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1. GIRIS VE AMAC

Adneksiyal torsiyon, sik goriilmemekle birlikte %2,7 prevelansla jinekolojik
acil cerrahinin 6nemli bir nedenidir (1). Adneks torsiyonu ile premenars ve reprodiiktif

yillarda daha sik kargilagilmasina ragmen herhangi bir yasta da goriilebilir (2).

Torsiyon adneksiyel elemanlarin kendi etrafinda donmesi ile olusur.
Cogunlukla over ve fallop tiipii, patolojik bir sekilde broad ligamentin etrafinda
donmektedir. Daha az siklikla, yalniz over, mezoveryum etrafinda ve daha nadir olarak
da yalniz fallop tiipii, mezosalpenks etrafinda donebilir (3). Torsiyon normal adnekste
meydana gelebilir ancak olgularn %50 ila %80’inde, tek tarafli overyan kitle

saptanmistir (4).

Vaskiiler pedikiiller donse de adneksiyel yapilar1 kapsayan kan akiminin
devamliligini degerlendirmede iki anahtar nokta vardir. Birincisi, adneksler, uterus ve
over damarlarinin dallarindan beslenir. Torsiyon bunlardan birini kapsarken digerini
kapsamayabilir. Ikincisi, adnekste diisiik basin¢li venlerin akimi, torsiyone olmus
pedikiille baskilansa da baglangicta yiiksek basingli arterler basinca karsi direnirler.
Torsiyon siiresince, iceriye akimin siirmesi, kanin disariya c¢ikisinin durmasi
sonucunda adnekste kan toplanir ve 6dem olur, ancak infarktiis olusmaz. Bu nedenle
erken torsiyon olgularinin konservatif olarak tedavisi yapilabilir. Ancak stromal
6demin devam etmesi arterlerde infarktis ve nekroza neden olabilir ve cerrahi
gerekebilir (5).

Nekroz gelismesi i¢in overin donme derecesi ve siiresi ile ilgili bilgiler kesin
degildir. Over torsiyonu veya inkarserasyonu sonucu canliligini yitirdigi diisiiniilen ve
makroskopik goriiniim olarak nekrotik oldugu degerlendirilen overlerde tedavi halen
tartigmalidir. Detorsiyon ile konservatif yaklasim da son yillarda, ooferektomiye gore
giderek daha fazla onerilmektedir. Cocuk yas grubunda torsiyona neden olan kitlelerin
cogunlukla bening olmasi, torsiyonlarmn %25’inde overlerin normal olmasi (idiyopatik
adneksiyal torsiyon), ooferektomi gecirenlerde ileride karsi overde asenkronize
torsiyon olmasi halinde olusabilecek hormonal yetersizlik ve sterilite riski nedeniyle

organ koruyucu cerrahi yapilmasi 6nemlidir (2, 6, 7).



Over torsiyonu olgularinda hiicresel diizeyde over rezervini olumsuz etkileyen
esas mekanizmalar overin hipoperflizyonuna bagli doku iskemisi, detorsiyon
sonrasinda ise olusan serbest radikaller araciligiyla meydana gelen reperflizyon
hasaridir. Uzamis iskemiler ayirt edildiginde, overde siddetli hasar izlenen adneksiyal
torsiyon olgularinda dahi overin fonksiyonlarini korudugu izlenmis olup, bu arteriyel
kan akimmin tam olarak kesilmedigini gostermektedir. Diisiik seviyede de olsa
ovaryan arter ya da uterin arter yoluyla overin arteriyel akimi bir siire devam
etmektedir. Bu nedenle overi koruyabilmek i¢in erken tan1 ve miidahale ile en erken
donemde overde geligebilecek irreversibl hasarin 6niine gecilmesi gerekmektedir (8).
Adneks detorsiyone edildigi zaman overlerin reperfliizyonuna bagli bazi lokal ve
sistemik etkiler ortaya ¢ikar. Overin torsiyon/detorsiyon (T/D)’u overlerde

iskemi/reperfiizyon (i/R) hasar1 yaratir (9).

Iskemi ve reperfiizyon siirecinde; mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun
azalmasi, adenozin trifosfat (ATP)’m azalmasi, hiicre i¢i kalsiyum (Ca+2) artis1 ve
hiicre iskeleti ile membran fosfolipitlerinin bozulmasina onciiliik eden proteaz ve
fosfatazlarin aktive olmasi sonucu serbest oksijen radikalleri (SOR) olusarak, oksidatif
strese neden olur (10-11). Iskemi sirasinda diisiik miktarda SOR meydana gelmektedir.
Reperflizyon déoneminde ise dokunun yeniden oksijenlenmesinin ardindan ¢ok daha
biiyiik miktarda SOR olusmakta ve lipit peroksidasyonuna yol agarak doku hasarmni
arttrmaktadir (12). SOR ve dokulara verdikleri hasar antioksidanlar sayesinde
onlenebilir. Bu antioksidanlar katalaz (CAT), stperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
(GSH), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon S-transferaz (GST) gibi endojen
kaynakly; folik asit, vitamin C, vitamin E gibi eksojen kaynakli olabilir (13).

Bu konuda yapilan c¢alismalarda, birtakim ilaglarin  overdeki
iskemi/reperflizyon hasarmi engelleme etkinligi arastirilmistir. Bunun i¢in genellikle
kullanilan model, ratlarda olusturulan over iskemi/reperfiizyon modelidir. Bu modelde
tek tarafli overde 2 saat siiresince dolasimin engellenmesi ile iskemi olusturulduktan
sonra, 2 saatlik reperflizyon saglanarak olusan hasarin mikroskopik ve biyokimyasal
parametrelerle 6lgiimii yapilmaktadir. Yapilan deneylerde iloprost, amlodipin, a-lipoik
asit, edaravon, selenyum, montelukast, kafeik asit fenetil ester, atorvastatin gibi ¢esitli
ila¢ ve maddelerin bu konudaki etkinligi gdsterilmis olup, klinikte rutin kullanima

girebilecek bir ajan heniiz tanimlanmamustir.



Bu calismada ratlarda deneysel olarak olusturulan adneksiyal torsiyonda, over
dokusunda gelisen I/R hasar1 lzerine 3-keto-asil 3A tiolaz inhibitori olan
trimetazidinin primer olarak reperfiizyon hasarmi 6nleme, sekonder olarak ise over

rezervine olan olas1 koruyucu etkilerinin aragtirilmasi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. OVER
2.1.1. Over Anatomisi

Her biri ovoid sekilli, beyaz renkte ¢ift pelvik gonadal organ olan overler fossa
ovarica denilen pelvis minér yan duvarmdaki c¢ukurda yerlesmislerdir. Overler
asimetrik olup sagdaki soldakinden daha biiyiiktiir. Yenidoganda overler ortalama
13x5x3 mm boyutlarinda ve 3-4 gr agirligindadir. Pubertede overler 30x20x15 mm,
erigkinde ise yaklasik olarak 20-50x10-30x5-15 mm 6lciide 5-8 gr agirliktadir.

Uterusun her iki yaninda lateral pelvik duvara yakin, broad ligamaninin
arkasinda ve rektumun 6niinde yer alirlar. Her iki over anterior (hiler) yiliziinden iki
katli periton kivrimiyla (mezoovaryum) broad ligamaninin arka yiiziine, medial polden
uteroovaryan ligaman ile ayni taraf uterus kornusuna, lateral polden infindibulopelvik

ligaman (ligamentum ovarii proprium) ile lateral pelvik duvara baglidir (14) (Sekil 1).
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Sekil 1: Overin anatomik gorinumi (15).



Fossa ovarica’yi iistten arteria iliaca eksterna, arkadan arteria iliaca interna ve
iireter, asagl On taraftan ise ligamentum latum uteri’nin tabani sinirlar. Cukurun

dibinde, peritonun altindan arteria, vena obturatoria ve nervus obturatorius gecer (16).

Overin mezoovaryuma yapisan On kenarinda hilus bulunur. Overin damarlari
ve sinirleri buradan girer ve ¢ikarlar. Over abdominal aortadan ayrilan ovaryan arter
tarafindan beslenir. Ovaryan arter pelviste ligamentum suspensorium ovarii igerisinde
seyreder ve hilum ovarii’den ovaryuma girer. Uterin arterin ovaryan dali da overin
arteriyel beslenmesine katkida bulunur ve ovaryan arter dallar1 ile anostomoz yapar.
Buradan cikan yaklagik 10 arteriyel dal over hilusundan medullaya girer. Bu
anostomozlarin farkli tip varyasyonlart mevcuttur. Tip 1 ve tip 2°de over hem ovaryan
arterden, hem de uterin arterden beslenmektedir (%56). Tip 3’de sadece uterin arterden
(%4), tip 4’de ise sadece ovaryan arterden beslenmektedir (%40). Ovaryan arterden
kanlanmanin bozulmasi durumunda bu kollateral dolasim overi besler (14, 16, 17).
Overin venleri arterleri takip ederek hilusta bir araya gelip pleksus olusturarak ovaryan
venlere drene olurlar. Sag ovaryan ven inferior kaval vene, sol ovaryan ven renal vene

drene olur (18-21) (Sekil 2).
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Sekil 2: Overin arter ve venleri (15).



Overin lenfatikleri esas olarak foliklllerin teka tabakalarindan kdken alir.
Olgun folikiiliin graniiloza tabakasi lenfatiklerden yoksun iken korpus luteumda
zengin bir lenfatik ag mevcuttur. Overin lenfatikleri damarlardan bagimsiz olarak
stromada ilerleyip hilusta pleksus yaparak kan damarlarina yakin seyreder.
Mezoovaryuma 4-8 efferent girer ve burada tuba ve uterustan gelen dallarla
subovaryan pleksusu olustururlar. Buradan ¢ikan dallar bébregin alt polii hizasinda {ist
paraaortik lenf diigiimlerine, bir kismi eksternal iliak, internal iliak ve interaortik lenf
diigtimlerine, bir kismi ise common iliak ve inguinal lenf diiglimlerine drene olurlar.
Over, sempatik viseral innervasyonunu aortikorenal pleksustan alir. Ayrica, over
pleksusu over damarlari ile infundibulopelvik ligamente uzandigi igin {ist ve alt
hipogastrik pleksustan da sempatik uyari alabilir. Overin innervasyonundan sorumlu
olan preganglionik sempatik liflerin, spinal kordun T10 ve T11 seviyesinde
intermediolateral hiicrelerden koken aldigina ve torasik splanknik sinirlerin icinde
karina gectigi diisliniilmektedir. Bu sinirler siiperior mezenterik arter yakinlarindaki
ganglionlarla sinaps yapar. Parasempatik lifler, inferior hipogastrik pleksustan,
dolayis1 ile S2 ile S4 seviyesindeki pelvik splanknik sinirlerden gelir. Bu innervasyon
muhtemelen vazodilator etki yapar. Overden ¢ikan viseral duyu lifleri, spinal kordun
T10, T11 seviyesindeki spinal sinirlere torasik splanknik sinirlerle tasmir. Agri
duyusunun yansimasi nedeniyle, over kaynakli agrilar gobek cevresinde hissedilir.
Dindirilmeyen over kaynakli karm agrilari, infundibulopelvik ligament ve i¢erisindeki
sinirlerin kesilmesi ile tedavi edilebilir. Over kaynakli agrilar bazen ‘Howsip-
Romberg belirtisi’ de denilen obturator sinir yolu ile uyluk i¢ yiizlinden dize kadar
olan Skarpa tliggenine de dagilabilir. Bunun nedeni, peritonun agr1 liflerinin obturator
sinirden saglanmasi olabilir. Bir diger olas1 agiklama, pelvisin yan duvarinda obturator
sinirin over ¢ukurluguna olan yakmligidir. Bu durum over kaynakli agrilarin obturator

sinirin duyu lifleriyle bazen alt ekstremiteye yansimasina yol agar (15, 21-24).

2.1.2. Over Histolojisi

Overin ylizey epiteli tim overi ¢evreleyen kismen psddostratifiye modifiye
peritoneal hiicrelerden olusan bir tabakadir. Colomik epitel ya da primer oositlerin bu

epitelden koken aldiklari1 diisiiniilen donemden kalma ismi olan germinal epitel de



denilen bu epitel keratin, EMA, Ber-EP4, CA-125, desmoplakin, vimentin, dstrojen ve
progesteron reseptorleri, epidermal biytime faktori (EGF) ve Folikiil Uyarict Hormon
(FSH) ile pozitif boyanma gosterir (22, 23, 25). Hiicreler basik kiiboidal ya da
kolumnar olabilir (26). Glikojen, asit ve notral mukopolisakkaritler igerirler (27, 28).
Yiizey epiteli kortikal invajinasyonlar yapip epitelyal inklizyon glandlarmi olusturur
(26, 29). Bunlarda displastik degisiklikler olabilir, bazi otorlere goére yiizey epiteli

tiimdrlerinin ¢gogunun orijini bu invajinasyonlardir (30).

Over morfolojik olarak korteks ve medulla olmak {izere iki kisma ayrilir.
Korteks follikiilleri de i¢eren dis kismi aselliiler kollajendz bag dokudan, i¢ kismi
fibroblastlar1 andiran siki yerlesimli igsi hiicrelerden olusmus bir tabakadir. Medulla
ise daha gevsek formda mezenkimal dokudan olusan kan damarlari, sinirleri ve bunlari

cevreleyen epitel benzeri hiicreleri igeren tabakadir (22, 24).

Overin bag dokusu (stromasi) stromal hiicrelerden olusur. Bu hicreler
fibroblastlar1 andiran ve cogunlukla sarmal yapilar yapan ya da storiform patern
olusturan az sitoplazmali igsi sekilli hiicrelerdir. Bu hicreler sitoplazmik lipid
icerebildikleri gibi bazilar1 myoid 6zelliklere sahiptir ve diiz kas aktini ve desmin ile
pozitif immun reaktivite gosterirler (22, 31, 32). Ayrica bu hiicreler yogun bir retikller
ag ve Ozellikle kortekste yogun olmak iizere degisken derecede kollajen ile
birbirlerinden ayrilirlar. Korteksteki bu kollajen yogunlagmasi tunika albuginea olarak
anilmasima ragmen testisteki tunika albuginea kadar yogun, aselliiler ve keskin sinirl
degildir (26). Stromada ayrica ¢ogu muhtemelen fibroblastik tipte hiicrelerden gelistigi
diisliniilen luteinize stromal hiicreler, enzimatik aktif stromal hiicreler, desidual
hicreler, diz kas hicreleri, endometrial stromal hicreler, matir adipositler ve
néroendokrin hicreler bulunur (26, 29). Hilus hiicreleri testisin leydig hicreleri ile
morfolojik olarak aynidir. Bu hiicreler fetal hayatta da vardir ancak ¢ocukluk ¢aginda
goriilmezler. Pubertede tekrar belirirler. Say1 ve lokalizasyonlar1 degiskendir. Ovaryal
stromal proliferasyon ve stromal luteinizasyona paralel olarak gebelik ve

postmenapozal donemde sayilari artar (26, 33, 34).
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Sekil 3: Overin histolojik yapisi (35).

2.1.3. Over Embriyolojisi ve Oogenez
2.1.3.1. Over Embriyolojisi

Overin iki temel islevi birbiri ile yakimndan iligkilidir: olgun oositlerin elde
edilmesi ve fertilizasyonu takiben endometriumda implantasyonun ger¢eklesmesini
saglayacak bir ortami hazirlayan steroid ve peptit hormonlarin Uretimi. Overlerin
endokrinolojik islevleri follikiillerin ve korpus luteumun olugmasi ve ortadan kalkmas1

ile yakindan iligkilidir (36).

Over ii¢ major hiicresel kaynaktan gelisir; yolk kesesi endodermi ve primer
oogonium i¢indeki farklilasma sonucu meydana gelen primordial germ hicreleri,
graniiloza hiicrelerinde gelisen ¢6lemik metaplazi ve overyan stroma haline gelen

gonadal ¢ikintidan kaynaklanan mezenkimal hiicreler (36).

Primordial germ hucreleri, yolk kesesinde gebeligin 3. haftasinda kaudal ugtaki
ilkel endoderm ve yolk kesesi komsulugunda tespit edilir. Ayrica arka barsaklardaki
(hindgut) splanknik mezodermde de kisa bir siire sonra Saptanabilir. Bu hiicreler,
gebeligin 6. haftasinda, genital kabartidan go¢ etmeye baslar ve primer seks kordlarini

olugturur (36). Yaklasik 5.gebelik haftasinda, gonadlar yapisal olarak gonadal



cikintilart olusturmak {izere mezonefros iizerinde ¢dlemik ¢ikintiyr olusturur.
Mezonefros ve genital ¢ikinti birlikte lirogenital ¢ikinti olarak adlandirilir. Bu
¢ikintnin altinda mezonefrik kanal bulunmaktadir (37). Gelisimin 6. haftasina kadar
genital kabarikliklar iginde germ hiicreleri mevcut degildir. Gonadlarin over veya
testise farklanmasinda, primordiyal germ hiicrelerinin indiikleyici etkisi vardir.
Primordiyal germ hicrelerinin primitif gonadlara ulasmasindan hemen once ve
ulagmas1 sirasinda, genital kabarikligin kélomik epiteli prolifere olur ve epitel
hiicreleri altindaki mezensim i¢ine girerler. Bunlar burada primitif cinsiyet kordonlar1
denilen irregiiler sekilli kordonlar1 olustururlar. Erkek ve disi embriyolarinda bu
kordonlar yiizey epiteline baglidir ve bu donemde birbirinden ayirt edilmesi mimkiin
degildir. Bu evredeki gonada farklanmamis gonad denir (38). 6. gebelik haftasinin
sonunda, farklilagmamis evrenin tamamlanmasiyla, primordial germ hiicreleri mitoz
ile toplam 10,000 gibi bir sayiya ulasirlar. Gebeligin 6. haftasinda farklilasmamais
gonadlar germ hiicrelerini, ¢6lemik epitelyumdan gelisen destek hiicrelerini ve

gonadal ¢ikintinin mezensimini igerir (37).

Eger farklilasmamis gonad bir testis yoniinde gelisecek ise, bu yénde bir
farklilasma 6-9. gebelik haftalarinda olur. Farklilasmamis gonadin testis olmasini
belirleyen faktor, Y kromozomundaki bir genin trint olan testis belirleyen faktordir
(testis determining factor, TDF). Su an i¢in, TDF geni lokalizasyonu i¢in en iyi adaymn,
SRY (sex determining region on the Y chromosome) isimli bir bolgede yerlesik oldugu
belirlenmistir. Testis belirleyici bolgeyi igeren Y kromozomu varliginda gonadlar

testise doniistir (37).

Ovaryumlarin gelismesi testislerden daha ge¢ meydana gelir. Testikiler
evrimin olmayist1 ilkel ve aktif olmayan overin varliginin en belirgin géstergesi sayilir.
Erkegin aksine, disi i¢ ve dis genital organlarin farklilasmas1 gonadal maturasyonun
oncesindedir. Bu olaylar genetik yapilanma ve mezensimin bolgesel reseptivitesi ile
ilgilidir (37). Y kromozomu yoksa gonadlar ovaryumlara farklanir. 10. hafta
dolaylarinda ovaryum yapisal olarak aywrt edilebilir. Cogalmaya devam eden disi
gonadin yiizeyel epiteli 7. haftada, alttaki mezensim i¢ine girmesine ragmen yiizeye
yakin kalmaya devam eden kortikal kordonlar adi verilen ikinci nesil kordonlar
gelistirir. XX cinsiyet kromozomuna sahip bir embriyoda gonadin mediiller kordonlar1

geriler ve kortikal kordonlar gelisir (38). Germ hucreleri bu kordonlarm igine sokulur.



Daha sonra yuzey epitelinin altinda olusan siki bag dokusu yapisindaki tunika
albuginea nedeni ile kordonlar ile epitelin iligkisi kesilir. 16. haftada bu kordonlar
parcalanmaya bagslarlar. Her biri bir primordiyal germ hiicresinden gelisen bir
oogonyum ve g¢evresinde yassi hiicrelerden (folikiil hiicreleri) olusan bu yapilar, ilk

primordiyal folikullerdir (39).
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over ve genital kanallarin embriyolojik gelisimi (40).

2.1.3.2. Ooganal Cogalma ve Qosit Olusma Evresi

Oogonyumlar 20. hafta dolaylarina kadar aktif mitoz ile ¢ogalarak sayica 6
milyon civarina ulasirlar. Bu gonadin ulasabilecegi maksimum kapasitedir. Bu
donemden sonra germ hiicre sayis1 giderek azalacak ve yaklasik 50 yil sonra ise oosit

deposu tamamen tiikenecektir (37).

Mitoz ile oogonyumlara doniisen germ hiicreleri ilk mayotik boliinmeye girip
profaz evresinde durduklar1 donemde oositlere dontisiirler. Bu siire¢ 11-12. haftalarda
baglar ve bu belki de rete ovari tarafindan iretilen faktor veya faktorlere bir cevaptir.
1. mayoz bolinmedeki duraksama, folikiil hiicrelerinin salgiladigi, mayozu inhibe

edici bir faktor nedeni ile profaz sathasinda durur. Mayozun diploten evresine
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ilerlemesi ancak gebeligin geri kalaninda olmakta ve dogumda tamamlanmaktadir. Bir
ovum, oositin iki kez mayotik boliinmesinden olusur; bu boliinmelerin birincisi tam
ovulasyon 6ncesinde, ikincisi (haploid ovum olusmasi) ise sperm girisi esnasindadir.
Fazla genetik materyal ise her mayotik boliinmede olusan kutup cisimcigi (polar
cisimcik) ile atilmaktadir. Gonadotropinler ve cesitli biiytime faktorleri in vitro
sartlarda sadece kumulus graniiloza hiicreleri tarafindan cevrili oositlerde mayozu
baslatirlar. Folikiiler sivida biiylik bir kismi1 gonadotropinlere cevap olarak kumulus
hiicreleri tarafindan sentezlenen, oositlerde mayoz ve olgunlasmayi saglayan bir sterol
ailesi mevcuttur. FSH kumulus hticreleri ve oosit arasindaki iletigimi saglayan gap

junction agina ihtiya¢ duyan bir reaksiyon olan mayozu baslatir (37).

Germ hiicrelerinin kaybi; germ hiicrelerinin mitozu sirasinda, mayozun ¢esitli
evreleri sirasinda ve en son olarak folikiil olusumundan sonra da devam eder.
Gebeligin ikinci yarisinda oositlerin biiyiik bir oranda kaybi1 ¢esitli mekanizmalarla
aciklanir. Follikiiler biiylime ve atrezinin yaninda, bir miktar oosit mayoz sirasinda
gerilemeye ugrar ve graniiloza hiicreleri tarafindan ¢evrelenmeyen oogonialar
dejenerasyona ugrar. Bu olay aktif olarak germ hiicre 61imini saglayan genlerin etkisi
ile gergeklesir. Bunlara ek olarak kortikal alanda bulunan germ hiicreleri gonad
yiizeyine go¢ ederek yiizey epiteline karisirlar veya periton boslugunda kaybolurlar.
Bunun aksine, biitiin oositler folikiiller i¢ine alindiklarindan itibaren, oosit kaybi ancak

foliktler biyume ve atrezi siirecinde olur (37).

2.1.3.3. Folikiil Olusma Evresi

Overdeki temel Greme birimi folikildar. Folikil granuloza ve teka hiicrelerinin
meydana getirdigi bir kiime tarafindan sarilmig bir oositten meydana gelmistir.
Gestasyonun 18-20. haftalarinda, hiicreden oldukca zengin olan korteks daha
derindeki mediiller bolgeden kaynaklanan vaskiiler kanallar tarafindan yavas yavas
delinir ve bu folikiil olugsmasinin baslangicini belirtir. Parmak seklindeki vaskiiler
cikmtilarin kortekse girmesiyle korteks sekonder seks kordlarinin goriintiisiinii alir.
Kan damarlari iggal ettikge ve girdikge, yogun kortikal hiicre kiitlelerini gittikge daha
kiiclik kisimlara ayirir. Mezensimal ya da epitelyal kaynakli perivaskiiler hiicreler de

damar ile birlikte siiriiklenir ve bu hiicreler mayozun birinci evresini tamamlamamis
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olan oositleri gevreler. Sonucta olusan birim primordiyal folikiil-mayozun profaz
evresinde duraklamis olan bir oosit ve onun etrafinda bir bazal membran tarafindan
cevrelenen tek katl ag seklinde Onciil graniiloza hiicreleridir. Sonugta biitiin oositler
bu sekilde kaplanirlar. Primordiyal folikiil olusumunda kullanilmayan mezensim
kalmtilar1 folikiil aralarindaki ilkel ovaryan stromayi olusturur. Grantloza hiicreleri
¢olemik epitel veya mezensim Onciilerinin farklilasmasindan olusur. Primordiyal
folikiiler gelisim siireci diploten evresindeki biitiin oositlerin folikiillerin igine
alinmasma kadar siirer ve bu bazen dogumdan hemen sonrasina kadar da uzayabilir
(37).

Ovulasyon 6ncesi donemde bulunan folikiilleri besleyen bir kan damari
olmadigindan bu folikiillerin gerekli besinleri alabilmeleri ve metabolik artiklarindan

kurtulabilmeleri icin mutlaka difiizyon ve gap junction olugmasi gerekmektedir (41).

Oosit  Onciil graniiloza hiicrelerinin  olusturdugu rozetler tarafindan
cevrelenmesinden hemen sonra, folikiiliin tamami duraklama ve atrezi Oncesinde,
degisik derecelerde olgunlasmaya baslar. Onciil graniiloza hiicrelerinden olusan
tabakanin kiiboidal graniiloza hiicre tabakasina doniismesi ile primer folikiiliin

olusumu belirlenir (37).

Gelismekte olan oosit ile oosite komsu ve birbirine komsu granuloza hiicreleri
arasinda gap junction olusumu meydana gelir (42). Bu gap junction olusumu;
besinlerin, iyonlarin ve diizenleyici faktorlerin hiicreler arasinda gecisini saglar. Ayni
olusum, gonadotropin reseptdrii olmayan hiicrelerin, gonadotropin reseptorii olan
hiicrelerden 1ileti almasin1 da saglar. Boylece hormonlara bagli ortaya ¢ikan

degisiklikler, folikiillere iletilebilir (43).

Bu dénemde; oosit, hiicre icermeyen ve zona pellusida (ZP) ad1 verilen bir 6rtii
salgilamaya baslar. Iinsanlardaki zona pellusida, ZP1, ZP2 ve ZP3 olarak isimlendirilen
en az ug protein icermektedir. Yakin tarihli ¢alismalardaki fizyolojik modellere gore,
spermin akrozom basindaki reseptorler, ZP3 proteinini tanimaktadirlar. Bu etkilesim,
akrozom igeriginin serbestlesmesini, zona pellusidanin delinmesini ve yumurtanin
dollenmesini saglar. S6z konusu mekanizma, tiirler arasinda farklilik gosterse de,

akrozomdan salman enzimler ZP2 proteininde degisikliklere yol agarak zona
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pellusidanin sertlesmesine yol acar. Bu siire¢ oositin birden fazla spermle déllenmesini

engeller (44).

