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ONSOZ

Iskemi-reperfiizyon hasar1 miyokard infarktiisii, serebrovaskiiler infarkt, organ
transplantasyonlari, kardiyopulmoner resusitasyon, trombolitik tedavi ve hemorajik sok
gibi bir¢ok klinik durumda hala hastalar i¢in yiiksek morbidite ve mortalite
nedenidir.Calismamizda ratlarda olusturulan deneysel 60 dk pneumoperitonium modeli
sonrasi  overlerde olusan iskemi reperfuzyon (IR) hasarin  biyokimyasal,
histopatolojik,mikrovaskiiler boyutu degerlendirilmis , kontrol grubu ve bu hasarlarin
onlenmesinde preoperatif vit D kullanilan ¢aligma grubu ile karsilastirilmistir. Vit D nin
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OZET

Calismamizda ratlarda olusturulan deneysel 60 dk pneumoperitonium modeli
sonrast overlerde olusan iskemi reperfuzyon (IR) hasarin biyokimyasal, histopatolojik,
mikrovaskiiler boyutu degerlendirilmis, kontrol grubu ve bu hasarlarin 6nlenmesinde
preoperatif vit D kullanilan calisma grubu ile karsilastirilmistir. Calismamizda 24 aylik
gebe olmayan 200-250 gr agirhginda Sprague Dawley cinsi disi siganlar kullanildi.
Pneumoperitonium saglandiktan 60 dk sonra desuflasyon gerceklestirilmis ve 30dk
boyunca Intrabdominal basing (IAB) normalize edilmistir. Her biri 7 rattan olusan 3
calisgma grubu olusturulmustur. Reperfiizyon periyodunu takiben midline abdominal
insizyon uygulanarak overler vizualize edilmis, sag overde histopatolojik, sol overde
biyokimyasal olarak oksidatif stres markirlar iizerinden IR hasar degerlendirilmistir.
Histopatoloji olarak dokulardaki follikiiler dejenerasyon, vaskiiler konjesyon,
inflamasyon ,hemoraji ve 6dem degerlendirildi. Biyokimyasal olarak, apaptoz markiri
olan caspaz 3 ve DNA tamir mekanizmalarinin niikleotid eksizyon tamiri (NER)
kismindan sorumlu olan PCNA diizegi ve AMH diizegi degisiklikleri arastirildi. Dvit
uygulanan grup ile diger iki grup (sam ve iskemi-reperfiizyon ) arasinda anlamli fark

saptandi.

ANAHTAR KELIMELER

Iskemi reperfiizyon, AntiMiillerian hormon, Dezoksiriboniikleik asid, Niikleotid

eksizyon tamiri.
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ABSTRACT

In our study biochemical, histopatological, microvascular size of ischemic
reperfussion damage in overs was assessed after create experimental 60 min
pnemoperitonium model on the rats, compared with control group and study group
which used preoperative vit D for prevention of damages. 24 month nonpregnant 200-
250 gr of weight Sprague Dawley species famale rats were used. 60 min after provide
Pneumoperitonium desulfurization was realized and through 30 min IAB was
normalized. Each consist of 7 rats 3 study groups was formed. To make overs visualize
midline abdominal incision was performed following reperfusion period, IR damage
was assessed histopathological in right over, biochemical in left over over oxidative
stress markers. Follicular degeneration, vascular congestion, inflamation, hemorrhage
and edema was assessed histopatological in tissues. Apaptosis marker Caspaz 3 and
PCNA level which responsible of the part of nucleotid excision repair of DNA repair
mechanism and AMH level changes was investigated. There was significant differences
between the group which administer D vit. and other two groups (sham and ischemi

reperfussion )

KEY WORDS

Ischemi reperfusion, AntiMullerian hormon, deoxyribonucleic acid, nucleotide

excision repair.
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1.GIRIS

Iskemi-reperfiizyon hasar1; miyokard infarktiisii, serebrovaskiiler infarkt, organ
transplantasyonlari, kardiyopulmoner resiisitasyon, trombolitik tedavi ve hemorajik sok
gibi birgok klinik durumda halen hastalar icin yiikksek morbidite ve mortalite
nedenidir.Tez caligmasinda ratlarda olusturulan deneysel 60 dk pneumoperitonium
modeli sonrasi overlerde olusan iskemi reperfiizyon (IR) hasarin biyokimyasal,
histopatolojik, mikrovaskiiler boyutu degerlendirilmis kontrol grubu ve bu hasarlarin
Onlenmesinde preoperatif vit D kullanilan ¢alisma grubu ile karsilagtiriimisir.
Reperfuzyon periyodu takiben sham grupda (90 dk veres insersiyonu sonrasi ve
iskemi-reperfiizyon grubunda midline abdominal insizyon uygulanarak  overler
vizualize edilmis, sag overde histopatolojik, sol overde biyokimyasal olarak oksidatif

stres markirlari iizerinden IR hasar degerlendirilmistir.

2. LITERATUR OZETi
2.1 Over
2.1.1 Embriyolojisi

Embriyonik hayatin 7. haftasina kadar disi ve erkek embriyodaki gonadlar
morfolojik olarak aynidir. Primordiyal germ hiicreleri 4. haftada yolk sak duvarinda
belirir ve 5-6. haftalarda iirogenital kivrima go¢ ederler. Urogenital kivrimin
mezodermal (¢6lomik) epiteli gonadin epitelini ve stromasini olusturmak iizere prolifere
olur ve boliinen endodermal kdkenli germ hiicreleri bu prolifere epitel hiicreleri i¢ine
overi olusturmak {izere inkorpore olurlar.(1) 7 haftadan sonra primordiyal germ
hiicrelerinde mayoz boliinmeler gerceklesir ve etraflarin1 ¢olomik epitelyal hiicreler ile

mezonefrik hiicre artiklar sarar

2.1.2 Anatomisi

Overler ¢ift pelvik organlardir. Erigskinde overler ovoid sekilli olup yaklagik
olarak 3-5 x 1,5-3 x 0,6-1,5 cm ol¢iide ve 5-8 gr agirliktadir Uterusun her iki yaninda
lateral pelvik duvara yakin, broad ligamaninin arkasinda, rektumun 6niinde yer alirlar.

Her iki over anterior (hiler) yiiziinden iki katli periton kivrimiyla (mezoovaryum) broad



ligamanmin arka yiiziine asilidir. Ayn1 zamanda medial polden aymi taraf uterus
kornusuna uteroovaryan ligaman ile, lateral polden lateral pelvik duvara
infindibulopelvik ligaman ile baghidir Aortun bir dali olan ovaryan arter
infindibulopelvik ligaman {izerinden overin mezoovaryal smirinda uterin arterin
ovaryan dali ile anostomoz yapar ve buradan g¢ikan yaklagik 10 arterial dal ile over
hilusundan medullaya girer. 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. Overin lenfatikleri esas olarak follikiillerin teka
tabakalarindan koken alir.(1) Olgun follikiilin granuloza tabakasi lenfatiklerden
yoksunken 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 bobregin alt poli

hizasinda iist paraaortik lenf nodlarina drene olurlar

2.1.3 Histolojisi

Over morfolojik olarak korteks ve medulla olmak iizere iki kisma ayrilir.
Korteks, follikiilleri de igeren dis kismi aselliiler kollajen6z bag dokudan, i¢ kismu
fibroblastlar1 andiran siki yerlesimli igsi hiicrelerden olugsmus bir tabakadir. Medulla ise
daha gevsek formda mezenkimal dokudan olusan kan damarlari, sinirleri ve bunlari
cevreleyen epitelyum benzeri hiicreleri igeren tabakadir. Overin yiizey epiteli tiim overi

cevreleyen kismen psddostratifiye modifiye peritoneal hiicrelerden olusan bir tabakadir.

2.2. ISKEMi-REPERFUZYON HASARI
2.2.1 Iskemik Hasarimn Patofizyolojisi

Iskemi, dokunun oksijen ve yasam icin gerekli diger maddelere olan ihtiyaci ile
sunumu arasindaki dengesizlik halidir. Ayrica iskemi siirecinde, ortaya g¢ikan

metabolitlerin uzaklastirilmasinda da sorun meydana gelir



2.2.1.1 Akut hiicre zedelenmesinin nedenleri

Akut hiicre zedelenmesi, uyarana karst olusur ve hiicre morfolojisinde
degisimler meydana getirir. Iskemide aktive olan SOR (serbest oksijen radikali), lipid

peroksidasyonuna ve hiicre hasarlanmasina neden olur.

