. Oksidan molekiiller organizmada baslica glikozun oksidasyonu
olmak Uzere tim anabolik ve katabolik reaksiyonlar sirasi ve sonrasinda sirekli
olugsmaktadir. Endojen antioksidanlar adi verilen molekiiller tarafindan stirekli etkisiz
hale getirilmektedirler. Bu olusum ve etkisizlestirme olaylar1 organizmalarda bir denge
halinde olmaktadir (Sekil 2.6.1) (91).

Serbest radikal molekiilleri, belirli diizeyde kaldiklar1 siirece, organizmanin
yabanci maddelere ve enfeksiy6z ajanlara karsi savunmasindaki énemli molekiillerdir.
Ancak, serbest radikaller belirli diizeyin iizerinde olugsmakta ve antioksidanlar yetersiz
kalirsa soz konusu serbest radikaller hiicrenin yapi elemanlari olan protein, lipit,
karbohidrat, niikleikasitler ve yararli enzimlerin yapilarini bozarak zararh etkilere yol
acmaktadirlar (92). Bunlardan 6zellikle lipitler, serbest radikal hasarina karsi en hassas
yap1 olmaktadir. Serbest radikaller yag asitlerindeki doymamis baglarla kolayca
reaksiyona girerek lipitlerin peroksidasyonuna neden olmaktadir (93).

Serbest radikal molekiiller; organizmadaki bir ¢ok olagan hiicresel tepkimenin
(enerji Uretimi, lipitlerin ve proteinlerin pagalanmasi ile inflamatuvar siiregler bunlar
arasinda yer almakta) yan triinii seklinde stirekli olugsmaktadir. Hiicrelerin ¢cogunlugu,
olagan kosullar altinda kendilerini serbest radikallerin hasar verici etkilerine karsi
koruyacak hiicre i¢i ve hiicre dis1 kimyasal mekanizmalarla donatilmiglardir. Radikal
molekiiller, antioksidan savunma giicii ile dinamik bir denge icinde bulundugu sirece

organizma igin yararli olmaktadir. Ornegin; fagositik hiicreler tarafindan
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mikroorganizmalarin 6ldiiriilmesinin ana mekanizmasi serbest radikal Gretimidir.

Serbest radikaller apoptozisin tetikleyicisi, habercisi ve efektéri olarak gorev
yapmaktadirlar. Bu sekilde asir1 hiicre poliferasyonunu onleyerek homeostaziste yer
almaktadirlar. Antioksidan savunmanin ¢okmesi de apoptozisi tetiklemektedir. Serbest
radikaller ikinci haberci olup, transkripsiyon faktorlerini aktive etmektedirler . Hicreler
arasi haberlesmede gorev almakta, hiicrenin blylmesini saglayan olaylar
duzenlemektedirler. Sitozolde ve mitokondride Uretilen serbest oksijen radikali, protein
sistein  kalintilarinin  redoksunu  diizenleyerek proteinlerin  yap1 ve islevinin
diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Serbest oksijen radikalleri tretimi ve antioksidatif
savunma mekanizmasi arasindaki denge bozuldugunda, serbest oksijen radikalleri
diizeyi artmaktadir. Radyasyon, oksijen toksisitesi, postiskemik reperfiizyon hasari,
enfeksiyonlar, enflamasyonlar yani sira yaslanma ile ilgili hastaliklardan ateroskleroz,
karsinogenez, diyabet ve norolojik hastaliklar serbest oksijen radikalleri dretimini
arttirmaktadir (91, 94).

Serbest oksijen radikalleri, hicrenin 6nemli komponentleri olan lipit,

karbohidrat, protein ve DNA’y1 oksitleyerek biyolojik sistemlerde agir hiicre
zedelenmelerine neden olmaktadirlar (94,95). Biyolojik sistemlerdeki en énemli serbest
radikaller, oksijenden olusan serbest radikallerdir. Serbest oksijen metabolizmasindaki
anahtar maddeler sunlardir.
1. Superoksit anyonu (O7)
2. Hidrojen peroksit (H205)
3. Hidroksil radikali (OH")
4. Oksijenin kendisi (Oy)

5. Gegis metallerinin iyonlari (Cu* Fe**, Mn*? vb. )

2.6.1. Reaktif Oksijen Turleri
2.6.1.1. Suiperoksid Radikali (O7) :
Dogal oksijen molekiiliiniin bir elektron almasi ile olusmaktadir. En blylk
kaynag1 elektron transport zinciridir (96).
O, + e — O,
Suiperoksid radikali bir serbest radikal olmakla birlikte hidrojen peroksit kaynagi

olmas1 ve gegis metallerini indirgemesi bakimindan da 6nemlidir.

26



2.6.1.2. Hidrojen Peroksit (H,0,) :

Molekiiler oksijenin iki elektron veya siiperoksidin bir elektron almasi sonucu
olusan hidrojen peroksit, en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil
radikaline kolayca yikilmaktadir.

O, + e+ 2H" — H,0,
0, + 26~ + 2H" — H,0,
HO, + O~ > 0OH.+ OH-+ 0O,

Hidrojen peroksit genellikle biyolojik sistemlerde stiperoksidin dismutasyonuyla

spontan olarak veya StuperoksitDismutaz(SOD) katalizorliigiinde olusmaktadir.
20, + 2H" — H,0, + O,
Hidrojen peroksit siiperokside benzer, reaksiyondaki ortama bagli olarak hem

oksidan hem de reduktan gibi davranabilmektedir.

2.6.1.3. Hidroksil Radikali (OH"):

Suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucu veya
hidrojen peroksitin geg¢is metalleri varliginda indirgenmesi ile (Fenton Reaksiyonu )
olugsmaktadir. Yarilanma 6mrii ¢ok kisa olup son derece reaktiftir.

Fe," "+ H,0, — OH + OH + Fe*'

2.6.1.4. Singlet Oksijen

Ortaklanmamig elektron olmadigindan radikal olmayan reaktif oksijen
molekiiliidiir. Serbest radikal reaksiyonu sonucu gelisebilecegi gibi serbest radikal
reaksiyonunun baslamasina da yol acabilmektedir. Oksijenin elektronlarindan birinin

enerji alarak kendi spininin ters yoniinde dénmesi sonucu olugmaktadir.

2.6.2. Hucredeki Serbest Radikal Kaynaklar:
2.6.2.1. Endojen Kaynaklar
1. Mitokondrial elektron transportu
2. Endoplazmik retikulum ve nikleer membran elektron transport sistemleri (sitokrom
p-450, sitokrom b5)
3. Peroksizomlar: Oksidazlar, flavoproteinler
4. Aktive fagositler ve makrofajlar
5. Otooksidasyon reaksiyonlari: Fe™*, adrenalin

6. Plazma membrani: Lipoksigenaz, prostoglandin sentetaz, fagositlerde NADPH
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oksidaz, lipid peroksidasyonu

7. Yaslanma

2.6.2.2. Ekzojen Kaynaklar:
1. Asirt oksijen konsantrasyonu (Hiperoksi)
2. Aligkanlik yapan maddeler: Alkol, uyusturucu, sigara
3. Cevresel etkiler: Radyasyon, hava kirliligi
4. Stres: Katekolaminlerin oksidasyonu ise serbest radikal kaynagidir.

5. Antineoplastik ilaclar: Bleomisin, Doxorubicine, Adriamicine

2.6.3. Reaktif Oksijen Turevlerinin Rolu:

Giliniimiizde serbest oksijen radikalleri terimi yerine, daha kapsamli olan ve hem

stperoksit, hidroksil gibi oksijen igeren radikallere hem de aslinda radikal olmayan
ancak reaksiyonlar1 ile oksijen igeren radikallerin olusumuna neden olabilen peroksit,
singlet oksijen, hipoklorik asit gibi molekdlleri icine alan reaktif oksijen trtnleri (ROS)
terimi daha yaygin olara kullanilmaktadir (97).
Yukarida da belirtidigi gibi iskemik dokularin reperfiizyonu toksik ROS olusumuna yol
acmaktadir. Bunlar stiperoksit anyonlar (O), hidroksil radikalleri(OH"), hipoklorik asit
(HOCI), hidrojen peroksit (H20,) ve nitrik oksitten derive peroksinitrittir (98) . Oksijen
kokenli serbest radikaller aracigi ile olusan hiicre hasarinda baslangi¢ olay ksantin
oksidaz kokenli stiperoksit anyonlarmin iiretilmesidir (99) . Iskemi sirasinda selliiler
ATP hipoksantin olusturmak tizere degrade edilmektedir. Normal kosullarda
hipoksantin, ksantin dehidrogenaz yardimiyla ksantine oksidize edilmekte, bununla
birlikte iskemi sirasinda ksantin dehidrogenaz ksantin oksidaza dontstiirilmektedir.
Substrat olarak nikotinamid adenin dinukleotid kullanan ksantin dehidrogenazin tersine
ksantin oksidaz oksijeni kullanmakta ve bundan dolay1 iskemi sirasinda hipoksantinin
ksantine doniisiimiinii katalize edememekte ve bu da hipoksantinin dokuda asirt
seviyelere ¢cikmasina yol agmaktadir. Reperflizyonla oksijen tekrar sunuldugunda fazla
miktardaki hipoksantinin ksantin oksidaz ile reaksiyona girmesi toksik ROS olusumu ile
sonuglanmaktadir (98) (Sekil 2.5.2).

Seliiler ve subseliiler membranlarin lipid peroksidasyonu da oksijen kokenli
serbest radikallerin artirdigi hiicre hasarinda énemli bir mekanizmadir (100). Hcre
membranlar1 igerisinde poliansatiire yag asitlerinin lipid peroksidasyonu, hiicresel

bitinluk ve fonksiyon kaybi ile sonuglanabilmektedir. Bu durum tek basina hidroksil
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radikalleri ile baslatilabilecegi gibi, uygun bir selatér varliginda O, ile de
baslatilabilmektedir. Lipid peroksidasyonu, bitisik yag asiti molekullerinde otokatalitik
bir zincir reaksiyonu suretiyle lipid peroksil radikallerinin olusumuna neden
olabilmektedir. OH" radikalleri ilave olarak proteinler ve DNA’nin direk oksidasyonuna
neden olabilmektedir. Bu asamada enzim inaktivasyonu ve DNA ipliklerinin kirilmasi
s0z konusudur (100). Bu gibi DNA hasar1 hem hiicre 6liimii hem de htcrelerin malign
degisiminde rol almaktadir. Serbest radikaller ayrica siilfidril aracili protein capraz
baglar1 olusturarak parcalanmanin artmasina veya enzimatik aktivitenin kaybolmasina

neden olmaktadir.

2.7. ANTIOKSIDANLAR

Aerobik canlilarda serbest oksijen radikalleri, normal metabolik olaylar
esnasinda olugmaktadir. Serbest radikaller, asir1 miktarlarda iiretildikleri zaman serbest
radikallere bagli hasarlar ortaya g¢ikmaktadir. Serbest radikallerin zararli etkilerini
engellemek iizere organizmada antioksidan savunma sistemleri veya kisaca

antioksidanlar olarak adlandirilan ¢esitli savunma mekanizmalar1 geligmistir.

2.7.1. Dogal (Endojen) Antioksidanlar
2.7.1.1. Enzimler
2.7.1.1.a Mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi:
Solumun zincirinin son enzimi sitokrom oksidaz asagidaki reaksiyonla
stiperoksidi detoksifiye etmektedir.
40, + 4H" + 4e- — 2H,0
Bu reaksiyon normalde sirekli devam etmekte, boylece yakit maddelerinin
oksidasyonu tamamlanir ve bol enerji iiretimi saglanmaktadir. Ancak stiperoksid Gretimi
¢ogu zaman bu enzimin kapasitesini agmakta bu durumda diger antioksidanlar devreye

girmektedir.

2.7.1.1.b Stiperoksid dismutaz (SOD):
Suiperoksid dismutaz, stperoksidin hidrojen peroksit ve molekiler oksijene
dontistimiinii katalizleyen enzim olup ti¢ formu bulunmaktadir.
20, + 2H" — H,0,+ O,

1. Cu-Zn SOD: Cu ve Zn iceren dimerik tip sitozolde bulunur, siyanidle inhibe olur.
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2. Mn-SOD: Mn iceren tetramerik tip mitokondride bulunur, siyanidle inhibe olmaz.
3. Ekstraselltler Cuzn SOD (101,102).

Enzimin fizyolojik fonksiyonu; oksijeni metabolize eden hicreleri stiperoksid
serbest radikallerinin zararli etkilerine kars1 korumaktir. SOD aktivitesi, yiiksek oksijen
kullanimi olan dokularda 6zellikle eritrositlerde fazladir. Normal metabolizma sirasinda
stiperoksid iiretimi fazla olmasma ragmen SOD sayesinde intraselliiler superoksid

diizeyi diislik tutulmaktadir.

2.7.1.1.c Glutatyon Peroksidaz( GSH-PXx) :
Glutatyon peroksidaz hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir.
H,0; + 2GSH —*", GSSG + 2H,0
GSH-Px; tetramerik, dort selenyum atomu igeren sitozolik bir enzimdir.
Membran fosfolipid hidroperoksitlerini alkollere indirgemektedir.
H,0; + 2GSH —PEeSHPX , GSSG + 2H,0
ROOH + 2GSH —PSSHPX_, GSSG + ROH + H,0
PLOOH +2GSH —"-%*"_, GSSG + PLOH + H,0
Membrana bagli en 6nemli antioksidan olan vitamin E yetmezliginde PLGSH-
Px membrani peroksidasyona karsi korumaktadir. Hidroperoksitlerin rediikte olmasiyla
meydana gelen GSSG, glutatyon rediiktazin katalizledigi reaksiyonla tekrar GSH’ ye
doniismektedir (103).
GSSG + NADPH + H" — GSH + NADP’
GSH-Px solunum patlamasi sirasinda serbest radikal peroksidasyonu sonucu
fagositik hticrelerin zarar gormesini engellemektedir. Eritrositlerde de GSH-Px oksidan
strese karsi antioksidandir. GSH-Px aktivitesinde azalma hidrojen peroksitin artmasina

ve siddetli hiicre hasarina yol agmaktadir (103).

2.7.1.1.d Katalaz (CAT):

Dort tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir. Goérevi hidrojen peroksiti
oksijen ve suya pargalamaktir. Eritrositler yiiksek oranda katalaz icermekte olup,
katalaz aktivitesinin %98’den fazlasini saglamaktadir.

