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1. OZET

AMAC: Ratlarda sol overde deneysel olarak olusturdugumuz ovaryan iskemi-
reperflizyon hasari tizerine, antioksidan kullantminin etkisinin incelenmesi.

GEREC VE YONTEM: Kirk iki adet eriskin Wistar Albino cinsi disi rat, estrus
fazinda prospektif, rastgele, tek kor 6 gruba ayrildi. Grup I. Sham grubu (n=7).
Sadece sol over dokusu ve kan ornekleri alinan grup. Grup II: Iskemi grubu (n=7).
Sol overe 60 dakika iskemi uygulanan grup. Grup III: Iskemi-reperfiizyon grubu
(n=7). Sol overde 60 dakika iskemi ve 60 dakika reperflizyon uygulanan grup. Grup
IV, V, VI'ya ise iskeminin 45. dakikasinda sirasiyla PGE1 25 mcg/kg/im, melatonin
20 mg/kg/im, vitamin E 500 mg/kg/im uygulandi. Sol overin %50’si histopatolojik
inceleme igin ayrilirken, geri kalam doku pargasi malondialdehit dizeyleri igin
ayrildi. Tum ratlarda biyokimyasal incelemeler (malondialdehit, glutatyon
peroksidaz ve siiperoksit dismutaz) igin, Vena Cava inferiordan kan ornekleri alindi.
Istatistiksel yontem olarak Kruskall Wallis varyans analizinde p<0.05 bulunan
parametrelere, Mann Whitney U testi ile gruplar arasi ikili kargilagtirmalar yapildi ve
p<0.02 anlaml kabul edildi.

Doku histopatolojisi ile diger parametreler arasinda Spearman bagint1 analizi yapildi
(r, p, n).

BULGULAR: Iskemi-Reperfiizyon grubunda over histopatolojisi, doku MDA
diizeyleri ve biyokimyasal incelemeler (glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz,
malonildialdehit diizeyleri) en olumsuz etkilenen grup olarak tespit edildi (p<0.02,
Mann Whitney U testi). Yaptig1 zarar iskemi grubuna gore anlamlh olarak fazla idi
(p<0.02, Mann Whitney U testi). Antioksidanlar iginde en etkili ilag sirasiyla

melatonin, PGE1 ve Vit E bulundu.



Spearman bagint1 analizinde over histopatolojisi ile siiperoksit dismutaz arasinda (-)
bagint1 (r=-0.8, p=0.000, n=42), doku/plazma Malonildialdehit diizeyi arasinda (+)
bagmti  (r=+0.7/+0.6, p=0.000, n=42), glutatyon peroksidaz arasinda (-) bagnti
(r=-0.5, p=0.000, n=42) saptandi.

SONUC: Over iskemi-reperfiizyon hasarinda antioksidanlarin, 6zellikle melatoninin
kullanimi overdeki hasari azaltabilir.

ANAHTAR KELIMELER: iskemi-Reperfiizyon hasari, Antioksidan kullanimu,

Over.



2.ABSTRACT

OBJECTIVE: The purpose of this study is to asses the effect of antioxidants
on the damage of rats ovary created by ishaemia-reperfusion that is experimentally
made.

MATERIAL-METHODS: Fourty-two female wistard- albino rats at eostrus
phase randomly seperated in the six groups. This study is prospectively, one side
blinded study. Groupl: Sham gruop (n=7) only left ovary tissue sample and blood
sample were taken. Group 2: Ischaemia group (n=7) At this group ishaemia is
applied to the left ovary for 60 minutes. Group 3: Ishaemia- reperfusion group(n=7).
At this group both ischaemia and reperfusion applied to the left ovary for 60
minutes. Group 4,5,6 are exposed to PgEl 25 mcg/kg, 1.m; melathonin 20 mg/kg/
1.m; vitamine E 500 mg/kg/1.m at the fourtyfifth minute of the ishaemia.

The fifty percent of the left ovary is researched histopathologically; the rest is
used for the malondialdehyde level tissue. Blood samples of all rats are taken from
inferior vena cava for biochemical parametersqtMDA, GPx,SOD)

FINDINGS: At the ishaemia- reperfusion group ovary histopathology, tissue
MDA levels and blood chemical parameters (MDA, GPx, SOD) are negatively
effected (p<0.02 Mann Whitney U test). The damage is much more at this group than
ishaemia group and this is statistically meaningfull (p<0.02 Mann Whitney U test).
The effect of antioxsidantss are as follows: melathonin, PgE1, Vitamine E.