Geri Doniisiimlii Zedelenme

a. Hipoksi hiicre hasar1 ve 6liimiiniin en sik nedenlerinden biridir. Hipokside, hiicre ici
oksijen azligi nedeniyle aerobik solunum aksar ve mitokondrideki oksidatif
fosforilasyon engellenir. Adenozin trifosfat (ATP) iiretimi azalir ya da tamamen
sona erer. ATP kaybi sonucu ATPaz aktivitesi de azalir. Bu, hiicre zarinda aktif
sodyum pompasi yetersizligi ve beraberinde hiicre i¢inde sodyum birikimi sonucunu
dogurur. Hiicre i¢i potasyum disar1 atilir. Ardindan su hiicre i¢ine girer ve hiicresel
sisme meydana gelir. Hiicresel sismenin bir diger nedeni ise katabolitlerin birikimidir

b. Hiicre enerji metabolizmasi bu siireg icerisinde glikoza bagimli hale gelir. Glikojen
depolar1 hizla azalir. Glikoliz, laktik asit ve fosfat tiirevlerinin hidrolizi ile inorganik
fosfatlarin birikimine, bu ise hiicre i¢i pH’y1 diisiirerek asidoza neden olur.(2)

C. Sonrasinda graniillii endoplazmik retikulumdan ribozomlar ayrilir ve polizomlar
monozomlara pargalanarak protein sentezi azalir. Hipoksi devam ederse membran
gecirgenligi artar ve mitokondri fonksiyonlar1 yavaglar. Bu sirada mitokondriler
normal, hafif yogunlasmis ya da sismis, endoplazmik retikulum ise genislemis olarak
goriiliir. Sonucta hiicre belirgin bi¢cimde siser. Buraya kadar olan olaylar geri
donebilir degisikliklerdir. Iskemi bu andan sonra da devam ederse, geri déniisiimsiiz
hiicre zedelenmesi baglar. Hiicre hasarimin yapisal degisiklikleri, bazi kritik
biyokimyasal sistemlerin bozulmasindan sonra goriiniir hale gelir. Hiicre sismesi geri

doniistimlii bir hasardir ve dakikalar i¢inde goriilebilir

Geri Doniisiimsiiz Zedelenme

Geri doniisiimsiiz hiicre zedelenmesinde mitokondri ve kristalarda asir1
vakuolizasyon ile plazma zarinda asir1 zedelenme vardir. Hasarlanmis ve ileri derecede

gecirgenlesmis zarlardan hiicre i¢in gerekli yasamsal elemanlarin kayboldugu goriliir.



Hiicre i¢i pH’nin diismesi, lizozom zarlarinin zedelenmesi ve beraberinde enzimlerin
sitoplazmaya gecerek asit hidrolazlar1 aktiflemesi sonucu, cekirdek ve sitoplazma
yapilar1 sindirilir.Hiicre zedelenmesinde en Onemli basamak kuskusuz membran

zedelenmesidir. Hiicre membran zedelenmesinde alt1 neden suglanmaktadir.

Mitokondri fonksiyon bozuklugu,

Membran fosfolipidlerinin giderek artan kaybi,
Hiicre iskeletindeki degisimler,

SOR,

Lipid yikim iiriinleri,

2 e o

Hiicre i¢i aminoasitlerin kaybi.

2.1.2 Reperfiizyon Hasarinin Patofizyolojisi

Iskemi sonrasinda dokuda dolasimm yeniden baslamasi, reperfiizyon olarak
adlandirilmaktadir. iskemi sonucunda artan SOR kan akimi diizeldikten sonra
reperfiizyon zedelenmesine yol acar. Reperflizyon olusmazsa, oOldiiriicii iskemik
zedelenme gelisir fakat toksik SOR olusmaz. Reperfiizyon sirasinda iskemik alanda
toplanan notrofil ve trombositlerin aktivasyonu, hiicre i¢i Ca+2 birikimi ile
mikrovaskiiler hasarin dokudaki zedelenmenin nedeni oldugu bilinmektedir. Toksik
oksijen tiirevlerinin biiyiik 6l¢lide iskemik alanda toplanan polimorf niiveli 16kositler
tarafindan yapildig: diisliniilmektedir. Dokuya giden kan akiminin azalmasi ve oksijen
yetersizligi ile baglayan iskemik doku hasari, reperfiizyon saglandiginda hasarlanmis
dokularin  yeniden oksijenizasyonu ile artarak devam eder.(3) Hiicrelerdeki
mitokondriyel ATP {iretiminin azalmasi hiicre i¢i metabolizmanin anaerobik yone
kaymasina ve hiicre ici asidoza sebep olur. ATP bagimli Na-K iyon pompalarinin
yavaglamasi, hiicre i¢i hidrojen artisina yol agar. Artmis hidrojen yiikiinii dengelemek
icin ATP bagimli olmayan Na-Ca pompast intraseliiler kalsiyum miktarini artirir.
Artmis kalsiyum yiikii ise birgok sitozolik proteazi aktive eder. Hiicre i¢i proteaz
aktivasyonu ve reperflizyonla dokularin yeniden oksijenizasyonu ise sonugta hidroksil
radikali (OHe), siiperoksit radikali (O2¢—) ve hidrojen peroksit H202 gibi reaktif
oksijen tiirleri (ROS) ile peroksinitrit (ONOO-) gibi reaktif nitrojen tiirlerinin (RNS)

iretimine yol acan kritik biyokimyasal yolaklari hizlandirir. Ayrica artmis serbest



radikallerin neden oldugu inflamasyon, bdlgeye inflamatuar hiicrelerin toplanmasini
tetikler. Endotelyal hiicrelerle basta polimorf c¢ekirdekli l6kositler olmak iizere
inflamatuar hiicreler arasindaki etkilesimler, bir¢ok sitokinin salinmasina ve iskeminin
yol agtig1 hasarin reperfiizyonla genislemesine yol acar. Ksantin oksidaz, nitrik oksit
sentaz, mitokondrilerde bulunan elektron transport zinciri ve fagositlerdeki solunumsal
patlamadan sorumlu NADPH oksidaz, ROS ve RNS iiretiminden sorumlu baslica
mekanizmalardir. Sonucta olusan serbest radikaller hiicre membranlarindaki lipit
yapilar, hiicre i¢i yapisal ve fonksiyonel proteinler ve genetik materyal gibi énemli
makromolekiillere zarar vererek hiicre hasar1 veya dliimiine yol agarlar. Daha detayli
inceleyecek olursak Iskemi déneminde ATP iiretimi durdugu halde kullanimi devam
ettigi icin ATP’den AMP ve adenozin olusur.Adenozin, hizla hiicre disina difiize olur
ve inozin ve hipoksantine parcalanir. Dolayistyla, iskemi sonucu yiiksek enerjili fosfat
bilesiklerinin (ATP) yikimi, dokuda ksantin ve hipoksantin gibi piirin metabolitlerinin
birikimine ve ksantin dehidrojenazin (KDH) ksantinoksidaza (KO) doniisiimiine yol
acar. Normal sartlarda hipoksantin iirik aside metabolize olur ve bu reaksiyonda
elektron alici NAD+ (nikotinamid adenin diniikleotidin okside formu) dir. Ancak
hipoksi ya da iskemi nedeniyle KDH — KO’a doniistiigiinden hipoksantinin iirik aside
dontisimii KO tarafindan gergeklesir ve bu reaksiyonda ise elektron alict olarak

molekiiler oksijen kullanilir.

Iskemi sonucunda artan SOR kan akimi diizeldikten sonra reperfiizyon
zedelenmesine yol acar. Reperflizyon olugsmazsa, oldiiriicli iskemik zedelenme gelisir
fakat toksik SOR olusmaz. Reperfiizyon sirasinda iskemik alanda toplanan notrofil ve
trombositlerin aktivasyonu, hiicre i¢i Ca+2 birikimi ile mikrovaskiiler hasarin dokudaki

zedelenmenin nedeni oldugu bilinmektedir. (3)

Toksik oksijen tiirevlerinin biiyiik 6l¢iide iskemik alanda toplanan polimorf

niiveli 16kositler tarafindan yapildig: diistintilmektedir

Iskemi sonrasinda endotel ve hiicre zari fonksiyonlarmin bozulmasiyla hem
hiicre i¢cinde, hem de hiicre disinda 6dem goriiliir. Endotel hiicrelerinde sisme ile damar
dis1 bosluga sizan sivinin neden oldugu basi sonucu kapiller damar liimeni daralir ve
sonugta reperfiizyon olsa da mikrosirkiilasyonda ciddi yetersizlikler ortaya ¢ikar.

Reperfiizyon ile iskemide bozulmus mikrosirkiilasyonun tam olarak diizeltilememesine



“no-reflow olay1” denir. Dokuda ortaya ¢ikan édemin yan1 sira aktive olan nétrofil ve

trombositlerin kapiller dolasimda kalmalar1 bu tabloya katkida bulunmaktadir:

Serbest oksijen radikalleri:
Polimorf niiveli l6kositler (PMNL)
Kompleman sistemi

Endotel hiicreleri olmak iizere baslica dort faktér hasarin nedenleri arasinda yer

almaktadir.