2H,0, — 2H,0 + O,
Peroksidaz aktivitesi yaninda bir hidrojen peroksiti elektron verici bir substrat

olarak, digerini de oksidan ve elektron alicisi olarak kullanabilmektedir.
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2.7.1.1.e Glutatyon-S-transferaz ( GST) :

Ozellikle arasidonik asit ve linoleat hidroperoksitleri olmak (izere lipid
peroksitlerine karst GST’lar selenyum bagimsiz GSH-Px aktivitesi godstererek bir
savunma mekanizmasi olusturmaktadirlar. GST’lar antioksidan fonksiyonlar1 yaninda
karacigerde sitokrom p-450 enzim sistemi ile detoksifikasyona katkida bulunmaktadir.
Ayrica hiicre i¢i baglayici ve tastyicisi, prostoglandin izomeraz etkisi, LTC,4( Lokotrien

C4 ) sentezi ve genotoksik ajanlarin detoksifikasyonu gibi rolleri bulunmaktadir (104).

2.7.1.1.f Hidroperoksidaz

Mito kondri

Oksidaz E %
Sitolik enzimler

NADPH Peroksizom B

Oksidaz Oksidaz &

Solunum enzimleri

*/_—'_'_'_\_\_‘_\_\_
Fenton

o; *
2 —» HO, ——» OH + OH—*H,0O

Siiperoksit

dis mutaz

255H
K atalaz Glutatyon Glutatyon

peroksidaz rediiktaz

H, O H,O Lb Gss(}/‘

Lipit peroksidasyonu
Protein hasan
DNA hasan

Sekil 2.7.1. Iskemideki serbest radikal mekanizmasi (75).

2.7.1.2 Enzim Olmayanlar
2.7.1.2.1. Lipid fazda bulunanlar : a-tokoferol ve p-karoten
2.7.1.2.2. Siv1 fazda (hiicre sitozoliinde veya kan plazmasinda bulunanlar):
Askorbik asit, melatonin, urat, sistein, seruloplazmin, transferin, laktoferrin, myoglobin,
hemoglobin, ferritin, metiyonin, alblmin, bilirubin, glutatyon.
2.7.2. Diger Antioksidanlar
Karotenoidler, Melatonin, Glutatyon, Urat, Sistein, Selenyum, Albiimin,
Sertloplazmin
2.7.3 Ekzojen Antioksidanlar
[laglar:
-Ksantin Oksidaz Inhibitorleri:
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-Soya fasulyesi inhibitorleri:

-NADPH Oksidaz inhibitorleri:

-Rekombinant Stperoksid dismutaz

-Trolox-C: E vitamini analogudur.

-Endojen antioksidan aktiviteyi arttiran maddeler: GSH-Px aktivitesini artiranlar
(Selenyum ve asetilsistein)

-Diger nonenzimatik serbest radikal toplayicilari: Mannitol, albiimin

-Demir redoks dongusu inhibitorleri: Desferroksamin, seruloplazmin

-Demir selatorleri

-Notrofil adhezyon inhibitorleri

2.8. BIR ANTIOKSIDAN OLAN SELENYUM

2.8.1 Selenyum

Selenyum, insan ve hayvanlarin normal gelisimini surddrebilmeleri icin gerekli
olan, toprak, bitkiler ve suda farkli bilesimlerin yapisina giren esansiyel iz
elementlerden biridir (108). Vicudun en 6nemli antioksidan enzimi olan glutatyon
peroksidazin (GSH-Px) bir komponentidir. Selenyum (Se) biyolojik bir siklusla
topraktan bitkilere, hayvanlara, insanlara ge¢cmektedir. Organizmada eser miktarda
bulundugu i¢in disardan alinmasi1 gerekmektedir (108). Asil kaynagi toprak oldugu igin
besin ve yemlerdeki selenyum diizeyi topraktaki miktarlariyla dogru orantili olarak
degismektedir (109). Sayet topraktaki selenyum miktar1 yeterli diizeyde ise bu toprakta
yetisen bitkilerle beslenen hayvan ve insanlarda selenyum duzeyi yeterli olurken,
toprakta selenyum yetersizligi olan bdlgelerde ise, yetersizlik belirtileri ortaya
¢ikmaktadir.

Selenyum, bitkilerde selenometionin, Se-metil-selenometionin, selenosistin ve
selenosistein (109, 110), hayvan dokularinda ise genellikle selenometiyonin ve
selenosistein olarak bulunmaktadir (111). Bobrek, karaciger, iskelet kaslari, et, deniz
tirtinleri ve tim tahillar genel olarak iyi bilinen selenyum (>0,2 ppm Se) kaynaklaridir.

Meyve ve sebzeler selenyum agisindan zayif (0,01 ppm Se) kaynaklardir (108, 111).

2.8.2 Selenyumun Emilim, Dagilim ve Atilimi
Selenyum ince bagirsaklarda duodenum-ileum ve ileum-sekum arasindaki
bolgelerden emilmektedir. Ruminantlarda abomasum ve rumenden de emilmektedir

(112). Emilen selenyum plazma proteinlerine baglanarak tasinmakta ve ulastig
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dokularin yapisina girmektedir. Plazma proteinlerine baglanarak kemik, saglar1 igine
alan tiim viicut dokularina 6zellikle de bobrek, karaciger, kalp, pankreas dokularina
ayrica siit proteinlerine, eritrosit ve lokositlere taginmaktadir (108, 113). Selenyum
ruminantlarda digkiyla, tek mideli hayvanlarda ise idrarla atilmaktadir. Viicuttaki atilim
oranlar1 besinlerdeki selenyum miktari, hayvan tiirii ve verilis yoluna goére degisiklik
gostermektedir (114). Selenyum agiz yoluyla alindiginda digki ile enjeksiyon seklinde
verildiginde idrar ile, toksik dozlarda alindiginda ise fazla miktarlar1 solunum yoluyla
atilmaktadir (115).

2.8.3 Selenyumun Fizyolojik Fonksiyonlari

Selenyum, vicudun en 0Onemli antioksidan enzimi olan GSH-PX’in bir
komponenti olmasi nedeniyle, lipitlerin oksidasyonu sonucunda olusan peroksitlerin
yikimlanmasinda 6nemli rol oynamaktadir. BOylece, hiicre zarlarmin biitiinliginin
saglanmasi ve korunmasinda etkin fizyolojik bir gorev Gstlenmektedir (116, 117, 118).
Bir selenoprotein olan GSH-Px en fazla karaciger ve eritrositlerde, daha az duzeyde ise
kalp, mide, adrenal bezler, akciger, bobrek, adipoz doku, beyin, lens, iskelet kasi ve
testislerde aktivite gostermektedir (118, 119). Eritrosit hemolizini ve serbest radikaller
tarafindan oksidasyonunu Onlemektedir (121, 121). Selenyum immunolojik olarak
nonspesifik hlimoral ve hiicresel bagisiklikta da etkili olmaktadir (1119, 122, 123).

Selenyumun fizyolojik gorevlerinden biri de, E vitamini tasiyicisi olmasidir. E
vitaminin bozulmasinin énlenmesinde, emiliminde rolii oldugu ve buna bagl olarak da
selenyumun biyolojik etkinligini arttirmasinda etkili olabilecegi belirtilmektedir (108).
Genel olarak seleno-enzimlerin oksijen metabolizmasi, detoksifikasyon olaylari, kanser
hlcrelerindeki apoptozisin indiklenmesi ve hicre boélinmesinin kontroliinde goérev
aldiklar1 bilinmektedir (124). Selenyum ile kanser arasindaki iliskiler arastirildiginda,
insanlarda fizyolojik duzeylerdeki selenyumun kanserojen olmadigi, hatta
antikanserojen etki gosterdigi, kanserli hastalar1 6lim orani ile kan selenyum diizeyleri

arasinda negatif 6nemli bir iliski bulundugu belirtilmistir (108).

2.8.4 Selenyum Yetersizligi ve Fazlahg:

Selenyumun fizyolojik dozlar1 immunolojik cevabi arttirdigi, yetersizligi
durumda ise immun yetmezliklere neden oldugu ifade edilmektedir. Selenyum
yetersizligi durumunda mikrobiyal ve viral enfeksiyonlara karsi direncin, antikor

tiretiminin, fagositik hiicre fonksiyonlarmin ve mitojenlere karst B ve T lenfositlerin
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proliferasyonlarmin azaldigi belirtilmektedir (123). Selenyum yetersizligi olan
hayvanlarda olusturulan deneysel enfeksiyonlarda, bu hayvanlarin enfeksiyonlara karsi
direncsiz olduklari, hayvanlara selenyum verilmesi halinde ise enfeksiyonlara karsi
daha direncli hale geldikleri kaydedilmistir (125). Selenyum yetersizligine bagli olarak
evcil hayvan ve insanlarin ¢cogu dokusunda dejeneratif bozukluklar, treme ve biylimede
aksakliklar ve kardiovaskiiler hastaliklara karsi hassasiyet artisi gozlenebilmektedir
(125). Siganlarda karaciger nekrozu, testislerde dejenerasyon, gelismede yavaslama,
bobreklerde tubller dejenerasyonlar sekillenmektedir. Dokularda en uygun GSH-Px
etkinliginin olusabilmesi i¢in alinan besinlerdeki selenyum diizeyinin 0.10-0.20 pg/g
degerleri arasinda olmasi gerektigi aciklanmaktadir. Ratlarda selenyumun toksik dozu,
oral 4.8-6.0 mg/kg, intravendz 5.7 mg/kg, intraperitoneal 3.-3.5 mg/kg olarak
belirtilmistir (118).

Insanlarda selenyum zehirlenmesinde; nefesin sarimsak kokusu vermesi,
istahsizlik, durgunluk, bulanti gibi belirtiler goriilmektedir. Selenyumun toksik
dozlarimin alinmasiyla hayvanlarda kronik seyirli veya akut oldiriicii etkiler
goriilmektedir. Akut selenyum zehirlenmesinde korliik, karin agrisi, salivasyon, dis
gicirtist ve degisik derecelerde felcler meydana gelmekte ve hayvan solunum solunum
yetmezliginden 6lmektedir (108, 111).

2.9. APOPTOZIS

Hiicre dliimiiniin, farklt morfolojik 6zellikli iki tipi vardir; birincisi nekroz digeri
ise apoptozistir. Apoptozis, patolojik ya da ¢evreden gelen fizyolojik uyaranlara karsi
hlcresel bir cevap olarak ortaya ¢ikmaktadir. Embriyonik gelisim siirecinde hiicrelerin
lokal olarak ortadan kaldirilmasindan sorumlu oldugu ve normal hiicre dongiisiinde
fizyolojik bir olay oldugu bilinmektedir. Apoptozis dokuda tek tek hiicrelerin
azalmastyla gozlenen bir hiicre 6liimiidiir. Bu deyim Yunanca APO (ayr1) ve PZOTIS
(diismek) kelimelerinden olusmustur. “Sonbaharda agag yapraklarimin tek tek diismesi
ve agaci terk etmesi “ anlamindadir (127). Apoptozis uzun yillardan beri bilinmesine
ragmen, nekrozdan farkli 6zgiin ve 6nemli bir hiicre 6liim sekli olarak degerlendirilmesi
son yillara dayanmaktadir. Ozellikle 1990’dan sonra apoptozisi pozitif veya negatif
yonde diizenleyen proteinlerin belirlenmesindeki hizli gelismeler apoptozisi molekiiler

biyolojinin popiiler konularindan biri haline getirmistir (127). Sekil 2.9.1.
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Apoptozis viicutta asagidaki olaylarda goriilmektedir:
. Embriyogenez ve metamorfoz (implantasyon ve organogenez)
. Bagirsak kripta hiicreleri gibi siirekli ¢ogalan hiicre gruplarinda hiicrelerin azaltilmasi
. Immiin hiicrelerin se¢imi
. Tiimor hiicrelerinin regresyon agamasindaki 6liimii
. Hormon bagiml1 dokularda hormonun kesilmesinden sonra olusan atrofi
. Viral hepatit gibi baz1 viral hastaliklarda hiicre hasar1 olusmasi
. T hiicresi ile olusan sitotoksik hiicre 6liimii

. Yaslanma sirasinda
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. Radyasyon ve antikanser ilaglarin sitotoksik etkisinin ger¢eklesmesi (128, 129).
Yasayan organizmada iki temel hiicre Olimii vardir: Apoptozis ve nekrozis.
Apoptozis’te ¢ok odakli, tek tek hiicre 6limii olmaktadir. Bu, programlanmis hiicre
Olimidir ve geriye dontisimii olmamaktadir. Fizyolojik ya da patolojik uyaranlar ile
diizenlenmektedir. Olustugu bolgede diger hiicresel yapilara zarar vermemekte,
herhangi bir inflamasyona neden olmamaktadir. Apoptozis’te cekirdek kromatini
yogunlagmis, hiicre biiziilerek kiigiilmiis, ¢ekirdek ici DNA kirtlmistir. Sitoplazmadaki
organellerin biitiinliigli korunurken, bunlarin bir araya gelerek yogunlastiklar
g6zlenmektedir. Mitokondrilerin yapist saglamdir. Buzilen hiicre parcalanmakta,
apoptotik cisimler a¢iga ¢ikmaktadir. Apoptotik cisimler membranlarla korunmus DNA

pargalarini igermektedir. Bu cisimler makrofajlarca ya da komsu epitel hiicrelerince
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yutulmaktadir (Sekil 2.9.2.) (131).

NEKROZIS APOPTOZiS

)

Sekil 2.9.2 : Apoptozis-Nekrozis (www.critpath.org/aric/library/art006.htm)

Canli dokuda nekroz, patolojik hiicre Oliimiidiir ve hiicre yaralanmalarinda
ortaya ¢ikmaktadir. Nekroza genel drnek olarak dokularin anoksik kalmasi ve CCI2 ile
oliimleridir. Tlerleyen yapisal ve metabolik degisiklikler goriilmekte, sonugta hiicrelerin
membran biitiinliigli bozulmakta ve hiicre parcalanmaktadir. Koagulasyon nekrozu,
yapisal ve enzimatik proteinlerin koagiilasyonu ile karakterlidir. Hiicresel proteinlerin
denatiirasyonuna (iskemi, hipoksi, anoksi, travma, kimyasal etkenler) bagh
gelismektedir. Kollikuasyon nekrozu ise protein denatiirasyonundan once hidrolitik
enzimlerin etkisi ile dokuda erimenin oldugu nekrozdur. Nekroz geriye doniisii olmayan
bir olaydir. Nekrozda enerji ve madde metabolizmasinda diizensizlik bulunmaktadir.
Metabolik degisikliklere yapisal degisiklikler eslik etmektedir. Nekrozun ortaya ¢iktigi
bélgede inflamatuar olaylar bulunmaktadir (131).