Daha ileri bir farklilasma ile tamamlanmis bir graniiloza hiicre ¢ogalmasi ile
preantral (sekonder) folikiil olugur. Call —Exner cisimcigi olusumu ve bazen de gevre
mezensim hiicrelerinden farklilagan mindr tekal tabaka sistemi goriilebilir. Preantral
folikUller gebeligin 6. ayinda tespit edilebilir ve antral folikiiller gebeligin sonunda az
sayida da olsa belirirler. Teka hiicrelerinin folikiilleri cevrelemesi gebeligin ancak son

trimesterinde olur (37).

Folikil gelisimi devam ettikge folikiil sivis1 granuloza hiicreleri arasinda
birikmeye baslar ve folikiiliin ortasinda sivi dolu bir bosluk meydana gelir. Bu
asamadaki folikiile antral folikiil denilir. Antrum sivisinin hizla birikmesi ile birlikte
biiytikliigli artar ve sonugta ovulasyon 6ncesi folikiil olan Graaf folikiilii olusur. Antral
foliktldeki granuloza hiicreleri, histolojik ve islevsel olarak iki guruba ayrilir. Oositi
cevreleyen granuloza hiicreleri, kumulus ooforusu olustururken antrumu cevreleyen
granuloza hiicreleri, mural granuloza hiicrelerine doniisiir. Antrum sivisi, plazma
suzuntisunt ve granuloza hiicrelerinin salgiladig1 faktorler arasinda Gstrojen ve
biiylime faktorleri 6n plana ¢ikar. Kan dolasimina gore folikiil sivisinda daha yiiksek

oranda bulunan bu faktorler, basarili folikiil gelisimi i¢in kritik bir 6neme sahiptir (45).

Anterior hipofiz fetal yasamin 4. ve 5. haftalarinda gelismeye baslar. Median
eminens 9. haftada belirir ve hipotalamik-hipofizer portal dolasim gebeligin 12.
haftasinda fonksiyoneldir. FSH’1n hipofizer diizeyleri 20-23. haftalarda, dolasimdaki
dizeyleri ise 28. haftada en (st dizeydedir. Overin gonadotropinler icin reseptorleri

sadece gebeligin ikinci yarisinda gelistirir (37).

Over dogumda ve hayatm ilk bir yilinda neonatal hipotalamus ve hipofizin
fetoplasental steroidlerin negatif feedback etkisinden kurtulan reaktif gonadotropin
salmimi ile uyarilmis, degisen olgulerde kistik folikiller icerebilir. Fetuslardaki bu

ovaryan Kistler bazen ultrasonografi ile saptanabilir (37).
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Sekil 5: Primordial germ hiicre formasyonu, oogenez ve folikiilogenezde rol alan
faktorler (46).

2.1.4. Over Fizyolojisi

Eriskin overinde prenatal donemde olan folikiil gelisme evreleri tekrarlanir,
ancak olgunlugu tamamlanmis olarak gerceklesir. Ovulasyona ulasacak folikiil
menstriiel siklusun ilk birkag¢ giiniinde belirlenmektedir. Su an bir primer folikilin
ovulasyona ilerlemesinin yaklagik 85 giin olduguna inanilmaktadir. Bu zaman biiyiik
bir kismi gonadotropinlerden bagimsiz olarak, FSH uyarisima cevap verebilecek bir
duruma ulasmakla geger. Folikiiler gelismenin ilk goriilebilen belirtileri oositin
boyutlarmin biiyiimesi ve graniiloza hiicrelerinin skuaméz sekilden ziyade kiiboidal
bicim almasidir. Bu degisiklikler blyimeden ziyade bir matirasyon sireci olarak da
degerlendirilebilir. Kiiboidal graniiloza hiicrelerinin ¢ogalmasi ile primordial folikil

primer folikiile dontismektedir (37).

Ovaryal siklus; Folikiler evre, ovulasyon ve luteal evre olarak 3 evrede
incelenir. Normal bir adet dongiisii folikiiler evrenin uzunluguna bagli olarak 21-35
giin olabilir. Baglangi¢c asamasinda folikiillerin gelismesi gonadotropinlerden bagimsiz

iken gonadotropin destegi olmaksizin folikiller preantral agsamadan 6teye gidemezler
47).

Ovaryal déngunin kritik diizenleyicileri FSH ve Luteinizan Hormon (LH)’dur.

Folikiiler evrenin baglamasindan hemen 6nce plazma FSH ve LH diizeyleri en alt
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seviyededir. Bir menstriiel siklusun sonunda; Ostrojen, progesteron ve inhibin
seviyeleri belirgin olarak diiserken kan dolasimindaki FSH diizeyleri buna karsilik
olarak yiikselmekte ve folikiiler evrenin ilk yarisi boyunca yiikselmeye devam
etmektedir (48). Folikiiler donemin ortasinda bulunan folikiiller, yiiksek miktarlarda
oOstrojen ve inhibin Ureterek negatif geri besleme mekanizmasiyla serum FSH diizeyini
diigtirirken LH diizeyini artirirlar. Bu disiisiin, ovulasyona ugrayacak folikiiliin
secimine katkida bulundugu diisiiniilmektedir. Bu varsayima gore geride kalan
folikiillerde FSH reseptorleri azalacak ve androjenik mikrogevre olusumu sonrasi
folikiiler atrezi olusacaktir. FSH ile uyarilan estradiol seviyesi ilk kritik 6-8 gin
boyunca giderek artar. Ovulasyonun hemen 6ncesinde doruk noktasina ulasir (47).
Folikiiler gelisim siiresince, FSH uyarisi altindaki granuloza hiicrelerinin sayis1 artar.
Es zamanl olarak granuloza hiicrelerindeki aromataz enzimi ve 6stradiol varliginda,
bu hucrelerde bulunan LH reseptorlerinin yapimi artacaktir. Geg folikiiler donemde
LH reseptor yapiminin daha da belirginlesmesi ile granuloza hiicreleri progesteron
sentezlemeye baslayacaktir. Bu progesteron granuloza hiicrelerindeki ¢ogalmay1
azaltarak folikiil gelisimini frenleyecektir (49). Graniiloza hiicreleri ¢ok katli bir
diizeni olusturmak iizere prolifere olur ve teka tabakasi c¢evredeki stromadan
farklilasmaya devam eder. Bu biiylime gonadotropinlere bagimli olup, artan dstrojen
yapimi ile uyum i¢indedir. Preantral evreye kadar graniiloza hicrelerinde FSH
reseptorleri bulunmamaktadir. Preantral folikiil atreziden kurtulmak, kendi dstrojenik
mikrogevresini saglamak i¢in FSH’ nin varligma ihtiya¢ duyar. Ostrojen ve FSH’nin
sinerjistik etkisi ile granulozanin interseliiler bosluklarinda biriken folikiil sivisinin

yapimi ¢ogalir ve antral folikiil evresine gegilir (37).

FSH varliginda 6strojen folikiil sivisindaki ana madde halini almaktadir. Buna
karsin FSH yoklugunda androjenler hdkim olmaktadir. Androjen diisiikk dozda iken
aromataz enzimini artirir, yiiksek dozda ise 5 alfa rediiktaz aktivitesi artar, bu da
androjenleri aromatize edilmeyen formlara sokar. Bu androjenik ortam FSH reseptor
inhibisyonu yapar, aromataz aktivitesini engeller, folikller atreziye sebep olur. Bu
nedenle, graniiloza hiicrelerinin siirekli artisi ve folikiiler bilylimenin devami igin

ostrojen ve FSH’nin hakim durumda olmasi zorunludur (37).

Ostrojenin hakim oldugu folikiile basar1 ile ilerleme, ovulasyona ugrayacak

olan dominant folikullin se¢imine isaret etmektedir ve bu ilerlemeyi, nadir istisnalar
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disinda, sadece tek bir folikiil basarmaktadir. Granuloza hiicrelerinde FSH ve teka
hlcrelerinde LH reseptorii kazanmis az sayida folikiil gelismeye basladiktan sonra
foliktler evrenin 5-7. glnlerinde tek bir baskin folikiil segilir ve bu olay her ay sadece
bir overde gorulir. Bu se¢im penceresi araliginda uygun gelisim gostermeyen
folikiillerin ¢ogu ortadan kalkacaktir. Bu segim stireci, biylk oranda, dstrojenin iki
etkisi sonucudur; 1) Folikul icindeki Ostrojen ve FSH’nin lokal etkilesimi ve 2)
Ostrojenin FSH’nim hipofizer sekresyonuna etkisidir. Olgunlasan folikiilde 6strojen
FSH’nin etkisini destekledigi halde, hipotalamik-hipofizer dizeyde FSH ile negatif
geri besleme etkisi gosterdiginden, diger daha az gelismis folikiillere olan
gonadotropin desteginin cekilmesine yol a¢maktadir. Boylece daha az gelismis
folikiillerde androjenik mikrocevreye doniisiim hizlanacak ve geri doniisiimsiiz atretik
degisikligi baslatacaktir. Bu istenmeyen degisikliklerin sonucu, atrezi olusur ki, bu

durum apoptozis adini alan bir siiregtir ve hiicrenin programlanmis 6liimiidiir (37).

Dominans kazanan folikiil olgunlastikca preovulatuar folikiil halini alir.
Preovulatuar folikiilde graniiloza hiicreleri biiyiiyerek i¢inde lipid inkliizyonlar1 ortaya
¢ikmaktadir; bu sirada teka hiicrelerinde vakuoller ve preovulatuar folikille hiperemik
goriiniim veren zengin damarlanma gelismektedir. Olgunluga yaklastiktike¢a,
preovulatuar folikil gittikce artan miktarda dstrojen Uretmektedir. Ge¢ folikuler faz
boyunca Ostrojenler 6nce agir-agir, daha sonra hizli bir artis gosterir. Tam olarak
anlasilmayan nedenlerden dolay1 bu Ostradiol artisi ile birlikte dstradioliin baskilayici
etkisi kaybolur, hipotalamus ve 6n hipofiz bezi Uzerinde pozitif geri besleme etkisi
ortaya ¢ikar (FSH ve LH piki). Ovulasyonun tetiklenmesi icin en az 50 saat en az 200
pg/ml’lik kritik bir plazma estradiol diizeyinin devam etmesi gerekir (50). Oosit-
kumulus ooforus kompleksinin overden atilmasi olarak tanimlanan ovulasyon siireci,
inflamasyon yanitina benzer Ozelliklere sahiptir. LH ani artisinin baglangict
ostradioliin tepe seviyelerine ulastiginda olmaktadir. Ovulasyonu diizenleyen ileti
yolaklarinda iiretilen molekiiller, folikiilii ¢atlatan ve folikiilden geriye kalanlar1
korpus luteuma doniistiiren gen Urlnlerini icermektedir. LH dalgasi, ovulasyon 6ncesi
donemde bulunan folikiillerdeki yapimi diizenleyen genleri baskilar ve ayn1 zamanda,
ovulasyon ve luteinizasyon igin gereken genleri uyarir. EK olarak oositteki mayozun
yeniden baglamasini (spermin girisinin sonrasina ve ikinci polar cismin salinimima

kadar mayoz  bolinme tamamlanmamaktadir), graniiloza  hiicrelerinin
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luteinizasyonunu ve folikiildeki progesteron ve prostoglandinlerin sentezini uyarir.
Ortalama 48 saat siiren LH dalgas1 basladiktan yaklagik 36-40 saat sonra ovulasyon
olusur (51). Oosit olgunlagsmasi ve luteinizasyonu arasindaki uyumsuzluk, oosit
matiirasyon inhibitorii ve luteinizasyon inhibitorii tarafindan diizenlenir. Folikiil i¢i
stvidaki aktivin, granuloza hiicrelerinde progesteron yapimini baskilayarak erken

luteinizasyonu engeller (52).

Luteinizasyon ile artan progesteron, prostoglandinlerle birlikte, folikiler
duvarm sindirimini ve sorumlu proteolitik enzimlerin aktivitesini arttirir. Yaygin doku
zayiflamasi sonucu (hiicreler arasi gap-junction biitiinliiyliniin kaybolmasi ve elastik
liflerin bozulmasi) ani antral sivi birikimi olur ve ardindan folikiilii ¢evreleyen
zayiflayan doku zarmin riiptiirii ile ovulasyon gergeklesir. Ovulasyondan sonra, folikiil
hiicrelerinden geriye kalanlar farklilasarak, ‘sar1 cisim’ adi verilen korpus luteumu
olusturur. LH uyarisi gerektiren bu siireg, luteinizasyon olarak tanimlanan morfolojik
ve islevsel degisiklikleri kapsamaktadir. Doku biitiinliigli saglandiktan sonra,
graniloza hiicreleri hipertrofiye olur ve erken korpus luteumun Kistik bazen de
hemorajik olan boslugunu yavas yavas doldurur ve sitoplazmalarmda lipitten zengin
vakuoller olusur. Sonu¢ olarak, cogunlugunu genislemis, lipidden zengin, tam
vaskiilerize graniiloza hiicrelerinin olusturdugu yeni bir birim olan korpus luteum,
déllenmis ovumun yerlesmesi ve plasenta bu gorevi Ustleninceye kadar zigotun
varhiginin siirdiiriilmesi i¢in gereken kosullar1 saglayacak steroid hormon dengesini
saglar. On dort giinlik yagsaminda, luteal fazda mevcut olan diisiik ancak 6nemli LH

diizeylerine bagli olan bu birim estradiol ve progesteron uretir (37).

Basarili bir implantasyondan yeni ve biiyliyen bir kaynak olan LH benzeri
insan koryonik gonadotropin (HCG) olusmamasi durumunda, siklustan 4 gin 6nce
dejenere olmaya baglar (24. Giin). Bu siirece ‘luteoliz’ denir. Damarlanmasi ve yag
igerigi tiikenir, Ostrojen ve progesteron salmimi belirgin olarak azalir. Bir dizi
skarlagma olaylar1 sonucunda olusan fibroz yapiya korpus albikans (beyaz cisimcik)
denir. Korpus luteumun Progestin ve Estradiol salgilamasi 14. giinde tamamen durur.
Korpus luteum salgisinm durmasi hipofizden olan FSH salgilanmasmimn Estradiol ve
Inhibin A tarafindan uygulanan geri bildirimli inhibisyonun ortadan kalkmasima neden

olacak kadar diiser ve bir sonraki siklusun FSH salgisi1 baslar (37).
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2.1.5. Yasa Bagh Over Dokusu
2.1.5.1. Yenidogan Overi

Embriyonik yasamm 8. haftasinda bulunan overler, Ostrojen {iretme
kapasitesine sahip olsalar da fetal gelisim sirasinda, ¢ok az miktarda steroid
sentezlenir. Kan dolasimindaki FSH ve LH diizeyleri yasa gore belirgin farklilik
gosterir. Fetal yasamin ikinci ii¢ ayinda iken FSH ve LH diizeyleri menopozdakine
benzer bigimde yiksektir. Bu donemde olgunlagsmaya devam eden fetal hipotalamus
hipofiz ekseni, plasenta tarafindan kan dolasimina salgilanan yiiksek diizeylerde
Ostrojen ve progesterona daha duyarli hale gelir (53). Bu steroidlerin ylksek
seviyelerde seyretmesine ragmen dogumdan hemen 6nce fetal gonadotropin diizeyleri
bariz bicimde diiser. Dogum sonrasi ise plasental bagin ortadan kalkmasi ile
steroidlerin baskilama etkisinden kurtulmasma bagli yenidogan gonadotropin
diizeyleri aniden yiikselir. Ancak genellikle ¢ocukluk déneminde tekrar diiser (54).
Yasamin ilk 6 aymda bu yiikselmis gonadotropin seviyesine cevap olarak antral
donemin folikiiler cevabi nispeten yaygindir. Fetus ve yenidoganlarda karsilagilan
batin kitlelerinin en sik nedeni, gonadotropin uyarilmasma bagl olarak gelisen

ovaryan Kistlerdir (37).

Prenatal oosit yikimi ile toplam kortikal germ hiicre sayis1 dogumda 1-2
milyona iner. Germ hiicre kitlesindeki bu blylk azalma 20 hafta gibi kisa bir siirede
olmaktadir. Bu tip bir azalma hizi bir daha goériilmeyecektir. Gonad, korteks ve
goreceli olarak kucik bir medullaya ayrilmistir. Korteks iginde hemen hemen bitiin

oositler primordial folikiil birimleri i¢inde yerlerini almiglardir (37).

2.1.5.2. Cocuklukta Over

Cocukluk ddneminde her ne kadar over dokusu sessiz degilse de hipofizin
GnRH’e diigiik yanit1 ve maksimum hipotalamik baskilanma sonucu kanda ve
hipofizde diisiik gonadotropin diizeyleri ile karakterizedir. Folikiiller hemen her zaman
biiylimeye baslar ve genellikle antral evreye kadar erigirler. Ancak gonadotropin

desteginin eksikligi tam folikiiler gelismeyi ve fonksiyonu engeller (37).
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2.1.5.3. Pubertede Over

Pubertenin ilk bulgularindan biri, uyku ile iliskili olarak LH salinimin
yiikselmesidir. Zamanla giin i¢inde de FSH ve LH salimimi belirginlesir. Yiikselen
gonadotropinlere yanit olarak ovaryan estradiol artis1 sonucu diger pubertal belirtilerle

birlikte ovulasyon ve menstriiel siklus baslar.

Ergenlik baglangicinda, germ hiicre kiitlesi 300,000-500,000 adete inmistir.
Ureme cagmin gelecek 35-40 yili boyunca, 400-500 tanesi secilerek ovulasyona
katilarak ve azalmaya devam ederek menopozda ancak birkag yiiz tanesi kalacaktir.
Menopoz dncesi son 10-15 yil boyunca folikiiler kayipta ivmelenme olmaktadir. Bu
hizlanmis kay1p biiyiik olasilikla FSH uyarimindaki artisa sekonder olmaktadir. Atrezi
stirecinde oosit (ve folikiil) kayb1 bir¢ok faktordeki degisikliklere bir cevaptir. Tabii ki
gonadotropin uyarimi ve ¢ekilmesi kesinlikle 6nemlidir, ancak, ovaryan steroidler ve

otokrin/parakrin faktorler de ayrica bu olayda yer almaktadir (37).

Ureme yillar1 boyunca, ovulasyon ve korpus luteum olusumunu iceren tipik
folikiil olgunlasma siklusu gerceklesir. Bu kompleks, ancak 1yi tanimlanmis, folikiil
ve korpus luteum steroid hormonlari, hipofizer gonadotropinler ve otokrin/parakrin
faktorlerin ovulasyon elde etmek igin biitiinlestigi hipotalamo-hipofizer-gonadal
karsilikli iligkiler ile olusur (37).

2.2. RATLARDA FOLIKUL GELIiSIMI VE UREME SISTEMIi

Ratlarda ovaryum folikiillerle dolu bir yapidadir ve bobreklerin kaudalinde,
uterusun her iki yaninda yer alirlar. Helezonik yapidaki ovidukt ovaryumu bikornual

yapidaki uterusa baglar (55) (Sekil 7).
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Sekil 6: Disi ratlarda iirogenital sistemin anatomisi (56).

Over yiizeyi germinal epitel olarak adlandirilan tek kathi kubik epitel ile
cevrilidir ve mezoovaryumu gevreleyen mezotelyum ile devam eder. Siki bag dokusu
tabakas1 olan tunika albuginea germinal epitelin hemen altinda uzanir. Kesitlerde over
korteks ve medulladan meydana gelir. Overin medullay1 saran periferal kisminda yer
alan korteks, zengin hiicresel bag dokusuna yerlesik olan ovaryan folikiller icerir.
Stroma, retikiiler liflerden olusan bir ag ile fibroblast ve diiz kas hiicre 6zelligi gosteren
ig sekilli hiicrelerden olusmustur. Burada elastik doku ¢ok az olup yalnizca kan
damarlar1 duvarmmda ve germinal epitelin altinda bulunur. Stromal hiicreler teka
folikiillerinin biliylimesine katkida bulunur. Folikiilleri gelisiminin farkli evrelerinde
gorebiliriz. Puberteden dnce yanlizca primordiyal folikiiller goriiliir. Seksiiel olgunluk,
gelisen folikiiller ve onlarin son iirlinlerinin (korpora lutea, atretik folikiil) varlig: ile
karakterizedir. Menapozdan sonra foliklller kaybolur ve sonunda senil korteks ince
bir fibr6z bag dokusu tabakasi haline gelir. Medulla korteks aras1 sinir belirgin degildir
(57-59).

Ratlardaki ovaryan gelisim insanlardakine benzer fakat zamanlama farklidir.
Primordiyal germ hiicreleri ileri embriyonik gelisimde oogonya olusturmak iizere
gonadlara go¢ eder. Dogumda, rat ovaryumu kordonlardan ve oogonyalardan olusur.
Primordiyal folikiiller dogumdan sonra, iigiincii giiniin sonunda olusurlar. Ilk folikiil

dalgasmin antral folikiile kadar gelisimi yaklagik {i¢ haftay1 bulur. Olgun sekonder
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foliktller yedinci guinde g6zlenir. Minimal ovaryan hiicre apoptozisi ancak 18. giinde
olusur. Bu donemde erken antral folikiiller de gozlenir. Puberte ya da ilk Ostrus 34.
gin civarinda meydana gelir. Duzenli 6strus siklusu, 10-12. aylarda dizensiz
sikluslarin olusumuna kadar devam eder. Hayvanlar 12-15. aylarin sonunda ise
persistent siklusa girerler ve bunu persistent didstrus ve ardindan andstrus takip eder.
Folikiil gelisimi 25 pm’den (primordiyal folikiil) 500-800 um (preovulatuar folikiil)
capa kadar, 60 glinden fazla bir siirede ulasir (yaklasik 15 dstrus siklusu). Primordiyal
folikiilden sekonder folikiile gelisim asamasi 30 giinden uzun olabilir. Sekonder
asamadan ovulasyona kadar olan gelisim siiresi ise 28+2-3 giin olabilir. Bu durumda
erken folikiil gelisimi, insanlardakine benzer sekilde ratlarda da oldukg¢a uzundur (37,
60, 61).

Disi ratlarda pubertasm indikatorii vaginal agiklik ve ilk prodstrustur. Vaginal
aciklik ilk defa 33-42. giinlerde, viicut agirligi yaklasik 100 gram iken meydana gelir
(62).

Diizenli 6strus sikluslar1 yaklagik olarak vaginal aciklik baglangicindan itibaren
bir hafta sonra meydana gelir. Yapilan bir ¢alismada, gonadotropin seviyeleri ve
morfolojik ozelliklere gore prepubertal ovaryum gelisimi 4 doneme ayrilmistir:
Neonatal donem (dogum-1. hafta), infantil dénem (1-3 hafta arasi), jiivenil donem (3-
4,5 hafta arasi) ve peripubertal donem (jiivenil donem sonrasi 3 giin) (63). Neonatal
donemde ovaryumlar FSH etKisi ile testosteronu dstradiol-17p’ya metabolize ederler.
Infantil dSnemde, FSH ve LH etkinligi ile follikiiler gelisim goriiliir. Jiivenil dsnemde
follikiiller 6strojen sekresyonuna baglarlar. Peripubertal donem boyunca uterus sivi ile
doludur, follikiiller biiylik miktarlarda strojen salgilarlar ve gonadotropinlerdeki artig
ilk ovulasyonlara neden olur. Ovaryum gelisimi gonadotropinlere, FSH, LH,
Gonadotropin salgilatict hormon (Gonadotropin releasing hormone: GnRH), prolaktin
ve bliylime hormonu (GH) ‘na baglidir. FSH seviyeleri dogumdan 12. giine kadar artar
ve kademeli olarak diiser. GnRH salinimlar1 esnasinda LH konsantrasyonu yavasca
artarak yliksek seviyelere ulagir. Hipotalamustaki GnRH dogumdan pubertasa kadar
artar. Juvenil donemde her 3 saatte bir prolaktin salinimi meydana gelir ve bu salinim
ovaryumdan Ostradiol ve progesteron salinimini indiikler (65). Bilyiime hormonu
prolaktine paralel bir salinim grafigi ¢izer ve ovaryan steroidogenesiz ile iliskilidir.

Ratlarda genital siklus (6strus siklusu) postnatal 28-42. gunlerde (60, 61, 64, 65)
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vajinal a¢ikligin gézlenmesiyle, vajinal smear yontemi kullanilarak takip edilmektedir.

Ostrus siklusu yaklasik 4-5 giin sirer (65, 66).

Ratlarda, insanlardakine benzer olarak, genital siklus c¢esitli hormonlar ile
kontrol edilmektedir. Ostrus siklusu, prodstrus (P), dstrus (O), metdstrus (M) ve
diostrus (D) olmak iizere baglica 4 fazdan olusur. Prodstrus fazi 12 saat, dstrus fazi 12-

24 saat, metdstrus fazi1 6-8 saat, didstrus fazi ise 52-60 saat stirmektedir (67-69).

Ostrus siklusu boyunca cinsiyet hormonlarinin siklik degisimleri vajinal
epitelin histolojik goriiniimiinde belirgin degisiklikler meydana getirir. Korpus luteum
en yliksek biiyiikliigline erken didstrus doneminde ulasir ve en yiiksek progesteron
degerlerine de Ostrus siklusunun 2. giiniinde ulasilir. Hormonal salinimlar 6n
hipofizden salinan ve vaginal sitolojik degisimler seklinde saptanabilen ovaryum ve
follikiiler degisimlere neden olan gonadotropinler tarafindan diizenlenir. LH atimli
olarak salinir ve en yiiksek frekansa prodstruste en diisiige de Ostrusta ulasir. LH atimi

GnRH saliniminin yiiksekligine baghdir (70-74).

Proostrus esnasinda salman LH dalgalar1 preovulatuvar follikiillerde
(preovulator follikal 0,9-1,0 mm ¢apli) ovulasyonun meydana gelmesine ve corpora
lutea sekillenmesine neden olur. Iki adet preovulatuvar FSH dalgas1 kiiciik follikiillerin

gelisimini stimule eder (75, 76).

[k dalga LH dalgas: ile alakal ve ikinci dalga ovulasyon sonrasi inhibindeki

azalma ile iliskilidir (77, 78).