1. Serbest radikaller

Serbest radikaller fizyolojik sartlarda ve dis etkenlere karsi organizmanin
savunmasinda da belirli oranda olusur ve i¢sel mekanizmalarla organizmaya olabilecek
zararli etkileri Onlenir. Biyolojik sistemlerde olusan serbest radikallerin endojen
kaynaklar1 oksijen, nitrik oksit(NO), uyarilmis nétrofil, mitokondriyal elektron transport
sistemi, endoplazmik retikulum, peroksizom ve plazma membrani olarak sayilabilir.
Solunan oksijenin% 95’inden fazlas1 mitokondrilerde ATP seklinde enerji olusumunda
kullanilirken, yaklasik %35 ’1 de son yoriingelerinde ortaklanmamais elektron igeren ve bu

ozellikleri nedeniyle de toksik serbest radikallere dontismektedir (4)

Stiperoksit radikali, oksijen molekiiliine bir elektron ilavesi ile olusur ve serbest
radikal hasarina kars1 koruyucu antioksidan bir enzim olan ve oksidan hasar olusumu ile
birlikte artan siiperoksit dismutaz (SOD) araciligi ile hidrojen peroksit (H202)’e

indirgenir.

2. Polimorf niiveli lokositler (PMNL)

Reperfiizyon hasarmi dnlemeye yonelik anti notrofil serumlarla ya da 16kosit
adhezyon molekiillerine karst monoklonal antikorlarla yapilan caligsmalar,
reperfiizyonda mikrovaskiiler permeabilitedeki artistan baglica noétrofillerin sorumlu
oldugunu géstermistir. I/R ile 16kosit aktivasyonu, kemotaksis ve 18kosit endotel hiicre

adhezyonu meydana gelir. Diger taraftan, PMNL yiliksek miktarda SOR {iretme



kapasitesine de sahiptir. Iskemi reperfiizyon hasarinda PMNL’in rolii ile ilgili bazi

mekanizmalar ileri stiriilmiistiir. Bunlar:

Mikrovaskiiler okliizyon;
SOR salinmasi;
Sitotoksik enzim salinmasi;

Vaskiiler permeabilite artist

o B~ w0 D

Sitokin salinmasinda artistir.

PMNL’lerin aktivasyon ve migrasyonlar1 endotel hiicrelerinde ve 16kositlerde
bulunan adhezyon molekiilleri araciligiyla olur. Selektinler olarak bilinen adhezyon

molekiillerinin

L, P ve E selektin olmak iizere bilinen ii¢ iiyesi vardir. /R, endoteldeki P-
selektin ekspresyonunu arttirtr.  Bu molekiil, PMNL’lerde bulunan P-selektin
glikoprotein 1 (PSGL-1) adli reseptorii ile etkileserek diisiik afiniteli 16kosit endotel
baglantisin1 olusturur (18kosit rolling). Ikinci asamada, Idkosit beta2 integrinler
(CD11a/CD18 ve CD11b/CD18) ile endoteldeki interseliiler adhezyon molekiilii 1
(ICAM-1) arasindaki etkilesim sonucunda

16kosit adhezyonu ve agregasyonu gelisir. Ugiincii asama ile, trombosit-endotel
hiicresi adhezyon molekiili 1 (PECAM-1) ile endotel hiicre baglantilar1 arasindaki
etkilesim 1ile lokosit transmigrasyonu gerceklesir. Aktive Idkositler damar disina

ulaginca hasar bolgesine dogru go¢ etmeye baslarlar (kemotaksis)

Notrofillerin dokuya gelebilmeleri icin gerekli kemotaktik maddeler arasinda
C3a ve interlokin-1 (IL-1), l6kotrien B4 (LT-B4), trombosit aktive edici faktér (PAF)
ve prostaglandin (PQG) tiirleri vardir. Aktif 16kositler niikleer transkripsiyon faktorlerinin
(NF-kB) aktivasyonuna ve tiimor nekrozis faktor (TNF-a) sentezine yol agar.
Lokositlerin tirettigi serbest radikallerle etkilesen bu maddeler, mast hiicrelerinden
selektin ve ICAM gibi adhezyon molekiillerini mobilize eden inflamatuar
mediyatorlerin salinmasii uyarirlar. Aktif notrofiller saliverdikleri maddelerle yol
actiklart hasarin yani sira, damar i¢inde olusturduklart hiicre topluluklar (agregatlar) ve
aktif trombositlerle birlikte damar endoteline yapisarak mikrovaskiiler tikanmaya da
neden olurlar.l1 Yapilan son c¢alismalarda; noétrofillerin  aktivasyon ve dokuya

infiltrasyon derecesi ile reperfiize dokudaki nekroz ve apoptozis



derecesi arasinda bir korelasyon oldugu bulunmustur. Programli hiicre oliimii
olarak bilinen apoptozisin gelismesi, normalde immiin sistemin ve viicut homeostazinin
vazgecilmez bir bilesenidir.17 Hiicresel 6liim yolagindaki diizensizlikler, iskemi-
reperflizyon hasarinin yani sira, kanser, otoimmiin hastaliklar, immiin sistem
bozukluklar1 ve norodejeneratif hastaliklara da yol acabilmektedir. Dokuda aktive
l6kositlerin baslattigi yanit su mekanizmalar ile gergeklestirilir: Fosfolipaz A2
aktivasyonu aragidonik asit metabolitleri (prostoglandinler ve I6kotrienler) sonucu
tiretilir. Degraniilasyon sonucu lizozomal enzimler salinir. SOR firetimi gerceklesir. Bu
tiriinler endotel hasar1 ve doku zedelenmesinin gii¢lii aracilaridir ve baslangigtaki
inflamatuar uyaranin etkisini giiclendirirler. Bazi durumlarda lizozomal enzimler hiicre
disina salinabilir. Hasar yapici etkeni ortadan kaldirmaya veya yogunlugunu azaltmaya
yonelik bu inflamatuar yanit sonucu, mikrovaskiiler permeabilite artisi, 6dem, tromboz
ve parankim hiicre oliimii de gergeklesir. Gorevini tamamlayan lokositler apoptotik
hiicre 6limiine ugrarlar ve makrofajlar araciligiyla lenfatik dolasim yoluyla ortamdan
uzaklastirilirlar. Iskemik dokunun reperfiizyonu, arteriyollerde endotel bagimli
dilatasyonun bozulmasina, kapillerlerde 16kosit tikaglarinin olugsmasma ve sivi
filtrasyonunun artmasina, post-kapiller veniillerde plazma proteinlerinin damar digina
sizmasina ve bdylece mikrovaskiiler fonksiyonun bozulmasina neden olur.
Reperflizyonun baslangic doneminde, mikrosirkiilasyonun tiim segmentlerinde aktive

edilmis endotel hiicrelerinden fazla miktarda O2 olusurken NO olusumu ise azalir.(4)

Siiperoksit radikali ile NO arasindaki dengenin bozulmasi, endotel hiicrelerinden
PAF, TNF-a gibi inflamatuar mediyatorlerin salinmasina ve 16kosit-endotel hiicre
adhezyonuna aracilik eden adhezyon molekiillerinin biyosentezinin artmasina neden
olur. Serbest radikallerin olusumunda ve I/R hasarinda 6nemli bir kaynak olan
notrofiller azurofilik graniillerinde oksidan etkili NADPH oksidaz, elastaz ve
miyeloperoksidaz ezimlerini igerirler. Bu enzimler oksidan doku hasarinda 6nemli roller
ustlenir; aktive notrofillerde ksantin-oksidaz’in artmasi ile SOR’un salinmasi “solunum
patlamas1” olayin1 meydana getirir. iskemi sonrasi reperfiizyonun baslamasr ile birlikte,
dokuya sunulan oksijenin yaklasik %70’it NADPH-bagimli oksidaz ile siiperoksit
iyonlarina oksitlenmektedir. Stiperoksit iyonu, ¢ogu kez spontan dismutasyonla hidrojen

perokside doniisiir. Hidrojen peroksit ise kloriir iyonlarinin varliginda miyeloperoksidaz



enzimi araciligi ile hipoklorik aside indirgenir. Hipoklorik asit gii¢lii bir oksidandir ve

birgok biyolojik molekiille kolayca reaksiyona girebilir.(5)

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
olmaktadir. Proteinazlarin etkisi ile damar duvarinda yapinin degisimi ve duvar

yapisinin gevsemesi ile notrofillerin dokuya gogii kolaylagir.

3. Komplemanin rolii

Iskemi reperfiizyon hasarinda kompleman sisteminin rolii tam olarak agikliga
kavusmamustir. Kompleman sisteminin  aktivasyonu sonunda proinflamatuar
komponentler olusur. Bunlar C3a, C5a, iC3b ve C5b-9’dur. C3a ve C5a
anaflatoksinlerdir ve l0kositleri aktive ederler. Lokosit aktivasyonu ve kemotaksisin
uyarilmasina ek olarak C5a, makrofaj inflamatuar protein (MIP)-2, MIP-1a, MIP-1b,
monosit kemoatraktan protein (MCP)- 1, TNF-a, IL-1 ve IL-6 iiretimini uyararak
inflamatuar yaniti amplifiye eder. Kompleman tarafindan sentezi uyarilan 16kosit

adhezyon molekiilleri sunlardir(6)
Vaskiiler hiicre adhezyon molekiilii 1 (VCAM-1)
Interseliiler adhezyon molekiilii 1 (ICAM-1)
E-selektin
P-selektin

C5b9 endotelde IL-1a, IL-8 ve MCP-1 salgisini uyararak 16kosit aktivasyonu ve
kemotaksisi arttirir. Ayn1 zamanda endotel bagimli vazodilatasyonu inhibe ederek ve

endotelde siklik guanozin monofosfat1 azaltarak vaskiiler tonusu bozar.