2.9.1. Apoptozisin 6zellikleri

Oliimciil bir uyaridan sonra apotozisin baslama siiresi, hiicre tiplerine gore
degisiklik gostermektedir. Bununla birlikte butin hiicre tiplerinde, apoptozise ait
morfolojik degisiklikler benzer olup olduk¢a hizlidir (2-4 saat). Cekirdek, sitoplazma ve
hiicre yiizeyinde meydana gelen degisiklikler birbiri ile uyumlu goérinmektedir. Bu
degisiklikler iic asamada gerceklesmektedir. Birinci asamada, g¢ekirdek ve hiicre
yogunlagmasi, ikinci asamada, hiicre tomurcuklanmasmi takiben “apoptotik

cisimciklerin” olusumu ve son safha ise bu cisimciklerin fagositozudur (131). Apoptotik
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hiicrelerde meydana gelen karakteristik morfolojik degisiklikler en iyi elektron
mikroskobunda (EM) belirlenebilmektedir. Apoptoziste EM incelemede yapisal
degisiklikler iki evrede incelenmektedir. Apoptotik cisimlerin olusmasi ve bunlarin
makrofajlar ya da diger komsu hiicreler tarafindan fagosite edilmesidir. Baslangigta
apoptozise gidecek olan hucreler komsu hiicrelerden ayrilmakta, ylizey organelleri
kaybolmaktadir. DNA, endoniikleaz enzimlerinin aktive olmasiyla 180-200 baz cifti
uzunlugunda, interniikleozomal baglanti noktalarindan kirilmaya bagslamaktadir.
DNA’nin bu kirilmasi agar jel elektroforezinde tipik merdiven gortinimi vermektedir.
Pargalanmaya bagli olarak ¢ekirdek kromatini dagilmakta ve bu cekirdek kromatini,
cekirdek zarindaki porlar1 kapatacak sekilde yerlesim gostermektedir. Cekirdek zari
parcalanmakta, sitoplazmik proteinlerin yogunlasmasi ve hacmin azalmasina bagli
olarak hiicrede biiziilme ortaya ¢ikmaktadir. Hiicre zarinda ¢ikintilar ve kivrimlar
olusmaktadir. Buna karsilik mitokondrilerin yapisinda Onemli bir degisiklik
gorilmemektedir. Endoplazmik Retikulum (ER) genislemekte ve hiicre zari ile
birleserek yiizeyde kraterler olusturmaktadir. ikinci evrede hiicre zarinda biiziismenin
artmast ve bunu takiben hiicre parcalanmasi gorulmektedir. Par¢alanmis, zarla ¢evrili
yuvarlak konumdaki bu yapilara “apoptotik cisim” denilmektedir (131).

Apoptotik cisimlerin bir kismi yogun olarak hiicre organellerini igerirken, bir kisminda
¢ekirdek kalintilar1 yer almaktadir. Apoptotik cisimler genellikle hicreler arasi
alanlarda gozlenmektedirler. Apoptotik cisimler hizlica makrofajlar tarafindan fagosite
edilmektedirler. Fagosite edilmeyen apoptotik cisimler daha sonra sismekte ve dejenere
olmaktadirlar. Bu olay nekroz ile aymidir. “Sekonder nekroz olarak olarak
isimlendirilmektedir. Apoptozis sirasinda hiicre i¢i makromolekiiller disari
¢ikmadigindan herhangi bir inflamatuar cevaba neden olmamakta ve komsu hiicrelerde
zarar olusturmamaktadir (132).

Apoptozis olan hiicrelerde bir gen ya da genlerin aktivasyonu s6z konusudur. Apoptotik
olaylar1 yoneten genlerdeki mutasyon bir takim hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir (133). Apoptozisin baslamasi i¢in ¢ekirdek onkoproteinlerinin uyarilmasi
gerekmektedir. Onkoproteinlerden c-fos ve c-jun ekspresyonuna bagl olarak lenfoid
hiicrelerde apoptozis agiga ¢ikmaktadir. Normal hiicre 6liimiinde gorev yapan iki gen;
Ced-3 (interleukin -1p converting enzim) ve Ced-4’iin apoptoziste ¢ok 6nemli islevleri
oldugu bilinmektedir. Apoptoziste bu genlerin birbirlerinden bagimsiz hareket ettigi
gozlenmistir (sgmhs.ac.uk/depts/immunology/rudsh/ apoptosis/intro.html).

Tiimdr baskilayic1 bir diger gen 17. kromozomun kisa kolunda yer alan p53 genidir.
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Kanserli hastalarin %80’inde mutasyona ugradigi bilinmektedir. Normal islev goéren

p53 geni hiicrede apoptozisin agiga ¢ikmasini kolaylastirmaktadir. (131).

2.9.2. Apoptozis morfolojisi

Asagidaki yapisal degisiklikler apoptozise ugrayan hiicreler i¢in karakteristiktir:
1. Hiicre biiziismesi: Apoptotik hiicre digerlerinden daha kiigiik, sitoplazma yogun,
organeller normal olmalarina ragmen daha sikisik bulunmaktadir.

2. Kromatin yogunlasmasi: Apoptoziste en karakteristik olaydir. Cekirdek zarinin
altinda kromatin yogunlasarak, cepere degisik sekil ve biiyiikliikte yapilar halinde
yapismaktadir. Cekirdegin kendisi parcalanarak iki veya daha ¢ok bolime
ayrilabilmektedir.

3. Sitoplazmik balonlasmanin ve apoptotik cisimciklerin olusumu: Apoptotik hiicre
ilk olarak ylzeyde ileri derecede balonlasma yapmakta ve ardindan sitoplazma, yogun
organel, ¢ekirdek pargasi iceren veya icermeyen, apoptotik cisimcikler olarak
adlandirilan pargalara ayrilmaktadirlar. (77).

4. Apoptotik htcreler ve cisimciklerin fagositozu: Cevredeki parankim hiicreleri veya
makrofajlar tarafindan meydana gelmektedir. Apoptotik cisimcikler hizla lizozom
igerisinde pargalanmaktadir. Cevredeki hiicreler ortadan kaybolan apoptotik hiicrenin
yerini almak tizere yer degistirmekte ve ¢ogalmaktadir (77).

5. Plazma membran1 apoptozis sirasinda son evrede gecirgen hale gelinceye kadar
saglam kalmaktadir (77).

Bu yapisal degisiklikler embriyogenez ve immiin hiicrelerin yok olmasi

sirasindaki apoptozis olay1r goz Oniine alinarak tanimlanmistir (134, 136). Uyaranin
derecesi hicre oliminun hangi tipte gerceklesecegini belirlemektedir. Nekrotik etki
baskinsa, erken donemde plazma membranmi hasari ile sitoplazmada biiziisme yerine
sisme gorulmektedir (77).
Hematoksilen eozin ile boyanan dokularda yapilan histolojik incelemede apoptozisin
tek hucreyi veya hicreler toplulugunu tuttugu goriilmektedir. Apoptotik hcre
eozinofilik sitoplazma ve yogun ¢ekirdek kromatini pargalari i¢eren yuvarlak veya oval
kitleler halindedir (135).

Hiicre biiziismesi ve apoptotik cisimciklerin olusumu ¢abuk gelistigi, parcalar
hizla fagosite edildigi, bolindigi ve limene atildigi igin, histolojik kesitlerde
gorilmeyen oranda apoptozis meydana gelmektedir. Ek olarak apoptozis, nekrozdan

farkli olarak inflamasyona yol agmamakta, bu nedenle tespit edilmesi giiclesmektedir.
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2.9.3. Apoptozis mekanizmasi

Apoptozis hicre  olumuni  tetikleyen pek cok sinyal tarafindan
baslatilabilmektedir. Ornegin; biiyiime faktdrii ve hormon yoklugu, pozitif ligand-
reseptor etkilesimi, spesifik hasara yol agan ajanlar bunlarin igindedir (131). Hicre
biiylimesi ile apoptozis arasinda koordinasyonlu, fakat siklikla ters bir iliski mevcuttur.
Apoptozis normal hiicre sayisinin yogunlugunu diizenlemede 6nemli rol oynamakta,
hiicre 6liimiiniin baskilanmasi kanser gelisimine yol agabilmektedir. Apoptozis belli
uyaranlar sonucu olusan, enerjiye bagimli molekiiler olaylar dongiisiiniin son noktasidir
ve dort asamadan olugmaktadir (131).
1. Apoptozisi baslatan sinyal yollar1
2. Kontrol ve integrasyon: Intraseliiler pozitif ve negatif diizenleyici molekiiller,
apptozisi inhibe ve stimule etmek yoluyla hiicrenin akibetini belirlemektedir.
3. Ortak infaz fazi: “caspase” ailesinden proteazlar tarafindan yonetilen O6lim
programini igerir (“caspase”: “c” sistein proteaz mekanizmasini, “aspase” aspartik asit

amino asitinden ayirma kabiliyetini belirtir).

4. Olii hiicrenin fagositoz yoluyla ortadan kaldirilmasi

2.9.5. Apoptoziste rol alan proteinler

2.9.5.1. p53

Bir timaor supresor geni olan p53, insan kanserlerinde en fazla mutasyon gorulen
gendir. p53 geni karsinojen, sitostatik ajan, radyasyon, ultraviyole 15181, hipoksi veya
onkogenler gibi ¢esitli uyaranlar ile indiklenebilmektedir. Bunun sonucu olarak,
transkripsiyon faktorii olan p53 proteini, hiicre siklusunun durdurulmasinda ve

apoptoziste rol oynayan birtakim genlerin ekspresyonunu arttirmaktadir (138).

2.9.5.2. Bcl-2

Apoptozis dongiisii islevini iki esas mekanizma ile gdérmektedir. Birincisi
“caspase” yolu, ikincisi ise mitokondrium disfonksiyonu ile tanimlanan organel
disfonksiyonu yoludur. Bcl-2 ailesi ve iiyeleri, mitokondri diizeyinde islev goren ve

apoptoziste ¢cok dnemli rol oynayan molekdillerdendir(Sekil 10.5.2) (139).

39



Bax ve Bakin
membrana g;ln::/{:;

E1BE 19K Nitralize edilmis
Sitokrom ¢ serbest bralahr S;lf / Bax veya Bak
=)

Altif Bax Ture:_fra‘i3—::|/.l_c—’—B

konformasyonu
Bax
Eak
Kesik Bid i
DT LS._ Moxa Caspase-8 |:| S
hasar1 PUMA Granzyme B
Eim
Hiicre iskeleti Bad
salama

Sekil 2.9.5.2. Bcl’nin apoptoziteki

2.9.5.3. Kaspazlarin ve Apoptoz

Bir diizineden fazla proteazi igeren, aktif bolgelerinde sistein (Cys) igerdigi ve
substrati olan proteinleri aspartik asitten (Asp) sonra kestigi i¢in kaspazlar olarak
bilinen aile, apoptozda 6nemli rol oynamaktadir. Kaspazlar programli hiicre 6liimiiniin
en son efektorleridir. Kaspazlarin ana hedefleri arasinda bir DNAaz inhibitorl yer
almakta ve aktive edildigi zaman DNA’nin pargalanmasindan sorumlu olmaktadir. EkK
olarak nukleer laminleri keserek, cekirdegin pargalanmasina yol agmakta ve hicre
iskeleti proteinlerini  keserek hiicre iskeletinin bozulmasina, hiicre zarinin
tomurcuklanmasina ve hiicre parcalanmasina neden olmaktadir (139).

Kaspazlar, inaktif onclller olarak sentezlenmekte ve genellikle diger kaspazlar
tarafindan katalizlenen proteolitik kesim ile aktif sekle doniismektedir. Baslatici
kaspazin aktivasyonu boylece asagi yondeki diger prokaspaz aktivasyonunu ve hiicre
Olimiinti saglayan bir zincirleme reaksiyonu baslatmaktadir. Bu nedenle kaspazlarin
diizenlenmesi hiicre sag kalimmin belirlenmesi i¢in yasamsaldir. Apaf-1 kaspazlara
baglanmakta ve onlarin aktivasyonunu uyarmaktadir. Bcl-2 ailesi olarak adlandirilan bir
protein kodlanmakta. Bcl-2 ailesinin bazi iiyeleri, Bcl-2 de dahil, kaspaz aktivasyonu ve
programlanmis hiicre 6liim inhibitorleri olarak islev gormektedirler. Bcl-2 ailesinin
diger tiyeleri kaspaz aktivasyonunu uyarmakta ve programlanmis hiicre olimiini
baglatmaktadir. Kaspazlarda apoptoz protein inhibitorleri (IAP) denilen, apoptozu
baskilayan bir protein ailesi tarafindan diizenlenmektedir.(140).

Apoptozu Baslatanlar; C-2, C-8, C-9, C-10 iken
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Apoptozu Yurutenler; C-3, C-6, C-7 “dir.

Sitokin Aktivasyonu Yapanlar; C-1, interleukin-1 beta converting enzim
(ICE), C-4, C-14, C-5, C-11, C-12 “dir.

Baslatic1 kaspazlardan birisi olan kaspaz-9 aktive edilmektedir. Apaf-1 ile
kompleks olusturmakta ve bu kompleksin olusumu, apoptozu tetikleyen uyarilar ile
mitokndriden salinan sitokrom-c’ye ihtiya¢ duymaktadir. Hiicre sag kaliminin normal
kosullar altinda, sitokrom ¢ mitokondri zarlar1 arasinda boslukta yerlesmis iken apaf-1
ve kaspaz-9 sitozolde bulunmakta, bodylece kaspaz-9 inaktif kalmaktadir. Bax
proteinleri sitoplazmada bulunmaktadir. Apoptotik sinyalin alinmasindan sonra, Bax
proteinleri, mitokondri zarinin ‘permeabilite ge¢is poru 'na dogru yonelmekte ve buraya
baglanmaktadirlar. Ancak hiicre 6limiinii tetikleyen DNA hasari, biiylime faktorii
yoksunlugu gibi birgok uyari, mitokondride hasara yol agmakta ve sitokrom c ve AlF
(Apoptozis Inducing Factor), sitozolde salinmaktadir. AIF dogrudan kromatin
yogunlasmasinin ve niikleer fragmantasyonun meydana geldigi c¢ekirdege dogru
yonelirken, sitoplazmadaki sitokrom c apoptozun en son basamaginda gorev
almaktadir. Sitokrom c bir sitoplazma proteini olan Apaf-1’c baglanmasi kaspaz-9’u
aktive etmekte ve olusan bu kompleks ‘apoptozom’ olarak isimlendirilmektedir. Aktif
kaspaz-9 efektor kaspazlardan kaspaz-3’U aktive etmektedir. Aktif kaspaz-3, kaspazla
aktiflesen deoksiriboniikleaz inhibitérind (ICAD) inaktiflestirmekte, bdylece
ICAD’{iniin bagladig1 kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz (CAD) serbestlesmekte ve
bu da apoptozun karakteristik bulgularindan biri olan kromatin yogunlagsmasina ve
DNA fragmantasyonuna neden olmaktadir (140).