Rat follikiillerinde yapilan ¢alismalar 17-a-Hidroksilaz ve aromataz mRNA
diizeyinin preovulator LH dalgasindan 6nce artig gosterdigini ortaya koymustur (79,
80). Metaostrus boyunca, corpora lutea’dan progesteron salinir. Progesteron seviyesi
didstrusta azalir ve artan Ostradiol-17f3’ya baglh olarak follikiiler gelisim tekrar baslar.
Siklus prodstrusta meydana gelen 0&strojen piklerinin ovulasyona neden olan
gonadotropin salmimint indiiklemesi ile tamamlanir. Prolaktinde luteotropik
mekanizmaya  katilmaktadir, = ancak  progesteron  salinimmi  dogrudan
desteklememektedir (81). Ratlarda 5 giin devam eden 6strus siklusu, 4 ginluk siklusa
benzer fakat LH ve Ostrojen sekresyonu, luteolizis ve uterus degisiklikleri 24 saat
gecikmeli olarak meydana gelir. ik defa 1917°de Stockard ve Papanicolou tarafindan,

guinea pig’lerde baslayan ostrus siklusu ¢aligmalarindan bugiine kadar, farkli memeli
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tiirlerinde Ostrus asamalarini belirlemek i¢in kabul edilen yontem ‘vajinal smear’dir
(69, 82). Bu yontem, vajinal duvardan siiriintii alinmasi ya da vajinal yikama sonucu
elde edilen preparatlar tizerinde, her bir faz ile ilintili hiicre tiplerinin (epiteliyal hiicre,
kornifiye hiicre, 16kositler) histolojik olarak taninmasi esasma dayanir. Bu yontem
canli hayatta iken, tekrarlayan sikluslara ait gozlemler icin giivenilir bir kayit
saglamaktadir. Ostrus esnasinda vaginal duvar kuru ve vulva 6demlidir (83). Etkili bir
saptama i¢in vaginal sitolojik Orneklerin giin boyunca ayni saatte almmmasi
gerekmektedir. Cekirdekli superfisiyal hiicrelerle karakterize olan prodstrus donemi
yaklasik olarak 12 saat siirmektedir (84). Prodstrus doneminde 6zellikle prepubertal
ratlarda uterus sivi1 ile doludur ve bu durum hidrometra ile karistirilmamahdir. Ostrus
doneminde vaginal sitolojik bakida baslangigta %75 gekirdekli siiperfisiyal ve %25
keratinize siliperfisiyal hiicre saptanirken donemin ortalarina dogru bu oran keratinize
stiperfisiyal hiicreler lehinde degisir. Donemin sonlarina dogru bu keratinize hiicreler
dejenere olur ve epiteliyal bir yigmnt1 halini alir. Metadstrus donemi ovulasyondan
sonra goriiliir ve yaklagik 21 saat siirer. DOnemde alinan sitolojik 6rneklerde ¢ekirdekli
ve kornifiye hiicreler etrafinda ¢ok miktarda lokosit saptanir. Didstrus en uzun
donemdir ve 57 saat kadar stirmektedir (85). Sitolojik bakida dominant hiicre tipi
I6kositlerdir. Ayrica hayvanlarda ovulasyon zamani, kizginlik donemi ve gebeligin

tespiti i¢in de kullanilan pratik bir yontemdir (76, 80, 81).

2.3. ADNEKSIiYAL TORSIYON
2.3.1. Tamim

Adneksiyal torsiyon ilk olarak 1890°da Sutton tarafindan bildirilmistir (86,87).
Adneksiyal torsiyon, adneksin, overin ya da nadir olarak fallop tiipiliniin tek basina,
infundibulopelvik ve tubaovaryan ligamanin ekseni etrafinda tam ya da kismi en az bir
tur donmesi olarak tanimlanir. Torsiyon normal adnekste meydana gelebilir ancak

olgularm %50 ila %80’inde, tek tarafli overyan kitle saptanmistir (88,89) (Resim 1).
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Resim 1: Over torsiyonu

Adneksiyel torsiyon, sik goriilmemekle birlikte akut abdominal agrmin 6nemli

nedenlerinden biridir ve ciddi morbidite ile sonuglanmaktadir (2).

Adneksin torsiyone olmasi ile over dokusunda iskemi olusturur.
Infundibulopelvik ligamanin igerisindeki ovaryan damarlarin torsiyonu ile olusan
venodz ve lenfatik durdurma, ovaryan parankimin masif konjesyonu ve hemorajik
infarkt1 ile sonuglanir. Ardindan olusan arteriyel blok ise gangren ve hemorajik
nekroza neden olur. Tedavi edilmezse iskemi overin, fallop tipUnin ve tim adneksin
nekrozuna neden olabilir. Nekroz olusmasini adneksin kaybi takip eder. Bu da
fertilitenin etkilenmesine neden olur. Oldukca nadir olarak adneksiyal torsiyon, pelvik

tromboflebit veya ciddi peritonit gibi 6limcul komplikasyonlara neden olabilir (89).

2.3.2. Epidemiyoloji

Adneksiyal torsiyon, nadir gorilmekle birlikte jinekolojik cerrahi aciller
icerisinde besinci sirada olup, %2,7’sini olusturmaktadir (2, 90, 91). Adneks torsiyonu
yenidogan donemi de dahil herhangi bir yasta goriilebilmektedir. Ancak genelde
premenars ve reprodiiktif yillarda goriilmektedir (2, 92, 93). Olgularin %70,6’s120-39
yaslar1 arasindadir (92).
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2.3.3. Patofizyoloji

Adneksiyel kitleler, mobilite artisi ile birlikte daha fazla torsiyon oranlarma
sahiptir. Konjenital olarak uzun over ligamentleri agir1 uzun mezooveryum veya fallop
tupleri neden olur ve normal adnekste bile torsiyon riskini artirabilir. Benzer sekilde
cap1 6 cm’den daha fazla patolojik olarak biiylimiis overler, genellikle gergek pelvisten
yukariya cikarlar. Kemiklerle smirlanmadigindan, mobilite ve torsiyon riski artar.
Dolayisi ile 6 ila 10 cm arasindaki adneksiyel kitlelerde yiiksek oranda torsiyon

bulunmustur.

Adneksiyal torsiyonda genellikle sag taraf sol tarafa gore daha fazla etkilenir.
Sag uteroovaryan ligamanin sola gore daha uzun olmasi, sol adneksin sigmoid kolona
yakinlig1 ve dar bir alanda mobilize olamamasi, sag tarafta daha sik goriilmesinin
sebepleri olarak gosterilebilir. Vaskiiler pedikiiller donse de, adneksiyel yapilari
kapsayan kan akiminin devamliligini degerlendirmede iki anahtar nokta vardir.
Birincisi, adneksler uterus ve over damarlarmin dallarindan beslenir. Torsiyon
bunlardan birini kapsarken digerini kapsamayabilir. ikincisi, adnekste diisiik basingli
venlerin akimi, torsiyone olmus pedikiille baskilansa da baslangigta yiiksek basingli
arterler basinca karsi direnirler. Torsiyon siiresince, i¢eriye akimin siirmesi, kanin
disartya ¢ikisinin durmasi sonucunda adnekste kan toplanir ve 6dem olur, ancak
infarktiis olusmaz. Bu nedenle erken torsiyon olgularinin konservatif olarak tedavisi
yapilabilir. Ancak stromal 6demin devam etmesi arterlerde infarktis ve nekroza neden

olabilir ve cerrahi gerekebilir (94).

2.3.4. Risk Faktorleri

Adneksteki herhangi bir agirlik artisi torsiyon riskini arttirir (2). Gocuk ve
adolesanlarda olgularin yaris1 kist ve neoplazmlar nedeniyle gerceklesirken, diger
yaris1 normal overlerde goriiliir (14). Erigkinlerde ise, torsiyon olgularinin %94’tinde
adneksiyel kitle mevcuttur ve genellikle beningdir (17). Adodlesanlarda diger yas
grubundaki ¢cocuklara oranla malign neoplazi riski daha azdir, ¢linkii menarsla birlikte

fonksiyonel kitle olma olasilig1 artmaktadir (16).

Cocuklarda goriilen adneksiyal torsiyon olgularinda en sik karsilagilan

patolojiler; bening Kistik teratom, hemorajik Kist ya da folikiler Kist iken paratubal
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Kist, kistadenom ve hidrosalpenks de gorilebilir (95). Cocuklarda goérilen adneksiyal
torsiyon olgularinda malignite insidanst ise %1,1-2 gibi oldukc¢a disiiktiir ve

disgerminom en sik gérilen malign timoérdir (2, 8, 90, 96-100).

Malign over timorlerinin gevre dokuya invaze olmasi ile olusan adezyonlar
sebebiyle benign over tumorleri, malign over timorlerine gore daha ¢ok torsiyone
olurlar (100, 101).

Adneksin normal oldugu durumlarda torsiyon olusmasinda, konstipasyon,
sigmoid distansiyon, gebelik ve premenarsial hormonal aktivite nedeniyle adneksiyal
vendz konjesyon, adneksin asir1 hareketine neden olabilecek uzun bir tip,
mesosalphinks veya mezoovarium, kiclk infantil uterus ve nispeten buyuk over

varliginda viicudun sarsici hareketlere maruz kalmasi ileri stirtilmiistiir (103-105).

Paratubal kist varligi, tiipiin tek basina ya da tiim adneksle birlikte torsiyone
olmasina sebep olabilir (106, 107). Benzer olarak hematosalpinks, hidrosalpinks, tubal

ektopik gebelik izole tlp torsiyonu yapabilir (108, 110).

Yenidogan déneminde anneden kaynaklanan hormonal uyariya ikincil gelisen
kistler goriiliip genellikle kendiliginden gerilemekle birlikte nadiren adneksiyal
torsiyona neden olabilmektedir. Boyle bir durumda klinik sessiz seyredebilecegi i¢in
over nekroze ugraylp otoamputasyona gidebilmektedir (111-113). Ayrica over
torsiyonunun infantlarda ani infant 6lum sendromunun bir nedeni olabilecegi
belirtilmistir (114).

Ovaryan stimulasyon da adneksin hacim ve agrhgmda artis yaparak

adneksiyal torsiyona neden olabilir (99, 115).

Diger risk faktorleri arasinda; daha Onceden gecirilmis over torsiyonu,
gecirilmis tup ligasyon operasyonu, polikistik over sendromu, gebelik, endometriozis

oykiisii ve pelvik infeksiyon yer almaktadir (116).

2.3.5. Klinik

Adneksiyal torsiyonda belirti ve bulgular 6zellikli olmadigi i¢in tani ve
tedavide gecikmeler yasanmaktadir. Cogu torsiyon olgusunda klinik bulgular belli
belirsizdir (83).
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Adneksiyal torsiyonda hastalar ¢ogunlukla (%90-100) ani baslangigli, siddeti
birkag saat sonra kotiilesecek sekilde, aralikli olarak devam eden alt abdominal agr1 ile
bagvururlar. Agri genellikle kisa siirelidir, 1-2 saat en fazla 2 gin stirer. Cok az hastada
ise ani baglangigh agr1 sikayeti olmadan adneksiyal torsiyon goriilebilmektedir (4,
117-119). Agn genellikle torsiyon olan tarafta alt abdomende hissedilir. Ancak
umblikus, lomber bolge, flank bolge ve uyluk i¢ kisminda da yansiyan agr1 goriilebilir
(24, 119- 121).

Agriya bulant1 (%70), kusma (%45), ates (%25), abdominal dolgunluk (%16),
menstriel disfonksiyon (%9), diare (%7), dizlri (%7), konstipasyon (%5), rektal
dolgunluk (%2), senkop (%2) eslik edebilir (121-123). Bulant1 kusmanin agriya ya da
peritoneal irritasyona sekonder gelistigi diistiniilmektedir (8, 119-124).

2.3.6. Fizik Muayene

Adneksiyel torsiyonun klasik bulgular1 akut alt abdominal agri, peritoneal
irritasyon ve palpabl bir adneksiyel kitle varligindan olusmaktadir. En sik fizik
muayene bulgusu tek tarafli alt abdomende hassasiyet olmakla birlikte erken donemde
belirgin kitle palpe edilemeyebilir, belirgin agr1 ve hassasiyet olmayabilir. Ayrica
peritoneal irritasyon bulgulari her zaman eslik etmeyebilir (115). Tek tarafli
adneksiyal kitle olgularin %41-70’inde goriiliir (125). Kiiciik ¢cocuklarda rektal tuse ve
bimanuel muayene ile overlerin palpe edilmesi ovaryan bir patoloji oldugunu
disiindiirtir. Yetiskinlerde vajinal muayenede tek tarafli adneksiyal agr1 ve kitle
saptanmasi halinde adneksiyal torsiyondan siiphelenilmelidir. Adneksiyal torsiyonda
yetiskinde yapilan vajinal muayenede %26 iki tarafli adneksiyal agri saptanabilir
(119). Ayrica inguinal herni kesesi i¢erisinde %15-20 overler ve/veya fallopian tupler
bulunabilir. Ozellikle prematiire kiz yenidoganlarda herniye olmus over torsiyone
olabilir ve bu durumda inguinal bolgede sislik, kizariklik ve hassasiyet izlenir.
Kizlarda inkarsere inguinal hernilerin %27 sinde over torsiyonu ve ovaryan infarkt
goralur (126, 127).
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2.3.7. Tam

Adneksiyal torsiyona 6zellikli herhangi bir Kklinik, laboratuvar, radyolojik
bulgu olmayip kesin tani laparoskopi veya laparotomi yapilarak torsiyonun gozle
gorulmesi ile konulur (135,141-143).

Ozellikle bazi1 laboratuvar testleri over torsiyonu ayirici tanisinda yararlidir.
Reprodiiktif yastaysa gebelik ekartasyonu i¢in B-HCG ¢alisiimalhidir. C-Reaktif
Protein (CRP) de artis olur ancak akut apandisittekine gore daha azdir. Eritrosit
sedimantasyon hiz1 hafif artabilir ve hafif l6kositoz gorilebilir. Lokositoz ile doku
nekrozu arasinda herhangi bir iliskisi saptanmamustir (125, 128-131). Ayrica iire,
elektrolitler, karaciger fonksiyon testleri, koagulasyon testleri ¢alisilabilir. IL-6 ve D-
dimer artig1 goriiliir ancak tanisal degildir. Malignite dislanmasi igin CA-125, Alfa
Feto Protein (AFP) ve B-HCG calisilabilir. Urolojik patoloji ekartasyonu i¢in ise tam
idrar tetkikinden yararlanilabilir (89, 92, 125, 129-132).

Direk grafi, kusmasi olan hastada barsak tikaniklig1 ayirici tanisinda yardime1
olur. Over torsiyonu olan vakalarda direk grafide bir kitle etkisi gorulebilir.
Kalsifikasyon goriilmesi halinde ise matir teratom akla getirilmelidir (95,133).
Ultrason (USG) degerlendirmesi adneksiyel torsiyonda 6nemlidir ve tanida genellikle
ilk basvurulan yontemdir. Ozellikle doppler ile birlikte kullanildiginda tanisal
dogrulugu artmaktadir (95). Torsiyon sonografik olarak dis gebelik, tubaoveryan abse,
hemorajik over kisti ve endometriomayi taklit edebilir. Bu nedenle, sonografi ile dogru
tan1 oranlar1 %50 ila %75 arasidadir (134). Renkli doppler USG torsiyone bir overde
kan akiminin olmadigini belirlemede erken tani ve tedavide yardimci olmakla birlikte
pozitif prediktif degeri %100 olup, %60 oraninda vaka atlanabilmektedir (120, 135).
Bu kisitliliga ragmen over torsiyonu ile birlikte olan 6zellikli bulgular tanimlanmistir.
En sik, tek tarafli biyimiis (5 cm Uzerinde) ve ovalligini kaybetmis overin
kenarlarinda ¢ok sayida 25 mm’ye varan follikiil kistlerinin gorilmesidir ki bu
bulgunun %64 oraninda belirleyici oldugu bildirilmistir. Bu bulgular, overdeki
konjesyonu gosterir ve erken ddemi tanimlar. Burkulmus pedikiil, ayn1 zamanda
merkezde c¢ok sayida ortak merkezli hipoekoik yapmin olusturdugu, hedef tahtasi,
girdap ya da salyangoz kabugu olarak tanimlanan yuvarlak bir hiperekoik goriintii

verebilir (134). Torsiyonun ilerlemesi durumunda adnekste hemorajik infarkt meydana
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gelir ve batinda serbest sivi goriilebilir. Ancak serbest sivi bircok benign ve patolojik
durumda da mevcut oldugundan 6zellikli bir bulgu degildir. Lee ve ark.’nin (136)
adneksiyal torsiyonun teshisine yonelik renkli doppler ultrasonografi ile yaptig1 bir
calismada preoperatif teshiste renkli doppler ultrasonografinin %87 oraninda tani
koyabilecegini belirtmislerdir. Diger ¢aligmalarda arteryel akim kaybi, olgularin %60
ile %73’linde tespit edilmistir (120). Doppler USG ile vaskiiler akimin yoklugunun
gosterilmesi diger USG bulgular1 ile beraber torsiyon tanismi koydurur. Ancak
torsiyon olgularmm tamaminda akim kaybi goriilmez. Renkli Doppler sonografi
bulgular1 over iki ayr1 kaynaktan kanlandigindan bu damar sistemlerinin torsiyondan
etkilenme derecelerine gore degisebilir. Torsiyon olgularinin %45-61’inde normal
doppler bulgular1 goriiliir. Bu durum 6zellikle vendz akimin bozuldugu ama arteriyel
akimm bozulmadigir durumlarda goriiliir. Doppler sonografi ile normal kan akimi
gorilmesi torsiyonu tamamen ekarte ettirmez. Normal akimin agiklamasi su sekilde
olabilir; (i) over nekrozuna neden olan vendz tromboz muhtemelen arteriyel
trombozdan 6nce olur, (ii) overe uterin arter dallarindan kan akimi devam etmektedir,
(iii) ovaryan torsiyon aralikli olabilir (120, 125, 133, 136, 138). Internal ovaryan
akimin olmamasi torsiyona Ozellikli degildir, bu durum kistik lezyonlarda da

goriilebilir, fakat kist varliginda periferik akim tipik olarak gozlenir (136).

USG ile tan1 koyulamayan durumlarda, ovaryan kitlelerin saptanmasinda ve alt
abdominal agrmin diger nedenlerinin diglanmasida Bilgisayarli Tomografi (BT)’den
yararlanilir (92). BT ile saptanan bulgular ise biiyiimiis overde periferik yerlesmis
folikuller, intravendz kontrast maddenin torsiyon olan tarafta az tutulmasi, vaskiiler
pedikiilin kendi etrafinda donmesi, torsiyone adneks etrafinda yag dokusunun
bulunmasi, torsiyon olan tarafa uterusun deviasyonu ve pelvik serbest sividir. Adneks
etrafin1 yag dokusunun sarmasi tuboovaryan abse ve piyosalpinkste de gorulebilir
(125,139).

Manyetik rezonans (MR), bazi merkezlerde USG’nin yetersiz kaldig:
durumlarda ilk se¢enek olarak kullanilabilir. MR’da saptanan bulgular USG ve BT de
saptananlara benzerdir. Yumusak doku ¢oziiniirliigiiniin daha iyi olmasi nedeniyle
ovaryan kitlelerin ayirici tanisinda MR’dan yararlanilir. MR, hemorajiyi gostermede
BT’ye gore daha iyidir. Kan ve kan iiriinleri T1 agirlikli sekanslarda hiperintens olarak

goriiliir. Torsiyonun erken doneminde olusan stromal 6dem T2 agirlikli sekanslarda
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hiperintens olarak gorilir. USG’de saptanan periferik yerlesmis folikiiller MR’da T2
agirhikl sekanslarda daha net olarak izlenir. Normal fallop tiipiiniin kalinlig1 en kalin
yerinde 10 mm’nin altinda olup, kalinlik artig1 torsiyona bagli konjesyon ve ddemi

gosterebildiginden bu bulgunun MR ile saptanmasi tanida yardimei olur (140).

Adneksiyal torsiyon klinik ve laboratuvar bulgularmin nonspesifik olmasi
nedeniyle bircok akut batin nedeniyle karisabilir. Jinekolojik nedenler arasinda
adneksiyal Kitle, rupture fonsiyonel Kist, ektopik gebelik, pelvik abse, pelvik
inflamatuar hastalik, hemorajik kist ve ovaryan hiperstimiilasyon sendromu yer alir.
Jinekolojik olmayan nedenler arasinda ise apandisit, renal kolik, divertikiilit, kolesistit

ve gastroenterit sayilabilir (99).

2.3.8. Tedavi

Torsiyone adneksin kurtarilmasi, birlikte olan kist ya da tiimoriin ¢ikarilmasi
ve olanakli ise ooferopeksi yapilmasi, tedavinin amacidir. Bunun yani sira adneksiyel
nekroz ya da hemorajik riiptiir bulgular1 varliginda, torsiyone yapilarin ¢ikarilmasi
diistiniilebilir. Nekroz gelismesi i¢in overin hangi donme derecesinde ve ne kadar stire
kaldig1 ile ilgili bilgiler kesin degildir. Over torsiyonu veya inkarserasyonu sonucu
canliligmi yitirdigi diisiiniilen ve makroskopik goriinim olarak nekrotik oldugu
degerlendirilen overlerde tedavi halen tartigmali olsa da, ginimizde en uygun
yonetim detorsiyon olarak kabul edilmektedir. Operasyonda overin gorinuminin

gozardi edilerek adneksin detorsiyonu ve overin korunmasi saglanmalidir (144).

Cocuk yas grubunda torsiyona neden olan kitlelerin cogunlukla benign olmasi,
torsiyonlarin %25’inde overlerin normal olmasi (idiyopatik adneksiyal torsiyon),
ooferektomi gegirenlerde ileride karsi overde asenkronize torsiyon olmasi halinde
olusabilecek hormonal yetersizlik ve infertilite riski nedeniyle organ koruyucu cerrahi
yapilmasi 6nemlidir (2, 6, 7, 128, 144).

Uzamis iskemiler dislandiginda, overde siddetli hasar izlenen adneksiyal
torsiyon olgularinda dahi overin fonksiyonlarmi korudugu izlenmis olup, bu arteriyel
kan akmminin tam olarak kesilmedigini gostermektedir. Diisiik seviyede de olsa
ovaryan arter ya da uterin arter yoluyla overin arteriyel akimi bir siire devam

etmektedir. Bu nedenle overi koruyabilmek i¢in erken tani ve miidahale ile en erken
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donemde overde gelisebilecek irreversibl hasarin Oniine gecilmesi gerekmektedir

(115).

Hangi yasta olursa olsun ovaryan torsiyondan siiphelenildiginde tedavi
cerrahidir. Daha 6nceleri, cerrahi eksplorasyon uygulandiginda diizeltilen torsiyondan
trombis saliimi1 ve emboli olasiligindan sakinmak i¢in adneksektomi yapilirdi. Ancak
kanitlar bunu desteklememektedir. McGoven ve arkadaglar1 yaklagik 1000 torsiyon
olgusunu degerlendirmisler ve olgularin yalmizca %0,2°’de pulmoner emboli
bulmuslardir. Onemli olarak emboli olgular1 adneksin ¢ikartilmast ile birlikte olup
hicbiri pedikilin konservatif olarak dizeltilmesi ile birlikte bulunmamistir (134).
Zweizig ve arkadaslar1 94 adneksiyel torsiyonu degerlendirdikleri ¢alismalarinda,
torsiyone adneksi ¢ozdiikleri kadinlarla, adneksektomi uyguladiklari kadinlari
karsilastirdiklarinda morbiditede artis bildirmemislerdir (134). Kist varliginda
onceden canliligii kaybetmis goriinen overlerde bile detorsiyon ve kistektomi sonrasi

normal ovaryan fonksiyonun siklikla diizeldigi gézlenmistir (145-147).

Adneks detorsiyone edildigi zaman overlerin reperflizyonuna bagl bazi lokal
ve sistemik etkiler ortaya ¢ikar (9). Overin Torsiyon-Detorsiyonu overlerde I/R hasar1
yaratir. Bu I/R hasarin1 engellemek igin bircok antienflamatuar ve antioksidan
tedaviler denenmistir. Konservatif tedavi yaklagimlari, overin endokrin ve germinal
fonksiyonlarmin devami i¢in gereklidir. Torsiyone overde detorsiyon sonrasi en son

hasar géren primer folikiil alanlaridir (7).

Benign durumlarda ooferektomi yalnizca adneksler nekroze olmussa ve
detorsiyon sonrasi reperflizyon gostermiyorsa diisiiniilebilir. Bu durumda bile bazi
yazarlar siyah goriiniimiin nekrozu gdstermedigini, dolayisiyla iskemi derecesine
bakmaksizin adneksin detorsiyone edilmesini ve adneksin korunmasini
onermektedirler (115, 147). Etkilenen organ baslangicta siyah ve nekrotik goziikse de,
ozellikle fertilitenin korunmasinin istendigi olgularda tedavi yaklasimi olabildigince
konservatif olmalidir ve detorsiyon islemi secilmelidir. Konservatif tedavilerin

sonucunda %94,2 olguda normal folikiiler gelisim g6zlenmistir (115).

Adneksal torsiyonda adneksin fiksasyonunu saglamak ve rekirrensleri
Oonlemek igin cesitli cerrahi teknikler Onerilmistir. Utero overyan ligamentin

triplikasyonu, overin pelvik yan duvara, broad ligamenti lizerine veya uterus arkasina
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sttrasyonu olan ovariopeksi tekniklerinin yanisira utero-ovaryan ligamentin uterus
arka yuzlne veya pelvik yan duvara siturasyonu olan ooferopeksi ameliyatlar: da
uygulanmaktadir (8, 135, 148, 149). Eger kadin konjenital yokluk, spontan
amputasyon veya gecirilmis cerrahi yuziinden tek overli ise detorsiyona ilaveten
mevcut overi korumak igin mutlaka bir fiksasyon tekniginin uygulanmasi
onerilmektedir (150). Ooferopeksi veya ovaryan fiksasyon, tekrarlayan veya
tekrarlama olasiligi olan olgularda Onerilirken, cerrahin operasyon sirasinda
normalden uzun bir uteroovaryan ligaman saptamasi durumunda da Onerilebilir.
Fiksasyon torsiyon riskini tamamen elimine etmez. Fiksasyon sonrasi %9,5 gibi
retorsiyon orani bildirilmistir (151). Ooferopeksi sonrasi fertilitenin etkilenmesi de
onemli kaygilardan bir tanesidir. Overin yerinin degistirilmesiyle tuboovaryan
etkilesimin bozulmasi, siitliriin tubaya veya overe zarar verme olasiligi nedeniyle
fertilitenin etkilenme riski vardwr. Over torsiyonunda iireterlerin yer degistirmis
olabilecegi unutulmamalidir ve cerrahi sirasinda overin damarlari baglanmadan 6nce

ureterler mutlaka gértlmelidir (95).

Detorsiyon sonrasi, adneksin izlemi konusunda fikir birligi yoktur. Konservatif
tedavi uygulandikca, olasilikla torsiyonun tekrarlama sikliginda artis olacaktir.
Spesifik over lezyonlari, ¢ikarilmalidir. Ancak iskemik ve 6demli bir overde
kistektomi teknik olarak zor olacaktir. Bu nedenle bazi yazarlar, kistektominin, ilk

girisimden 6-8 hafta sonra yapilmasini 6nermektedirler (97).