4. Endotel hiicresinin rolii

I/R hasarmin olusmasinda endotel hiicreleri dnemli role sahiptir. Oksidatif stres
endotel hiicrelerinin aktivasyonuna ve islevlerinin bozulmasina neden olur.

Endotelhiicreleri SOR i¢in potansiyel hedef konumundayken diger taraftan da SOR



tiretim kaynagidir. Endotel, mikrovaskiiler homeostazdan sorumlu olan endotelin (ET)’i
ve NO’yu iretir. NO arteriyel dolasimda ET’in vazokonstriktor etkisini tersine ¢evirme
egilimindedir. Venlerde ise bunun tersi séz konusudur. I/R hasarinda endotelin/ NO
orant endotelin lehine bozulur. Sonugta arteriyel vazokonstriksiyon, venlerde

vazodilatasyon olur.

Endotel hiicrelerinin oksidatif stresi sonucu kompleman aktive edilir; 16kosit

adhezyon molekiillerinin {iretimi artar.

SOR etkisi ile endotel hiicreleri hasara yanit olarak IL-1, PAF, prostaglandinler
(PG 12, PG E2), GM-CSF, biiylime faktorleri, endotelin, NO ve tromboksan A2 (TxA2)
salgilarlar. Aktive olan endotel hiicreleri ek olarak kendi bazal membranlarini sindiren
kollajenazlar salgilama yetenegindedir. Nitrik oksitlerin radikal olarak reaktivitesi
diisiiktiir, ancak metal iceren bilesikler ve radikaller ile biiyiik bir hizla tepkimeye
girerler. Ozellikle lipid radikallerle tepkimeye girmesi NO’ya antioksidan bir etki
kazandirir. (7)Fizyolojik derisimde iiretilen NO, esas olarak oksihemoglobin tarafindan
nitrata (NO3-) oksitlenerek aktivitesi sonlandirilir. Oksijen radikallerindeki durumun
aksine, nitrik oksidi ortamdan temizleyen herhangi bir 6zel enzim yoktur. Indiiklenebilir
nitrik oksit sentaz enziminin indiiksiyonu sirasinda NO derisiminin artmasi ile
oksidasyonu da hizlanir ve gesitli reaktif nitrojen oksit tiirleri olugur. Bu reaktif tiirler
NO’in dolayli etkilerinden sorumludur ve hiicresel molekiillerin nitrozilasyonuna,
nitrasyonuna, nitrozasyonuna yol agarak, proteinlerin ve enzimlerin aktivitelerinin

sonlanmasina neden olabilirler.(8)
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Tablol. Hiicre membran hasari

Tskemi

'

Hipoksi

ATP azalmasi "‘"'_'—;7

Sitoplazmada Ca™ azalmast

/ \ Endotel Lokosit
Fosfolipaz akt'wasyonu Proteaz aktivasyonu
]
Fosfolipid Fosfolzp1d pargalanmasl Huclc iskelet hasan 05, H;0,, OH artist

reacilasyonu/sentezi / (Hiicre sismesiyle) i
Lipid peroksidasyonu
Lipd
Fosfohpld L'lyb1 yikim munlen /

HUCRE MEMBRAN HASARI

3.ANTIiOKSIDANLAR

Organizmanin pro-oksidan/antioksidan dengesi saglikli bir yasam siirdiirebilmek
icin ¢ok onemlidir. SOR’larin olusumunu ve meydana getirdikleri hasarlar1 6nlemek ve
detoksifikasyonu saglamak {izere organizmay1 koruyan “antioksidan savunma sistemi”
dort yolla etki gostermektedir: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma, yok

etme, “siipiiriicii etki”. Antioksidan enzimler, kii¢iik molekiiller bu yolla etki gosterirler.

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

etkiye sahiptirler(9).

Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarim
engelleyici etki zincir kirict etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller “zincir

kiric1 etki” gosterirler.
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Serbest radikallerin olusturduklari hasarin onarilmasi seklinde “onarict etki”

gosterirler.

Endojen kaynakli veya eksojen kaynakli olan antioksidanlarin tanimlanmasinda

ve etkinliklerinin ortaya konmasinda I/R hasari modelleri 6nemli katk1 saglamistir.

Antioksidan 6zelligi 6ne siiriilmiis pek cok madde cesitli I/R modellerinde test

edilerek degerlendirilmistir.(10)

Tablo 2. Antioksidanlar

ENZIMLER YAGDA COZUNEN RADIKAL TUTUCULAR
Siiperoksid dismutaz E vitanuni

Katalaz B-karoten

Glutatvon peroksidaz Biliriibin

Glutatyon rediiktaz Ubigqunol

Glutatyon transferaz Flavonoidler

Glikoz 6 fosfat dehidrogenaz Melatonin

Sttokrom oksidaz

SUDA COZUNEN RADIKATL TUTUCULAR

METAL IYONLARI BAGLAYAN PROTEINLER

Indirgenmis glutatyon Ferritin

C vitamini (Askorbik asid) Transferrin
Urik asit Haptoglobin
Glukoz Hemopeksin
Sistein Seruloplazmin
Mukus Albumin
Taurin Laktoferrin
Sisteamin

4. D VITAMINININ ISKELET SiSTEMI DISI ETKILERI

Uzun zamandir ismi rikets ile birlikte anilan D vitamininin anti-proliferatif, pro-
diferansiyatif, proapoptotik ve immiinomodiilatér fonksiyonlar gibi kemik dokusu dis1
etkilerinin anlasilmasi bu hormonun farkli yonleri ile yeniden biiyiite¢ altina alinmasina
neden olmustur. D vitamininin reseptor diizeyindeki etkisi aktif D vitamini sayesinde
gerceklesir ve bu etki diger steroid hormonlarda oldugu gibi ya dogrudan olarak (saatler
veya glinler i¢inde ger¢eklesen) niikleer DVR {izerinden gen transkripsiyonunu regiile

ederek (genomik etki) ya da daha kisa siirede (dakikalar) ger¢eklesen hiicre membrani
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tizerindeki DVR {izerinden genellikle gecici olan iyonlarin Ca, kloriir (Cl) trans-
membran geg¢isini degistirerek veya hiicre i¢i sinyal yolak aktivitelerini (cAMP, PKA,
PLC, PI-3 kinaz ve MAP kinaz), aktive ederek gergeklestirmektedir (non-genomik etki).
D vitaminine ait yapilan gen ekspresyon calismalarinin hemen hepsi, aktif D
vitamininin dogrudan veya dolayli olarak total genomun % 0.8-5’ini regiile ettigini
vurgulamaktadir(11) Bu durum aktif D vitamininin hiicresel biiyiimenin diizenlenmesi,
DNA onarimi, diferansiasyon, apopitozis, membran transportu, hiicresel metabolizma,

adhezyon ve oksidatif stres gibi bir¢ok olayda gorev almasini agiklamaktadir(12)

D vitamininin hedef dokulardaki klasik olmayan etkilerini {i¢ grupta toplamak
miimkiindiir. Bunlar immiin fonksiyonlarin regiilasyonu, hiicresel proliferasyon ve

diferansiyasyonun regiilasyonu ve hormon sekresyonunun regiilasyonudur.

Immiin fonksiyonlarin diizenlenmesi D vitamini veya onun aktif metabolitlerinin
immiin fonksiyonlarin modiilasyonu iizerine olan etkileri yaklasik 25 yil Oncesine
uzanan ii¢ &nemli kesifle ayrntilandirilmaya baslamistir. Bunlar; (a) insan aktif
inflamatuar  hiicrelerde DVR’nin  varhigi; (b) Aktif D vitamininin T hiicre
proliferasyonunu inhibe etme yetenegi; (c)Aktive olan makrofajlarin 1-alfa hidroksilaz

ekspresyonu yolu ile aktif D vitamini tiretimini saglamasidir.