Bcl-2 ailesi tiyeleri programlanmis hiicre 6liimiiniin kontroliinde merkezi bir rol
oynamaktadir. Bcl-2 ailesi iiyeleri, mitokondri zarinda, mitokondrinin biitiinliigiinii ve
sitokrom ¢ salimminin diizenleyici rol oynamaktadirlar. Bcl-2 ailesinin apoptozu
baskilayan tiyeleri sitokrom c¢ salimmini engellemekte, buna karsi Bel-2 ‘nin hiicre
Olimiinii uyaran {yeleri, mitokondri hasarini, sitokrom c¢ salinimimi ve kaspaz
aktivasyonunu uyararak etki gostermektedirler. Mitokondri hasar1 yalnizca sitokrom
c‘nin degil, apoptozu uyaran diger molekillerin de salinimi ile sonuglanabilmektedir.
Bu molekuller second mitochondria-derived activator of caspases (Smac/Diablo)
denilen Apoptoz Protein Inhibitdrleri IAP ‘lerin etkisini engelleyerek, kaspaz

aktivitesini uyaran bir proteini icermektedir (Sekil 2.9.1).
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3. MATERYAL VE METOD

Calisma, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Etik Kurul’unun
29/01/2010 tarih, 2010-07 say1li onay1 alindiktan sonra yapilmistir. Calismada 50 adet,
200-250 gr. agirhiginda, geng eriskin, disi Wistar Albino sican (rat) kullanilmastir.
Deney hayvanlari, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’ndan
temin edilmistir. Deney hayvanlari ele alistirma (handling) siirecinden gegirilerek deney
yapan kisiye alismalar1 saglanmistir. Deney hayvanlari 12 saat karanlik ve 12 saat
aydilik ortamda, 21-22 ° C 1sida, devamli yem ve su verilerek (ad libitum)
bakilmiglardir. Stres yaratilmadan, sert ve ani hareketlerden kacginilarak ¢alisilmistir.
Girtltiden uzak, sessiz ortamda caligmalar yapilip, deneyin yapildigr alanin deney
hayvanlarinin bulundugu ortamdan uzak olmasi saglanmustir.

Deney 50 deney hayvani ile yiiriitiilmistiir (n: 10, her biri).

1. Kontrol (Sham grubu)
2. 3 saat torsiyon, 3 saat detorsiyon uygulanan grup
3. 3saat torsiyon, 3 saat detorsiyon uygulama 6ncesi(20 dk) Selenyum uygulanan grup
4. 24 saat torsiyon,24 saat detorsiyon uygulanan grup
5. 24 saat torsiyon,24 saat detorsiyon uygulama éncesi(20 dk)Selenyum uygulanan grup
Deney gruplari ratlara Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Laboratuari’nda uygulamalar yapilmistir. Segilen ratlarin ayni menstruel siklusta
olmalar1 g6z onlinde bulundurulmus ve bunun i¢in vajinal duvardan yapilan siirlintii
orneklerine gore ayn1 fazda (Ostroz) olmalar1 saglanmistir. Uygulamalarin sonunda her
gruptaki ratlara anestezi intraperitoneal ketamin 75 mg/kg (Ketalar® Flakon 50 mg/ml
Pfizer) ve intraperitoneal xylazin 10 mg/kg (Xylazin® 20mg/ml Flakon Kepro)
uygulanmustir. Ratlar dorsal rekiimbent pozisyonunda iken insizyon alan: tiraslanip,
povidon iyot (Batticon® solusyon %10, Adeka) uygulanarak cerrahi iglem yapilmistir
(Resim 3.1). 2 cm’lik ortahat insizyonla laparatomi yapilmis ve kontrol grubu hari¢ tum
ratlarin sag adneksleri 3 ve 24 saat siirelerince torsiyone edilmistir. Torsiyon-detorsiyon
prosediirii sag adneksin 360 derece saat yoniinde ¢evrilmesi ile uygulanmigtir (Resim
3.2). Torsiyon yapilan adneks 5/0 vicryl ile abdominal kasa fikse edilmis ve cilt de 3/0
vicryl ile siitiire edilmistir. Gruplarin stirelerine gore 3 ve 24 saat sonra ratlara tekrar

anestezi uygulanarak ayni insizyon hattindan laparatomi uygulanmustir.
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Resim 3.1 : Ratlarin cerrahi prosediir i¢in hazirligi.

3.1. Cerrahi Prosedur
Grup 1 (Sham Grubu): Sadece laparatomi uygulandi. Laparotomiden 3 saat sonra
ratlar feda edildi.
Grup 2 (3 saat Torsiyon/Detorsiyon 3T/D): ilk laparotomi ile rat overi torsiyone
edildi ve 3 saat slreyle torsiyonda kaldiktan sonra tekrar anestezi ile detorsiyon
uygulandi, 3 saat sreyle detorsiyonda kalan rat feda edildi.
Grup 3 (3 saat Torsiyon/Detorsiyon+Selenyum 3T/D+Se): 1k laparotomi ile rat overi
torsiyone edildi ve 3 saat sireyle torsiyonda kaldiktan sonra tekrar anestezi verilmeden
20 dakika oOnce intraperitoneal 0,2 mg/kg % 0,9 NaCl ile sulandirilan NaSelenat
(Sodium Selenate, Aldrich USA) uygulandi. Uygulama sonrasi detorsiyon uygulandi, 3
saat slreyle detorsiyonda kalan rat feda edildi.
Grup 4 (24 saat Torsiyon/Detorsiyon 24T/D): Ilk laparotomi ile rat overi torsiyone
edildi ve 24 saat slreyle torsiyonda kaldiktan sonra tekrar anestezi ile detorsiyon
uygulandi, 24 saat slireyle detorsiyonda kalan rat feda edildi.
Grup 5 (24 saat Torsiyon/Detorsiyon+Selenyum 24T/D+Se): ilk laparotomi ile rat
overi torsiyone edildi ve 24 saat slreyle torsiyonda kaldiktan sonra tekrar anestezi
verilmeden 20 dakika Once intraperitoneal 0,2 mg/kg % 0,9 NaCl ile sulandirilan
NaSelenat (Sodium Selenate, Aldrich USA) uygulandi. Uygulama sonrasi detorsiyon

uygulandi, 24 saat stireyle detorsiyonda kalan rat feda edildi.
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Resim 3.2 : Ratlarin adneksinin torsiyone edilisi.

Cerrahi prosedlr devam ederken grup 4 ve grup 5’teki ratlardan birer tanesi ilk
laparatomi sonrasi 6lmiislerdir. Grup 4 ve 5 ‘te dokuzar rat ¢alismaya dahil edilmistir.
Belirtilen saatlerde ovaryen torsiyon ve detorsiyon uygulanan ratlada ve kontrol
grubunda feda edilmeden hemen once intrakardiyak kan ornegi alinmig ve feda

edilmesini takiben overleri ¢ikarilmistir.

3.2. Biyokimyasal Analiz

Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dal
laboratuvarinda numunelerin hazirlanisi:

EDTA’ll 2 adet tiipe kan Ornekleri alinmigtir. Kan ornekleri 3000 rpm’de 5
dakika santrifiije tabi tutularak plazmalar1 ependorf tiiplere aktarildi. Bu plazmalardan
Anti Miillerian Hormon ve Malonildialdehit diizeyleri tayin edildi. EDTA’1 tiiplerde
kalan 6rneklerden SOD ve GSH-Px enzim diizeylerinin tayininden kullanilmak iizere
yikanmuis eritrosit slispansiyonu hazirlandi. Bu islemde eritrosit siispansiyonlarina serum
fizyolojik (% 0.9 NaCl) eklenerek eritrositlerin alt-iist edilerek yikanmasi ve sonra
santrifiij edilerek eklenen SF’in atilmasi uygulandi. SF ile yikama islemi 3 kez
tekrarlandi. En son elde edilen eritrosit paketi hemoliz edilerek 6l¢lim giinline kadar
plazmalarla birlikte -80 C’ de derin dondurucuda saklandi. Materyallerin ¢alisilmasinda
Malonildialdehid assay CELL BIOLABS (STA-332 USA), Superoksitdismutaz
Assay Enzo Life, 5X96 AMB (ADI-900-157 USA), Glutatyonperoksidaz Assay
Enzo Life, 5X96 AMB (ADI-900-158 USA), AntiMullerian Hormon Assay USCN
(E90228Ra, CHINA) kullanilmistir.
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Superoksitdismutaz Enzim 6l¢uimu

Deneyin prensibi: Ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile Uretilen stiperoksitin, nitro
blue tetrazoliumu (NBT) indirgemesi esasina dayanmaktadir (141, 142). Olusan
stiperoksit radikalleri (O2.) ortamdaki NBT’ yi indirgeyerek renkli formazon bilesigi
olusturmakta ve bu kompleks 560 nm dalga boyunda maksimum absorbans
vermektedir. Enzimin olmadigi ortamda bu indirgeme maksimum olup, mavi-mor renk
olusumu belirgin izlenmektedir. Ortamda SOD bulunmasi, siiperoksit radikalini dismute
edeceginden NBT’ nin indirgenmesi azalmakta ve renkli formazon olusumu enzim
miktar ve aktivitesine bagli olarak inhibe olmaktadir. Enzim bulunmayan (kor) deger ile
enzim bulunan numune absorbans degerleri hesaba katilmaktadir. Kullanilan kimyasal
maddeler: Ksantin, EDTA, nitroblue tetrazolium(NBT), Na2CO3, bovine serum
albumin, (BSA), CuCl2, ksantin oksidaz.
Kullanilan reaktifler:
1. Ol¢im Reaktifi: 0.3 mmol/L ksantin, 0.6mmol/L EDTA, 150umol/L NBT,
400mmol/L Na2CO3, 1gr/L bovine serum albumin koyu renk cam sisede
kopurtilmeden birlestirildi.
2. 0.8 mmol/L CuCI2
3. 400 U/L Ksantin oksidaz
Numuneler 560nm’ de spektroforometrede okundu. Elde edilen degerler hemoglobin

degerine boliinerek sonuglar U/gr hemoglobin olarak ifade edildi.

Glutatyon Peroksidaz (GSH-PX) enziminin aktivite tayini

Deneyin Prensibi: Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksit (H202) varliginda
redukte glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG) yikseltgenmesini
katalizlemektedir. Hidrojen peroksidin bulundugu ortamda GSH-Px’ in olusturdugu
GSSG, glutatyon redilktaz ve NADPH yardimi ile GSH’ a indirgenmektedir. GSH-Px
aktivitesi NADPH’in NADP+’ye yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans azalmasinin
okunmasi ile hesaplanmaktadir (143).
Kullanilan reaktifler:
1. GSH-Px Tamponu: PH 7, 50 mM Fosfat tamponu ve 5 mM EDTA icerir
2 150 mM redukte Glutatyon (GSH)
3 8 mM redikte NADPH
4. GSH-Rediktaz enzimi
5 2 mM Hidrojen peroksit
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Dalga boyu 340 nm’ ye ayarlanmis spektrofotometrede numunelerin absorbans
degerleri kaydedildi. Lineer aktivite azalisinin oldugu 2-3. dakikalardaki absorbans
degisikligi esas alinarak hesap yapildi. Elde edilen degerler hemoglobin degerine
bolunerek sonuglar U/gr Hb olarak verilmistir.

Anti-Mdallerian Hormon 6l¢tima

Anti-Mullerian Hormon tayini ELISA yontemi ile rat kanmna uygun iretilen
ticari kit kullanilarak oOlgiilmiistiir. (Uscn Life Science Inc., Cin, Katalog No:
E90228Ra). Kitin dl¢cim limitleri 0.78-50 ng/ml, sensitivitesi ise 0.27ng/ml olarak
bildirilmistir.

Malondialdehid (MDA) él¢ctimii

Deneyin prensibi: Plazma MDA dizeyleri Hammouda ve arkadaslarinin
gelistirdigi metod ile tayin edildi (144). Bu metotta, asidik ortamdaki tiobarbitirik asit
ile 95 °C'de reaksiyona giren malondialdehit pembe renkli bir kromojen
olusturmaktadir. Bu rengin siddeti ortamdaki MDA ile orantilidir. Kromojenin n-
butanol ekstrakti spektrofotometrede 532 nm dalga boyunda o6l¢iildii. Standart olarak
1,1,3,3-tetramethoxypropane kullanildi. MDA miktarlar1 hesaplanirken standart grafigi
egimi kullanilarak numune MDA miktarlar1 plazmada tayin edildi. Sonuglar nmol/ml
olarak verildi.
Kullanilan reaktifler: 1. TCA: % 10 W/V, 2. Tiobarbitirik asit (TBA): % 0.675 W/V

3.3. Immunohistokimyasal Analiz

Overyan doku &rnekleri % 10 formalin soliisyonu igerisine alinarak, Celal Bayar
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali laboratuvarinda rutin
parafin doku takibine alindi. 24-48 saat %10 formalin sollsyonu ile tespit edilen doku
ornekleri bir gece akan su altinda yikandi. Derecesi giderek artan etil alkol serileri ile
(%50-60-70-80-90-95-100) dehidratasyon islemi uygulandi. Iki degisim ksilen ile
seffaflagtirmalar1 yapildiktan sonra, parafine emdirme asamasindan sonra parafine
gobmuldi (Tablo 3.3.1). Elde edilen parafin bloklardan mikrotomla polilizin ile kapli
lamlara 5 pum kalinliginda kesitler alindi. Kesitler, Hematoksilen-Eosin boyamasi ile
boyanarak histopatolojik olarak degerlendirildi (Tablo 3.3.2).
Kisaca, kesitler bir gece 6@ ectiivde tutulduktan sonra, 1 saat ksilen ile kimyasal

parafinden uzaklastirma islemi uygulandi. Derecesi giderck azalan alkol serilerinden
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gecirilerek suya getirilen kesitler 6nce Hematoksilen solusyonu ile 5 dakika boyandi.
Akan su altinda yikanan kesitler asit- alkol soliisyonu ile diferansiye edildikten sonra
Eozin boyasi ile 3 dakika boyandi. Kesitler alkol serilerinden gecirilerek ksilen igine
alindi. Ksilen i¢inde 30 dakika bekletilen kesitler entellan kullanilarak lamel ile
kapatildi ve 1s1k mikroskop altinda (Olympus X-40) incelendi ve fotograflar1 cekildi.
Ornekler asagida belirtilen Tablo: 4.1.1 kriterlerine gére Grade’lendirildi.