2.4. iISKEMI/REPERFUZYON HASARI

Organ veya dokulara giden kanin herhangi bir nedene bagli olarak belirgin
sekilde azalmasi veya tamamen kesilmesi sonucunda perfiizyonunun bozulmasina ve
dolayisi ile organ ve dokulara yeterli oksijen ulagsmamasi olayma iskemi denir.
Iskemiye ugrayan dokunun belirli bir siire oksijenden yoksun kalmasi, doku hasari
veya nekrozu ile sonuglanir. Kan akimmin iskemi sonrasinda yeniden saglanmasi ise
reperflizyon olarak adlandirilir ve iskeminin neden oldugu hasarin geniglemesine yol
acar. Bu durum genel olarak Iskemi/Reperfiizyon (I/R) hasar1 olarak adlandirilir ve yol
act1ig1 lokal ve sistemik etkilerin organ transplantasyonu, miyokard infarktiisii,

serebrovaskiiler hastaliklar, major cerrahi girigimler, trombolitik tedavi, hemorajik sok
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ve resiisitasyon gibi bircok klinik durumda ortaya c¢ikan yiiksek morbidite ve
mortaliteye katkida bulundugu diistiniilmektedir (152-154). “Oksijen paradoksu”
olarak da bilinen I/R hasarinm biyokimyasal mekanizmalarinmn anlasilmasi klinikte
doku hasarini azaltacak yeni tedavi segeneklerinin ve prosediirlerinin gelistirilebilmesi
acisindan olduk¢a 6nemli bir role sahiptir (155). Reperfuzyon déneminde gdzlenen
hasarda, hiicre i¢ine molekiiler oksijen girisi ile hizla olusan serbest oksijen radikal
(SOR) tiirevleri basta olmak tizere bircok mekanizma rol oynamaktadir. Reperflizyon
hasarina en fazla duyarl olan hiicresel yapilar, zar lipitleri, proteinler, niikleik asitler

ve deoksiriboniikleik asit molekilleridir.

I/R hasarinda iskemideki hipoperfiizyona ek olarak iltihabi cevap ve birgok
organda disfonksiyon sendromlar1 ortaya ¢ikmaktadir (156).

Iskemi, organ veya dokulara giden kan akimindaki azalmadan dolay1 olusur ve
bu azalmanm nedeni genellikle arteriyel sistemdeki mekanik bir tikanikliktir, ancak
bazen kan basincinin belirgin azalmasi ya da kan kaybi sonucunda da meydana gelir
(157). Iskemi ile hiicresel oksidatif fosforilasyon ve buna bagl olarak Adenozin
trifosfat (ATP) ve fosfokreatin gibi yiiksek enerjili fosfat sentezi azalir (10). ATP
azalmas hiicre i¢inde bir¢ok sistemi etkiler. Hiicrede enerji depolarmin bosalmasi ile
hiicre zarinda bulunan Na+-K+-ATP az pompasinin aktivitesi azalir. Buna bagli olarak
hiicre i¢inde Na+ ve Ca+2 birikirken, K+ azalir. Solid materyalin artisi, suyun
izoosmotik artigiyla birlikte olup akut hiicresel sismeye neden olur (13, 158). Nitekim
yine bu doénemde hicrede iyon konsantrasyonunun degisimi ile proinflamatuar
sitokinlerin 16kosit adhezyon molekiillerinin yapiminda artis, buna karsilik antioksidan
enzimlerin olusumunda azalma olur. Bu durum hiicreyi reperflizyon donemindeki
hasara karsi dayaniksiz kilar. ATP miktarindaki azalma ayni zamanda anaerobik
glikolizde artmayla ve glikojen depolarinda bosalmayla sonuclanir. Artan glikoliz,
fosfat tlirevlerinin hidrolizi ile laktik asit ve inorganik fosfatlarin birikimine ve buna
bagli olarak hiicre i¢ci pH diismesine ve asidoza neden olur. ATP ve pH azalmasi,
graniilli endoplazmik retikulumdan ribozomlarin ayrilmasma ve polizomlarin

monozomlara pargalanmasina ve protein sentezinde azalmaya neden olur (158).

Normal sartlarda ATP bagimli kalsiyum tasiyicilari ile sitoplazmik Ca+2

ekstraselliiler siviya gore diisiik konsantrasyonda bulunur ve ¢ogu da mitokondiriler
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ve endoplazmik retikulum icinde yer alir. Iskemi swrasinda sitozoldeki Ca+2
konsantrasyon artigindan plazma membranindan gegen, mitokondri ve endoplazmik
retikulumdan salinan Cat+2 sorumludur. Sitoplazmada artan Cat+2 fosfolipazlari,
proteazlari, ATPazlari, endoniikleazlar1 aktive eder. Fosfolipaz A2’nin aktivasyonu ile

membran fosfolipitleri bozulmaya baglayarak membran hasari ilerler (158) (Sekil 7).

Zedeleyici ajan
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Q\n:t'kulum
cﬁ}‘g?,"l.\\
™ =-‘¢E:‘Q
‘1‘_6‘: C!" (’
|
Sltoplazmilr(l Ca artisl =
I il U
ATPaz Fosfolipaz Proteaz Endonukleaz
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azalmasi azalmasi hicre iskelet
proteinlerinin

pargalanmasl

Sekil 7: Hicre zedelenmesinde sitoplazmik kalsiyum artisinin  kaynaklar1 ve

sonuglar1 (158).

Iskemi swrasinda ATP iiretimi durup kullanimi devam ettigi i¢in ATP’den
adenozin difosfat (ADP), adenozin monofosfat (AMP) ve adenozin olusur. Adenozin
hiicre digina diflize olup inozin ve hipoksantin’e doniisiir. Normal sartlarda
hipoksantin, ksantin dehidrogenaz (KD) araciligiyla ksantin ve iirik asit’e metabolize
olur. Bu reaksiyonda elektron alicis1 okside nikotin amid adenin dinikleotid
(NAD+)’dir. Artan hiicre i¢i Ca+2, Ca+2 bagimli proteazlar araciligiyla KD’m ksantin
oksidaz (KO)’a doniisiimiinii saglar. Reperfiizyonun baglamasiyla hipoksantin’in
ksantin’e, ksantin’in iirik asit’e donlisimii KO tarafindan gergeklestirilir. Bu

reaksiyonda elektron alicisi olarak molekiiler oksijen (O2) kullanilir ve SOR olusur
(159-161).
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Iskemi devam ederse mitokondri ve kristalarinda vakuolizasyon, plazma
zarinda asir1 zedelenme, lizozomlarda sisme ve matrikste kalsiyumdan zengin sekilsiz

yogun igerik birikimiyle geri doniisiimsiiz hasar meydana gelir (158).

Iskemi sonucu doku veya organda olusan enerji ihtiyacinmn karsilanmasi ve
toksik metabolitlerin uzaklastirilmasi i¢in doku ya da organa kan akimmin yeniden
baslamas1 olayina reperflizyon denir. Ancak, iskemik dokunun reperfiizyonu dokuda
paradoksal olarak sadece iskemi ile olusan hasara gore ¢ok daha ciddi hasara yol agar
(162, 163).

I/R hasar1 birbirleriyle iliskili, karmasik, hiicresel ve humoral olaylar dizisidir.
Hasarin fizyopatolojisiyle ilgili 6zellikle dort faktor basta olmak tizere ¢esitli faktorler

ileri stirtilmiistiir:
1. Serbest oksijen radikalleri (SOR)
2. Polimorfonukleer I6kositler (PMNL)
3. Kompleman sistemi
4. Endotel hicresi

Iskemik siirecte dokuda olusan SOR reperfiizyon sirasinda endotel hasarina,
mikrovaskiiler permeabilite artisina ve doku 6demine sebep olur. SOR ayn1 zamanda

endotel hiicre tarafindan da iiretilmektedir (164).

Endotel tarafindan sentezlenen ve hemoostazdan sorumlu endotelin (ET) ve
nitrik oksit (NO) dengesi ET lehine bozulur ve arteriyel vazokonstriksiyon, venfz
vazodilatasyon meydana gelir (163). Endotel hiicrelerinin islevinin bozulmasi
kompleman sisteminin aktivasyonuna sebep olur. Kompleman sistemi, lokosit
aktivasyonu ve kemotaksis uyarimi yaninda proenflamatuar sitokin iiretimini uyararak

enflamatuar yanit1 siddetlendirir (165, 166).

Fosfolipaz aktivasyonu sonucu arasidonik asit metabolitleri prostaglandin
(PG), lokotrien (LT) ve tromboksan (Tx) dretilir. PG, LT-B4, TxA2 notrofil
kemotaksisinde rol alir. TxA2 vazokonstriksiyonla kan akiminin azalmasina neden
olurken, LT-B4 PMNL’lerden proteolitik enzim salinimina ve SOR olusumuna neden
olur (167).

35



SOR dokuya dogrudan zarar vermenin yani sira PMNL’lerin kemotaksisine de
neden olmaktadir. Aktive lokositlerden myeloperoksidaz (MPO), elastaz, proteaz,
kollajenaz gibi proteolitik enzimlerin salinmasi yaninda artan KO’a bagl olarak daha
fazla SOR olusur. Ayrica aktive 16kositler damar i¢inde hiicre toplulugu olusturarak

ve aktif trombositlerle endotele yapisarak mikrovaskiiler tikanmaya sebep olur (163).

2.4.1. Serbest Radikaller

Bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kimyasal reaktiviteleri yiiksek
molekiiller serbest radikal olarak adlandirilir. Kimyasal olarak kararsiz yapida olan
serbest radikaller, dis yoriingelerindeki elektronu eslemek i¢in molekiil veya atomlar

ile etkilesime girerek kararli duruma gegme egilimindedirler (168, 169).

Superoksit radikali (O2-), oksijen molekulinin bir elektron alarak
indirgenmesi sonucu olusur. Serbest radikal olarak direkt zarar vermeyen Oz-’nin
onemi hidrojen peroksit (H202) kaynagi olmasi ve gegis metalleri iyonlarinin

indirgeyicisi olmasidir (170).

O2-, spontan olarak ya da Superoksit dismutaz (SOD) enziminin
katalizorliiglinde dismutasyona ugrayarak radikal olmayan reaktif oksijen

bilesiklerinden H>O2’ye doniisiir (170).

SOD
0s- + 2H —> H,0, + O,

H202nin gegis metallerinin varliginda indirgenmesiyle veya O»- ile tepkimeye

girmesi sonucu olusan hidroksil radikali (OH-) guclu bir oksijen radikalidir (171).

H.O2+Fe+2 ——> OH+OH-+Fe+3 (Fenton reaksiyonu)

02-+H,0; =——=> OH+OH-+0; (Haber Weiss reaksiyonu)

O2-’nin H20; ve OH- radikalleriyle tepkimeye girmesiyle olusan singlet

oksijen (131), ortaklanmamis elektronu olmadigi halde, tiretimi sirasinda bazi radikal
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tepkimeleri olusturdugu icin serbest radikal sayilir. Ayrica deoksiriboniikleik asit
(DNA), ribonukleik asit (RNA), protein, lipit ve sterollerle reaksiyona girerek hiicrede
zararl etkilere sebep olur (172).

Radikaller bazen diger radikallerle etkileserek stabil molekiller meydana
getirirken, radikal olmayan bilesiklerle yeni radikaller meydana getirebilirler. Yeni
radikaller daha toksik olabilir veya bagka toksik radikal reaksiyonunu baslatabilirler
(173, 174).

2.4.1.1. Serbest Radikallerin Kaynaklar

Serbest radikaller endojen ve ekzojen kaynakli olabilmektedir. Serbest
radikaller fizyolojik sartlarda ve dis etkenlere karsi organizmanin savunmasi sirasinda
da belirli oranda olusur ve savunma mekanizmalariyla organizmaya olabilecek zararli
etkileri Onlenir. Sigara dumani, radyasyon, hava kirliligi, stres, antineoplastikler,
anestezikler, alkol ve uyusturucu gibi dis etkenlerden dolay1 serbest radikaller
olusabilmektedir. Serbest radikallerin endojen kaynaklar1 ise: kiigiik maddelerin
otooksidasyonu (katekolaminler), enzimler ve proteinler (ksantinoksidaz,
triptofandioksijenaz, hemoglobin), mitokondrial elektron transport sistemi,
endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transport sistemleri (sitokrom P—
450), peroksizomlar (oksidazlar), plazma membrani (lipooksijenaz, prostoglandin
sentetaz, fagositlerde nikotinamid adenin dinikleotid fosfat oksidaz, lipit

peroksidasyonu), oksidatif stres etkenleri (iskemi, travma)’dir (13, 175, 176).

Ksantin oksidaz aracili SOR olusumu Ik defa Granger ve arkadaslar:
tarafindan ortaya atilmustir (177). iskemi siiresince mitokondriyal ATP iiretimi durur
ve hiicre igerisinde bulunan mevcut ATP katabolize olarak sirasiyla ADP, AMP,
adenozin, inozin ve son basamakta da hipoksantin agiga ¢ikarir. Hem mitokondriyal
uretimin durmasi hem de hiicre igerisindeki ATP yikimma bagli olusan enerji kaybi,
membrandaki enerji bagimli iyon pompalarinda fonksiyon bozukluguna ve hiicre i¢i
metabolizmanin anaerobik faza yonelmesine yol agar. Laktat ve hidrojen birikimi ile
hiicre i¢i pH diiser ve asidoz olusur. Hiicre i¢i artan hidrojen yiikiinii dengelemek i¢in
Na+-H+ pompasi ile artan hidrojen hiicre digina atilir ve Na+-Ca+2 az pompasi ile de

kalsiyum hiicre i¢ine yer degistirir (178). Hasarlanan endoplazmik retikulum da hicre
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icine kalsiyum salimimina yol agarak kalsiyum artisina katkida bulunur (179).
Intraseliiler kalsiyum artisi, kalsiyum bagimli sitozolik proteazlar1 aktive eder (180).
Aktivasyonu artan proteazlar, hicre igi hipoksantin dehidrogenaz enzimini ksantin
oksidaza doniistiiriir. KO ise reperflizyonla gelen oksijeni oksidan olarak kullanir ve
hipoksantini 6nce ksantine ve sonra da iirik asite doniistiiriir. Son iki basamakta tiriin
olarak reaktif oksijen tirlerinden O2- olusur. Normal fizyolojik kosullarda olusan O2-
, SOD ile 6nce hidrojen peroksite sonra da katalaz etkisi ile suya doniisiir. Ancak
I/R’da KO etkisine bagli olarak artan O,- ve H,0,, antioksidan kapasiteyi asar ve
ortamdan etkin bir sekilde temizlenemez. Hidrojen peroksit daha sonra Fe+2 gibi gecis
metalleri veya slperoksit radikalleri ile (Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari)
reaksiyona girer ve en giicli radikal olarak bilinen hidroksil radikalini (OH-) olusturur
(168). Reaktif oksijen tiirleri miktarindaki bu artis sonugta hiicre membranlarindaki
lipit yapilarda hasar, hiicre i¢i proteinlerin yap1 ve fonksiyonlarinda bozulma ve
DNA’da yapisal hasar meydana getirerek hiicre zedelenmesine yol agar (181) (Sekil
8).
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Sekil 8: Iskemi-reperfiizyon hasarinda ksantin oksidaz aracili SOR olusumu (178).
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Normal fizyolojik kosullarda mitokondriyum hiicre i¢i olusan O2-’nin baglica
kaynagidir. Hiicrelere giren oksijenin %90’1 elektron transport zincirinde suya
indirgenirken %1-2’lik bir kisim Elektron Transport Zinciri (ETZ)’den elektron
kagagina bagh olarak siiperoksite doniisiir. Normalde olusan bu siiperoksitler, SOD
enzimi tarafindan hizlica dismutasyona ugratilir. Iskemi durumunda ETZ’inde
molekiiler oksijen yokluguna bagli olarak elektron akis1 durdugundan bu kompleksler
indirgenmis diizeyde kalir. ETZ’den sizan elektronlar rezidiiel oksijenle reaksiyona
girerek O»- Uretimine yol acarlar. Reperfiizyonda ise molekiiler oksijenin gelisi ile
ETZ den elektron sizintis1 artar ve patolojik siire¢ O- liretiminin artis1 ile devam eder
(182). Ayrica serbest radikallerin mitokondriyal membran yapilarinda olusturdugu
hasar sonucunda mitokondrilerden ortama daha fazla serbest radikal salinir.
Mitokondriyum dis zarinda bulunan monoaminoksidaz (MAQO) enzimi ise
mitokondriyal SOR Uretiminden sorumlu diger onemli mekanizmadir. Normal
sartlarda MAO, norotransmitter deaminasyonundan sorumludur ancak reaksiyon
sirasinda yan iiriin olarak prooksidan bir molekil olan H2O> uretilir (183). Ozellikle
kardiyak I/R hasarmda oksidatif stres olusumunda Onemli bir rol oynadigi
gosterilmistir (184). Reperfizyonda mitokondriyal SOR iiretiminin yukaridaki
mekanizmalara bagli olarak artigina, mitokondriyal antioksidan kapasitenin azalmasi
da eklenince oksidatif denge net SOR iiretiminin artis1 yoniine kayar ve sonugta hiicre

ici oksidatif denge bozularak doku hasar1 ortaya ¢ikar.

I/R hasarmda SOR olusumdan sorumlu bir diger neden ise endotel hiicreler ve
reperflizyonla bolgeye gelen basta noétrofiller olmak iizere inflamatuvar hiicreler
arasindaki etkilesimlerdir. I/R srrasmda dokuda meydana gelen inflamasyon ve
endotel hiicreleri ile vaskiiler yatakta bulunan diger hiicrelerce (makrofajlar ve mast
hiicreleri) salinan proinflamatuvar mediyatdrler, PMNL bdlgeye migrasyonuna ve
adhezyonuna yol acar. Birgok ¢alismada karaciger, kalp, bobrek, akciger ve beyin gibi
organlarin I/R’a bagl zedelenmesinde nétrofillerin doku diizeyinde ve sistemik olarak

arttig1 gosterilmistir (185).

Normal fizyolojik sartlarda fagositik 16kositler (makrofaj, ndtrofil v.b) SOR’un
tetikledigi inflamatuvar mediyatdrlere yanit olarak aktive olurlar ve solunumsal
patlama ad1 verilen mekanizmayla oksidan mediyatorler liretirler. Fagositik hiicrelerde

solunumsal patlamada SOR iiretiminden sorumlu baslica enzim NADPH oksidaz
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(NOX) olup aktivasyon sirasinda oksidan tiretimi yaklasik 50-100 kata kadar artabilir
(186). NOX araciligiyla iiretilen siiperoksitler, SOD araciligi ile once hidrojen
peroksite ve sonrasinda miyeloperoksidaz etkisi ile de hipoklordz asite veya Fenton
reaksiyonu ile hidroksil radikaline (OH-) doniisiir ve ortama salinir (Sekil 9). PMNL
kaynakli bu artmig SOR {iretimi, reperflizyon hasarinda baslica rolii oynar. PMNL’den
bunun diginda IL-1, IL-6, IL-12, Interferon gamma (IFNy) ve TUmér nekrozis faktor
alfa (TNFa) gibi sitokin ve kemokinler ile elastaz ve kollejenaz gibi proteazlar
salinarak bolgeye daha fazla inflamatuvar hiicre toplanmasina ve daha fazla SOR

uretimine yol agar (187).

I/R’da endotel hicrelerinin selektin ve integrin gibi adhezyon molekiilleri
araciligiyla 16kosit toplanmasini ve dolayisiyla daha fazla SOR dretimini tetiklemesi
disinda, yiizeyinde bulunan KO enzimi ile de oksidatif strese katkida bulundugu
bilinmektedir. Ancak bu enzim hepatosit, enterosit ve kapiller endotelyal hiicrelerde

diger dokulara gore daha belirgin olarak bulunmaktadir (188).

ﬁagositlerde solunumsal patlama ile ROS tretimi \
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Sekil 9: 1/R’de bdlgeye goc eden fagositik hiicrelerde goriilen “solunumsal patlama”
(178).
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Nitrik oksit (NO-), reaktif bir radikal olup baslica nitrik oksit sentaz (NOS)
ailesinin endotelyal (eNOS), indiiklenebilir (iNOS) ve néronal (nNOS) izoformlar1
tarafindan sentezlenir. Olduk¢a karmasik etki mekanizmasina sahip olan nitrik oksitin
bu etkileri i{iretim hizi ve miktarina gére degiskenlik gosterir ve bu durum I/R
hasarinda kritik rol oynar. Dokularda normalde oksijen varliginda argininin sitriilline
oksidasyonuyla sentezlenir, kofaktor olarak tetrahidrobiopterin kullanilir (189).
Normal fizyolojik kosullarda eNOS tarafindan endotelyal hiicrelerde oldukca az
miktarda Uretilir ve vazodilatasyon, diiz kaslarda relaksasyon, l6kosit adhezyonunu
engelleyici, trombosit fonksiyonlar1 ve hicre ici sinyal iletiminde duzenleyici rol
oynar. Endotelyal NOS, teka-granuloza hiicrelerinde ve folikiiler gelisim sirasinda
oosit ylizeyinde eksprese olmaktadir. Patolojik durumlarda indiklenebilir NOS, NO
uretiminde blytk bir rol alabilir. I/R’da ise siiperoksit radikallerinin olusumu artar.
Artan superoksit, ortamda endojen olarak bulunan NO- ile reaksiyona girerek oldukca
reaktif ve potansiyel olarak toksik peroksinitrit (ONOO-) ve nitrojen trioksit (N2O3)
olusumunu sebep olur (Sekil 10). Ayrica endojen iiretilen NO- miktarinin azalmasina
yol ag¢tigindan, NO- in koruyucu etkilerini engeller ve oksidatif strese katkida
bulunur. Ortamda bulunan NO- ile arginin ve/veya tetrahidrobiopterin kofaktérinin
azalmasi da NOS’un stiperoksit Uretimine yonelmesini tetikleyerek SOR olusumunu
artirr (190).

4 \

02 (Siipercff(sit)
\ x 02 \
S — Se-s ONOO"
eNOS / (Peroksinitrit)

H4B NO’

L-arg irﬂ\/ (Nitrik oksit)
\ L-sitrilin /

Sekil 10: Nitrik oksit sentaz yolagi (178).
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2.4.1.2. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller; nukleik asitler, serbest amino grup asitler, proteinler, lipitler,
lipoproteinler, karbonhidratlar ve bag dokusu makromolekiilleri de dahil,
organizmadaki hemen hemen tiim biyomolekiillerle reaksiyona girerek geriye doniisgli
veya doniissiiz etkiler meydana getirebilmektedir. Fakat serbest radikal hasarindan en

fazla etkilenen lipitlerdir (11, 12, 191).

Serbest radikaller plazma ve organel membranindaki kolesterol ve yag
asitlerinin doymamis baglari ile reaksiyona girerek peroksidasyona sebep olur. Lipit
peroksidasyonu, serbest radikalin ¢oklu doymamis yag asidinden hidrojen atomu
uzaklastrmasiyla baslar. Olusan lipit radikali oksijenle reaksiyona girerek lipit
peroksit radikalini olusturur. Lipit peroksit membrandaki doymamis yag asitleriyle
reaksiyona girip yeni lipit radikali olusumunu saglarken, agiga ¢ikan hidrojen atomunu
alarak lipit hidroperoksit’e doniisiir. Lipit peroksitler de malondialdehit (MDA), 4-

hidroksi nonenal gibi yikim iiriinlerine doniistir (191).

Serbest radikaller bazi aminoasitlerle reaksiyona girerek enzimleri
etkisizlestirip, fonksiyon gérmeyen proteinlerin olugsmasina sebep olur. Enzim veya
reseptor fonksiyonuna sahip membran proteinleri, 6zellikle serbest radikallerin
modifikasyonuna duyarl olduklar1 i¢in protein oksidasyonu ile 6nemli hiicresel ve

membran fonksiyonlar1 bozulmaktadir (192).

Aktive notrofillerden kaynaklanan H2O. membranlardan gecerek hiicre

cekirdegine ulagip DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve Oliimiine yol agabilir
(193).

2.4.2. Polimorf Nuveli Lokositler (PMNL)

Reperfiizyon hasarmi dnlemeye yonelik antindtrofil serumlarla ya da 16kosit
adhezyon molekiillerine karsi monoklonal antikorlarla yapilan c¢alismalar,
reperflizyonda mikrovaskiiler permeabilitedeki artistan baslica notrofillerin sorumlu
oldugunu gostermistir (194). I/R ile Iokosit aktivasyonu, kemotaksis ve 16kosit endotel
hlcre adhezyonu meydana gelir. Diger taraftan, PMNL yiiksek miktarda SOR iiretme

kapasitesine de sahiptir. I/R hasarinda PMNL’in rolii ile ilgili baz1 mekanizmalar ileri
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stirilmistir (195). Bunlar: 1) Mikrovaskiiler okliizyon; 2) SOR salmmasi; 3)
Sitotoksik enzim salinmasi; 4) Vaskiiler permeabilite artis1 ve 5) Sitokin salinmasinda

artistir.

PMN’lerin aktivasyon ve migrasyonlar1 endotel hiicrelerinde ve l6kositlerde
bulunan adhezyon molekiilleri araciligryla olur. Selektinler olarak bilinen adhezyon
molekiillerinin L, P ve E selektin olmak izere bilinen Gg tiyesi vardir. I/R, endoteldeki
P-selektin ekspresyonunu arttirir. Bu molekiill, PMNL’lerde bulunan P-selektin
glikoprotein 1 (PSGL-1) adli reseptorii ile etkileserek diisiik afiniteli 10kosit endotel
baglantisin1 olusturur. Ikinci asamada, I6kosit beta2 integrinler (CD11a/CD18 ve
CD11b/CD18) ile endoteldeki interseliiler adhezyon molekilii 1 (ICAM-1) arasindaki
etkilesim sonucunda l6kosit adhezyonu ve agregasyonu gelisir. Ugiincii asama ile
trombosit-endotel hiicresi adhezyon molekili 1 (PECAM-1) ile endotel hiicre
baglantilar1 arasindaki etkilesim ile l6kosit transmigrasyonu gergeklesir. Aktive
lI6kositler damar disina ulasinca hasar bolgesine dogru goc¢ etmeye baslarlar

(kemotaksis) (196).

