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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

OVARYUM iSKEMi-REPERFUZYON HASARINA KARSI BOR BiLESIiGi VE
ARI URUNUN KOMBINE ETKIiLERININ DEGERLENDIRILMESi

Shukr1 AHMED JAMA

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Genel Biyoloji Bilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Fatime GEYIKOGLU

Yumurtalik iskemi-reperfiizyon hasar1 yaygin bir jinekolojik sorundur ve ayn1 zamanda
kadinlarda kisirhgm oOnemli nedenlerinden birisidir. Oksidatif stres, iskemi ve
reperfiizyondan sonra yumurtalik hasarina biiyiikk Olcide katkida bulunur.
Antioksidanlar oksidatif stresi modiile ederek bu hasarlar1 azaltabilirler. Iskemi-
reperflizyon hasarlarina karst antioksidan ajanlarin etkinligini degerlendirmek igin
pekcok arastirma yapilmistir. Bununla birlikte, yumurtalik iskemi-reperfiizyon hasari
tizerinde propolis ve borik asidin kullanimu ile ilgili herhangi bir ¢alisma yapilmamaistir.
Mevcut arastirma, propolis ve borik asidin yumurtalik iskemi-reperfiizyon hasarlarina
kars1 etki potansiyellerini ortaya koymay1 hedeflemistir. Disi sicanlar rastgele gruplara
ayrilmistir; kontrol grubu, iskemi-reperfiizyon grubu (3 saat), iskemi-reperfiizyondan
once tek basma propolis (100 mg/kg) ve borik asit (7 mg/kg) alan grup ve bu
islemlerden bir saat Once propolis ve borik asidi birlikte alan grup. Deneysel
prosediirlerden sonra si¢anlarin yumurtaliklar1 eksize edilmis ve doku ornekleri
biyokimyasal analiz, immiinohistokimyasal ve histopatolojik incelemeler igin
degerlendirilmistir. Yumurtalik dokusunda propolis ve borik asit tedavisi ile MPO, 1L-6,
TNF- a, MDA seviyeleri ve ayrica 8-OHdG olusumlari ile Caspase-3 ekspresyonunun
onemli Olgiide azaldig1r gbézlenmistir. Diger taraftan, iskemi-reperflizyon grubunda bu
tedaviden sonra SOD ve KAT enzimlerinin aktiviteleri ve ayrica GSH seviyeleri dnemli
olgiide artmustir. Ustelik propolis ve borik asit birlikte anti-apoptotik, anti-enflamatuar
ve anti-oksidan bir ajan olarak etki etmek suretiyle iskemi-reperfiizyonun neden oldugu
yumurtalik hasarlar1 iizerinde belirgin iyilestirici etkiler sunmuslardir. Sonug olarak,
yumurtalik iskemi-reperfiizyon hasarlarina kars1 propolis ve borik asit tek baslara ve
ozellikle de kombinasyon halinde terapdtik ajanlar olarak teklif edilebilirler.

2020, 101 sayfa

Anahtar Kelimeler: Iskemi-reperfiizyon, Borik asit, Propolis, oksidatif stres-
antioksidan, apoptoz, inflamasyon, patoloji.



ABSTRACT

MS. Thesis

THE EVALUATION OF THE COMBINE EFFECTS OF BORON COMPOUND
AND BEE PRODUCT AGAINST OVARIAN ISCHEMIA-REPERFUSION
INJURY
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General Biology
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Ovarian ischemia-reperfusion injury is a common gynaecological problem and is also
one of the important causes of infertility in women. Oxidative stress contributes greatly
to ovary injury after ischemia and reperfusion. Antioxidants may alleviate these
damages by modulating oxidative stress. Many search are performed for evaluating the
efficiacy of antioxidant agents against ischemia-reperfusion injury. However, there is no
any study for use of propolis and boric acid on ovary ischemia-reperfusion injury until
today. The present investigation aimed to reveal the impact potentials of the propolis
and boric acid against ovary ischemia-reperfusion damages. The female rats were
randomly divided into groups; control group, ischemia-reperfusion group (3 hour),
group receiving propolis (100 mg/kg) and boric acid (7 mg/kg) alone before ischemia-
reperfusion and group receiving propolis and boric acid together one hour before this
procedures. The rats’ ovaries were excised after experimental procedures, and the tissue
samples were evaluated for biochemical analysis, immunohistochemical and
histopathological examinations. It was observed that MPO, IL-6, TNF-o, MDA levels
and also 8-OHdG formations with Caspase-3 expression significantly were decreased in
ovary tissue by treatment of propolis and boric acid. Whereas, the activities of SOD
and CAT enzymes and also GSH levels were significantly increased after by this
therapy in ischemia-reperfusion group. Moreover, propolis and boric acid together
presented pronounced ameliorative effects on ovarian damages caused by ischemia-
reperfusion by acting as an antiapoptotic, anti-inflammatory and antioxidant agent. As
conclusion, propolis and boric acid alone and particularly in combination could be
suggest as therapeutic agents against ovary ischemia-reperfusion damages.

2020, 101 pages

Keywords: Ischemia-reperfusion, Boric acid, Propolis, oxidative stress-antioxidant,
apoptosis, inflammation, pathology.
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1. GIRIS

1.1. Ovaryum

Disi lireme sisteminin bir parcast olan ovaryum, pelvis boslugunun yan duvarlarinda sag
ve solda olmak {izere iki adettir. Biiylikliigii ve bicimiyle bir bademe benzer (Roach and

Andreotti 2017) (Sekil 1.1).

Uterus

Sekil 1.1. Ovaryumun genel goriiniimii (Anonim 2017)

Birbirleriyle iliskili olarak ¢alisan ovaryumlarin iki 6nemli fonksiyonlar1 vardir; Disi
tireme hiicrelerini (oogenesis) ve steroid hormonlar1 bu esem organlart iiretir ve salgilar
(steroidogenesis). Ovaryumlardan salgilanan steroidler, sekonder esey organlari ve
meme bezlerinin gelisme ve biiylimesini ayn1 zamanda da esey hiicrelerinin gelisip
olgunlagmasini kontrol eder. Ovaryum hormonlarindan Ostrojen ve progesteron genital
dongiiniin diizenlenmesinde ve kadin genital sisteminin gelismesi tizerinde etkili olan

onemli hormonlardir (Hamilton et al. 2016).



1.1.1. Gonadlarin embriyonal gelisimi

Genetik acidan embriyonun cinsiyeti fertilizasyon sirasinda belirlenmis olmasina
ragmen embriyonal gelisimin 7. haftasina kadar gonadlar erkege ve disiye ait morfolojik
Ozelliklere sahip degildirler. Gonadlarin gelisimine bakildiginda baslangigta bir cift
uzunlamasina genital veya gonadal kabarti seklinde ortaya ciktiklari goriiliir. Bu
organlar epitelin proliferasyonu ve altindaki mezensimin yogunlagmasiyla olusurlar.
Embriyonal gelisimin 6. haftasina kadar genital kabartilar iginde germ hiicreleri
bulunmaz. Gelisimin 4. haftasinda ise ilk esey hiicreleri allantoise yakin duvarinda
vitellus kesesi endoderm hiicreleri arasinda goriilmeye baslarlar. Bu hiicreler ameboid
hareketlerle ilkel bagirsak mezenterinin dorsali boyunca ilerler ve 5. haftanin basinda
ilkel gonadlara ulasarak genital kabartilar1 6. haftada isgal ettikleri gdzlenir (Sandle
2005; Poljicanin et al. 2015). Bu hiicrelerin gdgiinii, yeni olusan gonaddan sekrete
edilen kemotaktik faktorlerin etkileyebilecekleri diistiniiliir. Yaklasik bin ve iki bin
kadar hiicre genital kabartiya ulasarak hiicrelerin gé¢ davraniglar: son bulur (Schmidt et

al. 2005; Carlsons 2009).

Genital kabartiya s6z konusu hiicreler ulagamazsa gonadlar gelisimini tam olarak
tamamlayamaz. Ovaryum ve testise farklilasan gonadlarin primordiyal germ hiicreleri
tizerinde indiikleyici etkileri vardir. Primitif gonadlara ulagsmasindan hemen 6nce ve
ulagmasi sirasinda genital kabart1 epiteli prolifere olur ve primordiyal germ hiicreleri
epitel hiicreleri altlarindaki mezensimin igine ilerler. Bu hiicreler burada belirgin bir
diizeni olmayan primitif cinsiyet kordonlari denilen kordonlar1 olustururlar. Bu
kordonlar hem disi hem de erkek embriyolarda yiizey epiteline baglanir. Bu asama
erkek veya disi gonadlarinin birbirinden ayirt edilebilmesinin miimkiin olmadig1 bir
evredir. Bu evredeki gonadlar farklilasmamis gonadlar olarak tarif edilir (Biason-

Lauber 2017) (Sekil 1.2 ve Sekil 1.3).
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Sekil 1.2. Ovaryumun embriyonal gelisim semasi (Anonim 2019a)
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Sekil 1.3. Testisin embriyonal gelisim semasi (Anonim 2019b)

Ovaryum folikiiliiniin folikiil epitel hiicreleri tarafindan olusturulmasi asamasinda ¢

bolgenin aktif oldugu diisiiniilmektedir (Berkovitz et al. 1991):

1. Sekonder cinsiyet kordonlar1 (S6lom epitelinden)
2. Primitif cinsiyet kordonlari

3. Yukaridaki iki bolgeden

Ancak folikiiler epitel ic¢indeki iki belirgin hiicre tipinin varligi (agik ve koyu) son
olasiligin daha kabul edilebilir oldugu diislincesini uyandirmaktadir. Ovaryumlar
histolojik incelemelerde 10. haftaya kadar ayirt edilemezler. Bu evrede primer germ
hiicreleri oogonia olarak adlandirilir ve 4. ayin basina gelene kadar mitozla ¢ogalmaya
devam ederler. Primer cinsiyet kordonlar1 erkeklerde belirginken disi embriyolarda ¢ok
belirgin degildir. Bu kordonlar gonadlarin medullasina kadar uzanarak rete ovarii
denilen rudimenter durum olustururlar. Ancak daha sonra rete ovarii ve primer cinsiyet

kordonlar1 dejenerasyon gegirerek kaybolurlar (Khan et al. 1999; Acikalin and Tokar



2005). Mayoz geciren oogoniumlar ovosit olarak adlandirilirlar ve folikiiler hiicreleriyle
iligkilerini devam ettirerek primordiyal folikiil olusumlarint saglarlar. Ovaryum
korteksindeki oogoniumlar ise mitoz boliinmelerle ¢ogalirlar. Her iki hiicre tipi de
aralarinda sitoplazmik kopriilerle baglanti kurarlar. Ovaryumda 22. haftaya kadar
folikiiler gelisim tamamlanir. Ovositler boliinmelerini Mayoz I’in profaz agamasinda
diploten sathasina devam ettiriler. Ergenlik donemine kadar Mayoz bdoliinme devam
etmez ve ovositler bu safhada kalirlar (Feng et al. 2014). Tunika albuginea ise yiizey
epitelini  korteksteki folikiillerden ayiran ince bir fibréz kapsiill tabakasidir.

Mezonefrozdan ayrilan ovaryumlar mezenterlerle mezovarium ile baglanti kurarlar

(Roth 1971; Moore and Persaud 2002).

1.1.2. Ovaryumun anatomisi

Ergenlik doneminde oval bi¢imli ovaryumlar 0,5-1,5 cm kalinliginda, 2-3 cm ¢apinda
ve 3-5 cm uzunlugunda yanlardan basik olan organlardir. Agirhig 4-6 gr kadardir.
Ovaryumlarin pelviste bulundugu cukurluklara fossa ovarika denilmektedir. Bu
cukurluk pelvisin yan duvarlarinda arteria iliaka kommunisin dallarindan ikisi (arteria
iliaka eksterna ve arteria iliaka interna arasinda yer alir. Ovaryum distan bag dokudan
olusmus sert bir zarla (tunika albuginea) cevrelenir. Ilerleyen yasa bagl olarak bu zarm
sertlesip kalinlastig1 gozlenir. Stroma ise ovaryumun temel dokusu olup yap1 ve durum
bakimindan iki tabakadan olusmustur (dista; substantia kortikalis ve ortada; substantia

medullaris (Soares et al. 2015).

Hilus ovaryumlara sinir ve damarlarin girip ¢iktigi yerdir. Ovaryumlar uterusun yan
kenarlarinda hilusda yer alan mezovaryum olarak bilinen ve damarlar1 bu organlara
ileten peritonun katlantisindan olusan bir aski (ligamentum latum) ile asili dururlar
(Sekil 1.4). Ovulasyondan Once yiizeyleri diizgiin olan ovaryumlarin, ovulasyondan

sonra bu diizgiinliiklerini kaybettikleri gozlenir (Gartner 2001; Xu et al. 2018).
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Sekil 1.4. Ovaryumun anatomik yapisi (Anonim 2019c)

1.1.3. Ovaryumun histolojisi

Tek kath kiibik epitel ovaryum yiizeyini orter. Germinal epitel olarak adlandirilan bu
hiicre tabakasinin mezovaryumu Orten mezotelyumla devam ettigi goriiliir. Hilusta
mezovaryum, ovaryum yiizeyinde genel olarak tek katl kiibik bazi yerlerde de tek katl
yassi1 epitelden olusan germinal epitel ile devamlilik gdsterir. Bu epitelin yasla iliskili
olarak genclerde kiibik, yaslilarda ise yassi goriiniimlii oldugu ve belirgin bir bazal
membranlarinin  bulundugu gozlenir. Zengin kollagen ipliklerden olusan Tunika
albuginea ise germinal epitelin altindadir, yaklasik 100 mikron kalinliginda siki bag
dokundan olusan tabakadir (Roach and Andreotti 2007; Ross 2015).

Ovaryumda goriilen graniiloza hiicreleri bir diger parankimatik hiicre tipi olup 06zel
baglanti bolgelerine sahiptirler. Gap-junction olarak adlandirilan bu bolgeler folikiil

hiicreleriyle sinyal iletiminin karsilikli olmasma yardimci olurlar (Winterhager and



Kidder 2015). Bu baglantilar sayesinde graniiloza hiicreleri folikiil hiicrelerini
besleyebilir. Bazal membrana temas eden graniiloza hiicreleri folikiil hiicrelerinden

histolojik olarak kolayca ayirt edilebilirler (Guan et al. 2017).

Dogumla birlikte saglikli bir disinin ovaryumlarinda yaklasik alt1 yliz bin, sekiz yiiz bin
arasinda primer oosit sayilir, ancak bu oositlerden hemen hemen dort yiiz bin tanesi
ovulasyona ulasabilir (Dickey et al. 2002; Ross 2014). Geriye kalan hiicreler atreziye
olarak dejenerasyon gosterirler. Medulla tabakasi korteksin hemen altinda ve organin
merkezinde yer alir. Medulla kan damarlari, lenfatik damarlar ve sinirlerin i¢inde
bulundugu gevsek bag dokusuna sahiptir. Bu kisimda yer yer diiz kas liflerine rastlanir.
Ancak medulla ve korteks tabakalari birbirlerinden kolaylikla ayirt edilemez. Bu
tabakaya ayn1 zamanda zona vaskuloza adi da verilmektedir. Bu adlandirma onun kan

damarlarinca zengin olmasi nedeniyledir (Pascolo et al. 2019).

1.1.4. Ovaryumun fizyolojisi

Ovaryumun fonksiyonu oosit hiicrelerinin iiretilmesi ve hormonlarin sentezlenmesiyle
devam eder. Hipotalamustan gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) sentezlenirken;
folikiil uyarict hormon (FSH) ve luteinize edici hormonu (LH) ise hipofizin 6n

lobundan salgilanir (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5. Ovaryumdan Ostrojen ve progesteron hormonlarinin salinimida feeed back
mekanizmasi (Anonim 2019d)

Ovaryum bu iki hormona cevap vermek icin Ostrojen ve progesteron salgilar (Monte et
al. 2019). Bu iki hormondan Gstrojen disilerde genital organlarin biiylimesini ve ayni
zamanda puberte doneminde sekonder esey karekterlerinin gelismesini saglar (Cunha et
al. 2017). Progesteron hormonu ise meme bezlerinden siit salgilanmasini ve ayni
zamanda uterusun dollenecek yumurtaya implantasyonununu saglamaya hazir hale

getirir (Romero et al. 2018).



1.1.5. Ovaryumun folikiilleri

Primordial folikiil

Ovaryumdaki folikiiller korteksteki stroma i¢inde yerlesir. Oosit etrafindaki tek veya
cok kath folikiil hiicreleriyle (graniiloza hiicreleri) birlikte ¢cok sayida folikiil olusur
(Brazert et al. 2019). Dogumla birlikte bir insan disisinin ovaryumlarinda tahminen dort
yiiz bin kadar folikiil bulunur. Bunlardan yaklasik olarak 400-450 tanesi olgunlagmasini
tamamlayarak ovum (olgun yumurta hiicresi) seklinde iireme organlarina ait yollarda
serbest birakilir. Ancak bu folikiillerden biiylik bir kismi atreziye olur, menopozla
birlikte hemen hemen hi¢ bir gelismis folikiile de rastlanmaz (Wang et al. 2018).
Folikiillerin biiytikligli ve onu saran epitel kilifin kalinligi gelisimin ilerleyen
donemlerine bagli olarak degisiklikler gosterir. Folikiiller biiylimeleri sirasinda;
primordial, primer, sekonder (antral) ve olgunlasmis (graff) folikiiller olarak
tanimlanirlar (Filatov et al. 2017) (Sekil 1.6).

Fetusun iiglincii ayinda primordial folikiillere ilk defa rastlanir ve erken donemdeki
gelismeleri gonadotropin hormonun etkisinden bagimsiz olarak gergeklesir (Silber
2015). Bu folikiillere daha ¢ok ovaryumun germinal epitelinin hemen altinda rastlanir
(Virant-Klun 2015). Primordial folikiillerin ortasinda primer oosit bulunur (Huntriss et
al. 2002). Kiire seklindeki oositin ¢apinin yaklasik olarak 25 pum oldugu gozlenir. Bu
hiicre biiyiikk bir niikleusa ve biiylik bir niikleolusa sahiptir. Cekirdekteki
kromozomlarimin dagmik halde oldugu ve agik renkte boyandigi goriiliir. Hiicrenin
sitoplazmasindaki organeller ise niikleusa yakin bir sekilde kiime olusturma ozelligi
gosterir. Bu organeller az sayidaki golgi kompleksi, endoplazmik retikulum ve cok
sayidaki mitokondriden olusur (Koh et al. 2009). Primordial folikiilde yer alan primer
oositlerin ergenlige kadar mayozun 1. sathasinin profaz evresinde bekledikleri goriiliir
(Zhang et al. 2014).
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Primer folikiil

Bu folikiiller ovaryumun yiizeyine yakin bir yerde yerlesirler. Ergenlesme déneminde
salgilanan FSH’1n etkisiyle oositin ve etrafindaki folikiil epitel hiicrelerinin gelismeye
basladig1 goriiliir (Kim et al. 2007; Mito et al. 2013). Gelismelerinin baslangicinda tek
tabakali ve kiibik olan folikiil epitel hiicrelerinin daha sonra tek tabakali prizmatik
folikiil epitel hiicrelerine degistikleri gdzlenir. Primer folikiillerdeki primer oositlerin ise

I. mayoz boliinmenin profaz asamasinda bekledikleri tespit edilir (Byskov et al. 2002).

Sekonder folikiil

S6z konusu folikiillerin ovaryumun korteksinden daha asagi kisimlarda yerlestikleri
goriiliir.  Primer oositler biiyiidiikkge etraflarinin ¢ogalan folikiil epitel hiicreleri ile
sarildig1 gozlenir. Bu folikiil epitel hiicreleri graniiloza hiicreleri olarak adlandirilirlar.
Mikroskopik olarak bu hiicrelerin biiyiik taneli yapi1 gosteren c¢ekirdeklere ve az
miktarda sitoplazmaya sahip olduklar1 goriiliir. Ayn1 zamanda folikiil epitel hiicreleri ve
oositler arasinda homojen bir sekilde belirgin bir kalinlasma tespit edilir. Bu jel
tabiatindaki ortli zona pellusida veya membrana pellusida adimi alir (Shi and Shao
2019). Elektron mikroskobu ile incelendiginde ise oositin ve ona en yakin olan folikiil
epitel hiicrelerinin ¢ok sayida mikrovillus olusturdugu aymi zamanda aralarinda
glikoprotein tabiatinda bir ara maddenin yer aldig1 goriiliir. Bu yap1 sayesinde gelisen
oosit folikiil epitel hiicrelerinden diflizyonla ve daha genis bir yiizeyle madde aligverisi

yapabilir.