Aktif D vitamini; Th17 {izerine inhibitor etki yaparak otoimmiin hastaliklarin
kismen de olsa Onlenmesinde gorev aldigi yoniinde son zamanlarda yayinlar
bulunmaktadir. D vitamini eksikligi durumunda daha gii¢lii bir Thl cevabina bagh
olarak immiin yanit bozulur ve l6kosit kemotaksisi etkilenir. Sonu¢ olarak; aktif D
vitamininin kazanilmig immiiniteyi baskilamasi (a) dendritik hiicrelerin olgunlagmasinin
baskilanmas1 ve bodylece CD4 hiicrelerine antijen sunumunun azalmasi, (b) CD4
hiicrelerinin Th1 ve Th17 hiicrelerine diferansiyasyon ve proliferasyonunun inhibisyonu

ve Th2 ve Treg hiicrelerinin iretiminin artmasi yolu ile olmaktadir (12)

D vitamininin anti-neoplastik aktivitesi i¢inde bircok hiicre serisinde
gerceklesebilen proliferasyonun inhibisyonu ve diferansiyasyonun indiiksiyonu,
programlanmis hiicre Oliimiiniin indiikksiyonu’nun yani sira anjiyogenezis ve
invazivitenin inhibisyonu yer almaktadir. D vitamininin apopitozisi indiikledigi meme,
prostat ve kolon kanserleri gibi bir¢ok tliimdr modelinde gosterilmistir. Bununla birlikte

altta yatan mekanizma tam olarak aydinlanmis degildir. D vitamininin apopitotik hiicre
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6liimii izerine muhtemel etkisi ya dogrudan antiapopitotik hiicre proteini olan Bel 2’ nin
inhibisyonu yolu ile ya da “pro-apopitotik proteinleri *“ harekete gecirerek veya EGF,
PG, IGF, TNF-alfa ve beta-katenin gibi diger sinyal yolaklari ile etkilesime girerek
onlar1 bir sekilde etkisiz kilmasi ile gergeklesmektedir. (13, 14) D vitamininin tireme
organlari lizerine olan etkisi yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir. DVR null disi farelerde
uterin hipoplazi, ovarian follikiilogeneziste bozulma gelistigi, fertilitenin %75 oraninda
azaldig1 gosterilmistir. Fertilitedeki azalma hipokalsemi diizeltildikten sonra da devam
etmektedir. Bu durum D vitamininin fertilite izerine olan etkisinin dolayli olmaktan ¢ok
dogrudan oldugunu diisiindiirmektedir. Yine, hayvan c¢alismalarinda D vitamini
eksikliginin erkek sicanlarda azospermi, hipomobilite, testikiiler morfolojide bozulma
yaparak fertilitede azalmaya neden oldugu gosterilmistir. Bu farelerde LH ve FSH

diizeylerinin artmasi olayin gonadal oldugunu diisiindiirmektedir.(15)

5. MATERYAL ve YONTEM

Bu randomize kontrollii deneysel calisma Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurulu'nun 26/07/2016 tarihli, 2016 Tip 029 no’lu  protokol numarali projesi
kapsaminda Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim
Dali tarafindan planlandi ve uygulandi. Calismanin deney asamasi Aralik 2016-Ocak
2017 tarihleri arasinda Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Arastirma
Birimi’nde gergeklestirildi. Calismamizda Kobay Deney Hayvan Laboratuarindan elde
edilen 24 aylik gebe olmayan 200-250 gr agirliginda Sprague Dawley cinsi disi sicanlar
kullanildi. Denekler 22+1 oC 1sida, 12 saat karartilip 12 saat aydinlatilan ve %50-60
oraninda nemlendirilen bir ortamda tutuldular. Deney giiniine kadar sicanlarin

beslenmesinde standart pellet yem ile igme suyu kullanildi.

Giderler igin Ege Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri kapsaminda destek
saglandi. Deney sonunda ¢ikartilan dokularin histopatolojisi , dokuda AMH diizeyi Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali, dokudaki apaptoz
diizeyi, Caspas-3 ve PCNA (proliferating cell nuclear antigen)degerleri ise Ege

Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali tarafindan calisildi.
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5.1 Anestezi islemi

Ketamin ( Ketalar flakon 50 mg/ml, Eczacibasi Ilag ve Ticaret A.S. istanbul ) 50
mg/kg intraperitoneal dozunda siganlara uygulandi. Gerektiginde deneklerin anestezi
derinligini sabit tutmak ic¢in ketamin idamesi yar1 doz oraninda, refleks yanitlara

bakilarak tekrarlanda.

5.2.Yontem

Calismamizda ratlarda olusturulan deneysel 60 dk pneumoperitonium modeli
sonrast overlerde olusan iskemi reperfuzyon (IR) hasarin biyokimyasal, histopatolojik,
mikrovaskiiler boyutu degerlendirilen kontrol grubu ve bu hasarlarin 6nlenmesinde
preoperatif vit D kullanilan calisma grubu ile karsilastirildi. Pneumoperitonium 6ncesi
sicanlar standart cerrahi masaya immobilize edilmis, abdominal cilt temizligini takiben
%10 povidone iodin uygulamasiyla antisepsis yapilmistir. 18 G Abbocath kateter
ksifoidal bolgeden abdominal kaviteye yerlestirilerek insufflator tiipe baglanmig, CO2
insufflator cihazindan 12 mm Hg hiziyla CO2 insuflasyonu saglanmustir.
Pneumoperitonium saglandiktan 60 dk sonra desuffle gerceklestirilmis ve 30dk boyunca

IAB (intra abdominal basing) normalize edilmistir.
Her biri 7 rattan olusan 3 galisma grubu olusturulmustur. Bu gruplar;

1. Sham veres grup-pneumoperitonium olusturulmadan veres igne insersiyonu
gerceklestirilen grup

2. 60dk pneumoperitonium ve 30 dk reperfiizyon sonrasi sakrifiye edilen kontrol grup
(IR)

3. 30 dk islem oncesi oral 5001U/kg 1,25 vitD suplementasyonu uygulanmis 60dk

pneumoperitonium ve 30dk reperfiizyon sonrasi sakrifiye edilen (vitD) grup

Reperfiizyon periyodu takiben (sham grupta 90 dk veres insersiyonu sonrasi)
midline abdominal insizyon uygulanarak overler vizualize edildi, sag overde
histopatolojik, sol overde biyokimyasal olarak oksidatif stres markirlar: {izerinden IR

hasar degerlendirilmistir.

Anti-Miillerian hormon (AMH), ayni zamanda Miillerian inhibiting substance

(MIS)olarak da bilinir, aktivinler ve inhibinler gibi transforming growth faktor-3
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ailesine ait olan homodimerik glikoprotein bir hormondur. Genetik lokusu 19p13.3
kromozomu iizerinde, AMH reseptorii kromozom 12 {izerindedir. Josh tarafindan
1947°de testisten eksprese edildigi, erkek fetiiste fetal cinsiyet farklilasmasinda miiller
kanalinin regresyonundan sorumlu oldugu gosterildi. Kadinlarda ayricalikli olarak
AMH overde graniiloza hiicrelerinde exprese edilir ve primer follikiil formasyonunda

rol oynar.

AMH sentezi primer follikiilde baslar, gittik¢e artar ve maximum 4 mm olan

pre-antral ve antral follikiilde pik yapar.

Bu esikten sonra sentez azalir, follikiill 8 mm ¢apa ulastiginda da Olgiilemez
olacak kadar azalir, atreziye ugrayan follikiilde ve korpus luteumda AMH ekspresyonu
izlenmez. AMH follikiilogenezin 2 kritik diizenleyici asamasinda sentezlenir: baslangic
asamasinda ve follikiiler dominans segiminde Ilk asama baslangic secimi olup;
follikiiler primordial follikiil havuzdan segilir. Ikinci secim siklik se¢im olup; biiyiimek
icin segilen follikiiller perovulatuar déneme kadar gelisir. Ikinci se¢im dénemi her
reprodiiktif siklusta FSH diizeylerinin artisinin sonucudur. Sadece biiyiik preantral ve
kiigiik antral follikiiller FSH tarafindan atreziden kurtulacak kadar duyarlidir.
Calismamizda olusturulan deneysel pneumoperitonium iskemi reperfiizyon modelinde

plazmada AMH diizeyindeki degisiklikleri de arastirdik.

6. HISTOLOJi VE IMMUNOHISTOLOJi DEGERLENDIRME

Over doku ornekleri %10 Formaldehid solusyonunda hizli fiksasyon sonrasi
dehidrate edilerek parafine ilave edilmis, 4ukm kalinliginda doku kesitleri hazirlanarak
genel morfoloji baki i¢in haemotoksilin eozinle boyanmistir. 4ukm kalinliginda doku
kesitleri hazirlanarak genel morfoloji baki i¢in haemotoksilin eozinle boyanmuistir.
Kesitler Olimpus Bx51 mikroskopuna sabitlenmis Olimpus C-5050 dijital kamerayla
goriintiiye alindi.(Olympus Corp., Tokyo, Japan).

Follikiiler dejenerasyon grade follikiil sayimi1 ve intestisial ddem boyutuna gore

0-3 skorlama sistemi yapilarak degerlendirilmistir.

Skorlama sistemi: O-patolojik bulgu saptanmadi, 1-2-3 patolojik bulgu boyutu
<%33; % 33-66 ve >%66 oldugunda skorlandi.
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Apaptozis Caspaz 3 degerlerinin immunohistokimyasal olarak degerlendirilmesi

ile analiz edildi.

7. BIYOKIMYASAL ANALIZLER iCiN DOKU HAZIRLIGI

Sicanlarin deney sonunda Gtenazi esnasinda intrakardiyak yontemle elde edilen
kan ornekleri diiz tiiplere alindi. Tiipler 3000 rpm hizinda 10 dakika santrifiij edilerek
serumlar1 eppendorf tiiplerine konarak ayrildi. Ornekler calisilincaya kadar -70 °C’de
saklandi. Over dokulari cikartildiktan sonra , hemen -70 °C’de saklandi. IR hasarin
boyutunun biyokimyasal olarak degerlendirilmesi overlerin 150 Mm KCL da
homojenize edilmesi ve 5000pm /10 dk santrifiij sonrasi malondialdehid (MDA)
Glutation (GSH) Superoksiddismutaz (SOD) TAS (total antioksidan status) bakilmasi

ile gerceklestirimistir.