Notrofillerin dokuya gelebilmeleri icin gerekli kemotaktik maddeler arasinda
C3a ve interlokin-1 (IL-1), Iokotrien B4 (LT-B4), trombosit aktive edici faktor (PAF)
ve prostaglandin (PG) tiirleri vardwr. Aktif I6kositler nukleer transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyonuna ve TNF-a sentezine yol acar. Lokositlerin tirettigi serbest
radikallerle etkilesen bu maddeler, mast hicrelerinden selektin ve ICAM gibi
adhezyon molekillerini mobilize eden inflamatuvar mediyatdrlerin salinmasini
uyarirlar. Aktif notrofiller saliverdikleri maddelerle yol agtiklar1 hasarm yani sira,
damar iginde olusturduklar1 hiicre topluluklar1 (agregatlar) ve aktif trombositlerle
birlikte damar endoteline yapisarak mikrovaskiiler tikanmaya da neden olurlar (163).
Yapilan son ¢alismalarda; notrofillerin aktivasyon ve dokuya infiltrasyon derecesi ile
reperfize dokudaki nekroz ve apoptozis derecesi arasinda bir korelasyon oldugu
bulunmustur. Programli hiicre 6liimii olarak bilinen apoptozisin gelismesi, normalde
immiin sistemin ve viicut homeostazinin vazgegilmez bir bilesenidir (197). Hcresel
olum yolagindaki duzensizlikler, iskemi-reperflizyon hasarinin yani sira, kanser,
otoimmiin hastaliklar, immiin sistem bozukluklar1 ve nérodejeneratif hastaliklara da
yol acabilmektedir. Dokuda aktive Iokositlerin baslattigi yanit ¢ mekanizma ile

gerceklestirilir. Bunlar; Fosfolipaz Az aktivasyonu arasidonik asit metabolitleri
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(prostoglandinler ve lokotrienler) sonucu tretimi, degranulasyon sonucu lizozomal

enzimler salinimi, SOR tiretimi seklindedir (162).

Bu fdrtinler endotel hasar1 ve doku zedelenmesinin giiglii aracilaridir ve
baslangigtaki inflamatuvar uyaranin etkisini giiclendirirler. Bazi durumlarda lizozomal
enzimler hiicre disina salinabilir. Hasar yapici etkeni ortadan kaldirmaya veya
yogunlugunu azaltmaya yonelik bu inflamatuvar yanit sonucu, mikrovaskiiler
permeabilite artisi, ddem, tromboz ve parankim hiicre 6liimii de gergeklesir. GOrevini
tamamlayan lokositler apoptotik hiicre 6liimlne ugrarlar ve makrofajlar araciligiyla
lenfatik dolasim yoluyla ortamdan uzaklastirilirlar (162, 163). Iskemik dokunun
reperflizyonu, arteriyollerde endotel bagimli dilatasyonun bozulmasina, kapillerlerde
16kosit tikaglarinin olusmasma ve sivi filtrasyonunun artmasina, post-kapiller
veniillerde plazma proteinlerinin damar digina sizmasina ve boylece mikrovaskiiler
fonksiyonun bozulmasma neden olur. Reperflizyonun baslangic doneminde,
mikrosirkiilasyonun tiim segmentlerinde aktive edilmis endotel hiicrelerinden fazla
miktarda Oz olusurken NO olusumu ise azalir. Stiperoksit radikali ile NO arasindaki
dengenin bozulmasi, endotel hiicrelerinden PAF, TNF-a gibi inflamatuvar
mediyatorlerin salinmasina ve l6kosit-endotel hiicre adhezyonuna aracilik eden

adhezyon molekiillerinin biyosentezinin artmasina neden olur (198).

Serbest radikallerin olusumunda ve I/R hasarinda &nemli bir kaynak olan
notrofiller azurofilik granlllerinde oksidan etkili NADPH oksidaz, elastaz ve
miyeloperoksidaz ezimlerini icerirler. Bu enzimler oksidan doku hasarinda 6nemli
roller ustlenir; aktive notrofillerde ksantin-oksidaz’m artmasi ile SOR’un salinmasi
“solunum patlamas1” olaymi meydana getirir. Iskemi sonrasi reperfiizyonun baslamasi
ile birlikte, dokuya sunulan oksijenin yaklasik %70’it NADPH-bagimli oksidaz ile
stperoksit iyonlarina oksitlenmektedir. Siiperoksit iyonu, ¢ogu kez spontan
dismutasyonla hidrojen perokside doniisiir. Hidrojen peroksit ise kloriir iyonlarmin
varliginda miyeloperoksidaz enzimi aracilifi ile hipoklorik aside indirgenir.
Hipoklorik asit gii¢lii bir oksidandir ve birgok biyolojik molekiille kolayca reaksiyona
girebilir. Notrofillerin aktivasyonu ile notrofil sekonder graniillerden saliverilen
apolaktoferrin, plazminojen aktivatorii, komplemani aktive eden enzim ve elastaz,

kolajenaz ve jelatinaz gibi proteolitik enzimler damar endotelinde hasara neden
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olmaktadir. Proteinazlarin etkisi ile damar duvarinda yapmin degisimi ve duvar

yapisinin gevsemesi ile notrofillerin dokuya gogii kolaylasir (199).

2.4.3. Komplemanin Roli

Iskemi reperfiizyon hasarinda kompleman sisteminin rolii tam olarak acikliga
kavugsmamistir. Kompleman sisteminin aktivasyonu sonunda proinflamatuar
komponentler olusur. Bunlar C3a, CS5a, iC3b ve C5b-9’dur. C3a ve C5a
anaflatoksinlerdir ve lokositleri aktive ederler.

Lokosit aktivasyonu ve kemotaksisin uyarilmasina ek olarak C5a, makrofaj
inflamatuvar protein (MIP)-2, MIP-1a, MIP-1b, monosit kemoatraktan protein (MCP)-
1, TNF-a, IL-1 ve IL-6 Uretimini uyararak inflamatuvar yanit1 amplifiye eder. C5b9
endotelde IL-1a, IL-8 ve MCP-1 salgisini uyararak l6kosit aktivasyonu ve kemotaksisi
arttirrr. Ayn1 zamanda endotel bagimli vazodilatasyonu inhibe ederek ve endotelde

siklik guanozin monofosfati azaltarak vaskiiler tonusu bozar (200, 201).

2.4.4. Endotel Huicresinin Roli

I/R hasarinm olusmasinda endotel hiicreleri 5nemli role sahiptir. Oksidatif stres
endotel hiicrelerinin aktivasyonuna ve islevlerinin bozulmasma neden olur. Endotel
hiicreleri SOR i¢in potansiyel hedef konumundayken diger taraftan da SOR iiretim
kaynagidir. Endotel, mikrovaskiiler homeostazdan sorumlu olan endotelin (ET)’i ve
NO’yu iiretir. NO arteriyel dolasimda ET’in vazokonstriktor etkisini tersine ¢evirme
egilimindedir. Venlerde ise bunun tersi s6z konusudur. I/R hasarinda Endotelin/NO
orant endotelin lehine bozulur. Sonugta arteriyel vazokonstriksiyon, venlerde

vazodilatasyon olur (164).

Endotel hiicrelerinin oksidatif stresi sonucu kompleman aktive edilir; I6kosit
adhezyon molekdllerinin Gretimi artar. SOR etkisi ile endotel hiicreleri hasara yanit
olarak IL-1, PAF, prostaglandinler (PG12, PGE?2), bilyiime faktorleri, endotelin, NO
ve tromboksan A2 (TxAZ2) salgilarlar. Aktive olan endotel hiicreleri ek olarak kendi

bazal membranlarini sindiren kollajenazlar salgilama yetenegindedir (198).
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Nitrik oksitlerin radikal olarak reaktivitesi diisiiktiir, ancak metal iceren
bilesikler ve radikaller ile biiyiikk bir hizla tepkimeye girerler. Ozellikle lipit
radikallerle tepkimeye girmesi NO’ya antioksidan bir etki kazandirir. Fizyolojik
derisimde iiretilen NO, esas olarak oksihemoglobin tarafindan nitrata (NOz-)

oksitlenerek aktivitesi sonlandirilir.

Oksijen radikallerindeki durumun aksine, nitrik oksidi ortamdan temizleyen
herhangi bir ©6zel enzim yoktur. Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz enziminin
indiksiyonu sirasinda NO derisiminin artmasi ile oksidasyonu da hizlanir ve gesitli
reaktif nitrojen oksit tiirleri olusur. Bu reaktif tiirler NO’in dolayli etkilerinden
sorumludur ve hiicresel molekullerin nitrozilasyonuna, nitrasyonuna, nitrozasyonuna
yol acarak, proteinlerin ve enzimlerin aktivitelerinin sonlanmasina neden olabilirler
(188).

iskemi
Trombosit aktivasyonu + Metabolizma degisikligi
(Tromboz + vazokonstriksiyon) (ATP kaybr)
Doku hasar
+
Reperflizyon (Reoksijenasyon)
v
PAF +TTB,
li Serbest radikaller i
v
Lipit peroksidasyonu Kemotaktik faktorler Endotel hiicre hasar
v v v v v v v
Membran biitiinligiiniin Nétrofil birikmesi NOl Adhezyon Kompleman PG, | Sitokinler
bozulmasi molekalleri  aktivasyonu TXA, T 11T
v v /B, T 16T
Fagositoz Lékosit tikaci l l
v v ‘v o4
Oz radikali <4 Iskemi Varokonstriksiyon, trombosit agregasyonu, notrofil kemaotaksisi

v v ‘
Artrmis doku hasar <4

Sekil 11: I/R hasarinda olusan olaylar dizisi (13).
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2.5. OKSIDATIF STRES VE OKSIDAN/ANTIOKSIDAN CEVRE

Oksidan ve antioksidan ¢evre arasindaki hassas dengenin serbest radikaller
lehine yon degistirmesi oksidatif stres gelismesine neden olmaktadir. SOR ve reaktif
nitrojen tiirleri (RNS) gibi yiiksek reaktif molekiillerin asir1 tiretilmeleri ya da ortadan
kaldirilmalarinin yetersiz olmasi oksidatif stres olarak tanimlanmaktadir Oksidatif
strese yol agan reaktif oksijen turleri olarak hidroksil radikalleri (OH-), sliperoksit
anyonu (O2-) hidrojen peroksit (H202) ve peroksil (RO>) gibi tirleri sayabiliriz (203).
Reaktif nitrojen tdrleri ise nitrik oksit (NO), nitrojen dioksit ~ (NO2-), peroksinitrit
(ONOO-), nitroz oksit (HNO>), alkil peroksinitrat (RONOO) tir (202).

SOR ve RNS; yapilarinda eslenmemis tek elektron bulundurduklarindan
unstabil ve ylksek oranda reaktiftirler. Karbonhidratlardan, nikleik asitlerden,
lipitlerden, proteinlerden veya herhangi bir molekulden elektron alarak istikrarli hale

gelirler ki bu, hiicre hasarina ve islev bozukluguna yol agan kaskad1 aktive eder (202).

2.5.1. Oksidan Kaynaklar

Fizyolojik sartlarda gerg¢eklesen pek ¢ok hiicresel aktivite oksidan olusumuna

yol agar. Bu oksidan molekiiller endojen ya da eksojen kaynakli olabilirler.

2.5.1.1. Endojen Oksidan Kaynaklari

Normal biyolojik islemlerden mitokondrideki oksijenli solunum sirasinda
ETZ’de katabolik ve anabolik reaksiyonlar sirasinda endoplazmik retikulumda sP450
sisteminde meydana gelen elektron kacaklar1 sonucunda oksidanlarin olusmasi
kagmilmazdir. Mitokondride asir1 kalsiyum yiikii ve mitokondri i¢ zar gegirgenlik
degisikligine bagli olarak mitokondri SOR iiretimi artig1 gostermektedir (203).

Peroksizomlar ¢ok 6nemli hicre ici H202 kaynagidirlar. Peroksizomlardaki
aminoasit oksidaz, urat oksidaz, L-hidroksil asit oksidaz ve yag asidi a¢il-CoA oksidaz
gibi oksidazlar, stperoksit Uretmeden bol miktarda H>O; uretimine neden olurlar.
Ancak peroksizomlarda, hidrojen peroksidin suya ayrigmasimni katalizleyen CAT
enziminin aktivitesi de ¢ok yliksek oldugundan peroksizomlardan sitozole ne kadar
H202 gectigi bilinmemektedir (204).
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Rediikte nikotinamid adenin diniikleotid fosfatin (NADPH), NADPH oksidaz
tarafindan okside edildigi reaksiyonda oksijen de siliperoksit iyonuna rediikte edilir
(205).

Ayrica organizmada serbest Fe ve Cu gibi minerallerin normalden fazla olmasi

da oksidan madde olusumunu artirir.

2.5.1.2. Ekzojen Oksidan Kaynaklan

Iskemi, hemoraji, travma, entoksikasyonlar, radyoaktivite veya alerjik
durumlarda mitokondrilerdeki aerobik solunum reaksiyon dengesi etkilenecegi icin,
ETZ’den elektron kagaklar1 daha fazla olacak ve oksidan maddelerin miktar1 da
artacaktir. Ayrica hiicre i¢inde oksidanlarin artmasi lipidlerin peroksidasyonunu ve
proteinde dekarboksilasyonunu da tetikler. Sigara dumani, kirli hava, ozon, nitrojen
dioksit, benzen, kiikirt dioksit gibi inhale edilebilen ksenobiyotikler de oksidan madde
miktarm artirir. Alkol, uyusturucu ve benzeri aliskanlik yapici maddelerin de
homeostazisi bozmalar1 nedeniyle oksidan madde olusumunu artirdigi bilinmektedir.
Ayrica nitrofurantoin, doxorubicin gibi sitotoksik ajanlarin da oksidan madde
olusumunu artirdig1 bilinmektedir. Basta infeksiyon olmak Uzere bircok nedenle
artmis olan l0kotrienler, PAF, prostoglandinler gibi mediatér maddeler; notrofiller,
monositler ve eozinofil hiicrelerini aktive ederler. Bu hiicreler aktive olunca hem doku
lezyonunun oldugu yerde birikirler hem de oksidan molekiiller salgilarlar. iste bu
sirada enfeksiyoz ajanlarla savas i¢in gerekli olan oksidan molekiiller, kan hiicreleri

tarafindan asir1 salgilanacak olursa bu kez yarar yerine zararli olmaya baslayacaklardir

(206).

2.5.2. Antioksidan Savunma Sistemi

Organizmada, serbest radikallerin olusumunu ve zararh etkilerini 6nlemek i¢in
gelismis antioksidan savunma sistemleri vardir. SOR’larin olusumunu ve meydana
getirdikleri hasarlar1 onlemek ve detoksifikasyonu saglamak iizere organizmay1

koruyan “antioksidan savunma sistemi” dort yolla etki gostermektedir.
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1. Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma, yok etme, “siipiiriicii
etki”. Antioksidan enzimler, kiiglik molekuller bu yolla etki gosterirler (207,
208).

2. Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltma veya “inaktif sekle doniistiiriicii etki”. Vitaminler,

flavanoidler bu tarz etkiye sahiptirler (209).

3. Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini
engelleyici etki, “zincir kiric1 etki”. Hemoglobin, seruloplazmin ve

mineraller bu guruptadirlar (210).

4. Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi seklinde “onarici

etki” gosterirler (211).

Antioksidanlar enzimatik ve nonenzimatik endojen kaynakli olabilecegi gibi

eksojen kaynakli da olabilir (193).

2.5.2.1. Enzimatik Endojen Antioksidanlar

Mitokondriyal sitokromoksidaz sistemi, SOD, CAT, GSH-Px, glutatyon S-
transferaz, glutatyon rediuktaz (GSH-R) bu grupta yer alan enzimlerdir (168).
Sitoplazmada, mitokondride ve ekstraselliiler sivida bulunan SOD, O2-’nin H207’ye
dismutasyon hizini artiran antioksidan enzimdir. O2-’nin azalmasi, H2O2 nin Haber

Weiss reaksiyonuyla OH- olusturmasini engellemis olur (170, 171).

Cogunlugu peroksizomlarda bulunan CAT, H202’yi su ve oksijen’e

dontistiirerek OH- olusumunu 6nler (185).

CAT
H, O, =—— H,0+0O
Glutatyon sistemi, oksidatif hasarin azaltilmasinda rol oynayan, serbest
radikallerin hicre icinde detoksifikasyonuna neden olan ve lipit peroksidasyonunu
onleyen en Onemli endojen mekanizmalardandir. GSH-PX; H:02’yi suya, lipit

hidroperoksitleri alkol ve suya doniistiiriir (11).
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GSH-Px
H,O; + 2GSH == GSSG + H,0O

GSH-Px
LOOH + 2GSH = LOH + GSSG + H,0

Okside GSH, NADPH varliginda GSH-R tarafindan tekrar GSH’a indirgenir (11).

GSH-R
GSSG + NADPH + H+ === 2GSH + NADP+

2.5.2.2. Enzimatik Olmayan Endojen Antioksidanlar

Bu gurup iginde a-lipoik asit, iirat, y-glutamil-sisteinil-glisin (glutatyon, GSH)
gibi hidrofilik radikal supuructler, flavonoidler, karotenoidler, ubiquinol gibi lipid

radikal siiptiriiciiler yer alir (212).

2.5.2.3. Eksojen Antioksidanlar

Vitamin E (a-tokoferol), vitamin A (B-karoten), vitamin C (askorbik asit), folik
asit yani sira bazi ilaglar ve gida antioksidanlar1 bu grupta yer alir (11). Antioksidan
etkili vitaminler ile serbest oksijen radikalleri detoksifiye edilir. E vitamini lipidden
zengin membranlarda, C vitamini su bazli ortamlarda temel korumay1 olusturur. E
vitamini lipid peroksidasyonunda olusan zincirleme reaksiyonu, yapisindaki hidrojen
atomunu lipid peroksiline vererek 6nler. Kendisi ise oksidasyon sonucu a-tokoferoksil
radikaline doniisiir. C vitamini (askorbik asit) ise bir elektron vererek dehidroaskorbata

indirgenirken tokoferoksil radikalinin a-tokoferole doniisiimiinii ger¢eklestirir (212).

Bir diger onemli antioksidan savunma yontemi ise Fenton reaksiyonu ile
hidroksil radikali olusumunun engellenerek, redoks aktif metallerin (bakir, demir gibi)
transport veya depo proteinlerine baglanarak ortamdan uzaklastirilmasi ve serbest

radikallerin lipidlerle olusturdugu zincirleme reaksiyonlarin durdurulmasidir (212).
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2.6. MALONDIALDEHIT (MDA)

Aldehitlerin degisik yerlerde degisik mekanizmalarla proteinlerle reaksiyona
girebilme olasiliklar1 ¢ok fazla oldugundan biyolojik sistemlerde lipooksidasyon
iiriinlerin tespiti lizerine yogunlagilmigtir. Bu lipid peroksidasyon tirtinleri genellikle
kirmizi hiicre membran proteinlerinde, ¢ekirdekli hiicrelerin plazma ve intraseliiler
membranlarinda ve kollajen gibi ekstraseliiler sivida yiizen uzun 6miirlii proteinlerde
olusurlar. Ek olarak plazma proteinleri ile tasinirlar ve idrarda modifiye amino asid ve
lipitlerin bozulmus {irtinleri olarak ortaya ¢ikarlar. Bunlardan bizim c¢alismamizda
MDA kullanilmistir. I/R sonucu olusan serbest radikallerin en 6nemli hedef
yapilarindan biri de lipidler oldugundan lipid peroksidasyonu bazi arastirmacilar
tarafindan I/R hasarinda anahtar olarak kabul edilmektedir (213). Serbest oksijen
radikallerinin, hiicrede bagslattig1 en onemli ve en zararh etki plazma ve organel
membranlarinda lipid peroksidasyonudur. Serbest oksijen radikalleri ¢oklu doymamis
yag asitlerinden bir hidrojen atomu alarak lipid peroksidasyonunu baslatir ve sonugta
hidroperoksitler olusur. Bu reaksiyonlar sonucunda hiicre membrani akiskanligini
yitirir ve membran biitiinliigli bozulur. Bu durum hiicre fraksiyonlarinin gevreye
saliverilmesine ve hiicre Oliimiine yol acar. Diger taraftan ¢evreye saliverilen bu
subselliiler yapilar inflamatuar olaylar1 tetikler ve hasar1 daha da koétiilestirir (214).
Lipid peroksidasyonu, lipid molekiillerindeki iki ansatiire bag arasinda yerlesmis
metilen grubundan bir hidrojen atomunun ¢ikmasi ile baslatilan karmasik bir olaydir.
Sonugta yeni bir karbon merkezli lipid serbest radikali olusur. Oksijen varliginda bu
yeni lipid serbest radikalinden lipid peroksitler veya hidroperoksitler olusmaktadir. Bu
son drlnler nispeten daha stabil bir son Uriin olan ve lipid peroksidasyonunun markeri
olarak kullanilabilen MDA’ya doniisiir (215). MDA gerek enzimatik gerekse non

enzimatik lipit peroksidasyon reaksiyonunun en ¢ok test edilen son Grintdar.

Lipid peroksidasyonu doymamis yag asitlerinin herhangi bir radikale
doniislimiinii tetikleyen temel mekanizma olup MDA diizeylerinin Sl¢iimii ile
degerlendirilir. Aldehit yapili bilesiklerin uzun yasam siireli ve zarlar1 gecebilme
ozelliginde olmas1 lipit peroksidasyonunun hedef organlarindaki etkilerinden bu
bilesiklerin sorumlu oldugunu diisiindiirmektedir. Oksidatif streste olusan lipid
peroksidayonunun dnemli bir gostergesi olan MDA artig1 hiicre hasarinin oldugunu

gosterir (216).
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2.7. OKSIDAN VE ANTIOKSIDAN SEVIYE
2.7.1. Total Antioksidan Seviye (TAS)

Cesitli antioksidanlarin seviyelerinin ayr1 ayri1 dlglimii pahali olup zaman
almakta ve daha ¢ok calismaya ve karisik tekniklere ihtiyag duymaktadir. Bu nedenle
antioksidan molekiillerin ayr1 ayr1 Ol¢iimii pratik olmadigindan ve antioksidan
etkilerinin aditif olmasimdan dolayi, 6rnegin total antioksidan kapasitesi Olciiliir ve
buna total antioksidan kapasite (TAC), total antioksidan aktivite (TAA), total
antioksidan gii¢ (TAOP), total antioksidan yanit, total antioksidan seviye (TAS) gibi
isimler verilmistir. Bu amagla Vitamin E, 3-karoten, flavonoidler, GSH, rat, bilirubin,
trans- ferrin, seruloplazmin, albumin, GPx, Se, SOD ve CAT seviyeleri
degerlendirilmektedir (217).

2.7.2. Total Oksidan Seviye (TOS)

Yine aym sekilde ¢esitli oksidan tiirlerinin konsantrasyonlar1 laboratuvarda
ayr1 ayr1 Olgiilebilir ancak bu sekilde de ayr1 ayr1 6lgiim zaman alici ve pahali olup
daha ¢ok c¢alisma ve karisik tekniklere ihtiyag duyulmaktadiwr. Farkli oksidan
molekiillerinin ayr1 ayr1 6lglimii pratik olmadigindan ve oksidan etkilerinin aditif
olmasindan dolay1, 6rnegin total oksidan seviyesi (TOS) 6l¢iiliir ve buna total peroksit
(TP), serum oksidasyon aktivitesi (SOA), reaktif oksijen metabolitleri (ROM) gibi
isimler verilmistir. Bu amagcla hidrojen peroksit, t-butyl hidroperoksit ve cumeme

hidroperoksit soliisyonlar1 gibi ¢esitli oksidan tiirleri kullanilmustir (218).

2.7.3. Oksidatif Stres Indeksi (OSI)

TOS’un TAS’a yiizde oran1 OSI olarak tamimlanir ve oksidatif stresin bir
belirtecidir. Oncelikle TAS degerleri umol/L’ye g¢evrildi. OSI degeri Formula

yontemine gore hesaplandi:

OSI (Arbitrary Unit) = TOS (umol H20, Equiv/L) / TAS (umol Trolox
Equiv/L)
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2.8. TRIMETAZIDIN (TMZ)

Trimetezidin koroner arter hastaliklarinda yaygin olarak kullanilan bir anti
iskemik ajandir. Mitokondride bir tiolaz enzim olan uzun zincir mitokondrial 3-
ketoagil koenzim inhibisyonu ile serbest yag asidi oksidasyonunu azaltip glukoz

oksidasyonu Uzerinde indirekt uyariya neden olan antianginal ilagtir (219, 220).

Etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Serbest oksijen radikali
olusumunu engelleyerek etkili oldugu diisiiniilmektedir. TMZ’in glikoliz, glukoz
oksidasyonu veya yag asidi oksidasyonu iizerine direkt etkisinin olup olmadiginin
degerlendirilmesi amaciyla yapilan deneysel calismalarda, TMZ’in oksijen tiiketimini,
koroner arter kan akimmi degistirmedigi ortaya konmustur. TMZ’in vazodilatator
etkisi yoktur. TMZ’in kalpde aerobik kosullar altinda glukoz oksidasyonunu anlamli
oranda arttirdigi, palmitat oksidasyonunu anlamli oranda azalttigi, glukoz
oksidasyonundaki artma oranlar1 glikoliz ve glukoz oksidasyonu yollar1 arasindaki
birlesmeyi iyilestirdigi gosterilmistir. TMZ beta oksidasyonun ilk ¢ enziminden
herhangi biri iizerine etkili degildir. Beta oksidasyonun son basamagini kataliz eden
uzun zincir Ui¢ keto agil koA tiolaz enziminin gii¢lii inhibisyonuna neden olur. TMZ’in
inhibe edici konsantrasyonu klinikte kullanilan konsantrasyonu ile uyumludur (219,
220). TMZ’in birgok calismada kalpte iskemik hasara kars1 koruyucu etkinlige sahip
bir ajan oldugu gosterilmistir. Ciddi iskemik kardiyomyopatili hastalarda klinigin
diizelmesinde bu ilag oldukea etkili bulunmustur. Hiicresel diizeyde etkili olan TMZ
iskemiye bagli hasar iizerine belirli agsamalarda etkilidir. TMZ kalpte iskemiye baglh
enerji yetersizligini iskemik kosullarda yiiksek sodyum ve potasyum diizeylerinin
olusumunu ve asir1 miktarlarda serbest radikallerinin aciga ¢ikmasini azaltmaktadir.
Olumsuz yan etkilerinin olmamasi nedeniyle olduk¢a ideal bir ajan olarak
goriilmektedir. TMZ kardiyo protektif etkinligini dinlenme ya da egzersiz esnasinda
ana hemodinamiklerde herhangibir degisiklige yol agmaksizin gerceklestirmektedir.
Dolayisiyla kalp atimi ya da kan basinci fiizerinde herhangibir degisiklik
olusturmamaktadir. TMZ’in klinik calismalarda periferik vaskiiler hastaliklarda
iskemik semptomlar1 belirgin azalttig1 rapor edilmistir. Beyin ve kalpteki iskemik
hasarin patogenezi benzerlikler gostermektedir. Iskemik hasar sonucu olusan
degisiklikler TMZ’e yanit verebilmektedir. Sonu¢ olarak ATP sentezinde toksik

duzeylere varan kalsiyum birikiminde ve serbest radikallerin tiretiminde azalma ortaya

53



¢ikmaktadir. TMZ’in lipofilik ve kan beyin bariyerine kolayca gecis 6zelligi nedeniyle
yuksek dizeyde noéroprotektif etkinligi degisik calismalarda ortaya konmustur. Ayrica
etkinligi kanitlanmis baska sinif ndroprotektif stratejilerde TMZ birlikte kullanilarak
sinerjistik etkinlikleri arastirilmaktadir (221).