Folikiil epitel hiicrelerini saran bazal membranin disinda ise kollajen ve retikiiler lifli
bag doku ve bu dokuya ait hiicreler (fibroblastlar) bulunur. Olusturulan bu 6zel kilifa
teka folikiilii ad1 verilir (Richards et al. 2018). Bu kilif geliserek teka interna ve eksterna
olarak iki ayr tabaka olusturur. Ig¢ taraftaki teka interna hiicreleri farklilastiktan sonra
steroid sentezi yapan hiicrelere benzer yapisal Ozellikler gosteririler. S6z konusu
hiicrelerin arastirmacilara gore testesteron hormonunu salgiladiklar1 ve bu hormonun da

graniiloza hiicreleri tarafindan Ostrojene donistiiriildiigii kabul edilir (Minguini et al.
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2019). Teka interna hiicrelerinin sitoplazmalarinin biiyiik bir kismimi tiipsii kristaya
sahip ¢ok sayida mitokondriyon, agraniiler endoplazmik retikulum ve lipid damlacigt
doldurur. Kan ve lenfe ait kapillerle ise hiicreler arasinda belirgin bir ag olusturur. Teka
interna hiicrelerinin bu 6zelligi graniiloza hiicrelerinde s6z konusu degildir (Shimizu et
al. 2007). Diger taraftan teka eksterna oOrtiisiinde kilcal damarlar bag doku hiicreleri ile
beraber yer alirlar ve ayn1 zamanda salgi hiicreleri arasinda ag olustururlar (Sharara and

Nieman 1994).

Tersiyer folikiil

Giderek biiyiiyen folikiiliin etrafindaki epitel hiicreleri (graniiloza hiicreleri) arasindaki
diizensiz interseliiler araliklar hiicre sayisi arttik¢a yer yer bosluklar seklinde goriilmeye
baslar. Baslangicta ¢ok sayida ve kii¢lik olan bu bosluklar (antrum folikiili) birbiriyle
birlesir ve daha biiyiik bosluklari olusturur. Bu bosluklar siv1 ile dolu gdziikiir. Folikiil
epitelinden salgilanan bu sivinin steroid hormon bakimindan zengin (Ostrojen,
progesteron ve androjen), proteolitik enzimleri ve ayni zamanda hiyaluronik asidi
igerdigi gozlenir. Ostrojen hormonunun ayni zamanda intersitisyel hiicreler ve teka

folikiiliinden de salgilandig tespit edilmistir (Dewailly et al. 2016).

Graaf folikiilii

Folikiiller ovaryum yiizeyine dogru geliserek biiyiirler. Bu asamada antrumun i¢indeki
stv1 artar ve tek bir bosluk halini alir aynizamanda folikiiliin de ¢ok biiytidiigii gozlenir.
Biiylimiis olan tersiyer folikiiliin ovaryum yiizeyine dayandigi ve germinatif epitel ve
onun hemen altindaki asir1 derecede incelmis olan tunika albuginea’y1 disa dogru
kubbelendirdigi tespit edilir. Bu folikiiller ¢ok gelismis ve ovaryumun yiizeyinden
atilmaya hazir hale gelmis folikiillerdir (Oudshoorn et al. 2017). Graaf folikiillerinde
oosit I’lerin mayoz boliinmenin ikinci asamasini gegirerek oosit II’leri olusturduklar
gozlenir (Jaffe and Egbert 2017). Oositi saran prizmatik folikiil epitel hiicreleri oositin
etrafinda tag gibi bir goriintii olusturur. Bu sekilde yerlesmis epitelden olusmus

tabakaya korona radiyata denir. Ayrica, zona pellusida (membrana pellusida) olarak
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adlandirilan korona radiyata ve oosit arasinda yeni bir tabaka daha olusur. Bu katmanda
elektron mikroskobik incelemelerle korona radiyata hiicreleri ile oosit arasinda
sitoplazmik uzantilarin (mikrovilluslarin) oldugu go6zlenir ve bu uzantilar  ‘gap
junction’  seklindeki baglantilar1 olusturur.  Ayrica korona radiyatanin etrafinda da
diizensiz diziliste birka¢ sira halinde folikiil epitel hiicrelerine rastlanir. Bu hiicre
tabakalar1 folikiil duvarinin bir tarafinda yarimada seklinde antrum bosluguna dogru
uzanir. SOz konusu uzanti kumulus ooforus olarak adlandirilir. Folikiil duvarindaki ¢ok
katl1 epitel hiicrelerinin dis kisma bakan taraflar1 bazal membran ile ortiiliiyken, igteki
hiicrelerin antrum ile sinirlandiriklart goriilir. Bazal membran ile antrum arasindaki
folikiil epitel hiireleri ve antrumu saran hiicre katmanina katmanina stratum granulozum
adi1 verilir (Tarumi et al. 2014). Diger taraftan teka folikiiliiniin sekonder folikiillere
kiyasla tersiyer folikiillerde ¢ok daha belirgin oldugu goriiliir. Ustelik teka internadaki
hiicrelerin  farklilagtiklarinda steroid salgilayan hiicrelere benzer bir goriintii
olusturduklart gozlenir. Bu hiicreler androstenedion olarak adlandirilan ve graniiloza
tabakasina taginan steroid hormon {retirler. Androstenedion’un  dstrojene
dontistiiriilmesi ise folikiil uyarici hormonun etkisiyle graniiloza tabakasindaki
hiicrelerin aromataz enzimini salgilamasiyla gergeklesir. Sentezlenen dstrojen hormonu
ise Once stromaya ve oradan da kan damarlar1 araciligiyla dolasima katilarak tiim

viicuda yayilarak hedef dokularda etkili olur (Hamilton et al. 2017).

1.1.6. Ovulasyon

Disilerde her bir siklusta yirmiden fazla primordial folikiiliin aktive olarak olgunlastig1
ancak bunlardan sadece bir tanesinin tam bir sekilde olgunluga ulasarak ovulasyona
ugradigi digerlenin ise inaktif hale geldigi gozlenir (Robker et al. 2018) (Sekil 1.7).

Oositin  ovaryumdan birakilmas1 olarak adlandirilan ovulasyon basamagi LH’in
salgilanmasiyla indiiklenir  (Grossman et al. 2015). Ovulasyonun hormonlar,
metabolik sinyaller, immun cevaplar, granuloza ve teka hiicrelerinden salgilanan
parakrin faktorler ve ayrica oosit tarafinda olusturulan bir¢ok faktor tarafindan kontrol

edildigi tespit edilmistir (Richani and Gilchrist 2018).
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Sekil 1.7. Ovaryumdan ovulasyonla yumurtanin birakilmasi (Anonim 2019f)

LH folikill duvarinin proteoliz ve apoptoz ugramasini saglayarak parcalanmasini
tetikler. S6z konusu hormon matriksteki metalloproteinazlardan metalloproteinaz-2’nin
aktive olarak kollajenolitik aktivite gostermesine neden olur. Proinflamator
sitokinlerden birisi olan tiimor nekrozis alfa (TNF-a) ve prostaglandinler de ovulasyon
basamaginda etkili olan diizenleyici mediatorlerdendir (Galvao et al. 2018). LH teka
internadaki hiicrelerde ve ovulasyon oncesindeki folikiilde apoptozisi ve kaspaz- 3 ve 7
aktivitesini artirir (Dilaver et al. 2019). LH’una cevap olarak olgunlagmis folikiil yirtilir
ve folikiilden dodllenebilme ozelligine sahip oosit birakilir (Robker et al. 2018). Bu
asamada folikiil hiicrelerinden teka ve granuloza hiicrelerinde ve ayni zamanda stromal
hiicrelerden endotel ve fibroblast hiicrelerinde degisiklikler goézlenir. Diger taraftan
ovaryumun yiizeyindeki epitel hiicrelerinde de fonksiyonal anlamda degisiklikler
olusur. Ayrica ovulasyon asamasinda makrofaj ve noétrofiller ovaryumdaki hiicreler
tizerinde invazyon olusturur ve boylece de sitokinlerin etkileri gozlenebilir (Field et al.

2014).
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Korpus luteum

Korpus luteum, blastosist implantasyonundan sonra gebeligin normal bir sekilde devam
edebilmesi i¢in gecici bir endokrin organ olarak geliserek progesteron hormonunu
salgilar. Progesteron hormonu hipotalamusa negatif feedback ile baski yapar ve boylece
bir sonraki folikiiliin gelismesini onler. Granulosa ve teka hiicrelerinin ovulasyondan
sonra korpus luteumu olusturduklar1 gézlenir (Ginther 2019) (Sekil 1.8). Korpus luteum
incelendiginde granulosa-lutein ve teka-lutein hiicrelerinden olustugu goriiliir (Baerwald
et al. 2012). LH ile ovulasyondan sonra geriye kalan folikiiliin korpus luteumu
olusturdugu tespit edilmistir (Bender et al. 2018; Owens et al. 2018; Ginther 2019).
Yeni olugmus korpus luteuma fibroblastlar, endotel hiicreleri ve teka hiicrelerinin
katildig1 gozlenir (Richards et al. 2017). Teka hiicrelerinde degisen mikrogevreye bagl
olarak yeni damarlar goriilir (Young and McNeilly 2010). Ayn1 zamanda LH’in
artistyla birlikte granuloza hiicrelerinde genleri aktivasyonu goézlenerek luteinizasyon
baslar. Bu asamada aromataz enzimi inhibe olurken steroidojenik aktivite i¢in genler
hizli bir sekilde indiiklenirler (Jeppesen et al. 2012). Disiik ve yiiksek yogunluklu
lipoproteinlerdeki kolesterolden pregnenolon olusumu s6z konusu olur. Serbest kalan

kolesteroliin mitokondriye tasindigi goriiliir. Kolesteroliin tasinmasi streoid yapidaki

embriyonun yumurtaligin
yapisbgi rahim korpus luteumu

Sekil 1.8. Korpus luteum olusumu (Anonim 2019g)
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proteinler ve Sitokrom p450 ile saglanir. Daha sonra pregnolondan progesteron olusur
(Martel et al. 1994). Korpus luteumlarin smiflandirilmasi igindeki hiicrelerin
Ozelliklerine, bosluk igermelerine, bag doku icerikleri ve fibroz doku bulundurmalarina
gore yapilir (Marshall et al. 2017). Si¢anlarda korpus luteumun yeni, olgunlasmis ve
gerilemis olmak iizere ii¢ tipi ayirt edilir. Korpus luteum ovulasyondan sonra Ostrus
siklusunda goriilmeye baglar ve birkag Ostrus siklusu dongiisii siiresince kalir. Daha
sonra fonksiyon kaybina bagli olarak tamamen yok olur (Sasano and Suzuki 1997).
Luteal yapinin tekrar eski haline donmesi durumuna luteoliz denilir. Bdylece, korpus
luteumun geriledigini gosteren isaretler; apoptotik hiicre sayisinin artmasi, progesteron
hormon sentezinin azalmasi ve liiteal yapinin bozulmasidir (Gawriluk and Rucker 2015;
Mohammed et al. 2017; Chou and Chen 2018). Bu isaretlerin gézlendigi asamada kan
damarlarinin  hacmi de kiigiiliir. Liiteolizisi etkileyen en Onemli faktoriin
prostaglandinlerden prostaglandin F2 alfa oldugu rapor edilmistir (Bennegard-Edén et
al. 1995).

1.2. infertilitenin Tanimi

Infertilite bir yildan daha fazla bir siire gectigi halde evli ciftlerin gocuk istemelerine
ragmen gebeligin olusmamast durumudur. Bu siire biraz daha uzatilarak iki yila kadar
beklenilebilir. Infertilite iki sekilde soz konusu olur; Primer infertilite daha 6nce
gebeligin hicbir sekilde olusmadigi, sekonder infertilite ise oncesinde canli dogumla
sonuglanmig en az bir gebeligin olustugu durum olarak tanimlanir (Ling et al. 2018;
Lores et al. 2019). Bir menstrual peryotta gebe kalabilme olasiligina fekundabilite
denilir. Cinsel acidan herhangi bir problemi olmayan ciftlerde gebe kalabilme olasilig
%20-25 oldugundan bu ¢iftlerin %90’1indan fazlasinin 12 ayda gebe kalabilme olasilig1
oldukga yiiksektir (Diedrich et al. 2017; Baird et al. 2018; Pham et al. 2018). Diger
taraftan, saglikli ciftlerde gebeligin yasanmadigi siklus sayisi arttikga fekundabilite
orani da o Ol¢lide azalmaktadir. Otuz yasindan sonra ise gebe kalabilme orani giderek

azalmaktadir (Handyside 2018).



17

Onceki yillara gore infertilitenin artt1g1 tespit edilmis ve bu duruma ertelenen evlilikler,
zararli aligkanliklar, c¢alisan kadin roliinliin artmasi, beslenme aligkanliklarindaki
degisiklikler, evlilik dis1 iliskilerle bulasan hastaliklarin artmasi, infertilite tedavisi
yapan servislerin agilarak hizmetlerini artirmaya calismalari, kisirligin bir problem
olarak goriilmemesi ve tedavi masraflarin1 karsilayacak saglik sigortalarmin hizmet

olarak sunulmasi gibi faktorlerin neden oldugu belirtilmektedir (Gnoth et al. 2005).

1.2.1. Fertiliteyi etkileyen faktorler

Fertiliteyi etkileyen bircok faktdr bilinmektedir; Bunlar artan viicut agirligi, ilerleyen
yas, alkol, sigara, kafein ve uyusturucu ila¢ kullanimlari, cinsel iligki, psikolojik
rahatsizliklar ve ayni zamanda ¢evreden gelen zararli etkiler olarak sayilabilir

(McQueen 2017; Akbarzadeh et al. 2019).

Viicut agirhgi

Overlerin normal bir sekilde fonksiyon yapabilmeleri normal viicut agirligiyla
saglanabilir. Asirt kilo ve zayifik hormonal dengeyi bozdugundan overlerin

fonksiyonlar1 degiserek infertilite gézlenebilir (Broughton and Moley 2017).

Yas

Fertiliteyi etkileyen en 6nemli faktorlerden birisi de erkegin ve kadinin yaslaridir. Her
iki esey i¢in de en yiiksek fertilite 20-25 yaslar1 arasinda s6z konusudur. Ancak
ilerleyen yasla birlikte fertilitenin belirgin bir sekilde azaldig1 gozlenmektedir. Fertilite
orani 30 yasini ge¢mis kadinlarda ve 40 yasini ge¢mis erkeklerde belirgin bir sekilde
azalir. Bununla birlikte erkekerde ilireme yeteneginin ileri yaslara kadar devam
edebilecegi bilinmektedir. 20-25 yaslar1 arasindaki bir kadinin gebelik oran1t %86, 26-
30 yas arasindaki bir kadinin gebelik oram1 %78’e yakin, 31-35 yas arasinda gebe
kalabilme orant %63 ve 35’inden sonra ise gebe kalabilme olasiligi %52 kadardir

(Menken et al. 1986; van Seeters et al. 2017).
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Cinsel iliski

Eslerin yas1 ve evlilik siiresiyle yakindan ilskili olup genellikle ovulasyon beklenen
haftada gebe kalinma oranini artiran 6nemli bir faktordiir (Lensen et al. 2016; Wekker
et al. 2018).

Alkol, sigara ve uyusturucu madde kullanim

Sigara her iki cinsteki bireylerin ¢ogalabilme yeteneklerini sinirlar. Ayni zamanda
sigaranin zararli etkilerini artiran ve infertiliteye sebep olan genetik ve ¢evresel
kosullarda dikkate alinmasi gereken onemli faktorler arasindadir. Alkol ve uyusturucu
maddelerin de fertiliteyi olumsuz yonde etkiledikleri bilinmektedir (Lindsay and
Vitrikas 2015) (Sekil 1.9).

Sekil 1.9. Alkol sigara ve uyusturucu madde kullanimi (Anonim 2019h)
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Cevresel maruziyet

Kimyasal maddelerin ¢esidi ve bu maddelere maruz kalinan siire ile maruziyet sekli
ireme sagligmi yakindan ilgilendiren faktorler arasindadir. Ayni zamanda kimyasal
maddenin konsantrasyonu da siire ve maruziyetle birlikte kadin ve erkegin lireme
sistemini olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Kimyasallara maruziyet sonrasinda
gozlenen olumsuz etkiler arasinda; cinsel iligki sikliginin azalmasi, menstrual peryotta
bozulmalar, infertilitenin gézlenmesi, implantasyon problemlerinde artis, ovulasyon
diizeninin bozulmasi, sperm hiicre sayisinin ve hareketliliginin azalmasi, olgunlasmamais
sperm olusumu ve bunlarin dolleme yeteneginin azalmasi ile testislerdeki anormal
degisiklikler ve hiicre kromozom sayisi ve ayni zamanda yapisinda bozulmalar
belirtilebilir. Diger taraftan, gelisen teknoloji ve diisiincesizce dogal zenginliklerin
tilketilmesi ile ortaya ¢ikan kiiresel 1sinmanin infertiliteye sebep olacagi uyarisi
yapilmaktadir. Kiiresel 1sinmanin bir sonucunun sicaklik artisindan dolayr erkek
bireylerde normal ve hareketli sperm sayisini azaltacagi ve erkek infertilitesinin en
onemli nedenlerinden birisi olacagi vurgulanmaktadir (Araki et al. 2018; Madeen and
Williams 2018).

Psikolojik sorunlar

Stresin bir¢ok hastaligin nedeni oldugu ve ayni zamanda dogurganligir olumsuz yonde
etkiledigi bilinmektedir. Ozellikle iiremeyi kontrol eden hormonlarm kaynagimi
olusturan hipofiz bezinin strese ve duygusal bozukluklara son derece hassasiyet
gosterdigi belirtilmektedir. Stresten dolayr aksayan menstrual peryot ve cinsel
isteksizlik infertilite sebebi olarak goziikkmektedir. Ancak stres infertilite nedeni olarak
kabul edilise de infertilite de stres sebeplerinden birisi olarak diistiniilmektedir (Begum

and Hasan 2014).
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1.2.2. Erkek infertilitesi

Erkek infertilitesinde endokrin bezlerde bozukluklar, varikosel, cinsel islevde bozukluk,
cinsel minasebetle bulasan hastaliklar, bagisiklik maddeleri, konjenital
malformasyonlar gibi nedenler O6nemli goéziikmektedir. Ancak, infertil erkeklerin
yaklasik olarak %50 kadarinda nedeni kesin olarak tespit edilemeyen faktorler bagh
olarak sadece azospermi, oligospermi, teratozoospermi ve diger sperm anormallikleri
gozlenmektedir (Daumler et al. 2016). Genellikle 3 giiniin sonunda toplanmis semen
analizleri alinarak incelenmekte ve dogru tan1 konulmaya calisilmaktadir (Folkvord et
al. 2005). Ayni zamanda erkek infertilitesinin stres, ¢evresel etkenler, yiiksek sicaklik,
obezite, alkol, sigara kullanimi ve elektronik cihaz kullanimlarina bagli olarak

aratabilecegi de kaydedilmistir (Baert et al. 2017).