8. BULGULAR
8.1 Isik Mikroskopik Bulgular

Kontrol grubunda ovaryum ince fibr6z bag dokudan olusan bir kapsiil ile
cevrelenmisti. Ust kismida germinal epitel kiibik sekilli hiicrelerden olusmaktayd.
Bazal membran diizgiin ve diizenli olarak gozlenmekte, kapsiilden parankima igine
uzanan ince bag dokusu bantlar1 diizgiin olarak izlenmekteydi. Kortekste ovaryum
dokusu igerisinde primordiyal follikiiller, ¢esitli ¢caplarda primer, sekonder ve tersiyer
follikiiller yer almaktaydi. Follikiillerde bulunan oosit ve ona ait zona pellusida diizenli
ve normal gortiniimdeydi. Follikiillerin etrafinda bulunan graniiloza hiicreleri poligonal,
eozinofilik sitoplazmali olup c¢ekirdekleri kromatinden zengin ve yuvarlakti. Stroma
icinde follikiiller arasinda yerlesmis interstisyel hiicreler bulunmaktaydi. Vaskiiler

yapilar normal olarak gdzlendi.
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Resim 1. Sham kontrol grubuna ait HE boyamasi. TF-Tersiyer Follikul

Kontrol gurubu ile kiyasladigimizda, iskemi-reperflizyon grubunda ozellikle
kortekste follikiillerin ¢evresinde yogun olmak fiizere korteks ve medullada yogun
PMNL infiltrasyonu gozlenmistir. Konjesyon ve hemorajik alanlarin, hem korteks hem
de medullada ¢ok yogun oldugu, Corpus luteum alanlarinda diger tiim gruplara oranla

kiiciilme oldugu ve follikiillerde dejenerasyon oldugu gézlemlendi.

Resim 2. 1 Iskemi-reperfiizyon grubu
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8.2. D Vitamini Suplementasyonu Uygulanmis Dvit Grubu

Bu grupta follikiillerde ve interstisyel alanda daha az hasar dikkati cekti.
Interstisyel alanda 6dem, diffiiz hemaroji ve vaskiiler dilatasyonda iskemi-reperfiizyon

grubuna gore azalma, inflamatuar seri hiicrelerinin bulundugu ancak iskemi grubuna

gore daha az oldugu gozlendi

Resim 3. D vit grubu

9. ISTATISTIK SONUCLAR
9.1. Biyokimyasal Sonuglar

Calismamizdaki biyokimyasal analizlerin toplu sonuglari1 Tablo 1’de verilmistir.
Plazma AMH sonuglar1 degerlendirildiginde Grup 2’de olciilen AMH diizeyleri Grup
I’e gore anlamli diistiktii (p=0.035). Grup 3’te ol¢iillen AMH diizeyleri Grup 2’ye gore
daha yiliksek olmasina karsin anlamli fark bulunmadi (p=0.07). Bu sonuglara gore
calismamizda uygulanan IR modelinin plazma AMH diizeylerinde anlaml1 bir azalmaya
neden oldugunu ve IR uygulamasindan 6nce D vit verilmesinin over kaynakli AMH

salinimina olumlu etkisinin oldugunu desteklemektedir.
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Over dokularinda olgiilen lipid peroksidasyonu belirteci MDA diizeyleri
degerlendirildiginde Grup 2 MDA diizeyinin Grup 1’e gore anlaml yiiksek oldugu
saptand1 (p=0.006)

D vit verilen Grup 3’te 6lclilen MDA diizeyleri Grup 2 ile kiyaslandiginda ise
anlamli diizeyde azaldig1 goriildii 88 (p=0.033).

Bu sonuglar IR modelinin overlerde anlamli diizeyde oksidatif strese ve doku
hasarma yol a¢tigini; IR modeli 6ncesi D vit verilmesinin  gelisebilecek hasari

azaltabilecegini gostermektedir.

Over dokularinda dlgililen total antioksidan kapasite (TAK) sonuglar
degerlendirildiginde ; Grup 2’nin TAK diizeyinin Grup 1’e gore anlaml disiik oldugu
(p=0.012) gozlendi. D vit verilen Grup 3te elde edilen TAK diizeyleri Grup 2 ile
kiyaslandiginda ise anlamli diizeyde yliksek oldugu goriildii ( p=0.0001). Bu sonuglar
IR modelinin overlerde antioksidan kapasiteyi anlamli 6l¢iide azalttigini, IR Oncesinde
D vit verilmesinin antioksidan kapasite iizerine olumlu etkilerinin olabilecegini

gostermektedir.

Over dokularinda 6l¢iilen SOD enzim aktiviteleri degerlendirildiginde Grup 2’de
Ol¢iilen enzim aktivitesinin Grupl’e gore anlamh diisiik oldugu (p=0.004). IR 6ncesi D
vit verilen Grup 3 de ise bu diismenin anlaml diizeyde azaldig1 gorildii (p=0.033). Bu
sonuclar IR modelinin over dokusunda 6nemli bir antioksidan enzim olan SOD
aktivitesini anlaml diizeyde azalttigini, D vit verilmesinin ise SOD aktivitesini kisa ve

uzun dénemde korudugunu desteklemektedir

Tablo 3. Plazma ve over dokusunda dlgiilen biyokimyasal belirtecler

Plazma AMH | Over MDA | Over TAC | Over SOD

(ng/mL) (M) (UM) (U/mL)
Grup 1 (Sham) 2.09+0.14 | 152.6 +11.03 | 210.37+15.25 | 1.77 + 0.03

1.45+021 |332.54+44.51 | 147.50+9.48 | 1.260.11

Grup 2 (IR) _ _ -

(p=0.035) (p=0.006) (p=0.012) (p=0.004)

Grup 3 (Dvit+ IR | 1.67+0.08 | 181.78+29.29 | 231 17+7 | 1.640.07
+ 48 saat) (p=0.07) (p=0.033). | (p=0.0001) | (p=0.033).
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9.2. Histopatoloji Sonuclar

Histopatoloji olarak dokulardaki follikiiler dejenerasyon, vaskiiler — konjesyon,
inflamasyon, hemoraji ve 6dem degerlendirildi. Follikiiler dejenerasyon grade follikiil
sayimi ve interstisyel 6dem  boyutuna gore 0-3  skorlama sistemi yapilarak

degerlendirdi. Skorlama sistemi:

0-patolojik bulgu saptanmadi , 1-2-3 patolojik bulgu boyutu <%33; % 33-66 ve

>%66 oldugunda skorlandi. Histopatoloji bulgular gruplar arasi farkliliklar gostermistir.
9.2.1. Follikular Dejenerasyon

Tablo 4:.Follikular degenerasyon diizeylerinin grublararast dagilimi

Test Std test _ o
- statistic St Error statistic S1g. Adj.sig

Sham-D vit -8.583 5730 -1.498 ,134 1,000
Sham-iskemi 23.250 5.730 -4,058 0,000 ,001
Dvit-Iskemi 14.667 5.7300 2.560 0,010 1.57

Bulgular ortalama+SD olarak belirtildi. *p< 0.05 Follikiiler dejenerasyon
degerlerini inceledigimizde Sham ve IR gruplari arasinda anlamli fark oldugu (p<0.05)

1zlenmistir.
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9.2.2 Vaskiiler Konjesyon

Tablo 5.Vaskiiler konjesyon degerinin gruplar arasi dagilimi. Sham ve iskemi

reperfiizyon grubu arasindaki anlamli fark saptanmistir.

Test Std test i o
- statistic | O ETOT | satistic Sig. Adj sig

Sham-D vit 14.833 5.765 -2.573 0.10 151
Sham-iskemi -20.583 5.765 -3570 0.000 0.005
Dvit-Iskemi 5.750 5.765 ,997 ,319 1,000
9.2.3 inflamasyon

Tablo 6. inflamasyon degerinin gruplar aras1 dagilimi

Test Std test . .

Sham-D vit -7.250 5.829 -1.244 214 1.000
Sham-iskemi -23.500 5.829 -4.032 ,000 0.001
Dvit-Iskemi -1.667 5.829 -2.86 175 1.000

Bulgular ortalama+SD olarak belirtildi. *p< 0.05

Sham ve iskemi reperfiizyon grubu arasindaki anlamli fark saptanmistir.
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9.2.4 Odem

Tablo 7. Odem degerinin gruplar aras1 dagilimi

- st;lrtei):;[ic Std.Error ;ﬁltsilsé Sig. Adj.sig
Sham-D vit -10.833 5.686 -1.905 ,057 ,851
Sham-iskemi -19.000 5.686 -3.342 .001 012
Dvit-iskemi 8.167 5.686 1.436 ,151 .000

Bulgular ortalama +SD olarak belirtildi. *p< 0.05

Sham ve iskemi reperfiizyon grubu arasindaki anlamli fark saptanmustir.