Ek kesitler avidin-biyotin-peroksidaz yontemi ile anti-eNOS (NOS-2), anti i-
NOS (NOS-3), anti-Caspas 3, anti-Fas L, anti- Apaf-1, anti-Cytochrom C primer
antikorlar1 ile indirek immunohistokimyasal yontemle (Tablo 3.3.3). ve TUNEL
yontemi (Tablo 3.3.4). ile degerlendirildi.
Indirek immunohistokimyasal uygulama icin deparafinizasyon islemi yapilan kesitler
rehidratasyon islemi ile su asamasina getirildi. Dako pen ile g¢evrelenerek tripsinize
edilen kesitlere, dokuda bulunan peroksidaz aktivitesini inhibe etmek icin % 3’luk
hidrojen peroksidaz uygulandi. Fosfat tamponu (PBS) ile yikanan kesitlere spesifik
boyanma saglamak i¢in bloklama soliisyonu uygulandi. Kesitler yikanmadan bloklama
soliisyonu uzaklasgtirildi ve anti-eNOS (NOS-2, sc-7927, rabbit polyclonalL Santa
Cruz, USA), anti-iNOS (NOS-3, sc-654 rabbit polyclonal Santa Cruz, USA), anti-
Caspase 3 (Caspase-3, clone E87 04-1090 lot:JBC1787326, Millipore, USA), anti-
Fas-L (sc-73970 mouse monoclonal Santa Cruz, USA), anti-Apaf-1 (sc-65890
mouse monoclonal Santa Cruz, USA) ve anti-Cytochrom C (sc-18825 mouse
monoclonal, Santa Cruz, USA), (caspase-3 ve sitokrom-c'nin 1/50, digerlerinin 1/100
diliisyonlarinda) primer antikorlar1 ile 18 saat #4’de nemli ortamda inkiibe edildi.
Sekonder kit olarak avidin-biotin-peroksidaz sistemi (Invitrogen, Histostain plus Kkit,
anti-mouse, anti-rabbit, Camarillo, CA, USA) kullanildi. PBS ile yikanan kesitler
biotinle isaretlenmis hidrojen peroksidaz sekonder antikoru ile 30 dakika inkiibe edildi.
PBS ile yikanan kesitlere 30 dakika. streptavidin uygulandi. Immunoreaktivitenin
gorundr hale gelebilmesi icin DAB (diaminobenzidine, Kromojen) uygulanan kesitler,
Mayer’s hematoksilen ile artalan boyamasi yapilarak alkolden gegirilip, ksilen ile
seffaflastirma yapilarak entellan ile kapatildi. Immunoreaktivitelerin spesifik olup
olmadigini test etmek amaci ile birer kesit kontrol boyamasi i¢in ayrildi ve primer
antikor ile ayni olan IgG, primer antikor uygulanmadan boyama gergeklestirildi.
Immunoreaktivitenin siddetine gére yok (0), hafif (1), orta (2), siddetli (3) ve cok
siddetli (4) olarak skorlandi. Sonuglar gruplar arasinda karsilastirmali olarak ANOVA

istatistik testi ile degerlendirildi.
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Ek kesitler, DNA fragmantasyonunu gostermek amaciyla TUNEL (Terminal
deoxyribonucleotidyl transferase mediated dUTP Nick-End Labeling) yontemi ile
degerlendirildi. Preperatlar Millipore  TUNEL protokoliine uygun olarak tespit
edildikten sonra PBS ile 3X5 dakika yikandi. Yikama iSlemi sonrasinda Pap-Pen ile
belirlenen kuyucuklara % 0.3 ‘luk H,O, 5 dakika uygulanip, 2 kez 5 dakika PBS ile
yikandiktan sonra, dengeleme (equilibration) tampon soliisyonu ile 10 saniye yikanan
ornekler TdT-enzimi sollisyonu ile 37°C de 1 saat inkiibe edildi. 10 dakika Working-
Strength, Stop/Wash tampon soltsyonu uygulanan preparatlar 3 kez 1 dakika PBS ile
yikama yapildiktan sonra, anti-digoxignenin conjugate ile 30 dakika oda sicakliinda
inkibe edildi. 4 degisim 2 dakika PBS ile yikandiktan sonra, preperatlar
diaminobenzidine (DAB) ile boyandi. Distile su ile yikandiktan sonra Mayer's
hematoksilen ile artalan boyamas1 saglanan ornekler distile su ile yikanarak %80 ve
%95’ lik alkollerde dehidratasyon ve 15 dk. ksilen ile seffaflastirma isleminden sonra
entellan ile kapatildi. TUNEL pozitif boyanan hiicre sayilar1 belirlenerek sonuclar %
olarak belirtildi.

Istatistiksel Yontemler: Arastirmada elde edilen veriler, SPSS (Statistical Package For
Social Sciences) 15.0 programinda olusturulan veri tabanina  girildi  ve
verinin istatistiksel analizleri yine ayni program ile yapildi. Siirekli degiskenlerin alt
gruplarina ait; ortalama, standart sapma, medyan, min ve max degerleri sunuldu ve bu
degiskenlerin normal dagilima uygunlugu arastirildi. Gerek grafiksel aragtirma gerekse
normallik testleri ve Ornek ¢ap1 gdz Oniinde bulundurularak degiskenlerin tiimiinde
normal dagilima uygunluk kosullar1 saglanmadigina karar verildi. Dolayisiyla stirekli
degiskenlerin gruplar arasi karsilagtirmalarinda non-parametrik bir yéntem olan Mann-
Whitney testinden yararlanildi. Tim testler %95 gliven dizeyinde ¢ift tarafli olarak
yapildi, alfa hata pay1 0,05 olarak belirlenip, p degeri 0,05 degerinden kiigiik oldugu
durumlarda gruplar aras1 fark anlamli olarak kabul edildi. Alt gruplara ait degiskenlerin
medyan, min, max degerleri ve ¢eyreklikler halindeki dagilimini gosteren box-pilot

yontemi ile grafikler sunulmustur.
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4. BULGULAR

Calismada, siganlara 3 saat ve 24 saat ovaryum torsiyon ve detorsiyonu
uygulamalan ile, uygulamalardan 20 dk. once selenyum verilmesi sonucunda olusan
histopatolojik  degisiklikler 151k mikroskop altinda  karsilagtirmali  olarak
degerlendirilmistir. Elde edilen ovaryum ornekleri, histokimyasal olarak Hematoksilen
& Eozin (H&E) boyamasi ile, immunohistokimyasal olarak anti e-NOS (NOS-2), anti
INOS (NOS 3), anti-Caspase-3, anti-Fas-L, anti-Apaf-1, anti-Cytochrom C primer
antikorlar1 kullanilarak avidin-biyotin peroksidaz yontemi ile incelenmistir. DNA
fragmantasyonunu belirlemek amaci ile de TUNEL yontemi kullanilmistir. Sonuglar

karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir.

4. 1. Histokimyasal Bulgular

Calisma, Grup 1: Kontrol grubu; Grup 2: 3 saat torsiyon ve 3 saat detorsiyon
uygulanan grup; Grup 3: 3 saat torsiyon ve 3 saat detorsiyon uygulama 0Oncesi
Selenyum uygulanan grup; Grup 4: 24 saat torsiyon ve 24 saat detorsiyon uygulanan
grup; Grup 5: 24 saat torsiyon ve 24 saat detorsiyon uygulama 6ncesi Selenyum
uygulanan grup olarak (n:48) 5 grup altinda yiiriitiilmiistiir.
Deney gruplart makroskopik olarak degerlendirildiginde, kontrol grubu disindaki
overlerin (6zellikle Grup 4 ve 5) kanamali, nekrotik gériiniimiimde oldugu izlendi.
Deney hayvanlarindan alman ovaryum Orneklerinin  H&E  boyamas: ile
degerlendirilmesinde asagida belirtilen tabloya (Tablo 4.1.1) gore skorlama yapilmustir.
Elde edilen histopatolojik degerlendirme sonuglari Tablo 4.1.2°’de gosterilmistir.
Gruplarda gelisen ve Graff follikiil sayimi yapilarak sonuglar Tablo 4.1.3.°de

gosterilmistir.
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Tablo: 4.1.1: Overin Histolojik Grade’i igin kullanilan skorlama tablosu

Grade Odem Vaskuler Hemoraji Polimorf Nuveli
Konjesyon Lokosit(PMNL)

Grade 0 Normal histolojik goriinim

Grade 1 Hafif Hafif Yok Yok

Grade 2 Orta Orta Yok Yok

Grade 3 Siddetli Siddetli Minimal Minimal

Grade 4 Siddetli Siddetli Siddetli Siddetli

Torsiyon ve detorsiyon yapilan gruplarda (Grup 2 ve 4), dem, konjesyon, hemoraji ve
PMNL artis1 bulgularinin Selenyum uygulanmasi yapilan gruplarda (Grup 3 ve 5)
geriledigi gozlenmistir.

Kontrol grubuna (Grup 1) ait si¢anlardan elde edilen ovaryum 6rneklerinden alinan
5um’lik kesitlerin, Hematoksilen&Eozin (H&E) ile boyanarak 1sik mikroskop altinda
degerlendirilmesinde, en dista tek sirali kiibik epitel yapisinda germinal epitel ve
epitelin hemen altinda yer alan bag dokusu yapisinda tunika albuginea tabakasi izlendi.
Ovaryumun dis kisminda farkli gelisim asamasinda gelismekte olan follikiilleri i¢eren
korteks ve icte gevsek bag dokusu yapisinda, kollajen ve retikiiler lifleri i¢eren, damar
ve sinir dokudan zengin medulla olmak iizere iki kisimdan olustugu gozlendi. Germinal
epitelin ve tunika albugineanin hemen altinda, yass1 follikiil epitel hiicreleri ile ¢evrili,
ortasinda primer oositin gozlendigi primordiyal follikiiller izlendi. Geligmekte olan
primer oositlerde follikiil epitel hiicrelerinin kiibik sekilde go6zlendigi, oositin
biliylimekte oldugu ve ¢ok tabakali primer oosit yapisinda oosit etrafinda asidofilik
homojen yapida zona pellusidanin sekillenmis oldugu izlendi. Antrumun belirmesi ile
olusan sekonder follikiil (antral follikiil) ve Graff follikiilii (Tersiyer follikiil) izlendi.
Biiyiiyen oositin etrafinda zona pellusida yapisi, granuloza hiicrelerinin oositi
cevrelemesiyle olusan korona radiata hiicreleri, granuloza hiicreleri ile devam eden
kumulus ooforus yapisi ve gelismekte olan biiyiikk antrum izlendi. Follikiiliin bag
dokusuna komsu kisminda gevsek bag dokusu yapisinda, kan damarlarindan zengin teka
interna yapist ve bunun diginda daha yogun ve siki bir bag dokusu yapisinda teka
eksterna yapist gozlendi (Resim 4.1.1). 3 saat torsiyon, 3 saat detorsiyon yapilan
gruptan (Grup 2) alinan sican ovaryum oOrneklerinde normal histolojik yapinin

bozuldugu, 6dem, vaskiiler konjesyon, hemoraji ve PMNL infiltrasyonu goézlendi
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(Resim 4.1.2). 3 saat torsiyon, 3 saat detorsiyon uygulamasindan 20 dakika Once
selenyum verilen gruptan (Grup 3) alinan si¢an ovaryum orneklerinde histolojik yapinin
Grup 2’ye gore korundugu, 6dem, vaskiiler konjesyon ve PMNL infiltrasyonunun
azaldigi, yeni gelismekte olan follikiiller oldugu gozlendi (Resim 4.1.3). 24 saat
torsiyon, 24 saat detorsiyon yapilan gruptan (Grup 4) alinan sican ovaryum orneklerinde
normal histolojik yapinin bozuldugu, siddetli 6dem, vaskiiler konjesyon, hemoraji ve
PMNL infiltrasyonu go6zlendi (Resim 4.1.4). 24 saat torsiyon, 24 saat detorsiyon
uygulamasindan 20 dakika Once selenyum verilen gruptan (Grup 5) alinan sigan
ovaryum Orneklerinde histolojik yapmin Grup 4’e¢ gore korundugu, 6dem, vaskiiler
konjesyon ve PMNL infiltrasyonunun azaldigi, yeni gelismekte olan follikiiller oldugu

gozlendi (Resim 4.1.5).