1.2.3. Kadin infertilitesi

Diizenli adet goren kadinlarda menapozun baslangicindan bir ka¢ yil Oncesinde
infertilite belirtileri goriilmeye baslar. Genellikle 35 yasindan sonra yumurtaliklar,
uterus ve cinsiyet organlarinda anatomik ve fonksiyonel bozukluklarin gézlenmesi ile
iireme sisteminin c¢alismasi aksar. Yumurtaliklarin endokrin organlarla iletisimlerini
devam ettirmelerinden dolayr endokrin bezlerdeki bozulmalar fertiliteyr Onemli
derecelerde etkileyebilmektedir (Sen et al. 2014). Yumurtanin atilmasindaki gecikmeler
heniliz bilinmeyen sebeplerle amenore/oligo  (adette diizensizlik) ve uterusda
kanamalara sebep olur (Xu et al. 2017). Ancak kadmnlarda uterus anatomi ve
fonksiyonuna bagli anormallikler nadiren infertilite nedenleri arasinda sayilmaktadir.
Uterus yapisinin degerlendirilmesi ve anormalliklerinin tanist i¢in Histeroskopi en
onemli izleme yontemlerinden birisidir. Aym1 zamanda, kadinlarda polikistik over
sendromu, tubalar hasar, belirgin endometriozis, genetik bakimdan preimplantasyon
teshisinin konulmas1 ve erkeklerde infertilite gibi pekgok patolojik durumda

Histeroskopi 6nemli avantajlar saglamaktadir (Jokinen et al. 2017) (Sekil 1.10).
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Sekil 1.10. Polikistik over sendromu (Anonim 20191)

Ayrica kadinlarin %10-15 kadarinda infertiliteye neden olabilecek herhangi bir soruna
rastalanamadig1 halde tubalarda spazm, serviksin asir1 sekresyonu, ruhsal bozukluklar
(korku, sizofreni, disparanoya ve mutsuzluk), ailede gecimsizlik ve mesleki catigmalar
ovulasyonda bozulmalara sebep olarak aciklanamayan infertilite sebepleri arasinda
sayilabilmektedir. Ayn1 zamanda bedensel ve ruhsal bakimdan yeterince gelismemis ve
kendisini annelige hazirlayamayacak durumda olmak, gebelikten kagis veya asiri
derecede c¢ocuk sahibi olma istegi de olumsuz infertilite nedenleri arasinda

diistiniilmektedir (van Seeters et al. 2017).

1.3. Adneksiyal Torsiyon

Adneksiyal torsiyon; Tek baslarina overin veya fallop tiiplerinin veya her ikisinin
(adneks) tubo-ovaryan ve infundibulopelvik ligamanin ekseni etrafinda ¢ok fazla doniis
yapmasi olarak tanimlanir (Ginath et al. 2012; Al-Turki et al. 2015). S6z konusu yapilar
torsiyonla birlikte ovaryum ve infindibulopelvik ligamanlar1 kismen sikigtirarak bu
bolgelere kan akimimi engellerler (Warwar and Schmidt 2019). Adneksiyal torsiyona

sik rastlanmamakla birlikte ani ve siddetli abdominal agrinin (vakalarin %2.7’sinde)
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Oonemli bir nedeni olarak kabul edilir ve tedavi edilmezse agir morbiditeye sebep
olabilir. Kadinlarda jinekolojik vakalar arasinda besinci sirada yer alan adneks torsiyonu
herhangi bir yasta goriilebilmekle beraber en cok ergenlik baslamadan once ve
ergenligin baslarinda olusabilmektedir. Hatta postmenapozal donemde de karsimiza
cikabilmektedir. Adneksiyel torsiyonun belirtileri spesifik olmayan ancak siklikla
abdomenin alt kisminda ani ve devamli bir agr ile baglamaktadir. Taninin gecikmesi
veya tanmisinin konulamamasi sik¢a gozlenen bir durum olup boyle bir durumda
yumurtaliklar, fallop tiipleri veya her ikisinde de geriye doniisiimsiiz dejenerasyonlar

s0z konusu olabilmektedir (Raban et al. 2018).

1.3.1. Adneksiyal torsiyonun risk faktorleri

Adneksiyal torsiyon vakalar1 genellikle sag tarafta gozlenmektedir (Ssi-Yan-Kai et al.
2018). Bunun en 6nemli nedeninin sag uteroovaryan ligamanin sol tarafta yer almis
sigmoid kolonun bulundugu bdlgeyi doldurmasindan dolayr oldugu ve bu durumun da

torsiyon riskini artirdigi belirtilmistir.

1.3.2. Ovaryum torsiyonu

Adneksiyel torsiyon fallop tiipiiyle over dokusunun birlikte torsiyon olmasi durumudur
(Melcer et al. 2018). Ovaryum torsiyonu ise sadece yumurtaligin arteryel ve vendz
damarlarin yer aldig1 pediinkiiliiniin kendi ekseni etrafinda dénmesi ile kan akiminin

engellenmesi hali olarak tanimlanir (Huang et al. 2017) (Sekil 1.11).
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Yumurtalik donmesi

Sekil 1.11. Yumurtalik torsiyonu (Anonim 20191)

Torsiyonunun ana nedenlerinden birisi olarak da ovaryum Kkistlerinin ve ozellikle de
dermoid kistin varligi olarak bildirilmistir (Durous et al. 2019). Normal sartlarda
ovaryum torsiyonu seyrek rastlanan bir vaka olarak sayilmistir. Diger taraftan gebelik
de torsiyon olusumu icin bir diger risk faktorii olarak kabul edilmektedir (Silja and
Gowri 2008). Torsiyona bagli olarak kan damarlarinda (ven6z ve arterlerde blokaj) ve
lenf akisinda diizensizlik olusur. Ovaryumda iskemiye bagl olarak ayrica kangrenlesme
ve hatta nekroza kadar gidebilen ¢ok ciddi doku bozukluklar1 gdzlenebilmektedir (Duan
et al. 2019). Sonugta torsiyon infertilitenin 6nemli bir sebebi olarak goziikkmektedir.
Ustelik, torsiyon pelviste kan birikimine veya ciddi periton iltahaplar1 gibi &liimciil

sonuglara da yol agabilmektedir (Fujishita et al. 2015).
1.4. Iskemi ve Reperfiizyon

Doku hasarlarinin en 6énemli nedenlerinden birisi olarak diisliniilen iskemi; Organ veya
dokuyu besleyen kan akiminin (arteryal ve venal kan) kesilmesiyle olusan ve siireye
bagli olarak gelisen geriye doniisiimlii veya doniisiimsiiz olabilen ciddi bir durum olarak
tanimlanir (Lakzaei et al. 2019) (Sekil.1.12). Olusacak hasarin degerlendirilmesi uzayan

iskemik hasar zamani, olustugu doku veya organin tipi ve bilhassa da organin metabolik
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gereksinimlerine gore belirgin degisiklikler gosterir. Dokuya yeterince oksijenin
gitmemesi hipoksik durum olarak belirtilir (Miller and Cheung 2016). Hipoksi en gok
iskemik organda s6z konusu edilmektedir. Oysa hiicrelerin normal metabolik
fonksiyonlar1 i¢in oksijene mutlaka ihtiya¢ vardir. Oysa iskemi vakalarinda dokulara
yeterince oksijen saglanamaz. Bundan dolayr da hipoksinin bir sonucu olarak hiicre ve
doku fonksiyonlar1 bozularak nekroza yol agabilecek istenmeyen bir seri reaksiyon
dizisi olusur. Aksine ilaglar veya cerrahi miidahaleler sonucunda iskemik doku veya
organa tekrar kan akisinin baglatilmasina ise reperfiizyon denilmektedir (E1 Amki et al.
2017; Schiffner et al. 2017). Bununla birlikte, iskemik durumdaki dokuya reperfiizyon
ile olusturulacak hasar tek basina iskemi ile karsilastirildiginda ¢ok daha fazla
olabilmektedir. Boylece iskemiyi takip eden reperfiizyon iskemi reperfiizyon
(iskemi/reperfiizyon) hasar1 olarak adlandirilmakta ve ¢ok ciddi doku hasarlarina yol
acabilmektedir (Wu et al. 2018). Onceki arastirmalara gore reperfiizyonun
baslangicinda fazla miktarda oksijen radikali olusturuldugu aksine nitrik oksit
tiretiminin dokuda azaltildig1 belirtilmistir. Diger taraftan iskemi/reperfiizyon hasarinin
cerrahi islemler (organ nakilleri, peruktan koroner girisimler ve kardiyopulmoner

bypass) sirasinda da olusabilecegi rapor edilmistir (Jiang et al. 2004).

Sekil 1.12. Dokularda iskemi olusumu (Anonim 2019j)
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Aktif bir hiicrenin canliligin1  siirdiirebilmesi i¢in oksijen gereklidir. Hiicre
fonksiyonlarinin bozulmasinin en 6nemli nedenlerinden birisi de oksijen azligidir.
Hipoksik durumun devam etmesi halinde istenmeyen kimyasal olaylar olusacak ve
hiicre 6liimi kacinilmaz olacaktir. Laktik asit birikimine yol agan anaerobik ortam,
hiicre i¢inde aktivite gosteren enzim kinetiklerinde dengeyi bozarak hiicrenin enejisiz

kalmasina yol agabilecektir (Guo et al. 2014).

ATP gibi 6nemli bir enerji kaynaginin azalmasi hiicre zarinda yerlesmis ve ozmotik
dengeyi saglayacak olan sodyum/potasyum pompasinin gorevini yapamamasina yol
acarak izoozmotik durumun bozulmasina sebep olacaktir. Boylece hiicre ortaminda

atilamayan su birikecek ve akut sismelere neden olacaktir (Lan et al. 2017).

Iskemik dokuya reperfiizyon ile yeniden kan akimi saglanabilmektedir. Béylece,
reperfiizyonla birlikte hiicreler yeterli enerji kaynagina sahip olmaktadir (Wu et al.
2017). Reperfiizyon sonrasinda kan akiminin normale dondiiriilmesi ve tekrar yeterli
enerjinin saglanabilmesi olumlu bir tablo gibi goziikse de sonrasinda olusan hasarlar

iskemiye bagli olarak meydana gelen hasarlardan ¢ok daha biiyiik olabilmektedir (Lu et
al. 2019).

1.4.1. iskemi ve reperfiizyon’un mekanizmalari

Dokularda ortaya ¢ikan hasarlarin olugsmasinda temel mekanizmalarindan en 6nemlisi
serbest haldeki oksijen radikallerinin olusturulmasina bagl oksidatif strestir. Digeri ise
hiicre membranlarinda yer alan yag asitlerinin Ca*? iyonunun varliginda fosfolipaz A»
enzimi ile parcalanarak zar yapisinin bozulmasina yol acilmasidir. Boylece, sitotoksik
olaylarin en onemli nedenlerinin reperfiizyonla birlikte basladigi vurgulanmaktadir.
Iskemi ve reperfiizyonun sonucu olarak hipoksantinler birikmekte ve ardindan fazla
miktardaki oksijen dokulara girmektedir. Arastirmacilar hipoksantinlerin oksidaz
enzimi varliginda serbest oksijen radikallerinin olusumuna yol agtiklarimi tespit
etmislerdir. Artan serbest oksijen radikallerinin siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi ile

hidrojen peroksite (H2O2) pargalandigi ve H2O2’de katalaz enziminin etkisiyle su ve
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oksijene doniistiiriilerek zararsiz hale getirildigi belirtilmistir. Diger taraftan yetersiz
enzim aktivitesi, dokulardaki nekrozun ana nedenlerinden birisi olarak diisiiniilmiis ve
serbest oksijen radikallerinin lipid preoksidayonu ve protein hasari yoluyla hiicre
fonksiyonlarini bozabilecegi kanaatine varilmistir (Tang et al. 2006). Yine, reperfiizyon
hasarindan sorumlu bir diger 6nemli mekanizmanin ise dokularda artan inflamasyona

bagli olarak gerceklesecegi rapor edilmistir (Neri et al. 2017).

1.4.1.a. Serbest radikaller/oksidatif stres olusumu ve antioksidanlar

Bilesikteki elektronlarin aralarindaki diizenli iliski o bilesigin kararli yapr kazanmasin
saglar. Serbest radikal terimi dig yoriingelerinde bir veya daha fazla eslesmemis
elektrona sahip element veya bilesikler i¢in kullanilir. Oksidanlarin olusumu ve
antioksidan mekanizma arasindaki dengenin oksidanlar yoniinde bozulmas1 ise oksidatif
stres olarak tanimlanir. Bu dengenin bozulmasinin bir sonucu olarak {iretilen serbest
radikaller (oksidan molekiiller ve reaktif oksijen tiirleri) hiicrelerin yap1 ve
fonksiyonlarini olumsuz yonde etkileyerek farkli oksijen bilesiklerinin olusturulmasina
neden olurlar. Buna karsi koyacak oOzellikte bir antioksidan savunma sisteminin
olmayis1 ise dokularda serbest radikallerin artmasina yol agarak oksidatif strese
rehberlik edebilir (Lin et al. 2019; Turk and Genisel 2019). Serbest radikaller pozitif,
negatif ya da notr yiikli olabilirler (Perovic et al. 2014). S6z konusu radikaller;
stiperoksit anyonu (0O27), hidroksil radikali (OH), peroksil radikali (ROO), nitrik oksit
(NO) ve hidrojen peroksit (H202) gibi gesitlilige sahiptirler (Murphy 2009). Bir serbest

radikalin olusumu ii¢ sekilde gerceklesebilir;

1. Kovalent baga sahip normal bir molekiiliin homolitik yikimai ile olusurlar,
2. Normal durumdaki bir molekiilden sadece bir elektronun kaybi ya da bir molekiiliin
heterolitik olarak pargalanmasi sonucu olusurlar,

3. Normal durumdaki bir molekiile sadece bir elektronun ilavesiyle olusurlar (Turrens
2003).
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Reaktif oksijen tiirleri (ROS), oksijen kaynakli serbest radikallerden olusurlar (Hrycay
and Bandiera 2015). Oksidan etkili molekiiller hiicre membranlarindaki fosfolipitlerin
degisiklige ugratilmasi, membran gegirgenliklerinin artarak bozulmasi, degisen enzim
aktiviteleri ve DNA yapisinin hasara ugratilmasi yoluyla hiicre 6liimlerine yol agarak

onemli sitotoksik etkilere neden olabilmektedirler (Prosser et al. 2016) (Sekil 1.13).

OKSIDATIF STRES

Normal Hiicre Serbest Radikallerin Oksidatif Stres ile
Hicreye Saldins Hicre Durumu

Sekil 1.13. Oksadatif stres olusumu (Anonim 2019k)

Diger taraftan canli organizmasinda ROS’un Onemli fizyolojik rolleri de
tartisilmaktadir. Disi bireylerin lireme sistemi bunun i¢in iyi bir 6rnek olusturmaktadir.
Disi iireme sisteminde ROS’un steroid hormon sentezi, oositlerin gelismesi,
yumurtlama, korpus luteum olugumu veya bozulmasi ile birlikte embriyonun gelismesi
ve gebelige kadar ki iireme ile ilgili fizyolojik basamaklarda etkili oldugu rapor
edilmistir (Aitken 2017; Kurusu and Kuchitsu 2017; Darbandi et al. 2018; Pefia et al.
2019).

Lipit Peroksidasyonu ve malondialdehit (MDA)

Antioksidan savunmasini yetersiz kaldigi durumlarda reaktif oksijen tiirlerinin artmasi

ile lipit peroksidasyonlar1 baglar ve hiicreye Onemli zararlar verir. Lipit
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peroksidasyonuna bagli en zararl iiriinlerden birisi artan MDA {iretimidir. MDA’lardan
aciga c¢ikan son iiriin ise aldehitlerdir. Olusan MDA’lar hiicre membranindaki
komponentlerin ¢apraz baglanmasina ve polimerizasyonuna neden olarak belirgin bir
toksik etki olustururlar (Qi et al. 2019). MDA kan dokusunda oksidatif stresin tayini
icin 6nemli bir parametre olarak kullanilir. Ayn1 zamanda plazmadaki ¢6ziiniirliigiiniin
yiikksek olmasindan dolay1 da idrarda goriilebilir (Qian et al. 2017). MDA elektrofilik
maddelerin aktif tiplerinden bir aldehit olarak hiicre igindeki artan oksidatif stresin bir
sonucu olarak glikasyon son iiriinlerinin ortaya ¢ikmasina sebep olur. Diisiik yogunluklu
lipoprotein  oksidasyonu (LDL) esnasinda ise MDA biliyik bir kismi
dokosaheksaenoik, arasidonik ve linoleik asitlerden olusabilir. Normal fizyolojik
sartlardaki pH'da, MDA serbest haldeyken anyonik 6zellik gostererek proteinlerin ve

amino asitlerin —-NH> gruplari ile reaksiyon verebilir (Naydenova et al. 2019).

Lipit peroksidasyonu reaksiyonlari doymamis yag asidi zincirlerinin a-metilen
gruplarindan sadece bir hidrojenin uzaklastirmasi ile baslar (Ramana et al. 2016).
Olusan yag asidi zincirleri serbest radikal 6zelligi kazanir. Ancak olugmus lipit radikali
bir bilesik olarak dayaniksiz olup kolayca bir dizi degisiklik gosterebilir. Ilk asamada
molekiil i¢indeki ¢ift baglarin yerlerindeki degisikliklere bagli bagka konjugatlar olusur.
Ikinci asamada ise molekiiler oksijen ile lipit radikalleri reaksiyona girer ve ileri
derecede toksik etkiye sahip peroksit radikalleri (LOO") meydana gelir. Bu olusan lipit
peroksit radikalleri zarin yapisindaki bir diger doymamis yag asidini etkileyerek daha
cok yeni lipit radikallerinin olusumunu saglar. Diger taraftan da olusan hidrojen
atomlarim1 alarak yeni lipit hidroperoksitlerinin doniistimlerinin kolaylastirilmasina
neden olur. Bu sekilde reaksiyonlarin otokatalitik olarak ylirlimesine yol agar. Lipit
peroksidasyonunun sonlandirilmasi ise lipit hidroperoksitlerin MDA ve bagka diger

karbonil bilesiklerine doniismesiyle gergeklesebilir (Matozzo et al. 2016).