Sonuglar1 toplu halde degerlendirecek olursak, sham grupda ovarian stroma,
kortekste her iig tip follikiiliin (primer,sekonder,tersiyer) medullada kapiller damarlarin
goriintiilenmesiyle normal ovarian morfolojinin korundugu izlenmistir. Iskemi
Reperfiizyon grubundaki over kesitlerinde sham grubu ile kiyaslandiginda yiiksek
(p < 0.0001) Vit D

suplementasyonu ovarian dejeneratif degisiklikleri, histoloji hasar boyutunu azalttig:

boyutta  follikiiler dejenerasyon ve Odem izlenmistir.

1zlenmistir.

Tablo 8. Tiim parametrelerin karsilikli degerlendirilmesi

Grup 1 Sham Grup 2 I-R. Grup 3vitD

Foll. dejenerasyon 0.33 £0.21 25 £ 0.34 1.17+0.16
P=0,134 P=0,000 P=0,010

Vaskiiler konjesyon 0.33 £0.21 2.33 £0.33 1.83+£0.30
P=0,10 P=0,000 P=0,319

Inflamasyon 0.33 £0.21 2.67+£0.21 1.17+0.16
P=214 P=0,000 P=,775

Odem 0,33 +0.21 2.17 +0.30 1.5 +0.22
P=0,57 P=0,01 P=,151
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10. APAPTOZiS MARKIRLARI

10.1. Caspaz 3

Olusturulan iskemi-reperfiizyon hasar modelinde apaptoz markir1 olan caspaz 3
ve DNA tamir mekanizmalarinin niikleotid eksizyon tamiri (NER) kismindan sorumlu

olan PCNA diizeylerini ve bu hasarin 6nlenmesinde Vit D etkinligini arastirdik.

Tablo 9. Caspaz- 3 degerinin gruplar arasi dagilimi

o0, 0

20,0

0,0

G0, 0

95% Cl Caspas3

50,0

40,0

30,0

T T
Sham Isk D0

Caspaz 3 immunreaktivitesinin, her mikroskobik sahada boyanan hiicre saymin
azligm iskemi modelinde hasarli hiicre sayindaki fazlalik ve caspaz 3 degerlerinin
zamana gore degisik aktivite gostermesi ile izah edilebilir. vit D suplementasyonu
yapilan grupda caspaz 3 degerlerindeki farklilik gostermesi vit D nin takviyesi yapilan

grupta iskemi reperfiizyon grubuna gore daha az hiicre hasar1 olustugunun gostergesidir.
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1 2 3
Resim 4. Caspaz 3 ile boyanan hiicrelerin gruplar arasi gosterdikleri farkliliklar:

l.iskemi grubu  2.vit D grubu 3.sham grubu

10.2 PCNA

Oksidatif stres DNA hasarina neden olan endojen faktorlere aittir. DNA

tizerideki hatali bolgeler li¢ genel mekanizma ile diizeltilir.

1. Hatali eslesmenin tamiri
2. Baz c¢ikarimi-niikleotid eksizyon tamiri (NER)
3. Niikleotid ¢ikarimi

Niikleotid eksizyon tamiri mekanizmasinin evrelerinden olan bosluk
doldurulmasi ve ligasyon fazinda PCNA rol oynar. Dolayisiyla, bu enzim DNA

oksidatif hasarinin gostergesi olarak da 6nemlidir

Calismamizda ratlarda olusturulan deneysel oksidatif stres modelinde PCNA

degerlerini de aragtirdik. Gruplar aras1 anlamli farkliliklar saptandi.
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Resim 5. PCNA degerinin gruplara gore dagilimi

1.Sham grubu  2.Iskemi reperfiizyon grubu

PCNA degerlerini grafik olarak gosterecek olursak,

3.Dvit grubu

Mean 95% Confidence Inferval
Dependent Variable  {I) Grup (J) Grup Difference {I-J) | Std. Emor Sig. Lower Bound | Upper Bound
PCNA Sham Isk -26,3333‘ 14214 ,000 -30,657 -22.010
DVt 0 -a,aes?‘ 14214 ,000 -12,990 -4.343
Isk Sham 26,3333 14214 ,0o0 22010 30,657
D-vit 0 1?,65&?‘ 14214 ,0o0 13,343 21,990
D-Vit 0 Sham H,Eﬁﬁ?‘ 14214 ,000 4343 12,990
Isk -1?,856?‘ 14214 ,000 -21,980 -13,343

PCNA degerleri iskemi grubunda sham ve vit D grubuna gore anlamli diizeyde

yiiksek bulunmustur (p<0.005) vit D uygulanan gruptaki oksidatif stres hasar gostergesi

olarak degerlendirilen PCNA degerlerin iskemi grubu ile kiyaslandiginda anlamli

diizeyde diisiik bulunmasi vit D nin oksidatif hasarda koruyucu etkisini olabilecegini

gostermektedir. Sematik olarak gosterecek olursak:
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Tablo 10. PCNA degerinin gruplar iizerine dagilim semast
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11.TARTISMA

Laparoskopi acik cerrahiye gore minimal invaziv bir teknik oldugu
diisiniilmesine  ragmen  olusturulan  pneumoperitonium  (PP) bagh  gelisen
intraabdominal basing (IAB) artiglarinin &zellikle abdominal organlarda hipoperfiizyona
neden olabildigi gerek deneysel gerekse klinik calismalarla ortaya konulmustur.
Overdeki iskemi reperfiizyonun uzun déonem etkilerini arastiran ilk calisma Taskin ve

ark. tarafindan yapilmigstir.

Calismamizda 12 mm Hg ile olusturulan pneumoperitonium modelindeki over
iskemi-reperfuzyon hasari tartisilmistir. Diger ¢alismalardan farkli olarak biz
olusturulan deneysel iskemi modelinde Vit D nin oksidatif stresteki protektif etkisini

biyokimyasal ve histoloji parametreler {izerinden arastirdik.

Laporoskopik cerrahinin avantaji hastanede kalis ve rehabilitasyon siiresinin
kisaligi, gilincel aktivitelere erken baslanmasi, kozmetik 1iyi sonuglarin olmasi,

postoperatif komplikasyonlarin ve morbidite —azligidir. Normal IAP (10-15 mm
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Hg)normal fizyoloji portal sistem basincindan (7-10 mm Hg )yiiksektir. Bu sebepten
intraabdominal basing artig1 abdominal organ ve sistemlerde perflizyon bozukluguna

neden olmaktadir.

Bu donemde biyokimyasal oksidatif stres parametreleri, sitokin diizeyi ve
histopatoloji hasar diizeyi elektron mikroskopu ile arastirilmistir. Gegen yillarda
pneumoperitonium esnasinda olusan IR hasarm solid intraabdominal organlar iizerine
olan oksidatif hasar c¢esitli insan ve hayvan calismalarinda arastirilmistir. Bir tek
oksidatif stres parametrelerinin  bakildigi  diger c¢alismalardan farkli olarak,
calismamizda iskemi reperfiizyon donemde olusan oksidatif hasarin doku AMH diizeyi
tizerine olan etkisi de aragtirilmis, Vit D suplementasyonunun etkinligi aragtirilmistir. Vit

D uygulanan grupta AMH degerleri arasinda anlaml farkliliklar izlenmistir.(17)

Dokuya giden kan akiminin azalmasi ve oksijen yetersizligi ile baglayan iskemik
doku hasari, reperflizyon saglandiginda hasarlanmis dokularin yeniden oksijenizasyonu
ile artarak devam eder. iskemi sonucunda artan SOR kan akimi diizeldikten sonra
reperfiizyon zedelenmesine yol agar. Reperfiizyon sirasinda iskemik alanda toplanan
notrofil ve trombositlerin aktivasyonu, hiicre i¢i Ca+2 birikimi ile mikrovaskiiler
hasarin dokudaki zedelenmenin nedeni oldugu bilinmektedir. Toksik oksijen
tiirevlerinin biiyiik 6l¢iide iskemik alanda toplanan polimorf niiveli 16kositler tarafindan
yapildig1 diisiiniilmektedir. Iskemi sonrasinda endotel ve hiicre zar1 fonksiyonlarinin
bozulmasiyla hem hiicre i¢inde, hem de hiicre disinda 6dem goriiliir. Endotel
hiicrelerinde sisme ile damar disi1 bosluga sizan sivinin neden oldugu basi sonucu
kapiller damar liimeni daralir ve sonugta reperflizyon olsa da mikrosirkiilasyonda ciddi
yetersizlikler ortaya ¢ikar.(18) Reperfiizyon ile iskemide bozulmus mikrosirkiilasyonun
tam olarak diizeltilememesine “no-reflow olay1” denir. Dokuda ortaya ¢ikan 6demin
yant sira aktive olan nétrofil ve trombositlerin kapiller dolasimda kalmalar1 bu tabloya
katkida bulunmaktadir. Bu yanit, multipl organ disfonksiyon sendromunun 6zelligi olan
16kosit bagimli mikrovaskiiler hasara yol agar. Doku ve plazmada MDA,SOD,XO
(ksantin oksidaz),NO artis1 bu hasar1 olusturmaktadir. Xingwei ve ark. ¢alismalarinda
pneumoperitonium esnasinda 3. saatte 1L6, TNF, MDA, SOD, iFABP (intestinal fatty
acid binding protein) diizeylerinde artisin multisistem doku hasarina neden oldugunu

gostermislerdir.(19)
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Giiven ve ark. pneumoperitonium esnasinda oksijen serbest radikallerinin lipid
peroksidasyonu yoluyla olusturduklar hiicresel hasarin ara iiriinii olan malondialdehid
(MDA) degerlerinin yiikseldigini gostermsler.Calismamizdaki oksidatif stres markir
degerleri onceki c¢alismalarla uyumludur. Ovaryan torsiyon modelinin laporoskopik
iskemi modeline gore daha destriiktif olmasi degerler arasi kantitatif farkin nedeni

olarak izah edilebilir.