Sok, vaskuler cerrahi ve renal organ nakli esnasinda olusan renal iskemi
reperflizyon hasarinda oksijen serbest radikal tiretimi doku zedelenmesinin en dnemli
mekanizmasmi olusturmaktadir. Bu hipotezi destekleyen veriler lipid peroksidasyon
irtinlerinde degisiklikler, endojen antioksidanlarin azalmasi, glutatyon diizeylerinin
azalmasina dayanmaktadir. Anti iskemik etkinligi hiicresel diizeyde kanitlanmis olan
TMZ’in bobreklerde iskemi reperflizyon hasarindan korunmada oldukga yarar

sagladig1 deneysel ¢alismalarda gosterilmistir (222, 223).

Trimetazidinin marketlerde genel olarak 20 mg’lik hizli saliniml giinde ii¢ doz
alinan ve 35 mg’lik yavas salinimli hasta uyumunu artiran giinde iki kez kullanilan iki
formiilasyonu mevcuttur. Oral alimi sonrasi hizla bagirsaklardan emilir ve
biyoyararlanimi bilinen herhangi bir gidadan etkilenmez (224). Ortalama plazma pik
konsantrasyonuna hizli emilimli tabletlerde 1,8 saatte ulasilir ve degeri 53,6 mg/Ldir.
Plazma konsantrasyon egrisi altindaki alan tek dozda 508.9 ug, multi dozda 831.4 ug
dir. Kararli duruma 24 saatte ulasir ve idrarda tespit edilen diisiitk metabolite dontisiir.
Trimetazidin plazma proteinlerine zayif baglanir. Hizli salinimli oral tabletlerin tek
doz alimlarinda veya tekrarlayan alimlarinda eliminasyon yar1 6mrii 6 saattir ve biyuk

oranda idrarla atilir (219,220).

Trimetazidinin sitoprotektif etkileri iyi tanimlanmis olup 6zellikle oksidatif
stres markerlarmi olumlu ydnde degistirdigi gosterilmistir. iskesen ve arkadaslar
yaptiklart ¢alismada siiperoksitdismiitaz ve glutatyonrediiktaz (normal aerobik
metabolizma sirasinda ortaya ¢ikan oksijen radikalleri akimini sinirlayan en 6nemli
endojen antioksidan enzim sistemi) seviyelerini artirdigi ve MDA seviyelerini
diistirdtigiinii gostermislerdir (226). Trimetazidin reaktif oksijen tlrleri ile indiklenen
membran hasarini da sinirlar ve antioksidan etkileriyle dokuyu serbest radikallerinden

korur.

Klinik caligmalar, trimetazidinin genellikle iyi tolere edilebilen, genellikle orta

dereceli ve ilacin kesilmesinden sonra ortadan kalkan yan etkileri oldugunu
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gOstermistir. Trimetazidin sistematik review ve metaanalizlere gore ¢ok diisiik oranda
yan etki ve ilag kullanimni birakma oranma sahiptir. Kontrollii ¢alismalarda
trimetazidin alan grupta sik goriilen yan etkiler mide ya da Ozefagial yanma, kas
kramplari, bag donmesi, depresyon, sedasyon, ¢arpinti, gorme bozuklugu, anoreksi ve
istah artigidir. Plasebo kontrollii ¢aligmalarda gruplar arasinda ilag birakimi1 ve yan etki
arasinda fark izlenmemistir. Diger antianjinal ilaglarla karsilastirildiginda daha az ilag

birakma oranlari izlenmistir (227).

55



3. GEREC VE YONTEM

T.C. Saglik Bakanligi Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 13.05.2014 tarih, 0018 protokol no ile
onaylanan bu c¢alisma T.C. Saglik Bakanligi Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi
Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’nda gergeklestirildi.

3.1. HAYVAN BAKIMI VE TEDAVISi

Calismaya T.C. Saglik Bakanlig1 Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi Deney
Hayvanlar1 Laboratuvari’ndan temin edilen 35 adet Wistar Albino cinsi, geng eriskin,
agirhigr 200-250 g arasinda degisen disi rat dahil edildi. Deney hayvanlarinin elle
alistrma (handling) siirecinden gecirilerek deney yapan kisiye aligmalar1 saglandi.
Calisma i¢in segilen sicanlar, enstitii kurulunun hayvan bakimi yonergelerine uygun
olarak Saglik Bakanligi Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi Deney Hayvanlari
Laboratuvari’nda kafeslendi. Ratlar ¢aligma siiresince, tabani ve yanlar1 plastik, Gsti
tel orgl ile kapali olan fareler i¢in 6zel iiretilmis standart kafeslerde yasatildi. Her
kafese en fazla 7 rat konuldu. Kafeslerin tabaninda altlik materyali olarak ince sar1
saman kullanildi. Bakim odasi 1s1s1 24+1 ° C, nem oran1 %55+5 ve 1sik/karanlik ayar1
12/12 saat olarak belirlendi. Ratlarin beslenmesi i¢in devamli yem ve su verilerek (ad
libitum) bakildi. Suluk olarak, siirekli kafeslerin {izerinde bulundurulan cam suluklar
kullanildi. Yem olarak Tiirk Standartlar1 Enstitiisii (TSE) standartlarina uygun olarak
yaptirilan pelet yemler se¢ildi. Stres yaratilmadan, sert ve ani hareketlerden kaginilarak
calisildi. Giiriiltiidden uzak, sessiz ortamda ¢aligmalar yapilip, deneyin yapildigi alanin

deney hayvanlarmin bulundugu ortamdan uzak olmasi saglandi.

Ratlar 5 esit gruba ayrildiktan sonra operasyon dncesi 6 saat acligi takiben 40
mg/kg ketamin hidrokloriir ve 10 mg/kg xylazine kullanilarak genel anesteziye alindi.
Operasyon Oncesi ratlarin bati 6n duvari traglanarak %10’luk povidin iyot ¢dzeltisi

ile antisepsi saglandiktan sonra abdominal median laparatomi uygulandi.
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3.2. GRUPLAR VE CERRAHI PROSEDUR

Deney toplam 35 deney hayvani ile yiiriitiildii. Ratlar 5 gruba ayrildi. Her
grupta 7 rat mevcuttu.

1. Grup (Sham grubu) (S): Sham grubu olarak kabul edildi ve bu gruba

herhangi bir islem yapilmaksizin laparotomi yapilarak sag over ¢ikarildi.

2. Grup (iskemi grubu) (I): Bu gruba laparotomi yapilarak sag overin 0,5 cm
iizerinden ve 0,5 cm altindan overi besleyen vaskiiler yapilar 4/0 vikril ile baglanarak

2 saat boyunca iskemi yapildiktan sonra over ¢ikarildi.

3. Grup (iskemi/Reperfiizyon) (i/R): Bu gruba laparotomi yapilarak sag
overin 0.5 cm iizerinden ve 0.5 cm altindan overi besleyen vaskiiler yapilar 4/0 vikril
ile baglanarak 2 saat boyunca iskemi yapildiktan sonra, siitiirler ¢ikartilarak 2 saat
boyunca over reperfiize edildi. Reperfiizyon siiresi tamamlandiktan sonra over

cikarildi.

4. Grup (Sham+5 mg/kg oral Trimetazidin) (S+5 mg TMZ): Bu gruba
laparotomiden 3 giin 6nce TMZ 5 mg /kg oral giinde iki doz olarak verildi. 3 gunin
sonunda laparotomi yapilarak iskemi/reperfiizyon modeli yapilmaksizin sag over

¢ikarildi. Bu grupta ilacin patoloji olmadan saglam over dokusunda etkisi arastirildi.

5. Grup (iskemi/Reperfiizyon+5 mg/kg oral Trimetazidin) (I/R+5 mg
TMZ): Bu gruba laparotomi dncesi ¢ giin boyunca gilinde iki doz TMZ 5 mg /kg oral
verildikten sonra laparotomi yapilarak sag overin 0,5 cm iizerinden ve 0,5 cm altindan
overi besleyen vaskiiler yapilar 4/0 vikril ile bagland1 ve 2 saat boyunca iskemi yapildu.
Iskemi siiresi tamamlandiktan sonra siitiirler ¢ikartilarak over dokusu 2 saat boyunca

reperfiize edildi. Reperflizyon siiresi tamamlandiktan sonra over ¢ikartildi.

T.C. Saglk Bakanligi Ankara Egitim ve Arastrma Hastanesi Deney
Hayvanlar1 Laboratuvari’nda uygulama yapilmak i¢in se¢ilen ratlarin ayn1 menstruel
siklusta olmalar1 g6z 6niinde bulundurulmus ve bunun i¢in vajinal duvardan yapilan
siiriintii 6rneklerine gore ayni fazda (Ostroz) olmalar1 saglanmustir. Uygulamalarin
sonunda her gruptaki ratlara anestezi intraperitoneal ketamin 40 mg/kg (Ketalar®
Flakon 50 mg/ml Pfizer) ve intraperitoneal xylazin 10 mg/kg (Xylazin® 20mg/ml

Flakon Kepro) uygulanmistir. Ratlar dorsal rekiimbent pozisyonunda iken insizyon
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alan1 tiraslanip, %10’luk povidon iyot (Batticon® solusyon %10, Adeka) uygulanarak
cerrahi islem yapilmistir. 2 cm’lik orta hat insizyonla laparotomi yapilmis ve 1.Grup
(S) ve 4.Grup (S+5 mg TMZ) hari¢ diger gruptaki ratlarin sag adneksleri 0,5 cm
tizerinden ve 0,5 cm altindan 4/0 vikril ile siitiire edilerek 2 saat siiresince iskemiye
maruz birakilmistir. Iskemi/reperfiizyon prosediirii sag adneksin 0,5 cm iizerinden ve
0,5 cm altindan 4/0 vikril ile baglanarak 2 saat iskemi olusturulup, iskemi siiresi
tamamlandiktan sonra siitlirler ¢ikarilarak over dokusu 2 saat boyunca reperflize
edilmistir. Reperflizyon siiresi tamamlandiktan sonra sag over ¢ikarilmistir. Deneyde
kullanilan ila¢ Trimetazidin (Vastarel 20 mg tablet- Servier) %0,9 NaCl’de eritilerek
homojen hale getirildikten sonra oral olarak yukarida anlatildig1 gibi uygulanmistir.
Operasyonlar sonrasinda ¢ikarilan over dokusu iki esit parcaya bdliinerek
biyokimyasal ve histopatolojik incelemeler icin -80 santigrat derecede ve uygun
kosullarda muhafaza edilmistir. Tiim cerrahi islemler sonrasi ratlar yiiksek doz

anestezik verilerek feda edilmistir.

Resim 2: Rat overlerinde iskemi olusturulmasi.
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3.3. BIYOKIMYASAL ANALIiZ

Doku caligmas, -80° C’deki dokularin oda sicakligma getirilmesinin ardindan
yapildi. Doku numunesi 0,001 gr hassasiyetindeki terazi ile tartildi. Numune
miktarinin 9 kat1 kadar working solution eklendi. Numuneler mekanik homojenizator
ile homojenize edildi. 3000 rpm. de 5 dakika santrifuj edildi. Siipernatan almip Vital
Scientific Selectra E (Rel Assay E) otoanalizoriinde kalorimetrik olarak asagida

belirtildigi bigimde ¢alisildi. Caligmalarda “Rel Assay” markali kitler kullanilmistir.

3.3.1. MDA Ol¢iimii

MDA tayini, MDA veya MDA benzeri yapilarm tiyobarbiitirik asit (TBA) ile
90-100 santigrad derecede reaksiyona girerek 532 nm dalga boyunda 6lgulebilen
pembe renkli bir bilesik vermesi esasina dayanmaktadir. Reaksiyon 90 derece 1s1
altinda ve pH 2-3 iken 15 dakikada gergeklestirildi. Ornek, protein presipitasyonu igin
iki hacimlik sogutulmus %10 (w/v)’luk trikloroasetik asit ile karistirildi. Bu presipitat
santriftij edilerek iist fazdan alinan 6rnek esit miktarda %0,67’lik TBA ile kaynayan
suyun icinde 10 dakika karistirildi. Sogutulduktan sonra 532 nm deki absorbansi
Olclldh. Standart olarak 1.1.3.3- tetrametoksipropan kullanilarak ¢izilen 6lglimleme
grafiginden numunedeki MDA miktar1 hesaplandi ve nmol/mg protein olarak ifade
edildi.

3.3.2. TAS, TOS ve OSI Ol¢iimleri

Total antioksidan seviye (TAS) ve total oksidan seviye (TOS) Ozcan Erel

tarafindan gelistirilen tam otomatik bir yontemle 6l¢iilmiistiir.

Test yontemlerinin ¢alisma prensibi: Dinamik tiyol disulfit dengesi native
tiyol, total tiyol ve disilfit dizeyleri ile degerlendirilecek olup Erel&Neselioglu
yontemiyle (217, 218) Ankara Relassay Laboratuvarinda Vital Scientific Selectra E

seri no: 9-4200 otomatik analizoriinde ¢alisilmustir.

Total Oksidan Seviye (TOS) /Total Antioksidan Seviye (TAS) bdlinerek
Oksidatif Stres Indeksi (OSI) hesaplanmustir.
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Total Oksidan Seviyenin (TOS) Olgiilmesi: TOS Ozcan Erel tarafindan
gelistirilen tam otomatik kolorimetrik bir ydntemle calisild. Ornekte bulunan
oksidanlar ferroz iyon-o-dionisidin kompleksini ferrik iyona oksitlemektedirler. Yine
ortamda bulunan gliserol bu reaksiyonu hizlandirarak reaksiyon hizini yaklasik 3
katina ¢ikarmaktadir. Ferrik iyonlar1 asidik ortamda xylenol orange ile renkli bir
kompleks olustururlar. Ornekte bulunan oksidanlarin miktariyla iliskili olan rengin
siddeti spektrofotometrik olarak &lciilmektedir. Olgiimiin sonuglar1 micromolat

hidrojen peroksit egivalan/litre olarak birimlendirilmistir (umol H202 Equiv./L) (217).

Total Antioksidan Seviyesinin (TAS) Olclilmesi: Total antioksidan
seviyenin dl¢iimii Ozcan Erel tarafindan gelistirilen ydntemle yapilmistir. Bu otomatik
metod stabil bir radikal katyon 2,2'-Azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)
(ABTS)’nin antioksidanlarla karakteristik mavi-yesil renginin beyazlamasina
dayanmaktadir. Indirgenmis ABTS molekiilii asidik ortamda H»O, kullanilarak
ABTS"’ya yiikseltgenir. ABTS* molekill asetat tamponunda (30 mmol/l, pH 3.6)
uzun bir siire stabil kalabilir. ABTS* molekiilii, pH’1 daha yiiksek ve daha konsantre
bir asetat tamponuyla seyreltildiginde (0.4 mol/l, pH 5.8) renk yavasc¢a kendiliginden
acilir. Numunedeki antioksidanlarin konsantrasyonlarina bagl olarak renk agilma hizi
artar. Bu reaksiyon spektrofotometrik olarak monitorize edilebilir ve renkteki acilma
orani numunenin total antioksidan kapasitesiyle ters orantilidir. Bu 6l¢ciim metodunun
%3’den daha az bir yanilma pay1 vardir. Reaksiyon, total antioksidan seviyenin
olcimiinde standard1 saglamak i¢in kullanilan Trolox ile kalibre edilmistir. Ol¢iimiin

sonuglart mmol Trolox equivalent/L olarak birimlendirilmistir (218).

Oksidatif Stres Indeksin (OSI) Hesaplanmasi: OSi degeri Formula
yontemine gore hesaplandi. TAS ve TOS degerlerinin birbirlerine oranmnin yilizde

degeri olarak kabul edildi. Oncelikle TAS degerleri umol/L’ye gevrildi.

TOS (pmol H202 Equiv/L)

OSI (Arbitrary Unit) = TAS (umol Trolox Equiv/L)

x100
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3.4. HISTOPATOLOJIK iNCELEME

Her bir ratin sag overinin yaris1 ayri formaldehit igeren kaplara alindi. Dokular
%10 tamponlu formalinde tespit edilip, rutin doku takip islemlerinden gegirilerek
parafin ile blokaj yapildi. Parafinli bloklardan mikrotom ile 4—5um’ lik kesitler alinip
deparafinize edildi. Hematoksilen-Eozin boyasi ile boyanarak isik mikroskopu
(Olympus DP72,JAPAN) altinda 6dem, vaskiiler konjesyon, hemoraji, PMNL
infiltrasyonu ve folikiil dejenerasyonu acisindan her bir 6l¢iit kendi i¢inde skorlanarak

(Grade 0, 1, 2, 3) degerlendirildi.
Grade 0: Normal histolojik bulgular

Grade 1: Patolojik bulgunun over kesitlerindeki toplam sahanin %33’den az

olmast

Grade 2: Patolojik bulgunun over kesitlerindeki toplam sahanin %33-66

arasinda olmasi

Grade 3: Patolojik bulgunun over kesitlerindeki toplam sahanin %66’sidan

fazla olmasi

5 histopatolojik bulgunun her biri 0 ile 3 arasinda grade skorlamasma tabi
tutuldu. Her bir grade 1 puan olacak sekilde puanlandi. 5 histopatolojik bulgunun

puanlar1 toplanarak total histopatolojik grade skorlamasi hesaplandi.

3.5. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Calismanin analizleri SPSS 21 (IBM Inc., Armonk, NY, USA) yazilimi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Calismada sayisal verilerin gosteriminde ortalama ve
standart sapma degerleri, kategorik verilerin gosteriminde ise siklik ve ylizde degerleri
kullanilmistir. Ikiden fazla bagimsiz grup arasinda sayisal verilerin karsilastirilmasi
icin Kruskall-Wallis istatistigi kullanilmis, ¢oklu grup karsilastirmalarinda istatistiksel
olarak anlamli fark gosteren parametrelerin post- hoc ikiserli karsilagtrmalar ile
degerlendirilmesinde ise Mann-Whitney U istatistigi yapilmistir. Post-hoc analizlerde
Bonferroni diizeltmesi kullanilmistir. Calismada kategorik verilerin bagimsiz gruplar
arasinda karsilagtirilmasinda ise Ki-kare testi uygulanmistir. Tim analizlerde

istatistiksel anlamlilik olarak %35 Tip-I hata sinir1 (p<0,05) kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Calisma 35 rat 5 gruba rastgele ve esit sayida olacak sekilde (N=7) ayrilarak
yurutdldd. Gruplarda olusan histopatolojik degisiklikler, elde edilen over 6rneklerinde
Hematoksilen& Eozin (H&E) boyamasi ile 151k mikroskop altinda karsilagtirmali
olarak degerlendirilmistir. Elde edilen over Orneklerinde MDA, TAS, TOS
spektrofotometrik yontemle odlgiilerek ve OSI hesaplanarak incelenmistir. Sonuglar

karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir.

Calismada degerlendirilen MDA, total oksidan seviye, total antioksidan seviye,

0dem, konjesyon, hemoraji, PMNL infiltrasyonu ve folikiil dejenerasyonu
parametrelerinin ¢alisma gruplarinda Olgiilen degerleri Tablo 1’de gosterilmistir.
Yapilan gruplar arasi karsilastirmalarda tiim parametrelerin istatistiksel olarak anlamli

fark gosterdikleri tespit edilmistir.

Tablo 1: Gruplarin tiim parametreler agisindan karsilagtirmasi

Grup 1* Grup 2* Grup 3* Grup 4* Grup 5* p**

MDA 20,52+5,22 37,49+8,24 28,9346,57 27,14%+3,91 28,03+10,37 0,014
TAS 0,59+0,13 0,7+0,28 0,67+0,27 140,14 0,56+0,21 0,009
TOS 5,71+1,76 14,54+6,93 14,88+7,92 9,17+2,64 11,24+4,68 0,022
OSlI 1016,89+361,04 | 1987,36+349,21 | 2137,14+435,25 | 915,01+250,89 | 2001,99+317,13 | <0,001
Odem 00 1,14+0,38 1,29+0,76 0,71+0,49 0,86+0,38 0,001
Konjesyon 0,57+0,53 2,57+0,53 2+0,58 1,43+0,53 1,29+0,49 <0,001
Hemoraji 0,14+0,38 2,29+0,95 1,86+0,9 0,29+0,49 0,71+0,76 <0,001
PMNL 0,57+0,79 0,86+0,38 0,86+0,69 0,43+0,53 0+0 0,030
Folikal

Dejenerasyonu 00 1,86+0,9 1+1 0,29+0,49 0,57+0,53 0,002

*Degerler ortalama + Standart Sapma olarak belirtilmistir. **Kruskal —Wallis testi kullanilmistir.

Grup 1: Sham Grubu; Grup 2: Iskemi Grubu; Grup 3: I/R Grubu; Grup 4:
Sham+5 mg/kg oral TMZ Grubu; Grup 5: /R + 5 mg/kg oral TZM Grubu.
Histopatolojik bulgularin siddeti 0’dan 3’e kadar derecelendirilerek skorlandi. 0,
patolojik bulgunun olmadigini temsil etti ve 1, 2, 3 over doku kesitlerinde patolojik

bulgularin sirastyla %33’den az, %33-66 aras1 ve %66’dan fazla oldugunu temsil etti.
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Tablo 2: Tim parametrelerin  ikili gruplar halinde P degerleri agisindan
karsilastirilmast

pP(1-2*| p(1-3) | p(-4) | p(1-5 [ p(2-3) | p(2-4) | p(2-5) | pB3-4) | p(B3-5) | p(4-5)
MDA 0,004 | 0,025 | 0,025 | 0,180 | 0,064 | 0,025 | 0,110 0,749 | 0,848 0,949
TAS 0,277 | 0,655 | 0,002 | 0,277 | 0,655 | 0,025 | 0,180 0,025 | 0,277 0,006
TOS 0,035 | 0,009 | 0,035 | 0,018 | 0,949 | 0,110 | 0,406 0,085 | 0,406 0,482
osli 0,002 | 0,006 | 0,406 | 0,002 | 0,277 | 0,002 | 0,848 0,003 | 0,277 0,002
Odem <0,001 | 0,003 | 0,007 | 0,002 | 0,545 | 0,091 | 0,173 0,116 | 0,177 0,530
Konjesyon | 0,001 | 0,002 | 0,018 | 0,030 | 0,081 | 0,006 | 0,004 | 0,081 | 0,032 0,591
Hemoraji 0,001 | 0,002 | 0,530 | 0,096 | 0,373 | 0,003 | 0,012 0,004 | 0,031 0,244
PMNL 0,275 | 0,404 | 0,827 | 0,061 | 0,936 | 0,107 | 0,002 0,225 | 0,008 0,060
Fol.Dej. 0,001 | 0,024 | 0,241 | 0,023 | 0,143 | 0,004 | 0,011 0,153 | 0,411 0,298

* Mann-Whitney U testi kullanilmistir.

4.1. HISTOPATOLOJIK BULGULAR

Gruplardan elde edilen over Orneklerinde H&E boyamasi altinda 1s1k

mikroskopisinde 6dem, vaskiler konjesyon, hemoraji, PMNL infiltrasyonu ve folikil

dejenerasyonu varligi arastirilmis ve olusturulan gradeleme sisteminde skorlanmustir.

Tablo 3: Histopatolojik bulgularin varlig1 agisindan gruplarmn karsilastirilmasi

Grup 1* Grup2* | Grup3* | Grup4* | Grup5* p**
Odem 0 7(100) | 6(857) | 5(71,4) | 6(857) | <0,001
Konjesyon 4 (57,1) 7 (100) 7 (100) 7 (100) 7 (100) 0,011
Hemoraji 1(14,3) 7 (100) 7(100) | 2(286) | 4(57.1) 0,001
PMNL 3 (42,9) 6(857) | 5(714) | 3(42,9) 0 0,016
Fol.Dej. 0 7(100) | 4(571) | 2(286) | 4(57,1) 0,004

*Degerler n (%) olarak belirtilmigtir. **Ki-kare testi kullanilmistir.

Odem, konjesyon, hemoraji, PMNL infiltrasyonu ve folikiil dejenerasyonu

varliginin ¢aligma gruplarina gére dagilimi Tablo 3’te 6zetlenmistir. Buna gore tiim
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bu parametrelerin varliginin gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede fark

gosterdigi tespit edilmistir.

4.1.1. Odem

Calisma gruplarinda 6dem varligi degerlendirildiginde Sham Grubu’nda (Grup
1) 6dem goriilmedigi, 2 saat iskemi Grubu’nda (Grup 2) 6 ratta (%85,7) Grade 1, 1
ratta Grade 2 (%14,3) 6dem oldugu, 2 saat iskemi+ 2 saat Reperfiizyon Grubu’nda
(Grup 3) 1 ratta (%14,3) iskemi bulunmadig, 3’er ratta (%42,9) Grade 1 ve Grade 2
0dem izlendigi, Sham+TMZ Grubu’nda (Grup 4) 2 ratta (%28,6) 6dem olmadigi ve 5
ratta (%71,4) Grade 1 6dem oldugu, I/R+ TMZ Grubu’nda (Grup 5) ise 1 ratta (%14,3)
O0dem goriilmezken 6 ratta (%85,7) Grade 1 6dem bulundugu tespit edilmistir (Tablo
4).

Tablo 4: Gruplar aras1 6demin histopatolojik grade dagilim1

Odem
Grade 0 Grade 1 Grade 2
Grup 1* 7 (100) 0 0
Grup 2* 0 6 (85,7) 1(14,3)
Grup 3* 1(14,3) 3(42,9) 3(42,9)
Grup 4* 2 (28,6) 5(71,4) 0
Grup 5* 1(14,3) 6 (85,7) 0

*Degerler n=7 (%) olarak belirtilmistir. **Ki-kare testi kullanilmistir.

Odem grade skorlar1 gruplar arasi karsilastirildi. Odemin ortalama grade skoru
Grup 1, 2, 3, 4 ve 5’de sirasiyla 00, 1,14+0,38, 1,29+0,76, 0,71+0,49 ve 0,86%0,38
idi (Tablo 1). Bu degerler i¢in p<0,001 idi ve istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit
edildi. Beklendigi gibi Grup 2 ve 3, Grup 1 ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli diizeyde 6dem mevcuttu. Bu bulgular deneysel olarak olusturulan iskemi ve

iskemi reperflizyon modelinin dogrulugunu gosteriyor. TMZ’nin etkisini
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degerlendirdigimizde grup 5’te grup 3’e oranla daha diisiik grade skoruna sahip 6dem

izlenmesine ragmen bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildi (p >0,05).

m Odem Grade 0
B Odem Grade 1
m Odem Grade 2

0 I I I I I
Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup5

Grafik 1: Odem siddetine gore olgularin gruplar arasinda sayisal dagilima.