Antioksidanlar

Viicudumuzun 6nemli savunma sistemlerinden birisi de serbest radikaller tarafindan

olusturulan oksidatif stresi yenmek {izere gelistirilen antioksidan savunmalardir (Ahmad
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et al. 2017) (Sekil 1.14). Antioksidan ajanlar serbest radikallerle basa ¢ikabilen ve
olusacak hiicre hasarlari1 engelleyebilen enzimatik ve ayni zamanda enzimatik
olmayan maddelerdir (He et al. 2017). Canl1 hiicrelerde tespit edimis antioksidanlar ya
hiicreler tarafindan dogal bir sekilde tretilirler ya da dis kaynaklardan takviye olarak
alimirlar. Hem eksojen hem de endojen kaynakli antioksidan maddeler serbest radikal
savascist olarak aktivite gosterirler. Bunun sonucu olarak savunma sistemi gili¢lenerek
hastalik riski azaltilir (McCormack and McFadden 2013). Antioksidanlar, hiicrelerde
metabolizmanin toksik ara veya son {iriinlerinden agiga c¢ikan serbest radikalleri
etkisizlestirerek koruyucu 6zellikler sergilerler (Oikonomidis et al. 2017). Sergiledikleri
reaksiyonlarla, peroksidasyon ve otooksidasyonun hizli bir sekilde 6nlenmesini

saglayabilirler (Oakes et al. 2019).
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Sekil 1.14. Antioksidanlar ve serbest radikallerin atom yapasi (Anonim 20191)
Siiperoksit dismutaz (SOD)

Hiicrelerde serbest oksijen radikallerine karsi Oncelikli savunma hattin1 siiperoksit
dismutaz (SOD) enzimi olusturur (Nishiyama et al. 2017). So6z konusu enzim,
sliperoksit radikallerini (O2-"), daha az toksik etkiye sahip olan hidrojen peroksit (H20>)

ve molekiiler oksijene (O2) katalizleyerek onemli bir sekilde etki gostermektedir.
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Olusan hidrojen peroksitler ise katalaz (KAT) ya da glutatyon peroksidaz (GPx)
enzimleri ile etkisiz hale getirilir (Glorieux and Calderon 2017).

02" +02 " +2H" — H20,+0:

Ayrica, dismutasyon reaksiyonu siiperoksit radikallerinin anyon ve katyon formlarinin
aynt miktarda bulundugu asidik pH ortaminda da (pH; 4.,8) kendiliginden
gergeklesebilir. Ancak, normal fizyolojik kosullarda da (pH; 7,35-7,45) s6z konusu
reaksiyon daha yavas bir sekilde gerceklesebilir (Domergue et al. 2019). SOD enzimi
genel olarak tiim canlilarda bulunur, memelilerde ise iic ayri tipi tespit edilmistir.
Bunlardan Cu-ZnSOD sitozolde bulunur ve dimerik bakir ve ¢inko iyonlarini baglar.
ECSOD olarak adlandirilan tipi ise extraselular ortamda etki gosterir. Mitokondrilerde
bulunan tipi ise Mn-SOD izomerleri olarak tetramerik formda mangan iyonu ihtiva
eder. Diger taratftan SOD enziminin demir iyonu bulunduran izomeri Fe-SOD olarak
adlandirilir ve sadece bazi bitkilerle mikroorganizmalarda bulunur. SOD enziminin
biitiin tipleri stiperoksit radikallerinin dismutasyon reaksiyonlarini katalizlemede gorev

yapabilirler (Zelko et al. 2002).

Katalaz (KAT)

Katalaz enzimi hiicrelerde iirat oksidaz ve glikolat oksidaz gibi pek¢ok enzime sahip
olan peroksizom organellerinin i¢inde bulunur. Katalaz enzimi hidrojen peroksitleri

suya indirgeyerek etkisiz hale getirir (Scibior and Czeczot 2006).

H> O2 + AH2 — 2H O2 + A (peroksidatif)

2H 20, — 2H 20 + Oy (katalitik)
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Glutatyon (GSH)

Glutatyon (GSH) karacigerde DNA’daki genetik ifadeya gerek gostermeden glisin,
sistein ve glutamat gibi ii¢ amino asitten sentezlenen 6nemli bir antioksidan tripeptitdir.
Bu enzimatik olmayan antioksidan madde serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona
girerek hiicreleri olugan oksidatif stres hasarindan korur. Ayrica GSH hemoglobinin
oksitlenmesi sonucunda olusacak methemoglobin sekillenmesine engel olur. Bunun
yani sira proteinlerin siilfidril gruplarinin rediikte edilerek bu gruplarin oksidasyona
karsi korunmasinda gorev alir. Bdylece hiicrelerdeki enzimlerin ve fonksiyonel
proteinlerin inaktivasyonunu énler (Forman et al. 2008). Ustelik GSH hiicrelere yabanci
olan maddelerin detoksifikasyonu saglayarak korur. Hiicre zarlarindan amino asitlerin
gecislerine yardimci olur. GSH g6z lensini, 16kositleri ve ayn1 zamanda eritrositleri
oksidatif strese karsi korur. Bu antioksidan maddenin aktivasyonundaki azalma,
hidrojen peroksit miktarinda artiga sebep olur ve bu durumda ciddi hiicre hasari

anlamina gelir (Calabrese et al. 2017).

1.4.1.b. inflamasyon

Reperfiizyon sonrasinda olusan inflamasyon reaksiyonlari, kompleman ve polimorf
cekirdekli I6kositler 1ile bunlarin endotel hiicreleri arasindaki iligkileriyle
gerceklesmektedir. Eger bu reaksiyon reperfiizyonun olustugu dokuyu veya organlari
16kositler tarafindan salgilanan sitokin, kemokin ve proinflamatuar metabolitler yoluyla
etkilemeye devam ederse olusan inflamasyon kan yoluyla tiim viicuda yayilabilir

(Ampofo et al. 2017). Inflamasyon yanit1 sirasiyla asagidaki gibi gergeklesmektedir;

Notrofillerin damar endoteli ile etkilesimi,
Komplemanlarin aktivasyonu,

Sitokinler ve diger faktorler.
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Notrofillerin damar endoteli ile etkilesimi

Reperfiizyonla olusan hasaralarda noétrofillerin inflamatuar yaniti 6nemli bir rol
oynamaktadir (Raup-Konsavage et al. 2018). Boylece dikkat ¢ekicidir ki 16kositler
arasinda noétrofiller iskemi reperfiizyon sonrasinda ilk aktivite gosteren hiicreler
arasindadir (Yuan et al. 2017). Dolasim kanindaki nétrofillerin inflamasyon bolgesine
asagidaki basamaklar1 gecerek ulasabildikleri tespit edilmistir. Aynt zamanda bu olayla
iliskili olarak selektinler, B integrinler ve immiinglobulin ailesine ait adhezyon

molekiillerinin fonksiyonel oldugu anlasilmistir.

Endotele notrofillerin zayif bir sekilde baglanmasi

Polimorf ¢ekirdekli 16kositlerden nétrofillerin P-selektin glikoprotein ligand-1molekiilii
endoteldeki selektinler (E ve P) ile etkilesme girer ve bdylece lokosit endotele

tutunabilir (Wang et al. 2019).

Endotele notrofillerin sikica baglanmasi

Notrofiller zarlarindaki B integrin proteinleri ile endoteldeki intraselliiler adezyonda
gorev alan ICAM-1 reseptorlerine baglanarak sikica bir araya gelirler. Arastirmacilar,
notrofillerdeki B integrin ekspresyonunun trombosit uyarict faktor, serbest oksijen
radikalleri ve leukotrien B4 gibi molekiillerle artirildigini tespit etmislerdir. Endoteldeki
ICAM-1 ekspresyonun ise tiimor nekroz faktorii-a (TNF-a) ve interlokin-6 (IL-6) gibi
sitokinler ile artir1ldig1 rapor edilmistir (Lyck and Enzmann 2015).

Notrofillerin gocii

Adezyon molekiillerinden olan trombosit endotel adezyon molekiili-1 ve ICAM-1
(immiinoglobiilin siiper familyasindan) noétrofillerin doku arasina dogru transferini

saglayarak ileriye dogru gitmelerine rehberlik ederler. Bu maddelerin yardimiyla
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inflamasyon alanina nétrofillerin go¢ etmelerine  ‘transmigrasyon (gog)’ denilir.
Hipoksik durumdaki dokularda ise interstisiyumda gozlenen aktif durumdaki notrofiller
belirgin hasarlara yol acgabilirler. Go6zlenen hasarlarin en ©Onemli nedenlerinin
notrofillerin igindeki graniillerden, asir1 miktardaki reaktif oksijen tiirlerinden ve doku
arasina birakilan arasidonik asit metabolitlerinden kaynaklandigi disiiniilmektedir.
Nitekim, notrofiller icerdikleri graniillerinden salgilanan miyeloperoksidaz, kollajenaz,
elastaz, proteaz, lipooksigenaz, fosfolipaz enzimleriyle ekstraselliiler matriksde yer alan
protein tabiatindaki maddeleri sindirerek bozulmalaria yol acabilmektedirler (Gorudko

et al. 2018).

Komplemanlarin aktive edilmesi

Kompleman sistemini olusturan proteinlerin karacigerde sentezlenerek kana verildikleri
bilinmektedir. Yaklasik olarak otuz kadar proteinden olusan bu sistem dogal
bagisikligin  kazanilmasinda &nemli bir rol oynamaktadir. Inflamasyon sonrasinda
normalde plazmada inaktif durumda olan enzimler aktifleserek kompleman sisteme ait
proteinleri aktif hale getirmektedir. Bu proteinler inflamasyon sahalarinda kan
damarlarinin  genislemesine (vazodilatasyon), damar gecirgenliginin artmasina
(vaskiiler permeabiliteye) ve fagositik hiicrelerin damar endoteline adezyonuna neden
olurlar (Wang et al. 2019). Kompleman sistemin aktivasyonuyla birlikte
anafilatoksinlerden (C3a ve C5a) ve kompleman reseptorlerden (C3bi ile C5b-9) gibi
proinflamasyona neden olabilecek komponentler olusur ve bu komponentler yoluyla
l6kositlerin aktivasyonu gercekleserek kemotaksik gociin baslamasi vuku bulur. Ayni
zamanda kompleman sistemin aktiflesmesi endotel hiicrelerindeki Niikleer faktor-kappa
B’yi aktive ederek hem endotel hiicreleri hem de nétrofillerin yiizeyindeki ICAM-1, L-
selektin, P-selektin ve damar hiicrelerinde yer alan adhezyon molekiili-1 (VCAM-1)
gibi proteinlerin transkripsiyonlarini artirir. Kompleman sisteme ait C3bi’nin endotel
yiizeyine notrofillerin adhezyonununu kolaylastirdigi tespit edilmistir. C5b-9’un ise
endotel lizerindeki monositleri dokuya yonlendirecek IL-8 ve protein-1’in sentezini
saglamak suretiyle 16kositlerin aktivasyonunu ve kemotaksisini uyardig1 bilinmektedir.

Diger taraftan, C5b-9’un vazodilatasyonu inhibe ederek endotel hiicrelerinden siklik
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guanozin monofosfat (cGMP) gibi bir ikinci habercinin salgilanmasini azalttig1 ve bu
nedenle de damar duvarindaki diiz kas tonusun bozulmasina yol actigi rapor

edilmektedir (Akk et al. 2019).

Sitokinler ve diger faktorler

Canlilarin  ¢esitli hiicreleri tarafindan iretilip salgilanan sitokinler organizmada
inflamasyonun baslamasi, hiicre boélinmesi, doku onarimi ve ayrica enfeksiyon
olaylarinda sistemik yanitin baslatilip inflamasyonun diizenlenmesi bakiminda en
onemli role sahip polipeptid 6zelligindeki proteinlerdendir. Bu haberciler ¢ogunlukla
endotel hiicreleri, fibroblast, makrofaj, lenfositler tarafindan tiretilmekle birlikte bir¢ok
farkli hiicre tarafindan da salginabilmektedirler. Ayrica sitokinlerin doku ve damar
duvarlarinin kontraksiyonlarinda da 6nemli bir role sahip olduklar1 bilinmektedir.
Hiicrelerden saligilanarak kan yolu ile hedef hiicrelere giden sitokinler otokrin,
parankrin ve endokrin etkilere sahiptirler (Marinucci et al. 2003; Capozzi et al. 2019;
Rashad et al. 2019). IL-1B, TNF-a ve IL-6 gibi sitokinler dogal bagisiklikta en 6nemli
rol oynayan haberciler arasindadirlar. Iskemi/reperfiizyon hasari sirasinda aktif
makrofaj hiicrelerinden TNF-a’nin salgilandigi ve inflamatuar yanitin baslamasim
sagladigi rapor edilmektedir. TNF-a’nin hiicre yiizeylerinde reseptorlere baglanarak
etkinlik gosterdikleri tespit edilmistir. Bu habercilerin 6zellikle enfeksiyon durumunda
damar duvarindaki endotel hiicrelerinin yiizeylerinde yeni reseptorlerin olusturulmasina
aracilik etikleri, adezyon molekiillerinden olan endotel 16kosit adezyon molekiilii
(ELAM-I), noral hiicre adezyon molekiilii (NCAM-I) ve ICAM-I ile de hiicrelerin daha
da yapiskan hale getirilmesini sagladiklar1 rapor edilmektedir. Bunlardan baska
notrofillerin endotele daha siki baglanmalarina aracilik ettikleri de bilinmektedir.
Kisacast TNF-o’nin dokular arasina polimorf niikleer 16kosit gegisi ve bunlara bagh
hasarlara neden oldugu anlasilmistir (Yu et al. 2016). Ustelik, TNF-o sitokininin
monositler, lenfositler ve damar endotel hiicreleri tizerinde de etkili olarak IL-6 ve IL-1
B gibi diger sitokinlerin dolasim kanina birakilmalarmi uyardiklart tespit edilmis

bulgular arasindadir (Mancini et al. 2018). Arastirmacilar asir1 diizeydeki TNF-a
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saliiminin damar duvarindaki diiz kaslar1 gevseterek kan basincini azalttig1 ve boylece

de kanin doku arasina siiziilmesini zorlastirdigini taspit etmislerdir.

TNF-o’nin etkileri diiz kas hiicreleri {lizerinde ya dogrudan ya da damar endotel
hiicrelerinden salgilanan nitrik oksit (NO) ve prostasiklin gibi damar gevsetici
molekiiller yoluyla dolayli olarak gerceklesir. Bu sitokin salgilanan bu haberci
molekiiller vasitasiyla 6nemli derecede sitotoksik etkilere neden olabilir. Ayni zamanda
aktif haldeki mononiikleer fagositler IL-1 B gibi inflamatuar mediyator olusumu i¢in de
aracilik ederler. TNF-a’ya benzer biyolojik etkinlige sahip olan IL-1B’in aktivitesi
dolasim kanindaki sitokin miktara bagli olarak gergeklesir. S6z konusu mediyator
diisiik konsantrasyonda bile lokal inflamatuar yanitlara aracilik edebilir. Mononiikleer
fagositik hiicreler ve damar endoteline etkisiyle IL-1 B habercisi kendi ifadesinin daha
da fazla artirilmasini ve ayrica IL-6'nin olusumunu da baslatma 6zelligi sergiler. Ayn
zamanda IL-1 B, 16kositlerin bir araya toplanabilmesi i¢in endotel hiicreleri iizerinde
adezyon molekiillerinin ekspresyonunu da  artirabilir. Ancak IL-1 B dogrudan
dogruya doku hasarina katilmazken TNF-a ile baglatilmis hasarlarin biiylimesine neden
olur. T lenfositler tarafindan salgilanan IL-6 yaklasik olarak 26 kD agirliginda bir
proteindir. Hem TNF-a hem de IL-6 iskemi/reperfliizyon hasarinin gosterilmesinde
onemli haberci molekiillerdir (Giiveng et al. 2019).

NO, endotel hiicreleri tarafindan {iiretilen ve olusmus siiperoksit radikallerini nétralize
eden 6nemli bir haberci molekiildiir. NO molekiilii endotel hiicrelerinde kalsiyum-
kalmodulin bagimli nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi ile olusturularak damar gevsetici
ve ayn1 zamanda trombosit agregasyonunu inhibe edici etki yapmaktadir (Eltzschig and
Eckle 2011; Strand-Amundsen et al. 2018). Nitrik oksit sentaz enzimi ise en fazla sinir
sisteminde olmak iizere damar endotellerinde, trombositler ve diger bircok dokuda

mevcuttur.
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1.5. Bor

Periyodik tabloda yer alan bor elementi B simgesi ile gosterilir. Bu element yar iletken
Ozelliklere sahip metaloit 6zelliktedir. Bor elementinin atom numaras1 5 ve atom
agirligr 10.81 oldugundan periyodik tabloda IIIA gurubunun ilk ve en hafif iiyesidir
(Sekil 1.15). Dogada tek basina bulunmadiklarindan baska elementlerle bilesik seklinde
bulunurlar. Yaklasik 230 ¢esit bor elementi bulunmaktadir. Bunlar arasinda bor oksit

(B203) ve borik asit (H3BO3, BA) en basit yapili olanlaridir.

s BOR =B

Sekil 1.15. Bor elementenin atom sayisi (Anonim 2019m)

Bor bilesiklerinden en oOnemlileri kalsiyumla birlikte bilesik olusturan kolemanit,
kalsiyum-sodyum birlikteligine sahip iileksit ve sodyumla bagli olan borakstir (Uluisik
et al. 2018). Bor elementi, en fazla borik asit ve boraks olarak topraklarda, volkanik
kayalarda, icme sularinda, denizlerde ve atmosferde rastlanmaktadir. Bor, niikleer
sanayinde, ilag sanayinde, giibre sanayinde ve otomobil sanayisi basta olmak iizere dort
yizden fazla alanda kullanilmaktadir ve her gecen giin bor kullaniminin atttig
goriilmektedir. Borun temel kullanim alanlari: seramik sanayi, cam, bilgisayar iiretimi
ve elektronik, otomobil sanayi, metaliirji, enerji, insaat sektorii, kagit ve kimya sanayi
ve en Onemli ise de tip alanidir. Bor mikrop Oldiiriicii 6zelliginden dolay1 ilag

sektoriinde, dezenfektanlarda, g6z yikama soliisyonlarinda, dis macunlarinda, agiz
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gargaralarinda ve antiseptiklerde tercih edilir. Bor madeninin kullanim alanlarini goz
oniline aldigimizda ¢ok biiyiik stratejik onem tasidigi gozlenmektedir (Hazman et al.
2018). Tiirkiye, Rusya ve ABD'de ¢ok sayida bor yataginin oldugu goriilmektedir.
Diinya bor rezervleri B203 kaynag1 bazinda toplam 885 milyon tondur. Bu rezervlerde
Tiirkiye'nin pay1 %64 iken, Amerika'nin pay1 ise %9 dur. En biiylik rezervlere sahip
olup bor diinya piyasasinin fiyatlarin1 belirleyebilecek olan iilke Tiirkiye olmasina
ragmen ABD bor iiretimi agisindan 2011 yilindan beri B203 bazinda 650.000 ton ile en
bliyiik iiretici olumustur. Hemen pesinde ise 517.000 ton ile Tiirkiyedir (Karimvand et
al. 2019).