Nesek-Adam ve ark. pneumoperitonium esnasinda olusan IR hasarda TAK total
antioksidan kapasitenin azaldigin1 gostermisler. Biler A. Yiicebilgin S.ve ark. yapmis
oldugu c¢alismada da oksidatif stres markirlarindaki sonuglara benzer sonuglar

alinmistir.

Calismamizda SOD ve TAK deger dagilimi gruplar aras farliliklar gdstermis, IR
grubunda antioksidan enzimler TAK ve SOD’un azaldigi, vit D uygulanan grupla

kiyaslaninca anlamli diizeyde diisiik oldugu izlenmistir

Glantzounis ve ark. da laparoskopik cerrahinin ,pneumoperitoniumun  serbest
oksidatif radikallerini, oksidatif stres markirlarin1  yiikselttigini ,bunun ise total
antioksidan kapasiteni azalttigin1 gostermistir. Giiven ve ark. bu parametreleri kontrol
grubu ve normal intraabdominal basing olan pneumoperitonium grubu ile kiyaslamistir.
Histoloji skorlarin ¢alisma grubunda yiiksek oldugu gdsterilmistir. Mevcut ¢alisma ve
onceki arastirmalar normal intraabdominal basing altinda bile overler de dahil olmak
tizere diger solid organlarda sitokin yolaklarinin aktivasyonu, inflamatuar yanitin
gerceklesmesi ile IR hasarin oldugunu gostermistir. Bizim calismamizda vit D

suplementasyonu yapilmis grupta histoloji skorlamada farkliliklar izlenmistir.(20)

Kiray ve ark. pneumoperitonium esnasinda  over yiizey  epitelindeki
degisiklikleri elektron mikroskobunda incelemistir. Diger ¢alismalardan farkli olarak
onlar over yiizey epitelindeki reversibl hasar1 vit E suplementasyonu yapilan grupta
azaltigim1 gostermisgler. Ozmen ve ark. sadece intraabdominal basing artisinin bile
iskemiyi, serbest radikal olusumunu, proinflamatuar sitokin artigin1 sagladigini , apaptoz

ve diger yolaklarla (TNF, IL-1, IL-6 artis1 ) hiicre hasarini olusturdugunu gostermistir.

Uzun zamandir ismi rikets ile birlikte anilan D vitamininin anti-proliferatif, pro-
diferansiyatif, proapoptotik ve immiinomodiilator fonksiyonlar gibi kemik dokusu dis1

etkilerinin anlasilmasi bu hormonun farkli yonleri ile yeniden biiyiite¢ altina alinmasina
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neden olmustur. Bir¢ok ¢alisma, vit D’nin kalpte, mide epiteli tizerinde ve ince barsakta
iIskemi-reperfiizyon hasarna karst koruyucu oldugunu gostermistir. Yau ve ark. rat
miyokard dokusunda VDR (vitamin D reseptor) ekspresyonunu, bu reseptoriin endojen
ve ekzojen aktivasyonunun miyokard infartiisiinde infarkt alanmmi kigilttigiini
miyokard fonksiyonlarmi iyilestirdigini, endoplazmatik retikulumda CCAAT
(enhancer-binding protein  homologous protein) ve caspas -12 ekspresyon
aktivasyonunu, mitokondriyal yanmay: (mitokondriyal cytochrome C ve caspas 9
aktivasyonunu azaltmakla) ve kardiomiyosit apaptozisini azalttigin1 gostermistir. Bunun
disinda VDR aktivasyonunun miyokardiyal iskemik  reperflizyonda  autofag
disfonksiyonunu azalttig1, metallotionin bagimli oksidatif stres mekanizmalarini inhibe

etttigi gosterilmistir.

Bunu disinda Goncalves ve ark.calismalarinda vitamin D eksikliginin akut
bobrek iskemisinden sonra kronik bobrek hastaliklarini progresyonunu gostermistir.
Uberti ve ark.vit D’nin gastrik epitel hiicrelerinde iskemik hasari Onledigini
gostermisler. Biz kendi c¢alismamizda ratlarda olusturdugumuz laporoskopik
pneumoperitonium modelinde overlerde iskemi-reperfiizyon hasarin boyutunu histolojik
ve biyokimyasal markirlarla gosterdik. Iskemik —reperfiizyon hasarin énlenmesinde vit

D etkinligini arastirdik.

Calismamizda elde ettigimiz veriler 1s18inda vit D uygulanan grupta oksidatif

hasar boyutunun daha diisiik oldugunu izledik.

12. SONUCLAR VE ONERILER

Iskemi ve reperfiizyon hasari trombolitik tedavi, organ nakli, koroner anjioplasti
kardiyopulmoner bypass gibi c¢esitli tibbi ve cerrahi girisimler sirasinda goriilen
potansiyel olarak ciddi bir sorundur. Iskemi ve reperfiizyon hasarinda temel
patofizyoloji, iskemik dokularin reperflizyonu sonrasi gelisen mikrovaskiiler
disfonksiyondur. Bu durum kendini arteriyollerde endotel bagimli dilatasyonda
bozulma, kapillerlerde siv1 filtrasyonunda ve 16kosit tikanmasinda artma ve postkapiller
veniillerde 10kositlerde sikisma ve plazma protein ekstravazasyonu seklinde
gostermektedir. Mikrosirkiilasyondaki aktive endotel hiicreleri reperfiizyon sonrasi ilk

donemde daha fazla oksijen radikali, ancak daha az nitrik oksid iiretmektedir. Endotel
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hiicrelerindeki siiperoksid ile nitrik oksid arasindaki dengesizlik inflamatuvar
mediyatorlerin (trombosit aktive edici faktdr, tiimor nekroz faktorii gibi) tiretim ve
salimimina yol agmakta ve lokosit-endotel hiicre adhezyonuna aracilik eden adhezyon
molekiillerinin biyosentezini arttirmaktadir. Reperfiizyon sonucunda salinan inflamatuar
mediyatorlerin baslangictaki iskemik hasara maruz kalmamis uzak organlardaki endotel
hiicrelerini de aktive ettigi goriinmektedir. Iskemi ve reperfiizyona kars1 verilen bu uzak
yanit, multipl organ disfonksiyon sendromunun 6zelligi olan I6kosit bagimli

mikrovaskiiler hasara yol agabilir.

Bu ¢alismada ratlarda olusturulan laparoskopik pneumoperitonium modelinde
overlerde olusturulan iskemik-reperfiizyon model iizerinde IR hasar biyokimyasal,
histopatolojik parametrelerle ve over follikiiler rezerv parametresi olan AMH degerleri
ile gosterildi ve vit D’nin etkinligi arastirildi. Vit D nin overde iskemi/reperfiizyonun
neden oldugu hasarin biyokimyasal ve histopatolojik parametreleri kisa donemde bile
diizelttigi gosterilmistir. Bununla birlikte altta yatan mekanizma tam olarak aydinlanmis
olmamakla beraber D vitamininin overlerde bulunan VDR aktivasyonu ile iskemi-
reperfiizyon hasara karsi protektif etkisini apoptotik hiicre 6liimii {izerine muhtemel
etkisi ya dogrudan antiapopitotik hiicre proteini olan Bcl 2’nin inhibisyonu yolu ile ya
da “pro-apopitotik proteinleri “ harekete gegirerek veya EGF, PG, IGF, TNF-alfa ve
beta-katenin gibi diger sinyal yolaklari ile etkilesime girerek onlar1 bir sekilde etkisiz
kilmasi ile gergeklestirdigi diisiiniilmektedir. Klinikte gorillen over IR hasarinin
onlenmesi fertilizasyonun korunmasinin saglanmasi agisindan énemlidir. Vit D’nin bu
etkisi sadece laporoskopik pneumoperitonium modelinde degil, overin direkt ya da
indirekt olarak oksidatif strese maruz kaldigi durumlarda da -radyoterapi veya

kemoterapi oncesi- kullanilabilir.

Vit D’nin insan overindeki etkilerini gostermek icin daha ileri ¢aligmalara

ithtiyag vardir.
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