4.1.2. Vaskuler Konjesyon

Calisma gruplarinda konjesyon varligi degerlendirildiginde Sham Grubu’nda
(Grup 1) 3 ratta (%42,9) konjesyon goriilmedigi ve 4 ratta (%57,1) Grade 1 konjesyon
bulundugy, 2 saat iskemi Grubu’nda (Grup 2) 3 ratta (%42,9) Grade 2, 4 ratta (%57,1)
Grade 3 konjesyon oldugu, 2 saat Iskemi+2 saat Reperfiizyon Grubu’nda (Grup 3) 1
ratta (%14,3) Grade 1, 5ratta (%71,4) Grade 2 ve 1 ratta (%14,3) Grade 4 konjesyon
izlendigi, Sham+TMZ Grubu’nda (Grup 4) 4 ratta (%57,1) Grade 1 ve 3 ratta (%42,9)
Grade 2 konjesyon oldugu, I/R+TMZ Grubu’nda ise 5 ratta (%71,4) Grade 1ve 2 ratta
(%28,6) Grade 2 konjesyon bulundugu tespit edilmistir (Tablo 5).
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Tablo 5: Gruplar arasi vaskiiler konjesyonun histopatolojik grade dagilim1

Konjesyon
Grade 0 Grade 1 Grade 2 Grade 3
Grup 1* 3(42)9) 4 (57,1) 0 0
Grup 2* 0 0 3 (42,9) 4 (57,1)
Grup 3* 0 1(14,3) 5 (71,4) 1(14,3)
Grup 4* 0 4 (57,1) 3(42,9) 0
Grup 5* 0 5(71,4) 2 (28,6) 0

*Degerler n=7 (%) olarak belirtilmistir. **Ki-kare testi kullanilmistir.

Vaskiiler konjesyonun grade skorlar1 gruplar arasi karsilastirildi. Vaskiiler

konjesyonun ortalama grade skoru Grup 1, 2, 3, 4 ve 5’de swrasiyla 0,57+0,53,
2,57+0,53, 240,58, 1,43+0,53 vel,29+0,49 idi (Tablo 1). Bu degerler igin p<0,05 idi
ve istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi. Grup 2 ve Grup 3, Grup 1 ile

karsilastirildiginda vaskiiler konjesyon bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark

mevcuttu. Vaskiiler konjesyon agisindan Grup 3 ile 5 karsilastirildiginda, TMZ’in

etkisi istatistiksel olarak anlamli idi (p<0,05).

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup4 Grup5

B Konjesyon Grade 0
B Konjesyon Grade 1
M Konjesyon Grade 2

Konjesyon Grade 3

Grafik 2: Konjesyon siddetine gore olgularin gruplar arasinda sayisal dagilimi.
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4.1.3. Hemoraji

Calisma gruplarinda hemoraji varligi degerlendirildiginde Sham Grubu’nda
(Grup 1) 6 ratta (%85,7) hemoraji goriilmedigi ve 1 ratta (%14,3) Grade 1 hemoraji
bulundugu, 2 saat iskemi Grubu’nda (Grup 2) 2 ratta (%28,6) Grade 1, 1 ratta(%14,3)
Grade 2 ve 4 ratta (%57,1) Grade 3 hemoraji oldugu, 2 saat iskemi+2 saat Reperfiizyon
Grubu’nda (Grup 3) 3 ratta (%42,9) Grade 1, 2 ratta (%28,6) Grade 2 ve 2 ratta (%28,6)
Grade 3 hemoraji izlendigi, Sham+TMZ Grubun’da (Grup 4) 5 ratta (%71,4) hemoraji
gorilmezken 2 ratta (%28,6) Grade 1 hemoraji oldugu, I/R+TMZ Grubu’nda ise 3 ratta
(%42,9) hemoraji goriilmezken 3 ratta (%42,9) Grade 1 ve 1 ratta (%14,3) Grade 2
hemoraji bulundugu tespit edilmistir (Tablo 6).

Tablo 6: Gruplar aras1 hemorajinin histopatolojik grade dagilimi

Hemoraji
Grade 0 Grade 1 Grade 2 Grade 3
Grup 1* 6 (85,7) 1(14,3) 0 0
Grup 2* 0 2 (28,6) 1(14,3) 4 (57,1)
Grup 3* 0 3(42,9) 2 (28,6) 2 (28,6)
Grup 4* 5(71,4) 2 (28,6) 0 0
Grup 5* 3(42,9) 3(42,9) 1(14,3) 0

*Degerler n=7 (%) olarak belirtilmistir. **Ki-kare testi kullanilmistir.

Hemoraji grade skorlar1 gruplar arasi karsilastirildi. Hemoraji grade ortalama
skorlar1 grup 1, 2, 3, 4 ve 5’de swrasiyla 0,14+0,38, 2,29+0,95, 1,86+0,9, 0,29+0,49 ve
0,71+0,76 idi (Tablo 1). Bu degerler i¢in p<0,05 idi ve istatistiksel olarak anlamli
oldugu tespit edildi. Grup 2 ve Grup 3, Grup 1 ile karsilagtirildiginda hemoraji
bakimindan istatistiksel olarak anlaml fark mevcuttu. Hemoraji agisindan Grup 3 ile

5 karsilastirildiginda, TMZ’in etkisi istatistiksel olarak anlaml idi (p<0,05).
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Grafik 3: Hemorajinin siddetine gore olgularin gruplar arasinda sayisal dagilimi.

4.1.4. PMNL infiltrasyonu

Calisma gruplarinda PMNL infiltrasyonu varhigi degerlendirildiginde Sham
Grubu’nda (Grup 1) 4 ratta (%57,1) PMNL infiltrasyonu goriilmedigi, 2 ratta (%28,6)
Grade 1 ve 1 ratta (%14,3) Grade 2 PMNL infiltrasyonu bulundugu, 2 saat Iskemi
Grubu’nda (Grup 2) 1 ratta (%14,3) PMNL infiltrasyonu izlenmezken 6 ratta (%85,7)
Grade 1 PMNL infiltrasyonu oldugu, 2 saat iskemi+2 saat Reperfiizyon Grubu’nda
(Grup 3) 2 ratta (%28,6) PMNL infiltrasyonu yokken, 4 ratta (%57,1) Grade 1, 1 ratta
(%14,3) Grade 2 PMNL infiltrasyonu izlendigi, Sham+TMZ Grubu’nda (Grup 4) 4
ratta (%57,1) PMNL infiltrasyonu gorulmezken 3 ratta (%42,9) Grade 1 PMNL
infiltrasyonu oldugu, I/R+TMZ Grubu’nda ise 7 ratta (%100) PMNL infiltrasyonu
goriilmedigi tespit edilmistir (Tablo 7).
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Tablo 7: Gruplar aras1 PMNL infiltrasyonunun histopatolojik grade dagilimi

PMNL
Grade 0 Grade 1 Grade 2
Grup 1* 4 (57,1) 2 (28,6) 1(14,3)
Grup 2* 1(14,3) 6 (85,7) 0
Grup 3* 2 (28,6) 4 (57,1) 1(14,3)
Grup 4* 4 (57,1) 3(42,9) 0
Grup 5* 7 (100) 0 0

*Degerler n=7 (%) olarak belirtilmistir. **Ki-kare testi kullanilmistir.

PMNL infiltrasyonu grade skorlar1 gruplar arasi karsilastirildi. PMNL
infiltrasyonu grade ortalama skorlar1 Grup 1, 2, 3, 4 ve 5’de swrastyla 0,57%0,79,
0,86+0,38, 0,86+0,69, 0,43+0,53 ve 0+0 idi (Tablo 1). Bu degerler i¢in p<0,05 idi ve
istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi. PMNL infiltrasyonu agisindan Grup 3
ile 5 karsilastirildiginda, TMZ’in etkisi istatistiksel olarak anlamli idi (p<0,05).

4 - B PMNL Grade 0
B PMNL Grade 1

B PMNL Grade 2

O I I I I I/
Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup5

Grafik 4: PMNL infiltrasyonu siddetine gore olgularin gruplar arasinda sayisal

dagilim.
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4.1.5. Folikul Dejenerasyonu

Calisma gruplarinda folikiil dejenerasyonu varligi degerlendirildiginde Sham
Grubu’nda (Grup 1) 7 ratta (%100) folikiil dejenerasyonu goriilmedigi, 2 saat Iskemi
Grubu’nda (Grup 2) 3 ratta (%42,9) Grade 1, 2’ser ratta (%28,6) Grade 2 ve Grade 3
folikiil dejenerasyonu oldugu, 2 saat Iskemi+2 saat Reperfiizyon Grubun’da (Grup 3)
3 ratta (%42,9) folikul dejenerasyonu yokken, 1 ratta (%14,3) Grade 1, 3 ratta (%42,9)
Grade 2 folikiil dejenerasyonu izlendigi, Sham+TMZ Grubun’da (Grup 4) 5 ratta
(%71,4) folikil dejenerasyonu gorilmezken 2 ratta (%28,6) Grade 1 folikil
dejenerasyonu oldugu, I/R+TMZ Grubu’nda ise 3 ratta (%42,9) folikil dejenerasyonu
goriilmedigi ve 4 ratta (%57,1) Grade 1 folikiil dejenerasyonu bulundugu tespit
edilmistir (Tablo 8).

Tablo 8: Gruplar arasi folikiil dejenerasyonunun histopatolojik grade dagilimi

Folikul Dejenerasyonu
Grade 0 Grade 1 Grade 2 Grade 3
Grup 1* 7 (100) 0 0 0
Grup 2* 0 3(42,9) 2 (28,6) 2 (28,6)
Grup 3* 3(42,9) 1(14,3) 3(42,9) 0
Grup 4* 5(71,4) 2 (28,6) 0 0
Grup 5* 3(42,9) 4 (57,1) 0 0

*Degerler n=7 (%) olarak belirtilmistir. **Ki-kare testi kullanilmistir.

Folikiil dejenerasyonu grade skorlar1 gruplar arasi karsilastirildi. Folikiil
dejenerasyonu grade ortalama skorlar1 Grup 1, 2, 3, 4 ve 5°de sirasiyla 0+0, 1,86%0,9,
1+1, 0,29+0,49 ve 0,57+0,53 idi (Tablo 1). Bu degerler i¢in p<0,05 idi ve istatistiksel
olarak anlamli oldugu tespit edildi. Beklendigi gibi Grup 2 ve 3, Grup 1 ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde Folikiil dejenerasyonu
mevcuttu. TMZ’nin etkisini degerlendirdigimizde Grup 5°te Grup 3’e oranla daha
diisiik grade skoruna sahip Folikiil dejenerasyonu izlenmesine ragmen bu azalma

istatistiksel olarak anlamli degildi (p >0,05).
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Grafik 5: Folikul dejenerasyonu siddetine goére olgularin gruplar arasinda sayisal

dagilimu.

Grup 1’de ovaryum oOrneklerinden alman kesitlerin, Hematoksilen&Eozin
(H&E) ile boyanarak 151k mikroskobu altinda degerlendirilmesinde en dista tek kath
yass1 veya izoprizmatik epitelyum yapisinda germinal epitelyum ve bu epitelin altinda
stromada ise yogun bir bag dokusu tunica albuginea tabakasi izlendi. Germinal
epitelyum ve tunika albugineanin hemen altinda farkli gelisim asamasinda histolojik
olarak dogal gelismekte olan folikiilleri igeren korteks ve igte gevsek bir bag dokusu

ve damardan zengin bir yap1 gosteren medulla bdlgesi izlendi.

Grup 2 ve 3’den alinan over orneklerinin 151k mikroskobu ile incelenmesinde
normal histolojik yapmin bozuldugu; degisik derecelerde 6dem, vaskiiler konjesyon,
hemoraji, PMNL infiltrasyonu ve folikiil dejenerasyonu oldugu izlendi. Grup 4 ve
5’den alan over 6rneklerinde histolojik yapinin grup 2 ve 3’e gore korundugu; 6dem,
vaskuler konjesyon, hemoraji, folikiil dejenerasyonu ve PMNL infiltrasyonunun
azaldig1 izlendi (Resim 2-10).
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Resim 3: Grup 1(Sham Grubu)’den alinan over érneginde normal histolojik yap1
izlenmekte. Normal bir Graff Folikilu (kirmizi ok). H&E.

Resim 4: Grup 2 (iskemi Grubu)’den alinan overde ciddi yaygm hemoraji, folikil
cevresindeki kiiboidal hiicreler arasinda ayrisma ve folikiiler kaviteye
granuloza hicrelerinin dokilmesini iceren folikil dejenerasyonu (siyah
daireler). H&E.
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Resim 5: Grup 2 (iskemi Grubu)’den alinan overde ciddi vaskiiler konjesyon (mavi

oklar) ve ciddi 6dem (mavi daireler). H&E.

Resim 6: Grup 3 (iskemi/reperfiizyon grubu)’den alinan overde izlenen vaskiler
konjesyon (mavi oklar), hafif hemoraji (yesil ok), folikiill cevresindeki
kiboidal hiicrelerin ayrigmasi ve follikuler kaviteye graniiloza hicrelerinin

dokulmesini igeren hafif folikil dejenerasyonu (sar daireler). H&E.
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Resim 7: Grup 3 (iskemi/reperflizyon grubu)’den alinan overde yaygin hemoraji ile
beraber hafif derecede PMNL infiltrasyonu (mavi ok). H&E.

Resim 8: Grup 4 (sham + 5 mg/kg oral TMZ verilen grup)’den alinan overde normal
over histolojisi (normal folikiller, korpus luteum, korteks, medulla ve hiler
yap1). H&E.
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Resim 9: Grup 5 (iskemi/reperfiizyon + 5 mg/kg oral TMZ verilen grup)’den alinan

overde normal folikiller (mavi oklar) H&E.

P
Resim 10: Grup 6 (iskemi/reperflizyon + 5mg/kg oral TMZ verilen grup)’dan alinan
overde izlenen hafif hemoraji (mavi ok) ve normal folikiller. H&E.
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4.2. BIYOKIMYASAL BULGULAR

Ratlardan ¢ikarilan over dokusundan yapilan incelemede total antioksidan

seviye, total oksidan seviye Ol¢iildii ve oksidatif stres indeks hesaplandi.

Tablo 9: Gruplarin TAS, TOS ve OSI sonuglarna gére karsilastirilmasi

Grup 1* Grup 2* Grup 3* Grup 4* Grup 5* p**

MDA 20,52+5,22 37,49+8,24 28,93+6,57 27,14+3,91 28,03+10,37 0,014

TAS 0,59+0,13 0,740,28 0,6720,27 10,14 0,5620,21 0,009

TOS 5,71+1,76 14,54+6,93 14,88+7,92 9,17+2,64 11,24+4,68 0,022

OSI 1016,89+361,04 | 1987,36+349,21 | 2137,14+43525 | 915,01+250,89 | 2001,99+317,1 | <0,001
3

*Degerler ortalama =+ Standart Sapma olarak belirtilmistir. **Kruskal —Wallis testi kullanilmustir.

Grup 1: Sham Grubu; Grup 2: Iskemi Grubu; Grup 3: /R Grubu; Grup 4: Sham+5 mg/kg oral TMZ
Grubu; Grup 5: I/R + 5 mg/kg oral TZM Grubu.

Tablo 10: MDA, TAS, TOS ve OSI parametrelerinin ikili gruplar halinde P degerleri

acgisindan karsilastirilmasi

p(l- | p(- | p(- | p(- | p(2- | p2- | p | PG | PG | p(4

2 | 3* | 4* | 5* | 3 | 4* | 5* | 4* | 5* | 5*
MDA | 0,004 | 0025 | 0,025 | 0,180 | 0,064 | 0025 | 0,110 | 0749 | 0848 | 0,949
TAS | 0277 | 0655 | 0,002 | 0277 | 0,655 | 0,025 | 0,180 | 0,025 | 0277 | 0,006
TOS | 0035 | 0,009 | 0,035 | 0018 | 0949 | 0,110 | 0,406 | 0,085 | 0406 | 0,482
oSl | 0002 | 0,006 | 0406 | 0002 | 0277 | 0,002 | 0,848 | 0,003 | 0,277 | 0,002

* Mann- Whitney U testi kullanilmustir.

4.2.1. MDA

Gruplar arasinda MDA degerleri Kruskal-Wallis testi ile degerlendirildiginde
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edildi (p<0.05) (Tablo 9).
MDA degerleri i¢in gruplar ikiserli olarak degerlendirildiginde ise Grup(1-2), (1-3),
(1-4) ve (2-4) arasinda istatistiksel agidan anlamli fark tespit edilirken, diger gruplar
arasinda anlamli fark tespit edilmedi (Tablo 10) (Grafik 6).
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Grafik 6: Gruplar arasi ortalama MDA degerleri dagilimu.

4.2.2. Total Antioksidan Seviye (TAS)

Gruplar arasinda TAS degerleri Kruskal-Wallis testi ile degerlendirildiginde
istatistiksel olarak anlamli ¢ikmasina (p<0.05) (Tablo 9) ragmen, gruplarmn ikili olarak
karsilastirildigt Mann-Whitney U testinde Grup (1-4), (2-4), (3-4) ve (4-5) istatistiksel
olarak anlamli fark tespit edildi. Ancak diger gruplar i¢in ikili karsilastirmada anlamli

fark tespit edilmemistir (Tablo 10) (Grafik 7).
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Grafik 7: Gruplar arasi ortalama TAS degerleri dagilimu.
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4.2.3. Total Oksidan Seviye (TOS)

Gruplar arasinda TOS degerleri Kruskal-Wallis testi ile degerlendirildiginde
istatistiksel olarak anlamli ¢ikmasina (p<0.05) (Tablo 9) ragmen, gruplarin ikili olarak
karsilastirildigi Mann-Whitney U testinde Grup (1-2), (1-3), (1-4) ve (1-5) istatistiksel
olarak anlaml fark tespit edildi. Ancak diger gruplar i¢in ikili karsilagtirmada anlamli
fark tespit edilmemistir (Tablo 10) (Grafik 8). Bu iskemik hasarin oksidan seviyesini

artirdigini gostermektedir.
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Grafik 8: Gruplar arasi ortalama TOS degerleri dagilim.

4.2.4. Oksidatif Stres indeksi (OSI)

Gruplar arasmda OSI degerleri Kruskal-Wallis testi ile degerlendirildiginde
istatistiksel olarak anlamli ¢ikmasma (p<0.05) (Tablo 9) ragmen, gruplarin ikili olarak
karsilastirildigi Mann-Whitney U testinde Grup (1-2), (1-3), (1-5), (2-4), (3-4) ve (4-
5) istatistiksel olarak anlamli fark tespit edildi. Ancak diger gruplar i¢in ikili
karsilastirmada anlamli fark tespit edilmemistir (Tablo 10) (Grafik 9).
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Grafik 9: Gruplar aras1 ortalama OSI degerleri dagilim.
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5. TARTISMA

Hiicreler fizyolojik kosullarda hemoostazlarini siirdiirmek i¢in degisen
gereksinimler ve hiicre dis1 strese uyum saglayarak siirekli yap1 ve fonksiyonlarini
ayarlarlar. Eger hiicrenin adaptasyon yetenegi asilirsa hiicre zedelenmesi gerceklesir.
Bir yere kadar hiicre zedelenmesi geri doniislii iken siddetli ve kalict zorlamalar
sonucu geri doniissiiz hiicre zedelenmesi olur. Zedeleyici uyarana hiicresel cevap
zedeleyici tipine, siiresine, siddetine; zedelenen hiicrenin tipine, durumuna, uyum

yetenegine ve genetik yapisina baghdir (157).

Hiicre zedelenmesi bircok mekanizmayla olusabilmektedir. Bunlar hipoksi,
kimyasal etkenler, enfeksiy6z etkenler, immunolojik reaksiyonlar, genetik
bozukluklar, beslenme dengesizlikleri, fiziksel etkenler ve yaslanmadir. Iskemi,
hipoksinin en sik nedeni olup, arteryel akimin engellenmesi veya vendz drenajin

azalmasi sonucu dokunun kanlanma kaybidir (157).

Hiicreler geri doniislii olarak zedelenirse, kan akimmin diizelmesi hiicreyi
tyilestirebilir. Bununla birlikte baz1 durumlarda, iskemik fakat yasayabilen dokularda
kan akimmin diizeltilmesi, aksine zedelenmeyi hizlandirarak siddetlendirir. Sonug
olarak, dokular iskemik olaymn sonunda geri doniigsiiz zedelenmis hiicrelere ek olarak
hiicre kaybimi siirdiiriir. Kan akiminin yeniden temini ile etkilenen hicreler heniiz
kendi iyonik ¢evrelerini diizeltmemisken yliksek konsantrasyondaki kalsiyumla kars1
karstya kalir; artan hiicre i¢i kalsiyum ATPaz, fosfolipaz, proteaz ve endoniikleazlar1
aktive ederek hiicre biitiinliigliniin kaybina neden olur. Zedelenmis hiicrelerin yeniden
kanlanmasi iltihabi hiicrelerin infiltrasyonunu daha da arttirir. Bu hiicreler, membran
hasar1 yani sira mitokondrial permeabilite gecisini biraz daha arttiran yiiksek

seviyelerde oksijen kaynakli reaktif tiirevleri serbest birakir (157).

Iskemi/reperfiizyon hasarma birgok dokuya ait patolojilerde rastlanilmaktadir.
En sik goriildiigli patolojiler miyokard infarktiisii, serebral vaskiiler olaylar, testis
torsiyonu ve over torsiyonudur. Basarili cerrahi diizeltmeye ragmen germ hiicre
apoptozisi reperfuzyona baglh oksidatif stres sonucu devam etmektedir. Bu
iskemi/reperflizyon hasarindan korunmak amaciyla; cerrahi tedaviye yardimei

farmakolojik ajanlarm kullanimi giindeme gelmistir. Iskemi/reperfiizyon hasarini
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onlemek amacglh yapilan ¢aligmalarda birgok anti inflamatuar ve antioksidan ilag

denenmis olup bu ilaglarin genel 6zelligi oksidatif stres tizerine etkili olmalaridir (228-
230).

Jinekolojik cerrahi acillerden birisi olan over torsiyonu ile vaskiiler yapilar
okluze olmakta ve overde iskemik hiicre zedelenmesi gelismektedir. Giincel tedavide
ve Ozellikle gen¢ yas hastalarda fertiliteyi korumak icin kullanilan ydntem ise
torsiyone olan dokularin detorsiyone edilmesidir. Ancak iskemik doku reperfiize
olunca yeni bir siire¢ baslar. Fizyopatolojisi tam olarak agiga kavusmamais, birbiriyle
iligkileri karmasik, hiicresel ve humoral olaylar dizisi sonucunda noétrofiller reaktif
oksijen radikallerini salar ve iskemik hasar I/R hasarina doniisiir. I/R hasar1 temel

olarak serbest radikalleri ve notrofilleri icerir (228).

Serbest radikaller aracihigi ile gelisen hiicre zedelenmesi 6zellikle 3 mekanizma
iizerinden olmaktadir. Bunlar membran lipit peroksidasyonu, DNA parcalanmasi ve
proteinlerin ¢apraz baglanmasidir. Membranda c¢ift bagl poliansatiire lipitler oksijen
trevi serbest radikallerin etkisiyle kolayca zedelenir. Lipit-radikal etkilesmeleri
degisken olan peroksitleri olusturarak otokatalitik zincir reaksiyonlar1 meydana gelir.
Timinle serbest radikal reaksiyonlar1 niikleer ve mitokondrial DNA’da tek iplik
kirilmalar1 olusturur. Bu gibi DNA hasar1t hem hiicre 6liimiinde hem de hiicrelerin
malign degisiminde rol alir. Serbest radikaller siilfidril aracil1 protein ¢apraz baglari
olusturarak parcalanmanin artmasina veya enzimatik aktivitenin kaybina neden olur.
Serbest radikal reaksiyonlar1 direk olarak polipeptid par¢alanmasina da yol agabilir
(158).

Overyan torsiyonda I/R hasarmi 6nlemek igin ya da koruyucu olarak
Selenyum, C vitamini, erdostein, eritropoetin, vardenafil, curcumin, iloprost,
amlodipin, a-lipoik asit, edaravon, montelukast, kafeik asit fenetil ester, atorvastatin
gibi molekiiller ve hipotermik ortam iskemi dncesinde ve sonrasinda kullanilmistir.
Ancak overyan I/R hasarinda standart tedavi igin goriis birligi yoktur. Bizim
calismamizda ratlarda olusturulan overyan I/R modelinde anti iskemik, antioksidan,

ozelliklerinden yararlanmak i¢in literatiirde ilk kez olmak iizere TMZ kullanilmistir.

Overdeki iskemi reperflizyonun uzun dénem etkilerini arastiran ilk ¢aligma

Taskin ve arkadaslari1 tarafindan yapilmistir. Erken tani ve konservatif tedavinin
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adneksiyal torsiyondaki dnemini belirtmiglerdir. Ayrica ‘siyah-nekrotik’ gdriiniimiin
iskemik dereceyi gostermedigini, vendz staza bagli ovaryen konjesyonun bu
goriintiiye neden oldugunu belirtmislerdir. Cogu vakada komplet arteryal

obstruksiyonun gelismedigi goriilmistiir (9).

Overyan torsiyonda I/R hasar1 olusturmak icin yapilan ¢alismalarda farkli
iskemi-reperfiizyon siireleri ve modelleri uygulanmustir. iskemi modelleri agisindan
bakildiginda Tiirk ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada 360-720 derecelik rotasyon ile
adneksiyal torsiyon olusturmuslarken Abali ve arkadaslar1 ise adnekse vaskiiler siitiir
yardimu ile iskemi olusturmuslardir (91, 231). Yaptigimiz calismada ise iskemi modeli
olarak vaskiiler siitiirasyon teknigi kullanilmistir. Iskemi siireleri agisindan
degerlendirildiginde ratlarda genellikle 2-4 saatlik iskemi olusturularak sonrasinda
reperflizyon gerceklestirilmistir. Yurtcu ve arkadaslar1 2 saat iskemi siiresi
uygulamislardir (232). Ozat M ve arkadaslar1 rat overlerinde 4 saat iskemi siiresi
uygulamiglardir (230). Parlakgumus ve arkadaslar1 da 3 saatlik iskemi
olugturmuslardir (233). Biz caligmamizda 2 saatlik iskemi siiresi uyguladik.
Histopatolojik ve biyokimyasal veriler acisindan sham grubu ile iskemi ve
iskemi/reperfiizyon gruplar1 arasindaki anlamli farklilik (p<0.05), olusturdugumuz

torsiyon modelinin iskemi agisindan yeterli oldugunu gostermistir.