Borik Asit ve boraks

Pekcok sanayi alaninda kullanilan borik asit, diinyanin gesitli yerlerinde oldugu gibi
Tiirkiye'de de iiretilmektedir. Borik asit; bor alagimlari, antiseptikler, yangi geciktirici,
niikleer, naylon, giibre, tekstil, katalist, cam, cam elyafi, emaye ve sir sanayilerinde
kullanilmaktadir. Borik asit Tiirkiye ve Avrupa iilkelerinde kolemanitten iiretilmektedir.
Bat1 Avrupa'daki tesisler yaklasik 100.000 ton borik asit {iretime sahip olup genellikle
Tiirk kolemanitlerini kullanmaktadir. Borik asit, Tirkiye’deki Etibank'im Bandirma'daki
tesisinde iiretilmektedir. Tiirkiye'de tinkal yataklar1 bulunmadan 6nce Bandirma borik
asit ve boraks fabrikalar1 kurulmustur. 1967 yilinda ise kolemanitten boraks ve borik

asit iiretimi baglamigtir (Aydin et al. 2003) (Sekil 1.16 ve 17).
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Sekil 1.17. Borik asit (Anonim 20190)

Kolemanitten borik asit olusturmak i¢in cevher kirilarak, kalsine edilmekte ve ince toz
sekline getirilmektedir. Sonrasinda seyreltilmis ana ¢ozelti ve siilfiirik asit karistirilip
hizli bir sekilde reaksiyona girmesi saglanmaktadir. Yan iriinler ise filtrasyon ve
kalsiyum siilfat ile ¢cokeltme yapilarak ile ayrilmaktadir. Borik asit filtratin sogutulmasi

ile kristal haline getirilir. Tiirkiye'de borik asit tiretimi tiiketiminden daha fazladir. Borik
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asit'in tikketimi yurt i¢inde 2000 ton kadardir. Ayn1 zamanda yilda yaklasik olarak
15.000 ton borik asit ihract yapilmaktadir. Borik asit ¢ok 6zel amagclar i¢in ¢ok az
miktarda ithal edilir ama bunlarin disinda ithal edilmemektedir. Uretim kapasitesinin ve
ithracatin artmasi i¢in bu bilesik iizerinde ¢alismalar yapilmaktadir. Diger taraftan, BoOs
ticaret i¢in 6onem arz etmektedir. Borik asitten uygun sicaklikta su kaybettirilerek B2O3
elde edilmekte ve saydam cam gorilintiisii olusturulmaktadir. Oda sicakliginda ise
higroskopik hale gelebilmektedir. Bundan dolay1 da bor oksit %1 su igerdiginde ticari
olarak kullanilabilmektedir (Taylan et al. 2007).

1.6. Propolis

Propolis, bal arilarmin bitki tomurcuklar1 ve dokularindan toplayarak olusturduklari
balmumunu tiikiiriikle birlestirdikten sonra kovan tamiri ve dezendektan malzemesi
olarak kullandiklar1 re¢ineli ve yumusak bir maddedir (Sekil 1.18). Propolis aymi

zamanda "

ar1 tutkall" olarak adlandirilmaktadir. Yunanca "pro" ve "polis"
kelimelerinden olusan "propolis" sehir ya da toplulugun savunulmasi anlamina da
gelmektedir. Bununla birlikte propolis kovanin i¢ sicakligini (35°C) korumak amaciyla
kullanilmaktadir. Propolisi genellikle yumusak ve yapiskan hale getirmek i¢in 1sitimak
gerekir. Ancak propolisin ham madde olarak kullanilmasi zararlidir. Nitekim yeterince
malzeme bulamayan bal arilari propolis olusumunda asfalt ve boya gibi insan sagligina
zararl icerikleri de kullanabildiklerinden dolay1 ham propolisin kullanilmasi tehlikelidir

(Kuropatnicki et al. 2013).
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Sekil 1.18. Propolisin genel goriiniimii (Anonim 20196)

Propolisin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri

Propolisin sicakliga bagli olarak (10°C nin altinda) sertliginden dolayr kirilgan bir
yapida oldugu, derin dondurucu igerisinde ise katilasarak toz haline gelebildigi
bilinmektedir. Diger taraftan, yiiksek sicakliklarda (80°C’de) kismi bir sekilde eridigi,
orta sicaklik seviyelerinde ise (30-40°C arasinda) ise yumusaklifin1 koruyarak
yapiskan bir kivam aldig1 bu ylizden de yazin ¢alisan aricilarin iglerini zorlagtirabilecegi
kaydedilmistir. Propolisin koku, renk ve biyolojik 6zelliklerinin mevsime, bolgedeki
bitkilere ve koloniye gore degistigi de rapor edilmektedir. Ayn1 zamanda s6z konusu
dogal ar1 iirliniin kimyasal bilesimi cografik sartlara ve toplandig1 bitkilerin kdkenlerine
gore de onemli degisiklikler sergileyebilmektedir. Ham haldeki propolisin bilesiminin
yartya yakiini re¢ine daha az bir kismim ise balmumu olusturmaktadir. Ayrica
iceriginde ugucu yaglar, polen ve diger organik bilesikler bulunmaktadir. Organik
bilesikler arasinda flavonoidler, fenolik bilesikler, terpenler, beta-steroidler, esterler,
alkoller ve aromatik yapidaki aldehidler olusturmaktadir. Propolisteki flavonoidler
cesitli olup bunlar arasinda krizin, asasetin, pinosembrin, routine, kaemferol, luteolin,
myrisetin, naringenin, apigenin, Kuersetin, katekin ve galangin sayilabilmektedir. Ayni

zamanda sinnamik ve kafeik asit gibi fenolik astler ile elektroforezle ayristirilabilen
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resveratrol adli bir stilben tiirevi bulunmustur. Propolisin bilesiminde 6nemli B grubu
vitaminler (Tiamin, Riboflavin, Piridoksin), C ve aym1 zamanda E vitaminleri ile
sodyum, potasyum kalsiyum, magnezyum, demir, bakir, ¢inko ve manganez gibi yararli
mineraller bulunmaktadir. Hiicre i¢inde 6nem arz eden enzimlerden olan adenosin
trifosfataz, glikoz-6-fosfataz, asit fosfataz ve suksinik dehidrojenaz gibi birkag¢ enzim de
propolisin iceriginde tespit edilmistir. Asya, Amerika ve Avrupa propolislerinin énemli
bir bilesigi kafeik asitin fenil esteridir.. Brezilyanin yesil propolisi ise kafeik asit
tiirevlerinin yan1 sira karekteristik bir sekilde sinamatik asit, artepilin C ve 3,5-diprenil-
4-hidroksisinnamik asite sahiptir. Ayrica s6z konusu propolislerin bilesimlerinde
aldehitler, ketonlar, hidrokarbonlar ve organik asitler ve minerallere de rastlanmaktadir

(Elnakady et al. 2017; Devequi-Nunes et al. 2018; Zancanela et al. 2019).

Propolisin Kozmetik Sanayinde Kullanim

Tiptan kozmetik sanayine kadar farkli alanlarda ve farkli formlarda kullanilan propolis,
tilkemizde de yaygin bir sekilde kullanilmaya baslamistir (Groot 2013). Propolisin
hiicre onarma ve yenileme 6zelligi bunun kozmetik ve dermatolojik bir iiriin olarak
kullanimasint saglamistir. Bu durum propolisin mantar oOldiiriici ve bakterisit
ozellikleriyle iligkili olarak gelistirilmistir (Garcia-Mazcorro et al. 2019). Ayrica
propolis oOziitleri E vitamini ve an siitii ile birlikte kullanilarak kozmetikte cilt
temizleyici ve besleyici soliisyonlar hazirlanmigtir.  Giiniimiizde de sabunlar,
sampuanlar, yiiz maskeleri, kremler, burun spreyleri ve dis macunlarinin i¢ine propolis
katilarak kozmetikteki ticari liriin sayisinn artirilmast hedeflenmektedir (Dogan ve

Hayoglu 2012) (Sekil 1.19).
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wunges syodor.y

Sekil 1.19. Propolis sabunu (Anonim 2019p)

Propolisin Ila¢c Sanayinde Kullanimi

Propolis; kanser, sindirim rahatsizliklarima bagli hastaliklar, egzema gibi deri
hastaliklari, anemi, solunum yolu hastaliklari, yanik ve mikozis gibi yaralarin tedavisi
ile miikdz zarlarin enfeksiyonlarinda ve ayrica bagisiklik sisteminin giliglendirilmesi
amaciyla ilag olarak da gelistirilmeye calisiimaktadir (Ceyhan ve Yigit 2016). Ancak
halk arasinda yaygin olarak kullanilmasina ragmen igeriginin toplandigi bolgeye gore
degismesi, sentetik yollarla elde edilememesi, standardizasyon problemlerine sahip
olmasi nedenleriyle modern tipta ilag olarak teklif edilme asamasi icin sinrh
uygulamalara sahip durumdadir. Bununla birlikte, son yillarda sentetik ilaglarin advers
etkiler sergilemesi ve hastaliklara karsi yeterince tedavi edici 6zelliklerinin olmayisi
sonucu insanlarin dogal ilaclara yeniden egilimi s6z konusu olmaktadir. Bundan dolay1
da ar1 Girtinleri tipta alternatif degil destekgi olarak 6nem kazanmaya baslamistir (Keskin

ve Kolaylt 2019) (Sekil 1.20).



43

Sekil 1.20. Propolisin ilag sanayinde kullanim (Anonim 2019r)

Yukaridaki bilgiler 1s18inda iskemi siireci, etkilenen dokulara kan desteginin
kesilmesiyle ortaya ¢ikan ve siklikla geri doniisiimsiiz iskemik hasara yol agan ciddi bir
durumdur. iskemik siirecin uzunluguna bagl olarak gelisen reperfiizyon, hiicresel
hasara ve reperflizyon hasari olarak bilinen organ fonksiyon bozukluguna neden olan

geri doniisiimlii ya da doniisiimsiiz komplikasyonlar zinciridir (Pang et al. 2018).

Propolis, arilar (Apis mellifera) tarafindan iretilen anti-nérotoksik, anti-viral, anti-
bakteriyel, anti-kanser ve anti-oksidan etkilere sahip dogal bir biyoaktif reginedir. Bu
onemli Ozellikleri nedeniyle bu dogal bilesik kalp hastaligi, diyabet ve kanser
hastaliklarinin tedavisi i¢in yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Mounieb et al. 2017;
Wassel and Khattab 2017; Goes et al. 2018). Propolis’in tip ve eczacilikta farmakolojik
acidan umut verici roller sergiledigi disiiniilmektedir (Peng et al. 2016). Ancak
arastirmacilar bu dogal bilesigin insan saghigini gelistirmek veya hastaliklar1 6nlemede
aracilik ettigi mekanizmalarin hala belirsizligini korudugunu rapor etmislerdir (Huang
et al. 2018). Bu noktada klinik ¢alismalar, beklenen sonuglar 1s18inda kritik teklifler
sunmaya yardimci olacaktir. Bor, hayvanlar ve insanlar i¢in énemli ve ¢ok islevli bir
mikro elementtir (Farfan-Garcia et al. 2016). Bor elementi inflamatuar siirecte merkezi
sinir sistemi, endokrin sistem ve mineral metabolizmasinda 6nemli rol oynamaktadir
(Ku and Chapin 1994). Farkli ¢alismalar, borun bitkilerde normal {ireme fonksiyonu

icin 6nemli oldugunu da gostermistir (Gallardo-Williams et al. 2003). Ayn1 zamanda,
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borun toksik dozlar1 insanlarda ve hayvanlarda iireme organlarinin gelismesini dnemli
Olgiide engelleyebilmektedir (El-Dakdoky et al. 2013; Duydu et al. 2016). Bor
bilesikleri antiparaziter, anti-bakteriyel, anti-fungal ve anti-oksidan aktiviteler de dahil
olmak iizere ilging ve pek ¢ok faydali biyolojik 6zellikler géstermektedir (Hunt 2012;
Bello et al. 2018). Bor igeren bilesikler, son on yil boyunca ilag endiistrisi ve akademik
acidan biiylik ilgi goérmiistiir. Bununla birlikte, borun {ireme sistemleri iizerindeki
ayrintili etkisi belirsizdir. Bu nedenle, sagligi korumak i¢in viicuda uygun dozlarda bor

girisi gereklidir.

Ozellikle ergenlerde ve geng eriskinlerde, yumurtalik iskemi ve reperfiizyon hasar1 bu
organin fonksiyonlarinin kaybi i¢in 6énemli bir risk faktorii olarak degerlendirilmistir.
Zamaninda tani ve miidahale, etkilenen yumurtaligin kurtarilmast ve daha sonra
yasanacak olan olasi kisirligin dnlenmesinin anahtar olarak kabul edilmistir (Srivastava
and Mehta 2009). Literatiirde birgok g¢alisma olmasina ragmen iskemi/reperfiizyon
hasar1 klinik olarak ciddi bir problem olmaya devam etmektedir (Sayyah-Melli et al.
2012; Sasaki and Miller 2014). iskemi ve sonrasinda reperfiizyon hasar1 basladiktan
birkag saat sonra serbest radikal iiretiminin artmasina ve inflamatuar yanitin gelismesine
neden olmaktadir (Schubert and Thome 2008). Iskemi/reperfiizyon hasarlarmin
gelismesinde oksidatif stres merkezi rol oynarken, anti-oksidan tedavilerin etkinligi

tartigmalidir (Sak et al. 2013).

Literatlirdeki bulgulara dayanildiginda propolisin hiicrelerdeki hedeflerinin tespit
edilmesi ve bu dogal bilesikten yeni ilaclar elde etme imkénlarinin arastirilmasi igin
daha fazla g¢alismaya ihtiya¢c duyuldugu kanaatine varilmistir. Diger taraftan, pre-
iskemik tedavide bor bilesiklerinin koruyucu etkilerinin heniiz arastirilmadig literatiir
taramasi1 sonucunda elde edilen bilgilerden anlagilmaktadir. Boylece, mevcut calisma ile
oncelikle popolis ve borik asidin tek baslarmma yumurtalik iskemi ve reperfiizyon
hasarinin tedavisi i¢in etkili terapdtikler olarak degerlendirilip degerlendirilemeyecegi
amaglanmistir.  Ayrica, bu caligmanin ikinci amacini propolis ve borik asit
kombinasyonunun si¢anlarda yumurtalik iskemi-reperfiizyon hasar1 {izerindeki

etkilerinin ilk defa farkli mekanizmalar 15181nda ortaya konulmasi olusturmaktadir. Ari
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tirtinleri ile anti-oksidanlarin birlikte kullanilmasinin ciddi iskemi ve reperfiizyon
hasarlarinin azaltilmas: ve saglik {izerindeki faydalarinin artirilarak potansiyel giicii

daha fazla olan yeni ilaglarin kesfinin saglanabilecegi amaglanmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Camacho-Cristobal et al (2008), bor elementinin yiiksek bitkilerin normal biiyiimesi
icin Onemli bir mikrobesin oldugunu rapor etmislerdir. Ayni zamanda bor
mevcudiyetinin tarimsal lretim artirmak i¢in 6nemli bir belirleyici oldugunu ortaya
koymuslardir. Simdiye kadarki ¢alismalarda, bor elementinin énemli fonksiyonlarindan
birisinin hiicre plazma membran fonksiyonlarinin korunmasi ile ilgili oldugunu ifade
etmislerdir. Glinlimiizde, hiicrelerde cesitli metabolik yollar iizerinde de borun olasi
rolleri ile ilgili artan kanitlarin oldugunu beyan etmislerdir. Boylece, yapilmis
caligmalarla son yillarda bitkilerde bor eksikliginin ve toksisite tepkilerinin molekiiler

temeli hakkindaki bilginin 6nemli bir sekilde arttigini rapor etmislerdir.

Demirtas et al (2011), iskemi-reperfiizyon modellerinde doku ve sistemik kan
dolasimindaki oksidatif ve antioksidatif durum fizerine pentoksifilinin (Ptx) etkili
oldugunu saptamislardir. Arastirmacilar, biyokimyasal parametrelerde, kan ve bobrek
doku MDA ve toplam peroksit (t-Prx) diizeyleri lizerinde Ptx (pentoksifilinin) verilen
grupta diger tiim gruplarla kiyaslandiginda belirgin bir sekilde azalma oldugunu
belirtirken kan toplam antioksidan kapasitesi (TAK diizeyi) {zerinde Ptx
uyguladiklarinda kontrol ve iskemi-reperfiizyon grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml artiglar tespit edtmislerdir. Sonu¢ olarak iskemi- reperfiizyon sonrasi olusan
oksidatif stres ve doku hasarlarinin iskeminde olusan hasardan daha biiylik oldugunu
rapor etmislerdir. Ancak, bu hasarin pentoksifilinin verilmesi ile 6zellikle doku oksidan
diizeyinin olumlu yonde etkilenmesi ile ciddi hasarlarin Onlenebildigini beyan

etmislerdir.

Yigiter et al. (2011) ovaryum iskemi—reperfiizyon hasar1 iizerinde biiyiime hormonun
(GH) bir anti-oksidan ve doku koruyucu ajan olarak etkilerini degerlendirmek igin
iskemi-reperfiizyon hasari olusturmuslar ve sican yumurtaliklarindaki biyokimyasal ve
histopatolojik degisiklikleri analiz etmislerdir. Biyokimyasal parametrelerde biiyiime
hormonun SOD ve KAT seviyelerini diisiirlirken, ovaryum iskemi-reperflizyon hasari

nedeniyle lipit peroksidasyon seviyelerini asir1 derecede ylikselttigini saptamislardir
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Karamese et al. (2015), beta-karotenin sican ovaryum iskemi-reperfiizyon modeli
tizerindeki etkilerini oksidatif strese bagl olarak arastirmiglardir. Hem iskemi hem de
iskemi-reperfiizyon gruplarinda yogun hemorajik alanlar gozlenirken bu antioksidanin
etkisiyle tedavi gruplarinda en az hemoraji oldugunu tespit etmislerdir.
Immiinohistokimyasal olarak NF-kB incelendiginde ovaryum iskemi ve iskemi-
reperfiizyon gruplarinda asir1 derecede immiinreaktivite goriiliirken, beta-karoten
uygulanmasindan sonra NF-kB immiinoreaktivitesinin belirgin bir sekilde azaldigim
rapor etmislerdir. Diger taraftan IL-1B,IL-6 ve INOS ekspresyonunun belirgin bir
sekilde arttigini, MDA diizeylerinin anlamli bir sekilde yiikseldigini aksine SOD ve
GSH diizeylerinin azaldigin1 gozlemislerdir. Sonug olarak ovaryum iskemi-reperfiizyon
hasarinda giiclii bir antioksidan olan beta karotenin koruyucu etkisini ortaya

koymuslardir.

Atik ve Gumiis (2017), yapmis olduklar1 ¢alismalarinda propolisin anti-bakteriyel,
antioksidan, antifungal ve antikanserojen ozelliklere sahip oldugunu rapor etmislerdir.
Gilintimiizdeki saglikli beslenmeye yonelik dogal gidalarin tiiketicinin talebini artirdigini
ve propolisin az bilinen ar1 iirlinlerinden birisi oldugunu ve bazi hastaliklar1 tedavi
etmek icin kullanildigini belirtmislerdir. Bu durumun propolisin ¢esitli endiistri

dallarinda kullanimina yonelik caligmalara da desteklendigini 6ne siirmiislerdir.

Ortadeveci et al. (2017), yapmis olduklari ¢alismalarinda sepsis, sok, hidronefroz, agik
bobrek ameliyatlari, parsiyel nefrektomi, renal transplantasyon, kronik bdbrek
yetmezIligi veya renal tiimorler i¢in nefron koruyucu cerrahi girisimler gibi bir ¢ok

durumun bdbrek iskemi-reperfiizyon hasarina sebep olabilecegini rapor etmiglerdir.

Boji¢ et al. (2018), propolisin insan sagligi iizerinde anti-bakteriyel, anti-viral, anti-
kanser, hepatoprotektif, immiinomodiilator ve diger biyolojik aktivitelerini
gostermiglerdir. Bu olumlu etkilerin 6ncelikle flavonoidlerin ve fenolik asitlerin
icerigiyle iliski oldugunu saptamiglardir. Ayn1 zamanda, trombosit agregasyonu, inme,
kalp krizi ve kardiyovaskiiler hastaliklara kars1 da faydali etkilerinin olabilecegini

belirtmislerdir. Avrupa {lkelerindeki propolis g¢esitlerini kapsamli bir sekilde
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incelemisler ve propolis etanolik ekstraktlarinin Staphylococcus aureus'a karsi anti-
bakteriyel aktiviteye sahip oldugunu kaydetmislerdir. Ayrica bu ekstraktin anti-fungal
ekilerinin oldugunu da rapor etmislerdir. Bu ekstraktlardaki toplam polifenollerin
ortalama igeriginin 136.14 mg/g ve 59.23 ila 277.39 mg/g arasinda degistigini tespit
etmislerdir. Diger tarafta toplam flavonoid igeriginin ise ortalama 19.28 mg/g degeri ile
6.83 ve 55.44 mg/g arasinda degistigini rapor etmislerdir. Bu ¢alismalarinin sonucunda,
propolisin kan ornekleri tizerinde trombosit agregasyonunu engelleyen anti-agregant

aktiviteye sahip etkilerinin bulundugu teklifini yapmiglardir.