Resim 4.1.1. Kontrol grubundan alinan sigan ovaryum Orneklerinde normal histolojik
yap1 izlenmektedir. GE : Germinal Epitel, GF: Graff Follikuli, KO: Kumulus Ooforus,
GR: Graniiloza Hiicreleri, O: Oosit, TI: Teka Interna, TE: Teka Eksterna, H&E.
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Resim 4.1.2. 3 saat torsiyon, 3 saat detorsiyon yapilan gruptan (Grup 2) alinan

sican ovaryum Orneklerinde normal histolojik yapinin bozuldugu, 6dem, vaskiiler
konjesyon, hemoraji ve PMNL infiltrasyonu izlenmektedir. O. Odem, VK: Vaskiiler
Konjesyon, H: Hemoraji, PMNL: Poli Morfo Nikleer Lokosit infiltrasyonu, H&E
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Resim 4.1.3. 3 saat torsiyon, 3 saat detorsiyon uygulamasindan 20 dakika once
selenyum verilen gruptan (Grup 3) alinan sigan ovaryum Orneklerinde histolojik yapinin
Grup 2’ye gore korundugu, 6dem, vaskiler konjesyon ve PMNL infiltrasyonunun
azaldig1, yeni gelismekte olan follikiiller oldugu izlenmektedir. F: Follikiil, VK:
Vaskuler Konjesyon, PMNL: Poli Morfo Nikleer Lokosit infiltrasyonu, H&E
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Resim 4.1.4. 24 saat torsiyon, 24 saat detorsiyon yapilan gruptan (Grup 4)
alian sican ovaryum orneklerinde normal histolojik yapinin bozuldugu, siddetli 6dem,
vaskiiler konjesyon, hemoraji ve PMNL infiltrasyonu izlenmektedir. O. Odem, VK:
Vaskuler Konjesyon, H: Hemoraji, PMNL: Poli Morfo Nukleer Lokosit infiltrasyonu,
H&E.
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Resim 4.1.5. 24 saat torsiyon, 24 saat detorsiyon uygulamasindan 20 dakika
once selenyum verilen gruptan (Grup 5) alinan sican ovaryum oOrneklerinde histolojik
yapmnin Grup 4’e¢ gore korundugu, oOdem, vaskiiler konjesyon ve PMNL
infiltrasyonunun azaldigi, yeni gelismekte olan follikiiller oldugu izlenmektedir. F:
Follikul, VK: Vaskuler Konjesyon, PMNL: Poli Morfo Nukleer Lokosit infiltrasyonu,
H&E .
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4.2. Gruplara ait Histokimyasal Bulgularin istatistiksel Degerlendirmeleri

Gruplara ait over Orneklerinin H&E boyamas: ile degerlendirilmesinde
kullanilan; ‘6dem, vaskiiler konjesyon, hemoraji, polimorfo nukleer 16kosit
infiltrasyonu’ unu igeren ve Tablo 4.1.1%e gore hazirlanan Histolojik Grade sonuglar1 ve
Folliikiil sayilar1 Tablo 4.1.2 ve Tablo 4.1.3 ‘te belirtilmistir.
Gruplardan elde edilen Histolojik Grade skorlari ve Follikiil sayilar1 Kruskal Wallis
varyans analizi ile karsilagtirlldiginda her gruptaki histolojik grade degisimleri
istatistiksel olarak olduk¢a anlamli (p<0,001) bulunmustur.

Histolojik Grade skorlar1 2’li gruplar kendi aralarinda Mann-Whitney U testi ile
karsilagtirilmus, istatistiksel olarak;
Histolojik Grade igin gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda anlamli farklilik
(p<0,05) saptanirken, yalnizca Grup 2 ve 5 karsilastirildiginda anlamli farklilik
bulunamamustir. Ozellikle Selenyum uygulanan gruplardaki (Grup 3 ve 5) histolojik
yapmin tedavisiz gruplara (Grup 2 ve 4) gore korunmus oldugu dikkati ¢ekmektedir
(p<0,005).

Ornek Ismi
Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4 Grup-5

Frequency

I 1 I
o1 2 3 4 1] 4 o1 2 3 4 o1 2 3 4 o1 2 3 4
Histolojik Grade

Tablo 4.2.1 : Gruplar saptanan Histolojik Grade sonuglarina gore karsilastirilmastir.

Follikiil Sayilar1 icin Grup 1 ile 3 ve Grup 2 ile 5 karsilastirildiginda anlamli farklilik
bulunamamistir. Grup 2 ile 4 karsilastirildiginda p=0,05 saptanmis olup diger gruplar
kendi aralarinda karsilastirildiginda  anlamli  farklilik  saptanmustir.  Ozellikle
Grup3(3T/D+Se), Grup2(3T/D) ile ve Grup5(24T/D+Se), Grup4(24T/D) ile
karsilastirildiklarinda Selenyumun etkisiyle olumlu yonde degisim gosteren follikiil

sayilar istatistiksel olarak anlamli (p<0,005) bulunmustur.
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Follikiil Says1

5]
I 4446
4 &

I I T T I
Grap-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4 Grup-5
Ormnek ismi

Tablo 4.2.2: Gruplar saptanan Follikiil Sayilar1 sonuglarina gore karsilagtirilmustir.

4.3. Immunohistokimyasal Bulgular :

Gruplarda, anti e-NOS (NOS-2), anti iINOS (NOS 3), anti-Caspase-3, anti-Fas-L,
anti-Apaf-1, anti-Cytochrom C primer antikorlar1 kullanilarak avidin-biyotin peroksidaz
yontemi ile degerlendirme yapilmistir. Immunoreaktivite boyanma siddetleri yok(0),
hafif (1), orta (2), siddetli (3) ve ¢ok siddetli (4) olarak skorlanmustir.

Kontrol grubundan alinan ovaryum Orneklerinde, eNOS ve Apaf-1
immunoreaktiviteleri orta, INOS immunorektivitesi ise siddetli olarak izlendi.
Apoptotik  yolaklardan anti-Caspase-3, anti Fas-L ve anti- Cytochrom-C
immunoreaktiviteleri ise hafif olarak gozlendi (Resim 4.3.1).

Torsiyon ve detorsiyon yapilan gruplarda (Grup 2 ve grup 4), Grup 4’de daha
fazla olmak (zere immunoreaktivitelerde artis oldugu belirlenmis ve Selenyum
uygulamalari ile (Grup 3, Grup 5) immunoreaktivitelerin azalmis oldugu ve kontrole
yakin immun boyanma oldugu izlendi (Resim 4.3.2- 4.3.5.). Gruplardan elde edilen

immunohistokimyasal degerlendirmeler Tablo 4.3.’de gosterilmistir.
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Resim 4.3.1. Kontrol grubundan alinan ovaryum 6rneklerinde, eNOS (a,A) ve Apaf-1
(e,E) immunoreaktiviteleri orta, INOS immunorektivitesi (b,B) siddetli olarak
izlenmektedir. Apoptotik yolaklardan anti-Caspase-3 (c,C), anti Fas-L (d,D) ve anti-
Cytochrom-C (f,F) immunoreaktiviteleri ise hafif olarak izlenmektedir.
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iNOS (b,B)
immunoreaktiviteleri ve apoptotik yolaklardan anti-Caspase-3 (c,C), anti Fas-L (d,D) ve

Resim 4.3.2. Grup 2’den alinan ovaryum Orneklerinde, eNOS (a,A),

anti- Cytochrom-C (f,F) ve Apaf-1 (e,E) immunoreaktiviteleri artmis olarak
izlenmektedir.
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Resim 4.3.3. Grup 3’den alinan ovaryum orneklerinde, eNOS (a,A), iNOS (b,B)
immunoreaktiviteleri ve apoptotik yolaklardan anti-Caspase-3 (c,C), anti Fas-L (d,D) ve

anti- Cytochrom-C (f,F) ve Apaf-1 (e,E) immunoreaktiviteleri azalmig olarak

izlenmektedir.
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Resim 4.3.4. Grup 4’den alinan ovaryum oOrneklerinde, eNOS (a,A), iNOS (b,B)
immunoreaktiviteleri ve apoptotik yolaklardan anti-Caspase-3 (c,C), anti Fas-L (d,D) ve
anti- Cytochrom-C (f,F) ve Apaf-1 (¢,E) immunoreaktiviteleri artmis olarak
izlenmektedir.
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Resim 4.3.5. Grup 5’den alinan ovaryum oOrneklerinde, eNOS (a,A), iNOS (b,B)

immunoreaktiviteleri ve apoptotik yolaklardan anti-Caspase-3 (c,C), anti Fas-L (d,D) ve

anti- Cytochrom-C (f,F) ve Apaf-1 (e,E) immunoreaktiviteleri kontrol grubuna yakin
olarak izlenmektedir.

Gruplardan elde edilen ovaryen dokunun immunohistokimyasal boyanma
skorlamalar1 Kruskal Wallis varyans analizi ile karsilastirildiginda her gruptaki

histolojik grade degisimleri istatistiksel olarak olduk¢a anlamli (p<<0,001) bulunmustur.

Immunohistokimyasal boyanma skorlamalar igin 2’li gruplar kendi aralarinda Mann-
Whitney U testi ile karsilastirilmus, istatistiksel olarak;

eNOS igin Grup 1 (kontrol); Grup 2 ve 4 ile karsilastirildiginda (p<0,001), Grup 3 ve 5
ile karsilagtirildiginda (p<0,01) anlamli farklilik saptanmustir. Grup 2 (3T/D); Grup 1, 3
ve 5 ile karsilastinlldiginda anlamh farklilik (p<0,05) saptanirken, Grup 4 ile
karsilastirildiginda anlamli farklilik bulunamamustir. Grup 4 (24T/D); Grup 3 ve Grup 5
(24T/D+Se) ile karsilastirildiginda anlamli farklilik (p<0,01) saptanmustir.
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Omek ismi
Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4 Grup-5
& =11 - —
g
g 411 = — —
g
&
=
2 — - . -
o-! — — — —
1 234 1 234 1 234 1 234 1 2 3 4
Anti eNOS

Tablo 4.3.1 : Gruplarin Anti-eNOS sonuglarina gore karsilastirilmasi

INOS i¢in Grup 1 (kontrol); Grup 4 ile karsilastirildiginda (p<0,001), Grup 2 ve 5 ile
karsilagtirildiginda (p<0,01) anlaml farklilik saptanirken, Grup 3 ile karsilastirildiginda
ise anlamli fark bulunamamustir. Grup 2 (3T/D); grup 3 ile karsilastirildiginda anlaml
farklilik (p<0,05) saptanmustir.

Ormek Ismi
Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4 Grup-5
10
7. s s s
-4
=
@
=
44— - L -
0 — — —
1234 1234 1 234 1 2 34 1 I 3 4
Anti iNOS

Tablo 4.3.2 : Gruplarin Anti-iNOS sonuglarina gore karsilastiriimasi

Apaf-1 ve Caspase-3 icin Grup 1 (kontrol); Grup 2 ve 4 ile karsilastirildiginda
(p<0,001), Grup 5 ile karsilagtirildiginda (p<<0,01) anlamli farklilik saptanirken, Grup 3
ile karsilastirildiginda ise anlamli fark bulunamamustir. Grup 4 (24T/D); Grup 3 ve Grup
5 (24T/D+Se) ile karsilastirildiginda anlamli farklilik (p<0,01) saptanmastir.
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Ornek ismi

Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4 Grup-5

[0

Frequency

=
1
[

1 2 3 4
Anti Apaf-1

4

1 2 3

1 2 3 4 23 4

Tablo 4.3.3 : Gruplarin Anti-Apaf-1 sonuglarina gore karsilagtiriimasi

Ornek ismi

Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4 Grup-5

Frequency

123 4 1 2 3 4

Anti Caspase 3

Tablo 4.3.4 : Gruplarin Anti-Caspase 3 sonuglarina gore karsilastiriimasi

Fas-L ve Cytochrom c icin Grup 1 (kontrol); tim gruplarla karsilastirildiginda
(p<0,001) saptanirken, Cytochrom c i¢in Grup 3 ile Kkarsilastinnldiginda (p<0,01)

anlaml farklilik saptanmigtir.
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Ornek Ismi
Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4 Grup-5
&5
5 | | |
4 - - -
oy
=
S
£ 7 B B
=
2] . | | | |
1 I - -
o- — — —
01234 01234 01234 01234 01234
Anti Fas-L

Tablo 4.3.5 : Gruplarin Anti Fas-L sonuglarina gore karsilastirilmasi
Fas-L icin Grup 2 (3T/D); Grup 1 ile karsilastirildiginda anlamli farklilik (p<0,001)

saptanirken, Grup 3, 4, ve 5 ile karsilastirildiginda anlamli farklilik bulunamamistir

Ornek ismi
Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4 Grup-5

Freguency

o123 4 01234 o1 2 3 4 o123 4 o123 4
Anti Cytochrom ¢

Tablo 4.3.6 : Gruplarin Anti Cytochrom ¢ sonuglarina gore karsilastiriimasi

INOS, Cytochrom c, Apaf-1 ve Caspase-3 icin Grup 2 (3T/D); Grup 1, 3 ve 4 ile
karsilagtirildiginda anlaml farklilik (p<0,05) saptanirken, Grup 5 ile karsilastirildiginda
anlamli farklilik bulunamamustir.

eNOS, iNOS, Caspase 3, Fas-L, Apaf-1, Cytochrom c icin Grup 3 (3T/D+Se); Grup 4
ile karsilastinnldiginda anlamli  farklibik (p<0,01) saptanirken, Grup 5 ile
karsilastirildiginda anlamli farklilik saptanamamastir.

eNOS, iNOS, Caspase 3, Fas-L, Apaf-1, Cytochrom c i¢in Grup 4 (24T/D); Grup 3 ve
Grup 5 (24T/D+Se) ile karsilastirildiginda anlamli farklilik (p<0,01) saptanmustir.

Grup 4 (24T/D), Grup 2 ile karsilastirildiginda iNOS, Caspase 3, Apaf-1, Cytochrom ¢
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icin anlamli farklilik (p<0,05) saptanirken, eNOS ve Fas-L i¢in anlamli farklilik

bulunamamustir.

4.4. TUNEL Bulgular:

DNA fragmantasyonunu belirlemek amaci ile de TUNEL ydntemi kullanilmustir.
Grup 2’de apopitotik yolaklarin minimal aktivasyonu gézlenirken, 24 saat saat torsiyon
ve detorsiyon yapilan grupta TUNEL pozitif hiicrelerin artmis oldugu izlenmistir.
Gruplardan elde edilen TUNEL degerlendirme sonuglar1 Tablo 4.4’te gosterilmistir.

Resim 4.4.1 Kontrol grubundan alinan ovaryum o6rneklerinde, TUNEL boyama
izlenmektedir.
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Resim 4.4.2. Grup 2’den alinan ovaryum orneklerinde, TUNEL pozitif hucrelerin

artmis olduklar1 izlenmektedir.
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Resim 4.4.3. Grup 3’den alinan ovaryum Orneklerinde, TUNEL pozitif hicrelerin

azalmis olduklar1 izlenmektedir.
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Resim 4.4.4. Grup 4’den alinan ovaryum oOrneklerinde, TUNEL pozitif hiicrelerin

artmis olduklar1 izlenmektedir.
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Resim 4.4.5. Grup 5’den alinan ovaryum oOrneklerinde, TUNEL pozitif hiicrelerin
azalmis olduklar1 izlenmektedir.

Istatistiksel olarak; Grup 1 ile 3, Grup 1 ile 5, Grup 2 ile 4 karsilagtirildiklarinda
anlaml farklilik bulunamamis olup, diger gruplar birbirleriyle karsilagtirildiklarinda

(Grup 2 ile 3 ve Grup 4 ile 5 arasinda) anlamli farklilik (p<0,01)saptanmustir.