I/R hasar mekanizmalar1 olduk¢a karmasik ve tam olarak aydinlatilamamustir.
Hasarin reperflizyondan tam olarak ne kadar siire sonra basladig1 ve ne kadar siirdiigii
bilinmemektedir. Bununla birlikte reperflizyon hasarida asil doku hasarini olusturan
nedenin SOR ’nin dokuda birikmesi oldugunu ve I/R hasarmin dokuya olan etkilerinin
reperfiizyondan birkag saat sonra bagladigini gosteren ¢alismalar vardir (234). Bu
sebeplerden dolay1 I/R hasar1 olusturmak icin kullanilan reperfiizyon siireleri farkl
calismalarda degiskenlik gostermektedir. Haftac1 ve arkadaslari rat overlerinde
adneksiyal torsiyon modelinde selenyum ve C vitamininin etkilerini degerlendirmek
icin olusturduklar1 I/R modelinde 4 saat iskemi 1 saat reperfiizyon modelini
uygulamislardir (235). Tung ve arkadaslarnin rat overlerinde, I/R hasarinda
honokioliin koruyucu etkisini arastirdigi c¢alismada ise 3 saat reperflizyon
uygulanmistir (236). Sahin Ersoy ve arkadaslarmin ratlarda over torsiyon modelinde
N-asetilsistein’in etkisini konu alan calismalarinda 24 saatlik reperfiizyon siiresi

uygulamislardir (237). Boussaid ve arkadaslarinmn rat bébreklerinde olusturulan I/R
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hasarinda TMZ’nin etkilerini arastirdiklari calismada reperfiizyon siiresi 2 saat olarak
belirlenmistir (238). Bu bilgiler 1s1¢ginda ¢aliyjmamizda ratlarda ovaryan torsiyon
modelinde 2 saatlik reperflizyon siiresi uygun bulunmus ve uygulanmistir. Bu
calismada histopatolojik ve biyokimyasal belirtegler agisindan sham grubu ile iskemi
ve iskemi/reperflizyon gruplar1 arasmnda anlamli fark olmasi, belirledigimiz 2 saat

reperflizyon siiresinin yeterli oldugunu gostermektedir.

Mitokondride bir tiolaz enzim olan uzun zincir mitokondrial 3-ketoagil
koenzim inhibisyonu yapan TMZ’in etki mekanizmasi tam bilinmese de I/R
hasaridaki etkisini hiicresel hemoostazi koruyarak sagladigi diistiniilmektedir. Birgok
calismada TMZ’in hiicre i¢i asidozu azalttig1, Na ve Ca seviyelerini diizenledigi, hiicre
ici ATP seviyelerini korudugu, membran hasarini azalttigi, mitokondrial fonksiyonlar1
korudugu ve iskemik alandaki nétrofil infiltrasyonunu sinirladigi gosterilmistir. Bu
yollarla antioksidan kapasite yiikselir, oksijen serbest radikallerinin indiikledigi

toksisiteye karsi korunma artar (239-242).

Iskesen ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada siiperoksitdismiitaz  ve
glutatyonrediiktaz (normal aerobik metabolizma sirasinda ortaya ¢ikan oksijen
radikalleri akimini sinirlayan en Onemli endojen antioksidan enzim sistemi)
seviyelerini artirdig1 ve malondialdehit (lipit peroksidasyonu son Gruni) seviyelerini

diisiirdiigiinii géstermislerdir (226).

TMZ anjina pektoris, koryoretinal bozukluklar, vertigo ve sensorindral

iskemide etkinligi gosterilmis ve aktif kullanilan bir ilagtir (219-227).

TMZ ratlarda over torsiyon modellerinde daha 6nce hi¢ kullanilmadigi icin
verilis sekli, dozu ve siiresi ratlarda farkli dokularda I/R hasarini arastiran calismalar
degerlendirilerek karar verilmistir. Farkli doku calismalarinda genellikle oral TMZ
kullanimi benimsenmistir. Bunun yani sira Boussaid ve arkadaslarmin yaptigi
calismada TMZ intraperitonel olarak kullanilmistir ve I/R hasarma kars1 etkili oldugu
gosterilmistir (238). TMZ oral biyoyararlanimi yiiksek olan ve plazma kararli duruma
24 saatte ulasan bir ilagtir. Bizim c¢alismamizda model aldigimiz Pekgetin ve
arkadaslari ile Unal ve arkadaslarmin yaptig1 testis torsiyon modellerinde oldugu gibi
Smg/kg oral TMZ kullanimi benimsenmistir (243, 244). Pekgetin ve arkadaslari

yaptiklar1 caligma i¢in premedikasyon siiresini 7 giin olarak belirlemiglerdir. Fakat
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TMZ’nin plazma kararli duruma ulagma siiresinin kisa olmasi dolayisi ile bu ¢calismada

premedikasyon stiresi 3 giin ile sinirlandirilmistir.

Deneysel olarak olusturulan over I/R modellerinde histopatolojik agidan cesitli

parametreler morfolojik olarak degerlendirilmistir.

Sak ve arkadaslar1 yaptigi over torsiyon deneysel ¢alismasinda curcuminin
etkinligini incelemislerdir. Curcumin antiinflamatuar, antioksidan ve antikarsinojenik
etkilerinin oldugu daha 6nceki ¢aligmalarda gosterilmis bir molekiildiir (245). Sak ve
arkadaslarini yaptig1 calismada curcumin i¢in gruplar histopatolojik olarak; hemoraji,
vaskiiler konjesyon, hiicre dejenerasyonu ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu agisindan
karsilagtirilmistir.  Curcumin kullanilan grupta inflamatuar hiicre infiltrasyonu
disindaki diger parametrelerin anlamli olarak daha diisiik oldugu bulunmustur. Ancak

curcuminin inflamatuar hiicre infiltrasyonuna olan etkisi gosterilememistir (246).

Akdemir A. ve arkadaslar1 2014 yilinda, over I/R hasarinda Ursodeoksikolik
asitin etkisini inceledikleri ¢alismada histopatoloji parametreleri olarak follikiil
dejenerasyonu, vaskiler konjesyon, 0dem, hemoraji ve inflamatuar hicre
infiltrasyonunu degerlendirmislerdir. Sonu¢ olarak Ursodeoksikolik asitin /R
grubundaki tiim histopatolojik parametreleri istatistiksel olarak anlamli derecede

azalttigin1 géstermislerdir (247).

Incebiyik A. ve arkadaslarmin sildenafilin rat overlerindeki I/R hasarma kars1
koruyucu etkisini inceledikleri ¢alismada; ayni histopatolojik parametreler icin
sildenafilin PMNL infiltrasyonu ve 6demi anlamli olarak azalttigini, folikiil
dejenerasyonuna etkisi olmadigini, vaskiiler konjesyonu ve hemorajiyi azalttigini

ancak istatistiksel olarak fark yaratmadigini tespit etmislerdir (248).

Haftact ve arkadaslarinin rat over torsiyon modelinde C vitamini ve
selenyumun doku nekrozu iizerindeki etkisini arastirdiklar1 ¢aligmada, histopatolojik
parametreler olarak gruplar arasinda 6dem, kanama, konjesyon ve kohezyon kayb1
degerlendirilmistir. Odem, kanama ve kohezyon kaybi agisindan gruplar arasmnda

anlamli fark izlenirken, konjesyon agisindan anlamli fark izlenmemistir (235).

Caliymamizda ise literatiire uyumlu sekilde histopatolojik degerlendirme igin;
vaskuler konjesyon, 6dem, hemoraji, follikiiler hiicre hasar1 ve inflamatuar hiicre

infiltrasyonu  parametreleri  degerlendirilmistir. Bu  parametreler —dokudaki
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yaygmliklarmma gore Giiven ve arkadaglarmin yaptigi smiflandirmaya gore kantitatif

olarak 0’dan 3’e kadar skorlandirilarak derecelendirilmistir (249).

Odem, konjesyon, hemoraji, PMNL infiltrasyonu ve folikiil dejenerasyonu
parametrelerinin  varligmin ¢alisma gruplari agisindan degerlendirildiginde tiim
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede fark gosterdigi tespit edilmistir.
TMZ verilen grupta ayr1 ayr1 tiim histopatolojik parametrelerde diizelme mevcuttu ve
bu istatistiksel olarak anlamliydi. Genel olarak bakildiginda 6demin Grup 1°de
goriilmedigi, konjesyonun en diisiik Grup 1’de oldugu, hemorajinin Grup 1 ve Grup
4’te en disiik seviyelerde izlendigi, PMNL infiltrasyonunun Grup 5’te izlenmedigi,
folikiil dejenerasyonunun ise Grup 1’de goriilmezken Grup 2’de en yiiksek oranda
goriildiigii tespit edilmistir.

Histopatolojik parametrelerin tamami i¢in beklendigi gibi iskemi ve
iskemi/reperfiizyon grubu ile sham grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
fark mevcuttu. Bu bulgular deneysel olarak olusturulan iskemi ve iskemi reperfiizyon
modelinin dogrulugunu gosteriyor. Ancak iskemi ve iskemi/reperflizyon gruplari
kendi aralarinda karsilastirildiginda higbir histopatolojik parametre i¢in istatistiksel
olarak anlamli fark izlenmedi. Hatta iskemi/reperfiizyon grubunda folikiil
dejenerasyonu ve vaskiiler konjesyon acisindan iskemi grubuna gore daha diisiik grade
skorlar1 izlendi. Bu sonug; reperflizyon hasarmin sahip oldugumuz bilgiler 1s181inda
ortaya ¢ikma siiresi ve patofizyolojik mekanizmasi olarak tam aydimnlatilamamis bir
kaskad oldugunu ve bahsedilen siirecin netlesmesi i¢in ek bir¢cok ¢alismaya ihtiyag

oldugunu gostermistir.

Odem agisindan iskemi/reperflizyon+TMZ grubu ile iskemi/reperfiizyon grubu
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark (p>0,05) goriilmemesine ragmen
TMZ verilen grupta daha diisiik grade skoruna sahip 6dem izlenmistir. Vaskiiler
konjesyon agisindan iskemi/reperfiizyon ile iskemi/reperfizyon+TMZ verilen grup
karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli fark izlendi (p<0,05). TMZ alan grupta
daha az vaskiiler konjesyon izlenmesi vaskiiler konjesyon iizerine TMZ’nin etkili
oldugunu gostermistir. Bir diger histopatolojik parametre olan hemoraji agisindan
Iskemi/reperfiizyon grubu ile iskemi/reperfiizyon+TMZ grubu karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlaml1 fark tespit edildi (p<<0,05). Bu da TMZ’nin hemoraji iizerine
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etkinligini gosteriyordu. Iskemi/reperfiizyon grubu ile iskemi/reperfiizyon+TMZ
grubu PMNL infiltrasyonu agisindan karsilastirildiginda ise iki grup arasinda anlamli
istatistiksel fark tespit edildi (p<0,05). TMZ verilen iskemi/reperfiizyon grubunda
higbir ratta PMNL infiltrasyonunu izlenmemistir. Bu da TMZ’nin PMNL infiltrasyonu
tizerinde gii¢lii bir etkiye sahip oldugunu gostermistir. Son parametre olan folikiil
dejenerasyonu agisindan ise ddem ile benzer sekilde iskemi/reperfiizyon+TMZ
grubunda, iskemi/reperfiizyon grubuna oranla daha diisiik grade skoruna sahip folikil
dejenerasyonu izlenmis ancak istatistiksel anlamli bir fark izlenmemistir (p >0,05).
Folikiil dejenerasyonu agisindan en siddetli hasar iskemi grubunda izlenirken
iskemi/reperfiizyon ve iskemi/reperfiizyon+TMZ grubunda folikiil dejenerasyonun
klinik olarak hafifledigi izlenmistir.

Ratlarda olusturulan overyan iskemi/reperflizyon modellerinde biyokimyasal
olarak cesitli markerlar oksidan ve antioksidan denge agisindan degerlendirilmistir.
MDA, MPO, Katalaz, Protein karbonil, SOD, total glutatyon, Glutatyon peroksidaz,
NO, TAS, TOS bu markerlardan bazilaridir. Literatiirde bu parametrelerin degerleriyle
cok farkli veriler ve yorumlar mevcuttur. Cesitli ¢alismalardaki farkli gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli ve anlamsiz bir¢ok farkli sonug elde edilmistir.

Iskemi-reperfiizyon (I/R) hasarmin temelinde humoral ve hiicresel
mekanizmalar sonucu olusan serbest oksijen radikallerinin aracililik ettigi doku hasar1
vardir. Serbest radikallerin dokudaki en Onemli zarar verici etkisi lipid
peroksidasyonudur ve hiicre membranindaki yag asitleri ile fosfolipidler tizerinde
olugmaktadir (213). Bir ara iiriin olan malondialdehid (MDA) lipid peroksidasyonunun
gostergesidir (214, 215). Doku lipid peroksid igerigi iskemi ve reperfiizyonun en
onemli belirtecidir (216). Doku lipid peroksid igerigi ¢esitli yOntemlerle
Olctlmektedir. (214-216).

Serebral vaskiiler iskemide noroprotektif ajan olarak kullanilan edaravon
serbest radikal temizleyicisi olup (250), Kara ve arkadaglar1 edaravonun rat overindeki
iskemi/reperflizyon hasarma olan etkinligini incelemislerdir. Calima sonucunda
edaravon uygulanan grupta MDA seviyelerinin diisiikk, superoksit dismutaz

aktivitesinin yiliksek oldugu tespit edilmistir (251).
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Aslan ve arkadaslar1 sham ve torsiyon gruplarinda MDA diizeylerinde fark
bulmazken, ozon verilen grubun MDA duzeylerinin torsiyon ve sham grubuna gore

anlamli olarak diislik oldugu goriilmiistiir (252).

Bozkurt ve arkadaslarinin rat over I/R modelinde selenyumun koruyucu
etkilerini inceledikleri ¢alismada over dokusunda MDA ve NO seviyeleri ile SOD,
CAT ve GPx aktiviteleri degerlendirilmistir. Selenyum verilen I/R grubundaki MDA
ve NO seviyeleri daha diisiik; CAT ve GPx aktiviteleri daha yiliksek bulunmustur
(253).

Bizim ¢alismamizda reperfiizyon hasarini lipid peroksidasyon {iriinleri ile
degerlendirmek amaciyla etkinligi bircok yayinda ortaya konmus 6nemli bir belirte¢
olan MDA diizeyleri arastirildi. Gruplar arasinda MDA diizeyleri degerlendirildiginde
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edildi (p<0.05). MDA
seviyesi iskemi ve iskemi/reperfiizyon yapilan gruplarda en yiiksek seviyede
izlenmistir. MDA degerleri i¢in gruplar ikiserli olarak degerlendirildiginde ise sham
ve iskemi, sham ve iskemi/ reperfiizyon gruplar1 arasinda istatistiksel agidan anlamli
fark tespit edildi. TMZ nin etkisini degerlendirdigimiz iskemi/ reperfiizyon ve iskemi/
reperflizyon+TMZ gruplari arasinda ise TMZ alan grubun MDA degerleri daha diisiik
izlenmis olsa da istatistiksel olarak anlamli izlenmemistir. Unal ve arkadaslarmm rat
testislerinde 2 saat iskemiyi takiben 3 gunlik reperfiizyon stresi boyunca oral TMZ
kullanimi ile yaptiklar1 I/R modelinde TMZ alan grupta MDA seviyelerini anlamli
olarak diisiik bulmuslardir. Bu calisma ile bizim calismamiz arasinda olusan bu
farklilik bu ¢alismadaki TMZ tedavisinin reperfiizyon boyunca uygulanmasma ve

reperfiizyon siiresinin uzunluguna bagli olabilir.

Serbest radikallerin meydana getirdigi hasar1 engellemeye ¢alisan
antioksidanlarin bir kismi enzim, bir kismi ise enzim olmayan molekiillerden
olusmustur. Viicudun antioksidan/oksidan durumu antioksidan enzimlerin aktivitesi
ve antioksidan/oksidan molekiillerin konsantrasyonu ayr1 ayri1 Olgiilerek
degerlendirilebilmekle beraber, genel antioksidan/oksidan durumu total antioksidan
seviye (TAS) ve total oksidan seviye (TOS) olcumi ile daha kolay
degerlendirilebilmektedir. TAS ve TOS degerleri Ozcan Erel tarafindan gelistirilen
yontem ile 6lctlebilmektedir (217, 218).
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Yulug ve arkadaslarinin rat testikiiler iskemi/reperfiizyon hasarinda
resveratroliin kisa donem etkilerini arastirdiklari calismada serum TOS ve OSI
degerleri resveratrol alan grupta anlamli derecede daha diisiik tespit edilmistir. TAS
seviyeleri ise resveratrol alan grupta iskemi/reperfiizyon grubuna gore yuksek

olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (254).

Dokoyucu ve arkadaslarinin erdostein ve lipoik asidin ratlarda over I/R hasar1
lizerindeki antioksidan etkilerinin degerlendirildigi ¢alismada TAS, TOS ve OSI
seviyeleri incelenmistir. TOS ve OSI degerleri erdostein ve lipoik asit verilen grupta
en diisiik seviyede izlenirken TAS seviyesi en yliksek izlenmistir. Ayrica erdostein
verilen grupta lipoik asit verilen gruba gdre daha diisiik TOS ve OSI seviyeleri

izlenirken TAS seviyeleri ise daha yiiksek izlenmistir (255).

Sancak ve arkadaslarinin rat renal iskemi/reperfiizyon hasarinda syringic asitin
koruyucu etkisini arastirdiklar1 calismada, syringic asit alan grup iskemi/reperflizyon
grubuna gdre anlamli derecede daha diisiik MDA, TOS ve OSI degerlerine sahipti.
Belirtilen iki grup arasinda TAS degerleri agisindan anlamli bir fark yoktu (256).

Aksoy ve arkadaglar1 ratlarda amikasin ile indiiklenmis ototoksisiteye
trimetazidinin koruyucu etkilerini arasgtirmiglardir. Calismada 14 giin 10 mg/kg oral
trimetazidine+amikasin verilen grupta, 14 gln sadece amikasin verilen gruba gére
TOS ve OSI degerleri anlamli derecede diisiik izlenirken TAS seviyeleri anlamli

derecede yiiksek izlenmistir (257).

Calismamizda Oksidatif stresi 6lgmek icin overyan dokuda TAS ve TOS
degerleri 6l¢iilerek oksidatif stres indeksi hesaplanmistir. Gruplar arasinda TAS, TOS
ve OSI degerleri agisindan istatistiksel anlamli fark izlenmistir (p<0.05). TAS
degerleri icin gruplar ikili olarak karsilastirildiginda, sham grubu ile
sham+trimetazidin grubu arasinda anlamli fark izlenmistir. Bu anlamli fark
trimetazidinin antioksidan etkinligini gostermektedir. Ancak iskemi/reperfiizyon ile
iskemi/reperflizyon+trimetazidin gruplar1 arasinda TAS degerleri acgisindan anlamli
fark izlenmemistir. TOS degerleri agisindan gruplar karsilastirildiginda sham
grubunda en diisiik degerler izlenirken iskemi ve iskemi/reperfiizyon gruplarinda en
yiiksek degerler izlenmistir. Bu farklilik istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05). Bu

iskemi ve iskemi/reperflizyon hasarmin beklendigi gibi oksidan seviyeyi artirdigini
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gostermektedir. Iskemi/reperfiizyon ile iskemi/reperfiizyon+trimetazidin gruplar:
karsilastirildiginda trimetazidin verilen grupta TOS seviyesi diismesine ragmen
istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmemistir. OSI degerleri agisindan
iskemi/reperfuzyon ile iskemi/reperfiizyon+trimetazidin gruplar1 karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark izlenmese de trimetazidin alan grubun OSI degerlerinin

daha diisiik oldugu tespit edilmistir.
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6. SONUC

Deneysel olarak ratlarda olusturulan over torsiyon/detorsiyon modelinde
trimetazidinin iskemi/reperfiizyon hasari {izerine etkileri biyokimyasal ve histopatolojik

parametreler esliginde incelendi.

Odem, konjesyon, hemoraji, PMNL infiltrasyonu ve folikiil dejenerasyonu
parametrelerinin varliginin ¢alisma gruplar1 agisindan degerlendirildiginde tiim
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede fark gosterdigi tespit edildi.
Trimetazidin verilen grupta ayri ayri tiim histopatolojik parametrelerde diizelme

mevcuttu ve bu istatistiksel olarak anlamliydi.

Iskemi/reperfiizyon grubu ile trimetazidin verilen iskemi/reperfiizyon grubu
arasinda folikiil dejenerasyonu ve 6dem disindaki tiim histopatolojik parametreler
istatistiksel olarak anlamli idi. Trimetazidin verilen grupta folikiil dejenerasyonu ve
Odem istatistiksel olarak anlamli olmasa da daha diisiik grade skorlarina sahip oldugu

tespit edildi.

Histokimyasal olarak overyan dokuda MDA, TAS ve TOS degerleri 6lgtldii
ve oksidatif stres indeksi hesaplandi. Iskemi/reperfiizyon ile
iskemi/reperfuzyon+trimetazidin gruplar1 karsilastirildiginda trimetazidinin MDA,
TOS ve OSI degerlerini diisiirmesine ragmen istatistiksel olarak anlamli fark tespit
edilmedi. Trimetazidinin beklenenin aksine TAS degerlerini bir miktar azalttig
goriildii. Istatistiksel olarak anlaml1 olmayan bu diisiis nedeni ile trimetazidinin TAS

degerleri lizerine etkisi net olarak degerlendirilemedi.

Reperflizyon hasarinin sahip oldugumuz bilgiler 151¢1mda ortaya ¢ikma siiresi
ve patofizyolojik mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamis oldugundan bahsedilen

siirecin netlesmesi i¢in iyi tasarlanmis arastirmalar gerekmektedir.

Bir¢cok ¢aligmada antioksidan etkinligi kanitlanmig olan trimetazidinin, over
iskemi/reperflizyon hasarinda histopatolojik parametreler agisindan over hasarini
onlemede etkin oldugu gosterilmistir. Trimetazidinin over torsiyonu tedavisinde
kullanilabilmesi i¢in farkli iskemi/reperfiizyon modellerinin uygulandigi, trimetazidin
verilis sekli, sliresi ve dozu farkl olan, daha genis vaka sayilar1 iceren ¢aligmalara

ihtiya¢ vardur.

90



OZET

Amag: Bu calismanin amaci; ratlarda olusturulan over iskemi/reperflizyon
modelinde Trimetazidin’in over hasarini azaltmadaki etkinligini histopatolojik ve
biyokimyasal olarak arastirmaktur.

Gere¢ ve Yontem: Calismaya T.C. Saghk Bakanligi Ankara Egitim ve
Arastirma Hastanesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’ndan temin edilen 35 adet Wistar
Albino cinsi, geng erigkin, agirligi 200-250 gr arasinda degisen disi rat dahil edildi.
Calisma gruplar; Grup 1 (Sham), Grup 2 (2 saat iskemi), Grup 3 (2 saat Iskemi/ 2 saat
Reperfiizyon), Grup 4 (Sham+ 10 mg/kg oral Trimetazidin), Grup 5 (2 saat iskemi/ 2
saat Reperflizyon+10 mg/kg oral trimetazidin) olmak (izere 5 gruptan ve her grup 7
rattan olugmaktadir. Iskemi/reperfiizyon, laparotomi yapilarak sag overin 0,5 cm
uzerinden ve 0,5 cm altindan overi besleyen vaskiiler yapilar 4/0 vikril ile baglanarak
2 saat boyunca iskemi yapildiktan sonra, siitiirler ¢ikartilarak 2 saat boyunca over
reperfiize edilerek olusturuldu. Reperfiizyon siiresi tamamlandiktan sonra sag overler
cikarildi. Grup 4 ve 5’e laparotomiden 3 giin 6nce trimetazidin 5 mg/kg oral glinde iki
doz olarak verildi. Sag overler histopatolojik ve biyokimyasal inceleme i¢in ¢ikarildi.
Overler iskemi/reperflizyon hasar1 agisindan, histopatolojik olarak 1s1ik mikroskobu
altinda; 6dem, vaskiler konjesyon, hemoraji, PMNL infiltrasyonu ve follikl
dejenerasyonu icin incelenerck grade skorlar1 (grade 0, 1, 2, 3) verilerek ve
biyokimyasal parametrelerden; MDA, TAS, TOS ve OSI 6lgiilerek degerlendirildi.

Bulgular: Elde ettigimiz bulgularda Grup 3 ve Grup 5’i karsilastirdigimizda
trimetazidin uygulanmasinin  6dem ve folikiil dejenerasyonu diginda tiim
histopatolojik parametreleri anlamli derecede diisiirdiigiinii gordiik (p<0.05). Odem ve
folikiil dejenerasyonu degerlerindeki diisiis ise istatistiksel a¢idan anlamli degildi
(p>0.05). Biyokimyasal acidan ise trimetazidinin MDA, TAS, TOS ve OSI
degerlerinde diismeye neden oldugunu gordiik. Ancak MDA, TAS, TOS ve OSI
degerlerindeki bu diisiis istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05).

Sonug: Antioksidan bir ajan olan Trimetazidinin rat overlerinde
iskemi/reperflizyon hasarini 6nlemede etkin oldugu bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Trimetazidin, iskemi/reperfiizyon, TAS, TOS, MDA
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ABSTRACT

Objective: It was aimed to study the effect of Trimetazidine on reducing the
ovarian damage in rats those undergo ovarian ischemia/ reperfusion.

Material and Methods: 35 adult Wistar Albino species rats with weights
between 200-250 gr obtained from Republic of Turkey Ministry of Health Ankara
Education and Research Hospital were included in this study. Study groups were
composed of 5 groups and each group was created by 7 rats: Group 1 (Sham), Group
2 (2 hours of ischemia), Group 3 (2 hours of ischemia/2 hours of reperfusion), Group
4 (Sham + 10 mg/kg Trimetazidine peroral), Group 5 (2 hours of ischemia/2 hours of
reperfusion + 10 mg/kg Trimetazidine peroral). Ischemia/reperfusion model was
created by performing laparotomy and ligating the arteries 0,5 cm below and 0,5 cm
above the right ovary with 4/0 vicryl for 2 hours for ischemia and removing the sutures
and allowing ovary to reperfuse for 2 hours. Right ovaries were excised following
reperfusion. 5 mg/kg of Trimetazidine twice daily was given orally three days before
laparotomy in Group 4 and 5. Right ovaries were excised for histopathological and
biochemical examination. Ovaries were examined histopathologically under light
microscope for ischemia/ reperfusion damage; edema, vascular congestion,
hemorrhage, PMNL infiltration and follicular degeneration were evaluated and graded
(grade 0, 1, 2, 3) and levels of malondialdehyde (MDA), total antioxidant (TAS), total
oxidant (TOS) and oxidative stres index (OSI) were measured as biochemical
parameters.

Findings: When Group 5 was compared with Group 3, it was showed that the
initiation of trimetazidine causes a significant decrease in all histopathological
parameters except edema and follicular degeneration (p<0.05). Decrease in grades of
edema and follicular degeneration was not found to be significant (p>0.05).
Biochemically, it was showed that trimetazidine causes a decrease in levels of MDA,
TAS, TOS and OSI. Decreases in levels of MDA, TAS, TOS and OSI were not found
to be significant (p>0.05).

Result: Trimetazidine as an antioxidant agent was found to be effective on
preventing the damage of ischemia/reperfusion on ovaries of the rats.

Keywords: Trimetazidine, ischemia/reperfusion, TAS, TOS, MDA
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