Nayki et al. (2018), calismalarinda ovaryum iskemi-reperfiizyon hasari olusturarak
flavonoid glikosid etkisini arastirmiglardir.  Arastirmacilar, biyokimyasal ve
histokimyasal incelemeleri sonucunda iskemi-reperfiizyon grubu siganlarda doku
antioksidan seviyelerinde diisme, malondialdehit (MDA), tiimdr nekroz faktorii o (TNF-
a) ve interlokin-1p ifadelerinde yiikselme oldugunu kaydetmisglerdir. Glutatyon (GSH),
Siklooksijenaz-1 (COX-1) ve Siklooksijenaz-2 (COX-2) seviyelerinin ise asirt derecede
yiikseldigini  belirtmislerdir. Sicanlarda iskemi-reperfiizyon {izerinde flavonoid
glikosidin antioksidatif ve antienflamatuar etkileriyle yumurtaliklart iyilestirdigini

saptamislardir.

Sentiirk et al. (2018), iskemi- reperfiizyonun neden oldugu uzak doku pankreas
hasarma kars1 doza bagimli borik asidin koruyucu etkilerini arastirmuslardir. Iskemi-
reperfiizyon hasarinin etkilerini belirleyebilmek amaciyla kan {ire azotu ve kreatin
degerlerini degerlendirmisler ve uzak doku hasarini belirlemek i¢in de insiilin, glukoz
ve amilaz seviyelerini 0l¢miislerdir. Pankreas dokusu {izerinde iskemi-reperfiizyona
bagli oksidatif stres hasarinin olustugunu ve borik asidin doku antioksidan seviyeleri
tizerinde diizenleyici etkilerinin oldugunu belirtmislerdir. Sonug¢ olarak, borik asidin
KAT ve SOD enzimlerinin aktivitelerini artirdigini, GSH ve MDA iizerinde diizenleyici

roliiniin bulundugunu rapor etmislerdir.
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Geyikoglu et al. (2019), bobrek iskemi-reperfiizyon hasari iizerinde propolis ve borik
asitin terapotik rollerini ve olast mekanizmalarini belirlemek i¢in ¢aligma yapmislar ve
arastirmalarmin sonucunda propolis ile birlikte borik asit kullaniminin anti-oksidan,
anti-enflamatuar ve anti-apoptotik etkilerine bagl olarak iskemi-reperfiizyonun neden

oldugu bobrek hasarlarini iyilestirdigini tespit etmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Arastirmanin Yapildig1 Yer

Bu arastirma, Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi ile
Fen Fakiiltesi Biyoloji Anabilim Dali Hayvan Fizyolojisi ve Histoloji laboratuarinda
yapildi.

3.2. Denekler ve Calisma Protokolii

Deneysel calismalardaAtatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Arastirma Merkezinde
yetistirilmis Sprague-Dawley cinsi sicanlar (250-270 g) kullanildi. S6z konusu
merkezden Etik Kurul Izni (08.08.2016 no:129) alinarak hayvanlarm bakimi ve
kullaniminda Etik Kurul sartlarinin saglanmasina 6zen gosterildi. Calisma boyunca 12
saat aydinlik ve karanlik siklusunda tutulan hayvanlara standart fabrikasyon pelet yem

verildi ve musluk suyu i¢irildi.

3.3. Kullanilan Biyokimyasal Maddeler

Glasiyel asetik asit (CH;COOH) SIGMA
Sevofluran SIGMA

8-OHdG SANTA CRUZ
Stiper oksit dismutaz (SOD) SunLong Biotech
Katalaz (KAT) SunLong Biotech
Malondialdehit (MDA) SunLong Biotech
Glutatyon (GSH) SunLong Biotech
Lipid peroksit (LPO) SunLong Biotech
Timor nekrozis faktor-a (TNF-a) SunLong Biotech
Hematoksilen & eosin (H&E) MERCK

Etanol MERCK
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Entellan MERCK
PBS (Fosfat tampon soliisyonu) MERCK
DAP (3,3'- diaminobenzidine) MERCK
Sitrat tamponu MERCK
Formalin (CH20) MERCK

3.4. Kullanilan Aletler ve Cihazlar

Arastirmalar esnasinda kullanilan aletler ve cihazlar Cizelge 3.1°de gosterildi.

Cizelge 3.1. Arastirmalar esnasinda kullanilan aletler ve cihazlar

Alet ve Cihazlar Temin Edildigi Firma
Mikrotom Leica RM 2255, Germany
Doku bloklama Leica EG 1160, Germany

Isik mikroskobu Olympus BH 40, Japan

Etiiv Heraeus FB 420, Germany
Hassas terazi Sartorius AG, Germany
Otomotik pipet Finpipette Labsystems, Finland
Santrifiij Heraeus 4600, Germany
Spektrofotometre Beckman DU 500, USA

3.5. Kullanilan Boya ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

Histopatolojik islemlerde kullanilmak tizere ¢ozeltiler agsagidaki gibi hazirlandi.

Notral tamponlu formalin (NTF) hazirlanisi

» Disodyum hidrojen fosfat, Na;HPO4 (6,5 Q)
» Sodyum fosfat monobazik dihidrat NaH2PO42H20 (4 g)
» Distile su (900mL)
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»  %40’lik formalin (100 mL)

Asit alkol soliisyonunun hazirlanisi

» HCI(10cc)
» Etil alkol (300 cc)
» Distile su (700 cc)

Antikorun sulandirilmasi

» 1/50 »  49ml (antijen) +1ml antikor
» 1/100
» 1/200

v

99 ml(antijen) +1ml antikor

v

995ml (antijen) + 1ml antikor

DAP hazirlanmasi

> 2ml DAP substrat
» ldamla DAP kromajen

PBS soliisyon hazirlama

> NaH,POs —» 3.710ml
» NaH, PO, —— 5 0.98ml 21t
> NaCL —> 144 ml

Antijen Retrivol hazirlamasi

» 30cc — » sitrat tamponu

> 270cc — (distile su
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3.6. Calismanin Deney Gruplari

Arastirmada Sprague Dawley (40 adet) disi sican kullanildi ve her bir grupta yedi
hayvan olacak sekilde deney gruplar1 olusturuldu.

Olusturulan gruplar sirasiyla asagidaki gibi adlandirildi.

Grup: Kontrol grubu

Grup: Iskemi /reperfiizyon (I/R) grubu

Grup: Iskemi/reperfiizyon + borik asit (7 mg/kg) grubu
Grup: Iskemi/reperfiizyon + propolis (100 mg/kg) grubu

o &~ w0 D

Grup: Borik asit (7 mg/kg) + propolis (100 mg/kg) grubu

3.7. Cerrahi Islemler

Sicanlar 25 mg/kg dozda tiopentalsodyumla anestezi altina alindi. Karin bolgesinden
lateral 2-3 cm kesi agilarak bu bolgedeki periton ve karin kaslart gegilip overlere

erigildi.

Grup 1. Kontrol grubu olarak kabul edildi. Bu grupta bulunan deneklerin sadece karin
bolgesi acilarak, hi¢ bir uygulama yapilmadan kapatildi. Daha sonra yiiksek doz
anestezik verilerek dldiiriilen hayvanlarin over dokular: alindi.

Grup 2. Anestezi ilebayiltilan sicanlarin daha sonra her iki ovaryumuna klemp takilip
kan akist durduruldu ve 3 saat iskemi olusturuldu. Klempler acilarak 3 saat reperfiizyon
islemi gerceklestirildi. Daha sonra yiiksek doz sevofluran verilerekoldiiriilen
hayvanlarin over dokular1 alindu.

Grup 3. Sicanlara oral yoldan gavajla 1 cc borik asit 7mg/kg verildi. Bu islemin ardinda
1 saat sonra hayvanlar anesteziye alinip karin bolgeleri agilarak her iki ovaryuma
klempler takildi ve 3 saat iskemi olusturuldu. Daha sonra klempler agilarak 3 saatlik

reperfiizyon gergeklestiridi. Sevofluran ile anestezi yapilip ovaryumlari i¢in ¢ikartildi.
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Grup 4. Sicanlara oral yoldan gavajla lcc propolis 100 mg/kg verildi. Bir saat sonra
anestezi verilen hayvanlarin ovaryum bolgesi cerrahi olarak acildi. Her ovaryumalaria
3 saat iskemi yapildi. 3 saat iskemiyi takiben yeniden 3 saat reperfiizyon uygulandi.
Daha sonra yiiksek doz anestezik verilerek oldiiriilen hayvanlarin over doku 6rnekleri
alind.

Grup 5. Son grupta ise sigan ovaryumlara oral yoldan gavajla pespese propolis 100
mg/kg ve borik asit 7 mg/kg 1 cc miktarinda verildi. Bir saat sonra anestezi verilen
hayvanlarin ovaryum bélgesi cerrahi olarak agildi. Ardindan 3 saat iskemi metodu
uygulandi. Daha sonra klempler acilarak 3 saat reperflizyona birakildi. Hayvanlara

Otanazi yapilarak over doku 6rnekleri alind.

3.8. Histopatolojik Yontemler

3.8.1. Mikroskobik islemler

Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Anabilim Dali Hayvan Fizyolojisi ve

Histoloji Laboratuarlarinda konvansiyonel 11k mikroskobu islemleri gergeklestirildi.

3.8.2. Doku takip islemleri

Dokular akarsuda yikanarak (4 saat) bekletidi. Fiksasyon sonrasi dokularin rutin
histolojik degerlendirilmesi yapildi. Dokular bir saat musluk suyuna koyulduktan sonra,

tiim numuneler kademeli olarak alkol serilerinden gegirilirip dehidrasyon islemi yapildi:

1. %70’lik Alkolde 1 gece siireyle tutuldu
. %80’lik Alkolde 1 saat siireyle tutuldu.
. %9611k Alkolde 1 saat siireyle tutuldu.
. %9611k Alkolde 1 saat siireyle tutuldu.
. %100’liik Alkolde 1 saat stireyle tutuldu.
. %100’liik Alkolde 1 saat stireyle tutuldu.

AN W R~ WD
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Deparafinizasyon iglemi i¢in ksilen serilerinden numuneler gegirildi:

1. Ksilen I de 5 dakika, bekletildi
2. Ksilen 11 de 5 dakika bekletildi.

Parafin serilerinden gecirilerek doku infiltrasyon islemi yapilmasi

58°C’de etlivden sonra dokular, parafin blogun ic¢ine diiz kismi alti gelecek sekilde
yerlestirildi ve dokularin {istii kapanacak sekilde tekrar parafin dokiildii ve ardindan
sogumaya birakildi. Dokular parafin bloklara gdomiildii ve kesit alma islemlerine hazir

hale getirildi.

Bloklarin kesilmesi

Parafin bloklardan mikrotom ile 5 um kalinliginda kesitler alind1 ve daha sonra lamlar
tizerine dizildi. Elde edilen bu kesitler histokimyasal boyamalar ile boyanarak ayni kesit
yiizeyine diisen hiicrenin karakteri belirlenmis oldu. Tiim boyamalarin mikroskobik
fotograflari, gruplarin degerlendirmelerinde objektif halde olmasi i¢in aymi 11k

ayarlarinda ¢ekildi.

3.8.3. H&E boyama metodu

1. Deparafinizasyon islemi yapildiktan sonra H&E boyama teknigi uygulandi
2. %100, %96, %80°1ik alkol serisinde 5 dk birakildi

3. Alkollerden sonra distile suda 5 dk yikand1

4. Hematoksilen boyasinda 3 dk bekletildi

5.Cesme suyunda preparetlar iyice yikandi

6. Asit alkole 3 kez batirilip ¢ikarildi

7. Cesme suyunda dokularin hemetoksilen boyamasi gidene kadar iyice yikandi

8. Eozin soliisyonda 30 sn bekletildi
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9. %80’lik ¢ikis alkol serisine batirip ¢ikarildi
10. %96’lik ¢ikis alkol serine batirilip ¢ikarildi
11. %100’lik ¢ikis alkol serine batirilip ¢ikarild
12. Entellan ile kapatma islemi yapildi.

Islemler tamamlandiktan sonra preparatlar entellan ile kapatildi (Bancroft and Stevens

1982).

3.9. Biyokimyasal Analizler

Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi Anabilim Dali
Laboratuarlarinda biyokimyasal analiz iglemleri gergeklestirildi. Deney sonunda hizli
bir sekilde elde edilen ovaryum dokular: disekte edilerek biyokimyasal incelemeler igin
-20°C'de saklandi. Dokularin enzim aktiviteleri en az ii¢ giin igerisinde analiz edildi.
Ovaryum dokusundan elde edilen homojenatlarin siipernatant kismi alinarak SOD,
KAT, MDA, GSH ve LPO aktiviteleri literatiirlere dayali uygun metotlar kullanilmak

suretiyle oda sicakliginda olgtimleri yapildi.

Doku homojenatlarinin hazirlanmasi

1. Dokular kirmiz1 kan hiicresi ve kan pihtilarin1 uzaklastirmak amaciyla PBS ile
yikandu.

2. Sivi azot altinda dokular iyice ezildi ve homejenize edildi.

3. 3.70 mM siikroz, 210mM mannitol ve 1mM etilen glikol-bis tetraasetikasit (EDTA)
iceren pH’1 7.2 olan doku basmna 1 ml soguk Reaktion buffer ile ultra turrax
homojenizatérde buz iistiinde 1 dakika boyunca homojenize edildi.

4. Biitiin numuneler islem bitene kadar + 4°C muhataza edildi.

5. Parcalanmamis hiicreler, g¢ekirdekler ve hiicre dokiintiileri 2000 -3000 rpm 15
dakika stireyle 4°C'de santrifiijle c¢oktiiriildi. Daha sonra ovaryum dokusunda
siipernatant kismi1 SOD, KAT, LPO, IL-6 ve MDA analizleri yapilincaya kadar -80°C'de

saklandi.
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Kullanilan Reaktifler: Test tamponu (50 mM Tris-HCI, pH:0.8), 0.1 mM 0&rnek
tampon (50 mM Tris-HCI, pH:0.8), Radikal Dedektor (Tetrazolium tuzu), SOD, KAT,
LPO, IL-6 ve MDA ’nin Standartlari.

Siipernatant kisminda olciim ve sandvi¢ ELISA yonteminin yapilmasi;

Calismalar i¢in homojenazator, ¢ozeltilerin hazirlanmasi i¢in meziir, erlen ve beher,
santrifiij tlipi, 10-100 ve 100-1000 pL’lik otomatik pipetler, tek kullanimlik pipet

uclari, santrifiij cihazi ve spektrofotometre kullanildi.

1. 0,15 N KCI tamponu hazirlandi, bu ¢ozelti i¢ine 1 gr doku 10 ml’ye tamamlanacak
sekilde alinan dokular homojenize edildi.

2. Ornek plaka kuyucuklara standartlar ve siipernatlar konularak 37°C’de 30 dakika
stireyle inkiibe cihaziyla tespit edildi.

3. Dabha sonra PBS soliisyonunda 6rnek plate kapaklari yikanip HRP—konjugat reaktifi
eklenerek 37°C'de 30 dk siireyle yeniden inkubasyonda bekletildi.

4. Ornek kuyucuklar1 PBS soliisyonu yikandiktan sonra, kromojen A ve B substrati
ilave edilerek renk gelisimi i¢in 37°C'de 15 dakika siireyle bekletildi.

5. Reaksiyonu durdurmak i¢in stop ¢ozeltisi ilave edildi ve optik yogunluk 450 nm'de
bir mikroplaka okuyucu kullanilarak 6l¢iildii.

6. Kaullanilan tiim sandvi¢ ELISA (SOD, KAT, GSH, LPO, MPO ve IL-6) kitleri igin

inkiibasyon asamasindan sonra kitlere gore ortak prosediirler izlendi.

3.10. immunohistokimyasal Analiz

Isik mikroskobik incelemelerin yani sira immunohistokimyasal analizler i¢in parafine
gomiilen dokulardan mikrotom cihaziyla 5 pm’lik kesitler alind1 ve adezinli cam lamlar
tizerine konulduktan sonra asagida siralanan iglemlere tabi tutularak boyama islemi

gergeklestirildi.
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3.10.1. Kaspaz 3, Tnf-a ve 8-OHdG immunohistokimyasal boyama metodlari

N oo a &~

8.
9.

10. Protein bloklama asamasinda DAP- Pen kalem ile dokunun ¢evresi ¢izilerek pipetle

Ovaryum doku preparatlarin 58°C 1 saat etiivde bekletildi
Ksilol I ve ksilol IT’de 5 dk boyunca tutuldu
Alkollerde 3 dk siireyle tutuldu

%75 alkol 3 dk
%80 alkol 3 dk
%90 alkol 3 dk
%100 alkol 3dk

Distile suda 5 dk bekletildi

Hidrojen peroksitte 10 dk bekletildi

PBS’de 3 defa yikandi

Antijen retivol soliisyonda mikrodalgada kaynatilip bekletildi.

[k asamada - 5 dk kaynatilip sogutuldu
Ikinci asamada -5 dk kaynatilip sogutuldu

Sogutma yapildi
PBS’de 3 defa yikand1

protein bloklama damlatildi ve10 dk boyunca tespit edildi.

11. Konjugasyon boyamasi ile (primer antikor yesil renkli olanindan) birer damla
dokularin iistii kapatilacak sekilde ortiildii (Tnf —a antikor) ve ardindan PBS ile 3 defa

yikandi.

12. Sekonder antikorda (Biotinylated coat antikor polyvalari — Sar1 renkli olan) 10 dk

bekletildi.
13. PBS ile 3 defa yikandu.
14. Streptovidin peroksidaz (Pembe renkli) 10 dk bekletildi.
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15. PBS ile 3 defa yikanip DAP Plus Chromagen (etidyum promid gibi)’de 10 dk
stireyle tutuldu. Tekrar PBS ile 3 defa yikandi.

16. Hemotoksilen damlatilarak 2 dk bekletildi.

17. Cesme suyunda yikandi.

18. Alkollere batilirip ¢ikarildi.

19. Ksilolde 5 dk bekletildi ve entellen ile kapatildi.

Tnf-o i¢in uygulanan bu basamaklar, 8-OHdG ve Kaspaz-3 antikorlar1 i¢inde aymi
sekilde takip edildi.