Ormek Ismi
Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-< Grup-5

Frequency

Tunel

Tablo.4.4.2: Gruplarm DNA  Fragmantasyon (TUNEL) sonuglarina gore

karsilastirilmast
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4.5. Biyokimyasal Bulgularn Istatistiksel Degerlendirilmesi

Gruplardan elde edilen sican kanlarinin biyokimyasal analizleri Kruskal Wallis
varyans analizi ile karsilastirildiginda her gruptaki Superoksitdismutaz (SOD),
Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px), Malonildialdehid (MDA) degerleri igin istatistiksel
olarak anlamli farklilik (p<0,001) saptanmis olup, AntiMiillerian Hormon (AMH)
degerleri i¢in gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmamastir.

Biyokimyasal degerler igin 2°1i gruplar kendi aralarinda Mann-Whitney u testi
ile karsilastirilms, istatistiksel olarak;
MDA igin Grup 1, Grup 3 ile karsilagtirildiginda anlamli farklilik bulunamamis olup,
diger tiim gruplar birbirleriyle karsilastirildiginda (Grup 2 ile 3 ve Grup 4 ile 5 arasinda)
istatistiksel anlamli farklilik (p<0,01) saptanmustir.

20,00

36

15,00

10,00

42
34 o

K > =
« * =

T | | I I
Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4 Grup-5
Ormek ismi

Malonildialdehid (MDA)

=
o
o

0.00

Tablo 4.5.1: Gruplarin MDA sonuglarina gore karsilastiriimasi

Superoksitdismutaz (SOD) icin Grup 1 ile 3, Grup 2 ile 3, Grup 2 ile 4 ve Grup 4 ile 5
birbirleriyle karsilastirildiginda anlamli farklilik bulunamamis olup, diger gruplar
arasinda anlamli farklilik (p<0,05) saptanmustir. (SOD’ un 3 saatlik ve 24 saatlik

gruplarda Selenyum uygulamasiyla olan degisiklikleri anlamli bulunmamustir.)
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Tablo 4.5.2 : Gruplarin SOD sonuglarina gore karsilastirilmasi

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) icin Grup 1 ile 2 ile karsilastirildiginda anlamli
farklilik bulunamamis olup, diger tiim gruplar birbirleriyle karsilastirildiginda (6zellikle
Grup 2 ile 3 ve Grup 4 ile 5 arasinda) anlamli farklilik (p<0,05) saptanmustir.

50,00 T

= 40,00 8

az (GSH-Px)

Glutatyon Peroksida

=]

o

o

. —il-

. -
e B
—

20,00

I | I I I
Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4 Grup-5
Ornek Ismi

Tablo 4.5.3 : Gruplarin GSH-Px sonuglarina gore karsilastiriimasi
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AntiMdllerian Hormon (AMH) igin tim gruplar birbirleriyle karsilastirildiginda
anlamli farklilik bulunamamustir (P>0,1).

o
[=]
o

00
o

Anti Miilerian Hormon (AME)
g
-l
i
—
o
—-

o
o
—_

0.00

I I T I I
Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4 Grup-5
Ormek ismi

Tablo 4.5.4 : Gruplarin AMH sonuglarina gore karsilagtirilmasi
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5.TARTISMA ve SONUC

Bu ¢alismada iskemi ve reperfiizyon sonucu rat overlerinde olusan histolojik ve
immunohistokimyasal degisiklikler {lizerine bir antioksidan olan Selenyumun etkisi
molekiiler diizeyde arastirilmigtir. iskemi ve reperfiizyon sonucu olusan apoptotik
siirecte rol oynayan faktorler karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir.

Iskemi ve reperfiizyon sonucu dokuda meydana gelen hasar, bu hasarda serbest
oksijen radikallerinin rolii ve antioksidanlarin bu hasar1 gidermede etkileri konusunda
son yillarda ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Iskemi siiresi arttikca doku hasarmin
bliytikliigli de artmaktadir. Dokulara gore farklilik gostermekle beraber iskeminin belirli
bir siiresine kadar doku, geri doniisebilen doku hasar1 fazina, iskemi siiresi arttik¢ca doku
geri doniistimsiiz doku hasar1 fazina girmektedir. Bu asamadaki doku yeniden perfiizyon
saglansa bile doku hasari geri donmemektedir (145). Sigan overlerinde yapilan bir
calismada geridoniisiimsiiz evrenin 36 saatte meydana geldigi, 24. saatte ise uygulanan
tedavi ile overin hasarinin geri dondiigii belirlenmistir (146). Dokuya tekrar oksijen
desteginin saglanmasiyla sisteme aniden asir1 miktarda giren oksijen, serbest oksijen
radikallerinin olusumuna neden olmaktadir. Boylece doku hasari1 daha da artmaktadir
(148). Reperfiizyonla birlikte dokuya gelen lokositlerin serbest radikal olusumuna
neden olarak oksidatif hasar1 arttirdigi bilinmektedir. Lokosit toplanmasinin inhibe
edildigi bir calismada hasarin azaltildigi gosterilmistir (148). Iskemi reperfiizyon
hasarin1 azaltmak ve oOnlemek i¢in birgok farmakolojik ajanla degisik c¢aligmalar
yapilmustir (146, 148, 149, 150).

Graff follikilinde hicre o6lumi ilk olarak tavsan overlerinde tanimlamustir.
Insanlarda fetal hayatta primordial follikiiller olusurken dogum oncesi bunlarin iigte
ikisi kontrolli hiicre 6ltmi olan apoptotik hiicre 6liimii ile yok olmaktadir. Apoptozisin
glinlimiizde artik oogeneziste, folikiilogeneziste, oosit kaybi ve oosit seciminde ve
atrezide rol aldigi bilinmektedir. Follikiiler hiicrelerdeki yasamsal ve apoptotik
molekiiller bir denge i¢inde bulunmaktadirlar ve hiicrenin akibetini belirlemektedirler

(151).
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Calismamizda apoptozis belirteglerinden Apaf-1, Cytochrom c, Caspase 3, Fas-
L ve iNOS ile eNOS immunoreaktiviteleri degerlendirilmis ve DNA
fragmantasyonlarinin belirlenmesinde ise TUNEL y6ntemi kullanilmustir.

Gruplardan elde edilen veriler sonucuna gore; kontrol grubu olan Grup 1’in
torsiyone olmus gruplara gére morfolojik yapisi, histolojik grade’i, follikiil sayilari
korunmus ve normal fizyolojik diizeyde oldugu izlenmistir. Yine torsiyone gruplarindan
Grup 2 (3T/D) ile Grup 3 (3T/D+Se) birbirleriyle, Grup 4 (24T/D) ile Grup 5
(24T/D+Se) birbirleriyle istatistiksel olarak karsilastirilmistir. Histolojik grade ve
follikiil sayilari karsilastirildiklarinda Selenyum verilen gruplarda degisikliklerin olumlu
yonde oldugu ve bunun da istatistiksel olarak anlami (p<0,01) oldugu bulunmustur.
Ancak Grup 5 (24T/D+Se)’ te saptanan hasar her ne kadar Grup 4 (24T/D)’ e gore
Onlenebilmisse de Grup 2 (3T/D) ve Grup 3 (3T/D+Se)’ e gore iskemi reperfiizyon
hasarinin daha fazla olustugu anlagilmistir. Yine de Grup 2 (3T/D) ve Grup 5
(24T/D+Se) karsilastirildiginda artan hasarin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
(p>0,1) goriilmiistiir. Bu da overin iskemi-reperfiizyona karst morfolojik yapisinin,
histolojik grade’inin ve follikil sayisinin  Selenyum etkisiyle korundugunu
gostermektedir.

Gruplar arasinda apoptoz belirteglerinden; iNOS, Caspase 3, Apaf-1 icin elde
edilen immunoreaktivite sonuglar1 benzer bulunmustur. Grup 3 (3T/D+Se) ile kontrol
grubu karsilastirildiginda bu verilerdeki degisimlerin istatistiksel olarak anlamli
bulunmamasi, yine Selenyumun 3 saatlik torsiyon hasarinin etkilerini blyuk oranda geri
dondiirdiigii izlenimini vermektedir. Ayrica ayni saatlerde (3 ve 24 saat) torsiyona
ugratilan ratlarin Selenyum verilen grubunda, verilmeyenlere oranla apoptotik
belirteclerin (iINOS, Caspase 3, Apaf-1) immunoreaktivitelerinin anlamli oranda
(p<0,05) diisiik oldugu saptanmistir. Bu ii¢ belirte¢ i¢in degerlendirildignde apoptotik
hasarin 6nlenmesinde Selenyumun etkinliginin yiiksek oldugu anlagilmaktadir.

Gruplar arasinda Fas-L immunoreaktivitesi icin elde edilen sonuglarda ise, 3
saatlik grupta Selenyumun olumlu etkisinin yine goriildiigi ancak bununla beraber Fas-
L degisiminin anlamli olmadigi (p>0,05) bulunmustur. Ancak 24 saatlik torsiyonda ise
Selenyum verilen Grup 5 (24T/D)‘ in Grup 4 (24T/D)’ e gore Fas-L degisiminin
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bu bulgu uzun siren hasarda Selenyumun
etkinliginin daha fazla oldugunu diisiindiirmektedir.

Gruplar arasinda Cytochrom ¢ ve eNOS immunoreaktiviteleri i¢in elde edilen

sonuglarda, torsiyone gruplarindan Grup 2 (3T/D) ile Grup 3 (3T/D+Se) birbirleriyle,
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Grup 4 (24T/D) ile Grup 5 (24T/D+Se) birbirleriyle karsilastirildiginda Selenyumun
koruyucu etkinligi anlamli (p<0,001) olarak tespit edilmistir.

DNA fragmantasyonlarimin tespiti amaciyla degerlendirilen TUNEL i¢in elde
edilen sonucglarda, DNA fragmantasyonunun 3 ve 24 saatlik torsiyon grubunda
istatistiksel olarak anlamli arttig1 (p<0,001) tespit edilmistir. Yine Selenyum verilen 24
saatlik gruptaki (Grup5) degisim Grup 4 (24T/D)’ e gore istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Aynm1 sekilde Grup 3(3T/D+Se)’iin Grup 2(3T/D)’e gore Selenyumun
etkisiyle korundugu da istatistiksel olarak desteklenmistir. Bu da DNA
fragmantasyonunu uzun sdren dénemde bile 6nlemede Selenyumun etkin oldugunu
gostermektedir.

Taskin ve ark, yaptiklar1 ¢alismada, rat overlerini 4 saatten 36 saate kadar
torsiyon ve detorsiyon hasarina ugratmislar ve 24 saate kadar olan over hasarlari
arasinda istatistiksel olarak anlamli degisiklik saptamamugslardir (146). Ancak bizim
calismamizdan farklili§i, detorsiyonun bir haftaya uzatilmis olmasidir. Bizim
calismamizda ise detorsiyon siiresinin kisa olmasi nedeniyle, akut donemdeki
degisimler degerlendirilmistir. Yine uygulanan Selenyum tedavisinin etkinliginin
degerlendirilebilmesi i¢in ¢alisgmamiz geri doniisebilir donem olan 24 saat sinirinda
tutulmustur. Yine bu akut donemde bile Selenyum uygulamasinin overlere olumlu
etkisi, Taskin ve ark. ‘nin uzun dénem sonrasi over degisikliklerine benzer bulunmustur
(146).

Ergun ve ark. 2010 calismasinda 3 saat siireyle torsiyon yapilan rat overlerinin
detorsiyonu oncesi EPO ve dimethylsulfoxide uygulamislardir (149). Kontrol grubu ile
karsilagtirdiklarinda  lipid peroksidasyon iirlinlerinin torsiyon grubunda arttigi
gorulurken EPO ve dimethylsulfoxide verilen gruplarin tedavi etkinlignin anlamli
oldugunu saptamuslardir. Bulgular bizim c¢alismamizdaki 3 saat siireyle torsiyon-
detorsiyon uygulanan grupta Selenyum uygulamasinin etkinligi ile benzer bulunmustur.

Selenyum, insan ve hayvanlarin normal gelisimini siirdiirebilmeleri i¢in gerekli
olan, toprak, bitkiler ve suda farkli bilesimlerin yapisina giren esansiyel iz
elementlerden biridir (108). Vicudun en 6nemli antioksidan enzimi olan glutatyon
peroksidazin (GSH-Px) bir komponenti olmasi nedeniyle ¢alismamizda biyokimyasal
parametreler arasina GSG-Px dahil edilmistir. Diger parametrelerden, yine antioksidan
enzim gorevi alan superoksitdismutaz (SOD), lipid peroksidasyon urind olan

malonildialdehid (MDA) de ¢alismamizda kullanilmustir.
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Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) i¢in elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, 3
saat ile 24 saat torsiyon yapilan gruplar arasindaki degisim istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Selenyum verilen gruplardaki (Grup 3 (3T/D+Se), Grup 5 (24T/D+Se)),
Glutatyon peroksidaz aktivite artis1 da tedavi etkinlginin giiclii bir gostergesi olmustur.
Enzim yapisinda bulunan ve aktivite artisina neden olan Selenyum elementinin
disaridan verilmesinin, reperflizyon hasarini dnlemede giiclii bir etkinlige sahip olan
GSH-Px enzim aktivitesini artirarak etki gosterdigi diistintilmiistiir.

Superoksitdismutaz (SOD) enzim aktivitesi degerlendirildiginde, 3 saat ile 24
saatlik gruplar karsilastirildiginda aktivitesindeki artis istatistiksel olarak anlamli
bulunurken, Selenyum uygulanmasi sonucu olan enzim aktivite artis1 istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. Bu da bize Selenyum uygulamasinin superoksitdismutaz
aktivitesi ile direkt iligkisinin bulunmayip, gegirilen slirenin uzunlugu ve serbest radikal
artigi ile daha orantil1 bir iliskinin bulundugunu goéstermektedir.

Lipid peroksidasyon Urini Malonildialdehid (MDA) ise torsiyon sirelerine
bagli olarak artis gostermis olup bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Grup
3 (3T/D+Se)’te selenyum uygulanmasi ile 3 saatlik torsiyonda beklenen MDA
degerlerinden daha disiik saptanmis ve Selenyum uygulanmasiyla lipid
peroksidasyonunun biiylik oranda azaltildig1 goriilmiistiir. Benzer sekilde 24 saatlik
torsiyona selenyum eklenmesiyle MDA seviyelerindeki degisiklik (p<0,01) de
tedaviden fayda goriildiigii anlamina gelmektedir.