3.11. istatistiksel Analiz

Varyans farklari, istatistiksel olarak Graphpad prizma 5.0 istatistik yazilim (GraphPad,
La Jolla, CA, ABD) programu ile tek yonlii varyans analizi (ANOVA) testi kullanilarak
yapildi. Histopatolojik incelemede ise yari-kantitatif yontem kullanilarak elde edilen
veriler arasindaki varyasyonlari analiz etmek igin parametrik Kruskal-Wallis testi

kullanildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Biyokimyasal Parametreler

Cizelge 4.1'de gosterildigi gibi, sicanlarda ovaryum iskemi/reperfiizyon (hasta)
olusturulmasi SOD, KAT ve GSH seviyelerinde kontrol grubuyla kiyaslandiginda
belirgin sekilde diisiislere neden oldu (p<0.0001). Ote yandan borik asit +
iskemi/reperflizyon gurubu kontrol grubuyla karsilastirildiginda GSH ve KAT
seviyelerinde anlamli diisiisler goriiliirken, SOD seviyesinde dikkate deger sekilde artiga
yol agt1 (p<0.0001). Bununla birlikte borik asit + iskemi/reperfiizyon grubu hasta
grubuyla kiyasladiginda SOD ve GSH aktivitesi belirgin bir sekilde yiikselirken
(p<0.0001), KAT seviyesinde istatistiksel anlamda herhangi bir degisiklik olmadigi
gbzlendi. Propolis + iskemi/reperflizyon gurubu saglikli kontrol grubuyla kiyasladiginda
ise SOD seviyesinde herhangi bir degisiklik olmadig1 ancak KAT (p<0.0001) ve GSH
(p<0.0001) aktivitelerinin belirgin sekilde diisiik oldugu goriildi. Diger taraftan propolis
+ iskemi/reperfiizyon grubu hasta grubuyla karsilastirildiginda SOD (p<0.0001) ve
GSH (p<0.0001) seviyelerinde belirgin artiglar meydana geldigi ancak KAT seviyesinde
herhangi bir anlamli degisiklik olmadig1 goriildii (p<0.0001).

Ovaryum dokusunun borik asit + propolis + iskemi/reperfiizyon grubu (kombine tedavi)
kontrol grubuyla kiyaslandiginda SOD seviyesinin degismedigi, KAT seviyesinin
diistiigii (p<0.001) ve GSH seviyesinin ise yiiksek oldugu belirlendi (p<0.0001). Diger
taraftan bu kombine grup hasta grupla kiyaslandiginda ise SOD (p<0.0001), KAT
(p<0.01) ve GSH (p<0.0001) aktivitelerinin istatistiksel olarak yiikseldigi ortaya cikti.
Borik asit + propolis + iskemi/reperfiizyon grubu, tek uygulanan borik asit +
iskemi/reperfiizyon grubuyla kiyasladiginda ovaryum dokusunda KAT (p<0.001) ve
GSH (p<0.0001) seviyelerinde énemli bir sekilde artig oldugu ve tek basina uygulanan
propolis + iskemi/reperfiizyon grubuyla kiyaslandiginda ise bu parametrelerde

istatistiksel olarak herhangi bir farkliligin olmadig: gézlendi.
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Cizelge 4.1. Ovaryum iskemi/reperfiizyonunda borik asit ve propolisin SOD, KAT ve
GSH aktivitelerine etkisi

SOD KAT GSH
Gruplar mmol/min/mg pmol/min/mg mmol/mg doku
doku doku
Kontrol 2.23+0.7 1120+16.9 3.514+0.06
I/R 0.30+0.04 24 767.3£23 3 2.58+0.0334
BA + I/R 3.76+0.16 344 720+£23.9 2 3.16+0.042404
Prop + I/R 2.57+0.06 "% ¢4 865+25.6 <2 3.09+0.032404
BA + Prop + I/R | 2.19+0.08 % ¢ 923+39.9 33:h2.c3 4.62+0.0424b4.c4

Veriler ortalama + SEM olarak sunulmustur (n = 7). a, kontrol ve diger gruplar arasinda anlaml
farkliliklar1 (a3: p<0.001, a4: p<0.0001); b, I/R grubu ve diger gruplar arasinda anlaml farkliliklar1 (b2:
p<0.01, b4: p<0.0001); c, BA + I/R grubu calisilan ve diger gruplar arasindaki anlamli farkliliklari
(c2:<0.01, ¢3: p <.0.001, c4: p < 0.0001) Tukey coklu aralik testleri ile gdstermektedir. Kisaltmalar: I/R:
Iskemi/Reperfiizyon, BA: Borik Asit, Prop: Propolis.

Cizelge 4.2°de gosterildigi gibi iskemi/reperfiizyona maruz birakilmis ovaryum dokusu
saglikli kontrol grubuyla karsilastirildiginda MPO, LPO ve IL-6 seviyelerinde belirgin
bir sekilde artislar oldugu goriildii (p<0.0001). Borik asit + iskemi /reperfiizyon grubu
kontrollerle kiyaslandiginda MPO, LPO ve IL-6 degerlerinin istatistiksel olarak dnemli
derecede arttig1 izlendi (p<0.0001). Sadece borik asit + iskemi /reperflizyon grubu hasta
grubuyla karsilastirildiginda ise LPO seviyesinde istatistiksel bakimdan belirgin diisiis
saglandig1 goriildi (p<0.0001). Diger taraftan propolis + iskemi/reperfiizyon grubu
kontrol grubuyla karsilastirildiginda MPO, LPO ve IL-6 degerlerinde 6nemli derecede
artislar oldugu (p<0.0001) ve bu grup hasta grubuyla kiyaslandiginda ise MPO
(p<0.001), LPO (p<0.0001) ve IL-6 (p<0.05) seviyelerinde belirgin olarak disiisler

meydana geldigi gozlendi.

Ovaryum dokusuna uygulanan borik asit + propolis + iskemi/reperfiizyon gurubunda
MPO seviyesinin saglikli kontrole gore daha diisiik oldugu (p<0.05), LPO ve IL-6
seviyelerinin ise degismedigi goriildii. Bu kombine tedavi grubunun MPO, LPO ve IL-6

seviyelerinde hasta grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak belirgin sekilde
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diistisler oldugu ortaya ¢ikt1 (p<0.0001). Tek basina uygulanan Borik asit + propolis +
iskemi/reperfiizyon grubu, borik asit+ iskemi/reperfiizyon grubuyla kiyaslandiginda ise
MPO, MDA ve IL-6 seviyelerinin belirgin olarak diistiigii gozlendi (p<0.0001). Borik
asit + propolis + iskemi/reperfiizyon grubu tek uygulanan propolis + iskemi/reperfiizyon
grubuyla karsilastirildiginda ise tim bu parametrelerde borik asit grubuna benzer
sekilde istatistiksel anlamda Onemli disiislerin oldugu tespit edildi (p<0.0001).
Iskemi/reperfiizyonla indiiklenen sican ovaryum hasar iizerinde propolis ve borik asitin
kombine uygulamasinin MPO, LPO ve IL-6 seviyelerini azaltma lizerinde tek baslarina

uygulamalarindan istatistisel anlamda ¢ok daha etkili oldugu goriildii.

Cizelge 4.2. Ovaryum iskemi/reperfiizyonunda borik asit vepropolisin MPO, LPO, IL-6
seviyelerine etkisi

MPO LPO IL-6

Gruplar EU/mg doku nmol MDA/g pg/mg doku
doku

Kontrol 12.9+0.45 45.85+0.26 947.2+31.48
I/R 126.7+3.27% 67.56+1 % 1714+37.653
BA + /R 125.4+2.48 59.24+0.48 34b4 1667+57.93
Prop + I/R 109.2+3.71 340331 57 33+(,55 44 1537+45.1 3401
BA + Prop + I/R | 1.91£0.223L04c404 | 48 154074 b4c4dd 1 1117+£38.4P4c4d4

Veriler ortalama + SEM olarak sunulmustur (n = 7). a, kontrol ve diger gruplar arasinda anlaml
farkliliklar1 (al: p<0.05, a4: p<0.0001); b, I/R grubu ve diger gruplar arasinda anlaml farkliliklar: (b1:
p<0.05, b3: p<0.001, bd: p<0.0001); ¢, BA + I/R grubu ve cahsilan diger gruplar arasindaki anlamli
farkliliklar1 (c3: p<0.001, c4: p < 0.0001); d, Prop + I/R grubu ve calisilan diger gruplar arasindaki
anlamh farkliliklar1 (d4: p<0.0001) Tukey coklu aralik testleri ile gdstermektedir. Kisaltmalar: I/R:
Iskemi/Reperfiizyon, BA: Borik Asit, Prop: Propolis.

4.2. Patolojik Bulgular

Sican ovaryum dokularinin genel histolojik yapisim1 gozlemek amaciyla H&E boyama
metodu kullanildi. Kontrol grubundaki siganlarin ovaryumu incelendiginde normal

histolojik yapida oldugu tesbit edildi (Sekil 4.1).
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Iskemi/reperfizyon modeli olusturulan siganlarin  ovaryum dokulart  kontrol
ovaryumlartyla kiyaslandiginda konjesyon, hemoraji (kanama), dejenerasyon,
hiicrelerde nekroz, nétrofil infilrasyonu gibi 6nemli histopatolojik bulgularin oldugu

gorildii. Bu patolojik bulgularin siddetli derecelerde oldugu gozlendi (Sekil 4.2).

Borik asitin sicanlara model olusumu 6ncesi verildigi iskemi/reperfiizyon + borik asit
tedavi grubunun ovaryumlariyla hasta grubu kiyaslandiginda ise primer folikiil ve
sekonder folikiil olusumlarina rastlanirken, ayni zamanda dejenerasyon, hemoraji ve
nétrofil infiltrasyonunun daha az oldugu saptandi. Iskemi/reperfiizyon + borik asit
grubu kontrol grubuyla kiyaslandiginda ise orta sidette bu hasarlarin oldugu tespit edildi
(Sekil 4.3). Bu gruba benzer sekilde iskemi/reperfiizyon + propolis grubu
ovaryumlarinda hasta grubuna kiyasla dejenerasyon, hiicrelerin nekrozu ve noétrofil

infiltrasyonu ve konjesyon gibi patolojik bulgularin da azaldig: saptandi.

Diger taraftan iskemi/reperfiizyon + borik asit + propolis uygulanan kombine grubu
sican ovaryumlarinda ise dejenerasyon, hiicrelerin nekrozu, konjesyon ve notrofil
infitrasyonu gibi patolojik hasarlarin ciddi diizeyde azaldig: belirlendi (Sekil 4.4). Her
iki madenin kombininin 6n muamelesiyle olusturulan iskemi/reperfiizyon + borik asit +
propolis grubu ovaryum dokularinda s6z konusu hasarlarin en az diizeye indigi ve diger
tek basina uygulandiklar1 gruplarin ovaryumlarina gore bu tedavinin daha etkili oldugu

gozlendi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.2. Ovaryum iskemi/reperfiizyon grubu, H&E
Kalin ok: hemoraji, ok basi: dejenerasyon, ince ok: nekroz, siyah yildiz: konjesyon, beyaz
yildiz: infiltrasyon.
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Sekil 4.3. Ovaryum iskemi/reperfiizyon + borik asit grubu, H&E
Kalin ok: hemoraji, ok basi: dejenerasyon, ince ok: nekroz, siyah yildiz: konjesyon, beyaz
yildiz: infiltrasyon.

Sekil 4.4. Ovaryum iskemi/reperfiizyon + propolis grubu, H&E

Ok bas1: dejenerasyon, ince ok: nekroz, siyah yildiz: konjesyon, beyaz yildiz: infiltrasyon.



66

Sekil 4.5. Ovaryum iskemi/reperfiizyon + borik asit + propolis grubu, H&E
Siyah yildiz: konjesyon, ok basi: dejenerasyon, siyah kalin ok: hemoraji

Sigan ovaryumda iskemi/reperfiizyonun etkisi ve tedavi sonucu tespit edilen patoloji
yogunlugu Cizelge 4.3’de verilerek Ozetlendi. Bu patolojik bulgularin yogunlugu,
zayiftan siddetliye dogru derecelendirilerek yapildi.

Cizelge 4.3. Ovaryumda patoloji yogunlugu

Gruplar Hemoraji Hiicre Konjesyon Nétrofil Hiicre
dejenerasyonu infiltrasyonu | nekrozu
Kontrol - - - - -
IR ++++ ++++ ++++ ++++ ++++
BA +1/R ++ ++ ++++ ++ +++
Prop + IR +++ +++ ++ + +++
BA + Prop + I/R + + + - R

Kisaltmalar: I/R: iskemi/Reperfiizyon, BA: Borik Asit, Prop: Propolis.
Patolojik bulgulara gore: yok (-), zayif (+), hafif (++), orta (+++) ve siddetli (++++).
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4.3. Immiinohistokimyasal Bulgular

Sican ovaryumunda iskemi/reperfiizyonun etkisiyle meydana gelen inflamasyonun
derecesini ve bu inflamasyona borik asit ile propolisin etkilerini géstermek i¢cin TNF-a
immiinohistokimya boyama metodu kullanildi. Sigan ovaryum kontrol grubunda TNF-a
immiinoreaktivitesinin olmadig1 tespit edildi (Sekil 4.6). Iskemi/reperfiizyon modeli
olusturulmus siganlarin ovaryumunda ise bu TNF-o immiinoreaktivitesinin yayginlik ve
yogunluk derecesinin siddetli oldugu go6zlendi (Sekil 4.7). Diger taraftan
iskemi/reperfiizyon olusturulmus sigan ovaryumlarmin 7 mg/kg borik asit verilen
grubunda TNF-o immiinoreaktivitesinin orta derecede (Sekil 4.8), 100 mg/kg propolis
verilen grubunda ise hafif derecede oldugu belirlendi (Sekil 4.9). Ayrica her iki
maddenin verildigi iskemi/reperfiizyon olusturulmus sican ovaryumlarinda TNF-o

immiinohistokimya boyamasinin zayif derecede oldugu goriildii (Sekil 4.10).

Iskemi/reperfiizyonun etkisiyle ovaryum hiicrelerinde olusan apoptozu gdstermek
amaciyla Kaspaz 3 ve DNA hasarin1 belirlemek amaciyla ise 8-OHdG
immiinohistokimya boyama metodlar1 kullanildi. Sigan ovaryum kontrol grubunda
Kaspaz 3 immiinoreaktivitesinin olmadigr (Sekil 4.11) ve iskemi/reperfiizyonun
etkisiyle ovaryum hiicrelerinde Kaspaz 3 boyamasmin yaygmlik ve yogunluk
derecesinin siddetli oldugu gorildii (Sekil 4.12). 7 mg/kg borik asit uygulanan
iskemi/reperfliizyonlu ovaryumlarda Kaspaz 3 immiinoreaktivitesinin orta derecede
(Sekil 4.13), 100 mg/kg propolis uygulanan grubunda ise hafif derecede oldugu saptandi
(Sekil 4.14). Her iki maddenin uygulandig1 iskemi/reperfiizyonlu sigan ovaryumlarinda
ise Kaspaz 3’iin daha zayif boyandigi tespit edildi (Sekil 4.15). Benzer sekilde kontrol
ovaryumlarinda 8-OHdG immiinoreaktivitesinin olmadig1 (Sekil 4.16) ancak
iskemi/reperfliizyonlu ovaryumlarda siddetli halde oldugu gozlendi (Sekil 4.17). Diger
taraftan iskemi/reperfiizyon olusturulmus sican ovaryumlarmin 7 mg/kg borik asit
grubunda 8-OHdG immiinoreaktivitesinin orta derecede (Sekil 4.18), 100 mg/kg
propolis grubunda ise hafif derecede oldugu belirlendi (Sekil 4.19). Ayrica her iki
maddenin verildigi iskemi/reperfiizyonlu ovaryumlarda 8-OHdG immiinoreaktivitesinin

zayif derecede oldugu goriildii (Sekil 4.20).
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Sekil 4.6. Ovaryum kontrol grubu, TNF-a.
Normal histolojik yap1
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Sekil 4.7. Ovaryumiskemi/reperfiizyon grubu, TNF-a.
Kirmiz1 halka: TNF-o yogunlugu.
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Sekil 4.8. Ovaryum iskemi/reperfiizyon + borik asit grubu, TNF-a
Kirmizi halka: TNF-o yogunlugu.

Sekil 4.9. Ovaryumiskemi/reperfiizyon + propolis grubu, TNF-a.
Kirmizi halka: TNF-o yogunlugu.



70

Sekil 4.10. Ovaryum iskemi/reperflizyon + borik asit + propolis grubu, TNF-a.

Sican ovaryumda iskemi/reperfiizyonun etkisi ve tedavi sonucu TNF-o yogunlugunun
derecelendirmesi Cizelge 4.4’de ozetlendi. Bu TNF-a yogunlugunun belirlenmesinde
zayif, hafif, orta ve siddetli olmak iizere farkli derecelendirmeler kullanildu.
Iskemi/reperfiizyona maruz birakilan ovaryum iizerinde en zayif derecede TNF-o

yogunlugu gosteren grubun s6z konusu maddelerin kombine olarak uygulandig:1 grup

oldugu belirlendi.

Cizelge 4.4. OvaryumdaTNF-a yogunlugu.

Gruplar

Kontrol

I/R

BA +1/R

Prop + i/R

BA + Prop + i/R

TNF-a

++++

+++

++

+

Kisaltmalar: I/R:Iskemi/Reperfiizyon, BA: BorikAsit, Prop: Propolis.
Immiinohistokimyasal bulgulara gore: yok (-), zayif (+),hafif (++), orta (+++) ve siddetli (++++).
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Sekil 4.11. Ovaryum kontrol grubu, Kaspaz 3.

Normal histolojik yap1

Sekil 4.12. Ovaryum iskemi/reperflizyon grubu, Kaspaz 3.

Kirmizi halka: Kaspaz 3 yogunlugu.
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Sekil 4.13. Ovaryumiskemi/reperfiizyon + borik asit grubu, Kaspaz 3.
Kirmizi halka: Kaspaz 3 yogunlugu.

Sekil 4.14. Ovaryum iskemi/reperflizyon + propolis grubu, Kaspaz 3.
Kirmizi halka: Kaspaz 3yogunlugu.
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Sekil 4.15. Ovaryum iskemi/reperflizyon + borik asit + propolis grubu, Kaspaz 3.

Sican ovaryumda iskemi/reperfiizyonun etkisi ve tedavi sonucu Kaspaz 3 yogunlugunun
derecelendirilmesi  Cizelge 4.5’de Ozetlendi. Bu Kaspaz 3 yogunlugunun
belirlenmesinde zayiftan siddetliye dogru farkli derecelendirmeler kullanildi.
Iskemi/reperfiizyonlu ovaryumlar iizerine s6z konusu maddelerin kombine olarak

uygulanmasinin Kaspaz 3 yogunlugunu zayif derecede gosterdigi ortaya ¢ikti.

Cizelge 4.5. Ovaryumda Kaspaz 3 yogunlugu

Gruplar | Kontrol | /R | BA+i/R | Prop+i/R | BA + Prop +i/R

Kaspaz 3 - ++++ +++ ++ +

Kisaltmalar: I/R:Iskemi/Reperfiizyon, BA: BorikAsit, Prop: Propolis.
Immiinohistokimyasal bulgulara gore: yok (-), zayif (+), hafif (++), orta (+++) ve siddetli (++++).
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Sekil 4.16. Ovaryum kontrol grubu, 8-OHdG.
Normal histojik yap1

Sekil 4.17. Ovaryumiskemi/reperfiizyon grubu,8-OHdG.
Kirmizi halka: 8-OHdGyogunlugu.
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Sekil 4.18. Ovaryumiskemi/reperfiizyon + borik asit grubu, 8-OHdG.
Kirmizi halka: 8-OHdG yogunlugu.

Sekil 4.19. Ovaryum iskemi/reperfiizyon + propolis grubu, 8-OHdG.
Kirmizi halka: 8-OHdG yogunlugu.
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Sekil 4.20. Ovaryum iskemi/reperfiizyon + borik asit + propolis grubu, 8-OHdG.

Sican ovaryumda iskemi/reperfiizyonun etkisi ve tedavi sonucu 8-OHdG yogunlugunun
derecelendirilmesi ~ Cizelge 4.6’da  ozetlendi. Bu 8-OHdG  yogunlugunun
belirlenmesinde zayiftan siddetliye dogru farkli derecelendirmeler kullanildi. Sigan
iskemi/reperflizyon lizerine uygulanan borik asit ve propolis kombine terapi grubunun
tek baglarina uygulandigi gruplara kiyasla 8-OHdG yogunlugunu c¢ok daha zayif
derecede gosterdigi ortaya cikti.

Cizelge 4.6. Ovaryumda 8-OHdG yogunlugu.

Gruplar | Kontrol | /R | BA+1i/R | Prop+1/R | BA +Prop +i/R

8-OHdG - ++++ +++ ++ +

Kisaltmalar: I/R:Iskemi/Reperfiizyon, BA: BorikAsit, Prop: Propolis.
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5. TARTISMA ve SONUC

Son zamanlardaki arastirmalar yumurtaliklar1 iskemik hasar ve hiicre 6liimlerine daha
direngli hale getirebilecek “yeni terapiler” olarak adlandirilan farmakolojik stratejileri
gelistirmeye ¢alismaktadir (Mogilner et al. 2006; Halici et al. 2008; Ozlem et al. 2018).
Bu baglamda vaskiiler hastaliklarin 6nlenmesi konusunda yeni gelistirilecek tedavilerin
faydal1 etkilerinin dogru bir sekilde tanimlanabilmesi ve desteklenebilmesi agisindan

daha fazla in vivo ¢alismaya ihtiya¢ duyuldugu belirtilmektedir (Boji¢ et al. 2018).

Son zamanlarda in vivo olarak yapilmis bir ¢alismada iskemiye maruz kalan yumurtalik
dokusunda intraperitoneal yolla uygulanmis alfa tokoferol yiikli nanopartikiillerin
iskemi/reperfiizyon hasarin1 en az seviyeye indirmeye yardimci olabilecegi rapor
edilmistir (Najafpour and Azizizadeh 2018). Literatiir verilerine bakildiginda mevcut
arastirma, sicanlarda yumurtalik iskemi/reperfiizyon hasarina karst borik asit ve
propolis’in koruyucu etkinliklerinin ilk defa arastirildig1 orijinal bir ¢alismadir. Temel
ve klinik arastirmalar, akut yumurtalik iskemi/reperfiizyon hasarlarina karsi uygulanan
terapotik miidahalelerin etkinligini ve gilivenilirligini desteklemeye devam ettiginden, bu
calisma ile borik asit ve propolis'in tek baslarina veya kombine yaklasimlarla
arastirilmasinin sergileyecekleri giiglii aktivitelerin ortaya konulabilmesi agisindan son
derece faydali olabilecegi diisliniilmiistiir. Ayni zamanda, bu arastirma ile
iskemi/reperfiizyonun neden oldugu yumurtalik hasarlart iizerinde anti-oksidan
faktorlerin roliine, inflamatuar ve apoptotik degisikliklere, yumurtalik patolojisine ve
buna neden olabilecek DNA hasar isaretleyicisine (8-OHdG) odaklanilarak kullanilan
maddelerle ilgili ayrintili biyokimyasal, histolojik ve immiinohistokimyasal ¢alismalar
yapilmis ve Onemli veriler elde edilmistir. Sunulan g¢aligmanin sonuglarina gore
iskemi/reperflizyon grubunda MDA’ nin belirgin bir sekilde yiikseldigi ve GSH diizeyi
ile anti-oksidan enzim aktivitelerinin belirgin bir sekilde diistiigii gozlenmistir. Mevcut
bulgular 1s1ginda ovaryum dokusunda iskemi/reperfiizyon hasarina bagli olarak
oksidatif stresin dnemli derecede arttig1 anlasilmis ve bu durum literatiir bulgulariyla da
desteklenmistir. Nitekim, lipid metabolizmasindaki bozukluklarin, artan reaktif oksijen

tiirlerinin (ROS) tretimi ile iliskili olarak oksidatif stresi arttirdig1 rapor edilmistir. Bu
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mekanizmanin, iskemi/reperfiizyonun neden oldugu doku hasarlarinin en nemli
nedenlerinden birisi olabilecegi belirtilmistir (Li et al. 2018). Kontrol siganlarla
karsilastirildiginda mevcut ¢alismada pre-iskemik tedavi, iskemi/reperfiizyon ile
indiiklenen oksidatif streste belirgin bir azalma saglamis ve yumurtaliklarin gordigi
hasarmn derecesini énemli bir sekilde 6nlemistir. /n vivo arastirma bulgularina gore tek
baslarina 100 mg/kg propolis ve 7 mg/kg borik asit tedavisi yumurtalik dokusunda
MDA diizeylerinin yan1 sira SOD ve CAT aktiviteleri tizerinde 6nemli 6l¢iide koruyucu
etkinlikler sunmustur. Iskemi/reperfiizyon grubuna kiyasla bu maddeler ile tedavi
sonucunda MDA seviyeleri diismiis, anti-oksidan enzim seviyeleri belirgin bir sekilde
yiikselmis ve ayn1 zamanda GSH degerlerinde belirgin diizeylerde artiglar saglanmigtir
(p<0.0001). Borik asit ve propolis'in anti-oksidan aktiviteleriyle farkli hastaliklara karsi
terapotik etkiler olusturan ¢esitli fizyolojik ve hiicresel siireclerde rol oynayabilecekleri
rapor edilmistir (Nielsen and Stoecker 2009; Ulwisik et al. 2018). Borik asit’in anti-
oksidan Ozellikleri de dahil olmak tizere pek ¢ok biyolojik fonksiyonun esas olarak
onun yapist ile iligskilendirilebilecegi rapor edilmistir. Yapilan aragtirmalar, borik asit'in
elektron cekici gruplara sahip oldugunu ve doku hasarina kars1 koruyucu etkilerinin
ortaya ¢ikmasinda bu gruplarin 6nemli roller sergileyebileceklerini gostermistir (Pérez-
Rodriguez et al. 2017; Ugwu et al. 2017). Boylece, mevcut ¢alismanin sonuglarina
dayanilarak iskemi/reperfiizyon hasari sirasinda artan ROS iiretimi ve bozulmus anti-
oksidan kapasitenin propolis ve borik asit gibi ajanlarla tedavi sonucunda yumurtalikta

olusabilecek olas1 fonksiyonel bozukluklar1 da 6nleyebilecegi kanaatine varilmistir.

Propolis tek basina veya diger dogal {irtinlerle kombinasyon halinde, sadece nutrasotik
bir destek olarak degil, ayn1 zamanda gidalarlaa dogal anti-oksidan bir ajan olarak da
kullanilmistir (Yang et al. 2017). Nitekim, bal ve propolis kombinasyonunun anti-
oksidan ve anti-inflamatuar etkilerinin arastirildig1 bir ¢alismada propolis'te bulunan
polifenollerin enzim aktivitesini indiikleyebilecegi ve GSH diizeylerinde artisa yol
acabilecegi One siiriilmiistiir ((Osés et al. 2016; Celinska-Janowicz et al. 2018). Diger
taratftan, bor eksikliginin  bitkilerde fenolik  bilesiklerin  metabolizmasini
etkileyebilecegi belirtilmistir (Camacho-Cristobal et al. 2008; Hajiboland et al. 2013).

Boylece, mevcut ¢alismanin ilgi odagini propolis ve borik asit’in birlikte yumurtalik
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iskemi/reperflizyon hasarina karst anti-oksidan cevabi olusturmustur. Arastirma
bulgulari, borik asit ve propolis kombinasyonunun yumurtalik dokusunda oksidatif stres
ve anti-oksidan durumu modile edebildigini gostermis ve yumurtaliklarda
iskemi/reperfiizyon hasari i¢in kombine tedavinin potansiyelini ilk defa teklif eden
oncil bir calisma olmustur. Oksidatif stresin hiicrelerin DNA’sinda ve diger
makromolekiillerinde (lipitler, proteinler, kinazlar, vd.) geri doniisiimsiiz hasarlara
neden olabilecegi bildirilmis bununla birlikte gii¢lii endojen anti-oksidan savunma
sistemlerinin hiicreleri serbest oksijen radikallerinin zararli etkilerinden koruyabilecegi

bildirilmistir (Ge et al. 2018).

Iskemi/reperfiizyon hasari ile ilgili olarak gelisen inflamasyon ve bu durumun artan
dereceleri yumurtaliklar iizerinde zarar verici sonuglar dogurabilmis ve ortaya ¢ikan
cesitli  patofizyolojik  bulgularin  iskemi/reperfiizyon hasar1 sirasinda  gelisen
inflamasyona bagh olarak artabilecegi rapor edilmistir (Sayar et al. 2016). Onceki
calismalara bakildiginda anti-inflamatuar maddelerin etkinliklerine bagli olarak
yumurtalik iskemi/reperfliizyon hasarin1 6nleme veya azaltmada faydali olabilecekleri
anlasilmistir (NayKki et al. 2018). Bu noktada mevcut arastirmanin bulgulart 1L-6
Olglimlerinden elde edilmis sonuglara gore propolis ve borik asit’in yumurtalik
inflamasyonunu inhibe etme 6zelligine sahip olduklarini gdstermistir. Dahas1 propolis
ve borik asit’in etkisiyle TNF-o ifadesinde belirgin azalmalar saglanmis ve bu
maddelerin anti-inflamatuar etkinliklerine bagli olarak yumurtaligi iskemi/reperfiizyon
hasarlarina kars1 6nemli Olgiide koruyabilecekleri teklif edilmistir. Benzer bir sekilde
onceki bir arastirma, polifenol bakimindan zengin propolis'in, mRNA
transkripsiyonunun anahtar1 durumunda olan inflamatuar medyatdrleri modiile etmek ve
diger taraftan da spesifik inflamatuar sitokinlerin iiretimini inhibe etmek suretiyle
onemli in vitro anti-inflamatuar etkiler sergileyebildigini kaydetmistir (Wang et al.
2014). Bununla birlikte, son zamanlarda yapilmis bir ¢alisma ile propolis'in inflamatuar
hastaliklarin  modiile edilmesindeki etki mekanizmasinin hala tam olarak
aydinlatilamadigi belirtilerek bu konuda yeni arastirmalara ihtiyag duyuldugu rapor
edilmistir (Chang et al. 2018). Diger taraftan, literatiirde bor bilesiklerinin ¢esitli

nedenlere bagli olarak gelisen metabolik bozukluklar sonucunda artan inflamasyon
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reaksiyonuna karsi anti-inflamatuar etkilere sahip olabilecegi belirtilmistir (Cao et al.
2008; Sandeep Varma et al. 2014).

Mevcut arastirmanin bulgulari, iskemi/reperfiizyon hasarlaria kars1 6zellikle propolis
ile borik asit kombinasyonunun 6nemli dlgiide anti-inflamatuar etkiler gosterdigini ve
yumurtalikta inflamasyona bagli olarak olusan negatif tablonun bu maddelerin

birlikteligi ile belirgin bir sekilde dnlenebilecegini gostermistir.

IL-6, TNF-a ve ROS etkilesimlerinin karmagik inflamatuar yanitlara yol actig1 ve bu
durumun reperflizyonu takiben damar duvarina inflamatuar hiicrelerin girisini
kolaylastiran 6nemli nedenler arasinda sayilabilecegi rapor edilmistir (Stark et al. 2013).
Arastirmacilar  iskemi/reperfiizyon  hasarinin  nétrofillerden MPO  salinimini
indiikleyerek doku hasarin1  arttirdigint  belirtmislerdir. Bodylece, MPO’nun
iskemi/reperfiizyon =~ durumunda  ndtrofillerin dokuya  verdikleri  hasari
degerlendirebilmek amaciyla kullanilabilecek 6nemli parametrelerden birisi olarak
degerlendirilmesi gerektigi teklif edilmistir (Li et al. 2018). Mevcut arastirmanin
sonuglari, Elisa’da MPO saliniminin tespit edilmesiyle iskemi/reperfiizyon hasarinda
kaydedilmig bulgular1 desteklemistir. Propolis’in hamsterlerde siingerimsi kemik
implant modelinde mastositler ve makrofajlar gibi inflamatuar hiicreler {izerinde
bagisiklik diizenleyici etkilere sahip oldugu belirtilmistir (Melo et al. 2018). Bu
aragtirmada MPO bulgularma gore, propolis ve borik asit birlikte iskemi/reperfiizyon in
vivo modelinde yumurtalik dokusunu tek basina propolis ve borik asit'ten ¢ok daha iyi
bir sekilde korumuslardir. Nitekim kullanilan bu maddeler yumurtalik dokusunda MPO
salinimi ve ayni zamanda noétrofil infiltrasyonunu belirgin bir sekilde baskilamiglardir.
Boyle bir sonug, yumurtalik dokusunda inflamasyona bagli akut hasarlarin nétrofil
infilitrasyonun azaltilmas1 yoluyla onlenebilecegini ve kullanilacak koruyucu
maddelerin s6z konusu bu 6zelliklerinin iskemi/reperfiizyon hasarlarin1 6nlemde 6nemli

bir kriter olabilecegini diistindliirmiistiir.

Iskemik yumurtalikta reperfiizyona bagli olarak gelisen apoptoz ve nekroz

kombinasyonunun parankim hiicrelerinin Oliimiinii baslatabilecegi belirtilmistir. Bu
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nedenle, apoptoz veya nekrozun Onlenmesi Onemli bir klinik ¢oziim olarak
distintilmiistir (Schumer et al. 1992). Bu noktada, mevcut ¢alismanin bulgulari
propolis’in kaspaz-3 ifadesi lizerinde yeni bir terapdtik potansiyel sergiledigini ortaya
cikarmis ve yumurtalik dokusunda apoptotik marker ifadesinin diizeylerinde belirgin bir
azalmanin saglandigin1 gostermistir. Benzer bir sekilde borik asit, iskemi/reperfiizyon
sonucunda artan kaspaz-3 proteininin ekspresyonu iizerinde énemli 6l¢iide etkili olmus
ve canli hiicrelerin sayisinda belirgin bir artisa rehberlik etmistir. Ancak literatiir
bilgilerine gore aciklanmasi gereken ana konuyu kaspaz 3’iin hangi mekanizmalarla ne
sekilde aktiflestirildigi sorusu olusturmustur. Sunulan ¢alismada tedavide kullanilan
ajanlarin kaspaz 3'i aktive eden onemli birtakim mekanizmalar1 inhibe edebilecekleri
teklif edilmistir. Onceki calismalardan anlasildigi kadariyla oksidatif stres ve
inflamasyon apoptoz olusumuna neden olabilecek mekanizmalar arasinda sayilmistir
(Chen et al. 2018). Diger taraftan apoptotik tahribat mekanizmasinda son adimin kaspaz
3’lin aktivasyonu oldugu ifade edilmistir (Danish et al. 2018). Bu nedenle mevcut
calismada apoptotik prosesin sonuc¢larinin genel yorumunun sadece kaspaz 3’iin mRNA
ekspresyonu diizeylerine dayal1 olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu aragtirma ile yumurtalik
iskemi/reperfiizyon hasariin oksidatif stres, apoptotik ve ayni zamanda inflamasyona
bagli mekanizmalarla karakterize edilebilecegi  teklif edilmistir. Boylece,
iskemi/reperflizyon modelinde propolis ve borik asit'in optimal dozlarinin tespitinin
yumurtalik tizerinde 6nemli bir durum arz ettigi diisliniilmiistiir. Nitekim, elde edilen
verilerden 100 mg/kg propolis ve 7 mg/kg borik asit’in tek baslarina yumurtalik
dokusunun  korunmasinda o6nemli rol oynadiklar1 ve Dbunlarin  6zellikle
kombinasyonlarinin nekrotik hiicrelerin sayisinda énemli derecede azalmaya rehberlik

ettikleri anlasilmistir.

Biyolojik agidan iskemi/reperfiizyon hasarina bagli olarak DNA iplikgiklerinde
kirilmalar, oksidatif DNA hasar1 ve mutasyonlarin indiikledigi goriilmiistiir
(Demiryilmaz et al.2014; Pressly et al. 2014). Bununla birlikte, oksidatif stresle ortaya
¢ikan 8-OHAG olusumlarinin yumurtalik iskemi/reperfiizyon hasarindaki anahtar roliinii
destekleyen genetik kanitlar hala eksiktir. Onceki calismalarda propolis'in oksidatif

slireglerin {irtinlerini (4-Hidroksi-2-nonenal ve 8-OHdG) azaltabilecegi, pulmoner ve
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renal kanserlerin gelisimini Onleyebilecegi ileri strilmiistir ((Kimoto et al. 2014,
Kimoto et al. 2014). Ayrica 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG) formasyonlarinin
DNA iplik¢igindeki kirilmalara bagli olarak hidroksil radikalleri (HOe<) tarafindan
indiiklenebilecegi soz konusu edilmistir (Huang et al. 2014). Son zamanlarda yapilan
bir calismada da Borik asidin oksidatif strese bagli DNA ¢ift zincirlerinin kirilmalarini
azaltabilecegi ve insan epitel hiicre hattinda yara iyilesmesini hizlandirabileceg1 rapor
edilmistir (Tepedelen et al. 2016). Mevcut ¢alismanin bulgular1 borik asit ve propolis ile
yapilan tedavinin, 8-OHdG ifadesinin baskilanmas1 yoluyla iskemi/reperfiizyonun DNA
tizerindeki zararh etkilerini biiyiik 6l¢iide onledigini ortaya koymustur. Ancak yiiksek
bor seviyelerinin bitki ve hayvanlar i¢in toksik etkiler olusturdugu bu nedenle de
laboratuvar hayvanlarinda farkli dozlardaki bor bilesiklerinin anti-oksidan ve metabolik
etkileri agisindan etkilerine dair yeni ¢alismalarin konunun anlasilmasi acisindan faydali
olabilecegi beyan edilmistir (Butterwick et al. 1989). Mevcut ¢alismanin sonuglari,
kontrol ve borik asit ile tedavi edilen hayvanlar arasinda DNA hasar seviyeleri agisindan
anlamli bir fark olmadigini géstermistir. Ustelik yukaridaki veriler 1s131inda Borik asidin
7 mg/kg'lik dozunun giivenilir oldugu ve siganlarda iskemi/reperfiizyonun neden oldugu
yumurtalik hasarlarina karst onemli bir etkinlige sahip oldugu goriilmiistiir. Diger
taraftan bu arastirma 8-OHdG ekspresyonun, propolis ve borik asit’in kombinasyon
tedavisi ile belirgin bir sekilde hafifletildigini gostermistir. Ayn1 zamanda propolis ve
borik asit, yumurtalik dokusunda hafif bir sekilde 6dem, hafif dejenerasyon ancak
kanama ve nekrozun olmadig1 bir histolojik goriintii olusturarak iskemi/reperfiizyon ile
gozlenen patolojik bulgularin  belirgin  bir sekilde azaltilmasini saglamiglardir.
Yumurtalikta gozlenen bu pozitif etkiler etkiler propolis ve borik asit'in birlikte en
yiiksek anti-oksidan degerler olusturarak serbest radikal savas¢i 6zelliklerinin artmasi

ile iliskilendirilmistir.

Sonug olarak, akut yumurtalik iskemi/reperfiizyon hasar1 olusturulmus siganlarda
propolis ve borik asit'in tek baglarina ve 6zellikle de kombine halde 6nemli koruyucu
etkinlikler sergiledikleri tespit edilmistir. S6z konusu maddelerin anti-oksidan, anti-
inflamatuar, anti-apoptotik ve ayni zamanda DNA’y1 koruyucu etkinliklerine bagl

olarak yumurtaliklarin histolojik yapisini koruduklar1 anlasilmistir. Mevcut aragtirmanin
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bulgular1 15181nda propolis ve borik asit'in basta yumurtaliklar olmak tizere diger doku
ve organlarda da iskemi/reperfiizyon hasarlarinin 6nlenmesi amaciyla kullanilabilecek

yeni terapotikler olabilecekleri teklif edilmistir.
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