KirSahin ve ark. 2008 calismasinda, 3 saat siireyle torsiyon ve detorsiyon
yapilan ve torsiyon oncesi salin ve aprotinin(plazmin ve doku kallikrein inhibitori)
uygulanan ratlarin sonuglar1 degerlendirilmis; aprotinin uygulamasmin salin
uygulamasina oranla daha faydali oldugu, salin grubuna oranla aprotinin uygulanan
grupta hasarin daha az oldugu istatistiksel olarak anlamli bulunmusken,
superoksitdismutaz aktiviteleri arasinda anlamli fark bulunamamistir. Aynm1 ¢aligmada
MDA seviyelerinin aprotonin grubuna oranla salin grubunda istatistiksel olarak arttigi
saptanmustir (150). Bizim ¢alismamizda da benzer sonuglarla karsilasilmistir. Tedavi
gruplarindaki (Grup3 ve 5) koruyucu etkinlik MDA seviyeleri ile desteklenirken SOD
aktivitelerindeki degisikliklerin tedavi sonrasi degisimleri anlamli bulunmamastir.

Bakan ve ark, 2009 calismasinda 1 ve 4 saatlik torsiyon, 1 ve 48 saatlik
detorsiyon c¢alismasinda overlere iliskin hasarlarin. MDA, NO, SOD degisimlerinin
anlamli oldugu ve uygulanan Eritropoietin tedavisinin akut doénemde etkilerinin

calismamizdaki Selenyum etkinligi gibi anlamli oldugu goriilmiistiir (148). Bu yayinla
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olan farkliligimiz ise; SOD degisimlerinin, Selenyum verilmesinden beklendigi fayday1
gOstermemesidir.

Overlerde meydana gelen iskemi, reperfiizyon hasari histolojik ve biyokimyasal
birgok parametre ile degerlendirilmis ve 24 saate kadar olan torsiyon hasarinin
hicbirinde rat overlerinde geri doniisiimsiiz durumla karsilasilmamistir.  Bu
geridoniistimlii donemler kendi aralarinda karsilastirildiklarinda ise genel olarak uzamis
iskeminin overlere yapisal, fonksiyonel bir¢ok hasara neden oldugu goézlenmistir.
Tedavi siireci de degerlendirilmis ve gruplara Selenyum uygulanmigtir. GSH-PX,
histolojik yap1, over folikiil sayilari, MDA seviyeleri basta olmak {izere, apoptotik
belirteglerin degerlendirilmesinde selenyum uygulamasinin faydalar1 tespit edilmistir.
Bu faydalar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Bu degerlendirmeler disinda iskemi-reperfizyon hasarinin over rezervine
verebilecegi hasar da son zamanlarda over rezerv gostergesinde ¢ok onemli olan
AntiMiillerian Hormon ile degerlendirilmistir. AMH, Selenyum uygulamasi yapilmayan
gruplarda Selenyum uygulanan gruplara gore daha diisiik saptanmistir. Ayrica 24 saatlik
torsiyon ile 3 saatlik torsiyon karsilastirildiginda iskeminin uzamasina bagli AMH’nin
azaldigit da goriilmiistir. Ancak sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde
gruplarin  timiinde ve kendi aralarindaki Kkarsilastirmalarda anlamli farklilik
saptanamamugtir. Bu durumun sebeplerinden birisi daha 6nce de belirtildigi gibi
calismamizda uygulanan torsiyon-detorsiyon surelerinin higbirinin geri doniisiimsiiz
doneme ulasmamasi ve bu nedenle overlerin, hasar derecelerine ve uygulanan Selenyum
tedavisine bagli olarak kendi-kendine onarim siirecine girmeleri ile agiklanabilir. Diger
bir sebep olarak ise yeniden fonksiyon kazanma potansiyeline sahip over dokusunun
rezervinin korundugu da diisiiniilmiistiir. Ancak 6rneklem biiyiikliigiiniin artirilmasuyla,
iskemi siirelerinin uzatilmasiyla veya bu konuda klinik calismalarin yapilmasiyla
AMH’nin torsiyon-detorsiyon hasarin1 saptamada ve buna bagli over rezervini

degerlendirmede belirleyici bir faktor oldugunun saptanabilecegi diistintilmektedir.

Sonug olarak; over hasar1 ve buna bagl gelisebilecek over rezerv kayiplarinin
onlenmesinin reprodiiktif donemde biiyiikk 6neme sahip oldugu bilinmektedir.
Ozellikle bu dénemde daha sik karsilasilan ve overe belirli derecelerde hasar veren
over torsiyonuna yaklasimda cerrahiye ek olarak Selenyum tedavisinin etkinligi
arastirilmistir. Bu ¢aligma sonucunda, Selenyum tedavisinin cerrahiye (detorsiyon) ek

olarak kisa ve uzun donem iskemiyi Onlemede, over hasarinin azaltilmasinda etkin
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oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismanin 6ngérdiigll over torsiyonunda Selenyumun
tedavi etkinliginin klinik c¢alismalarla da desteklenmesi ile insanlar {izerinde

kullnilmas1 uygun olabilecektir.

Ayrica tiim bu ovaryen iskemi-reperfiizyon ve Selenyum tedavisi uygulanan
gruplarda degerlendirilen AMH’nin ise over hasarinin derecesine gore olan
degisimlerinin g6z ardi edilmemesi gerekmektedir. AMH’nin ovaryen hasar
derecelerine gore azaldigi ve Selenyum tedavi uygulamasiyla arttig1 tespit edilmistir.
Bu bulgu da AMH’nin over hasar1 tespitinde kullanilmasinin Oniinii agmaktadir.
Calismada kullanilan 6rneklemin biiylitilmesi ve bu konuda klinik g¢aligmalarin
yapilmasiyla AMH’nun ovaryen hasari tespit etmedeki belirleyicilinin artirilabilecegi

diistinilmiistir.
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6. TABLOLAR

Tablo 3.3.1. : Parafin Doku Takip Protokolu

ISLEM KULLANILAN MADDE SURE
A. TESPIT % 10 FORMALIN 24-48 SAAT
AKAR SU 1 GECE
B. DEHIDRATASYON % 50 ALKOL Y» SAAT
% 60 ALKOL Vs SAAT
% 70 ALKOL Y» SAAT
% 80 ALKOL Yy SAAT
% 90 ALKOL Yy SAAT
% 95 ALKOL Vs SAAT
% 100 ABSOLU ALKOL |1 SAAT
C. SEFFAFLASTIRMA ALKOL:KSILEN (1:1) Y» SAAT
KSILEN I 1 SAAT
KSILEN II 1 SAAT
D. INFILTRASYON (60°C) KSILEN-PARAFIN (1:1) | Y% SAAT
PARAFIN I 1 SAAT
PARAFIN II 1 SAAT
E. GOMME PARAFIN

Tablo 3.3.2: Hematoksilen-Eozin Boyama Protokolii

ISLEM MADDE SURE
1 GECE
DEPARAFINIZASYON KSILEN I 30 DAKIKA
KSILEN II 30 DAKIKA
REHIDRATASYON % 95 ALKOL 2 DAKIKA
% 80 ALKOL 2 DAKIKA
% 70 ALKOL 2 DAKIKA
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% 60 ALKOL 2 DAKIKA
YIKAMA AKAR SU 5 DAKIKA
BOYAMA HEMATOKSILEN 5 DAKIKA
YIKAMA AKAR SU 5 DAKIKA
DIFERANSIYASYON ASIT-ALKOL 1-2 SANIYE
YIKAMA AKAR SU 5 DAKIKA
BOYAMA EOZIN 3 DAKIKA
YIKAMA AKAR SU 5 DAKIKA

% 80 ALKOL 1 DAKIKA

% 95 ALKOL 1 DAKIKA
KURUTMA HAVADA VEYA ETUVDE

KSILEN 1 SAAT
KAPAMA ENTELLAN

Tablo 3.3.3: Avidin-biyotin Peroksidaz Yéntemi ile Indirek Immunohistokimya

Boyama Protokoli

ISLEM MADDE SURE
DEPARAFINIZASYON | 60°C etlivde 1 GECE
DEPARAFINIZASYON | KSILEN I 30 DAKIKA
DEPARAFINIZASYON | KSILEN II 30 DAKIKA
REHIDRATASYON % 95 ALKOL 2 DAKIKA
% 80 ALKOL 2 DAKIKA
% 70 ALKOL 2 DAKIKA
% 60 ALKOL 2 DAKIKA
YIKAMA DISTILE SU 10 DAKIKA
FOSFAT TAMPON SOLUSYONU | 10 DAKIKA
(PBS)
HAVUZCUK DAKO PEN
OLUSTURMA
TRIPSIN 37°C etiivde 10 DAKIKA
YIKAMA PBS 3x5 DAKIKA
PEROKSIDAZ BLOK | % 3 HIDROJEN PEROKSIT 5 DAKIKA
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YIKAMA PBS 3x5 DAKIKA
BLOCKING Non-immun bloklama solisyonu 1 SAAT
PRIMER Anti-eNOS, anti-iNOS, anti-Caspase- | 18 SAAT
ANTIKORLAR 3, anti-Fas-L, anti-Apaf-1, | +4°C nemli
anti-Cytochrom-C,
YIKAMA PBS 3x5 DAKIKA
SEKONDER ANTIKOR | BIOTINLE ISARETLI SEKONDER | 30 DAKIKA
ANTIKOR
YIKAMA PBS 3x5 DAKIKA
STREPTAVIDIN 30 DAKIKA
YIKAMA PBS 3x5 DAKIKA
BOYAMA DAB (diamino benzidine) 10 DAKIKA
YIKAMA DISTILE SU 3x5 DAKIKA
ARTALAN BOYAMA | MAYER’S HEMATOKSILEN 3 DAKIKA
YIKAMA DISTILE SU 10 DAKIKA
KAPAMA ENTELLAN
INCELEME BX40 OLYMPUS MARKA ISIK

MIKROSKOBU

Tablo 4.1.2: Deney Gruplarindan H&E Boyama Degerlendirme (Grade) Sonuglari

GRADE GRUP 1

GRUP 2 GRUP 3

GRUP 4

GRUP 5

. ornek

. ornek

. ornek

. ornek

. ornek

ornek

. 6rnek

. ornek

. ornek

[0 B I N N N N S - N Y I - I o

W W N W B W N W w

| Ol O k| O O O o ol o

10. 6rnek

BB W W W N W W W w
W W N P N | WO N NN
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Tablo 4.1.3: Deney Gruplarindan H&E Boyama Degerlendirme (Follikiil Sayisi)

Sonuglari
FOLLIKUL | GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4 GRUP 5
SAYISI
1. 6rnek 8 4 9 4 8
2. 0rnek 9 6 7 5 5
3. drnek 10 5 8 4 8
4. ornek 11 5 7 2 5
5. 6rnek 9 6 9 4 4
6. 0rnek 8 4 8 3 5
7. 6rnek 9 6 10 3 4
8. brnek 9 5 7 4 5
9. drnek 10 6 12 4 5
10. 6rnek 12 4 8

TABLO 4.3. Deney Gruplarindan Elde Edilen IHK Boyama Sonuglari

Anti-eNOS | GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4 GRUP 5
1. 6rnek 2 3 2 4 3

2. 0rnek 2 3 2 4 2

3. drnek 2 3 2 4 2

4. ornek 2 3 2 4 3

5. 0rnek 2 3 2 4 3

6. 0rnek 2 3 3 3 2

7. 6rnek 2 3 3 3 3

8. ornek 1 4 3 3 3

9. drnek 1 4 3 3 3

10. 6rnek 1 4 3

Anti-INOS | GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4 GRUP 5
1. 6rnek 2 3 3 4 3

2. Ornek 2 3 3 4 3

3. 0rnek 3 3 3 4 3

4. ornek 3 3 2 4 3

5. 6rnek 3 4 2 4 4
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6. ornek

7. 0rnek

8. drnek

9. 6rnek

E N I N I S R S

Wl W A~ W

10. 6rnek

N W W N W

I N NS

W W W wN

Anti-Cas 3

GRUP 1

GRUP 2

GRUP 3

GRUP 4

GRUP 5

. ornek

. ornek

. ornek

. ornek

. ornek

. ornek

. ornek

1
2
3
4
5. 6rnek
6
7
8
9

. ornek

W W Wl W W N W w N

N N DN NN DN NN

10. 6rnek

I N e N N I I

N N W N N W N N NN

| R R R NN N NN

Anti-Fas-L

GRUP1

GRUP 2

GRUP 3

GRUP 4

GRUP 5

. ornek

. ornek

. ornek

. ornek

. ornek

. ornek

. ornek

1
2
3
4
5. 6rnek
6
7
8
9

. ornek

B W W W W AN W

N N N W W W W N w

10. 6rnek

o| o o] o ,r| r| k| R, k| -

N B N N W N W N W w

W W | | N DN N NN

AntiApaf-1

GRUP 1

GRUP 2

GRUP 3

GRUP 4

GRUP 5

1. 6rnek

2. 0rnek

3. 6rnek

4. 6rnek

5. 6rnek

N N N DN

w| W W w

N N NN

B Y I N I SN

AW NN
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6. ornek

7. 0rnek

8. drnek

9. 6rnek

w| B~ BB

Wl N N W

10. 6rnek

NN NN

AR DN W W

W Wl N W

Anti-Cyt-C

GRUP 1

GRUP 2

GRUP 3

GRUP 4

GRUP 5

. ornek

. ornek

. ornek

. ornek

. ornek

. ornek

. ornek

1
2
3
4
5. 6rnek
6
7
8
9

. ornek

W W W s

Wl Wl N W &~ W DN DN W

10. 6rnek

ol P R, P B P B R, PR

BB W W W N W W W W

W Wl W | P N N DN NN

TABLO 4.4.1 Deney gruplarindan elde edilen TUNEL boyama sonuglari

TUNEL

GRUP1

GRUP2

GRUP3

GRUP4

GRUP 5

. ornek

1

3

2

2

1

. ornek

. ornek

. ornek

. ornek

. ornek

. ornek

1
2
3
4
5. 6rnek
6
7
8
9

. ornek

S Y = S R S RS S S IS

R R N NN R k| e

W| W W W W w w w

N[ N N = N N | -

10. 6rnek

2

N N N N WO W W w w

1

Not: Biiyiik biiylitme alaninda, 1-5 tunel pozitif hiicre: 1, 5-10 TUNEL pozitif hiicre:

2, >10 TUNEL pozitif hiicre: 3 olarak skorlandi.
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