There is negative correlation between ovary histopathology and superoxide
dismutase.(r= -0.8, p=0.000, n=42). Positive correlation between tissue and plasma
MDA levels and over histopathology and also negative correlation between over
histopathology and glutathion peroxidase( r=-0.5, p=0.000, n=42) levels according to

Spearman’s analysis.



RESULTS: The antioxidant medication especially melathonin usage may
decrease the ovary damage at ishaemia-reperfusion injury.

KEY WORDS: ischaemia-reperfusion injury, antioxidants, ovary



3. GIRIS:

Iskemi, organa gelen kan akiminin yetersizligi veya dokunun bozulmus
perflizyonu olup, uzayan iskemide hiicrelerin bitiinliigii kaybolur ve hiicresel olim
meydana gelir. Buna iskemik doku hasari denir. Reperfiizyon ise, dokunun kan
akimmnin yeniden baslamasi olup, o6zellikle dokuya gelip yerlesen nétrofiller
tarafindan salinan serberst oksijen radikalleri (SOR) dokudaki iskemik hasar1 artiric
etki yapar. Buna reperflizyona bagl doku hasari denir( 18). Sonucta dokuda iskemi-
reperflizyon hasari ortaya gikar.

Overlerdeki iskemi-reperfiizyon hasarinin incelenmesi, ozellikle iki konu
agisindan 6nemlidir:

I: Adneks torsiyonu

IT:Over transplantasyonu ve kriyoprezervasyonu .

I: Adneks Torsiyonu:

Adneks torsiyonu, yaygin olmamasina ragmen kadinlardaki cerrahi acillerin
%3’unt olugturur. Adneks torsiyonunun tamsi oldukga zordur. Acil tani ve tedavi
hem adneksiyal yapilarin hem de fertilitenin korunmasini saglayabilir (39).

Adneksiyal torsiyon; overi, fallop tiipiinii veya her ikisini igerebilir. Torsiyon
olgularinin %18’ini normal tiip ve overler olusturur. Hastalarin yaklasik yarisinda
torsiyon bir adneksiyal neoplazma ile iligkilidir. Genellikle iligkili neoplazmalar
benign olmasina ragmen, postmenopozal kadinlarda malign timérler rapor
edilmigtir. En yaygin neoplazma, dermoid kist olmasina ragmen paraovaryan
kistlerin torsiyon riski goreceli olarak fazladir. Adneksiyal torsiyon aym zamanda

ovaryan hiperstimulasyon sendromunda da goriilebilir (39,76,53).



Adneks torsiyonu ovaryan pedikiil etrafinda overin veya fallop tiipiniin
rotasyonu ile meydana gelir. Ilk olarak venoz ve lenfatik obstriiksiyon olusur. Bunun
sonucunda 6dem gelisir ve over boyutlari artar. Eger arteryel obstriiksiyon olusursa
overlerde iskemi olusur. Sonugta overler nekrotik ve gangrene hale gelir (58).

Adneks torsiyonunun tedavisinde overleri iskemi-reperfiizyon hasarindan
koruma son zamanlarda galigmalarin ilgi odagi olmustur. Iskemi sonrasi dénemde
reperflizyon doéneminde overlerde polimorfoniikleer lokositler, serbest radikaller
(siiperoksit anyon ve hidroksil radikalleri) birikir(82).

Geleneksel olarak adneksiyal torsiyona yaklagim, pedikiili detorsiyone
etmeden yapinin eksizyonudur. Torsiyone pedikiilden emboli atmasi, nekrozun klinik
olarak degerlendirilememesi cerrahi bir problemdir (58). Ancak, birgok arastirmaci
yaymladiklari raporlarda pedikiili basarili bir gekilde detorsiyone edip adneksiyal
yapty1 korumustur (58,52,11).

II: Over transplantasyonu ve kriyoprezervasyonu:

Cocukluk doénemi, adolesan ve eriskin donem kanserlerinin tam ve
tedavisindeki hizli gelismeler, kanserli premenopozal kadinlarin hayat kalitesini
etkilemektedir. Bu kadinlarin biiyiik bir kismi, kemoterapi veya radyoterapi sonrasi
ovaryan hasar nedeniyle prematiir menopoza girer (23). Prematiir menopoz gelisen
kizlarda ve etkilenen geng kadinlarda tek tedavi, hayat boyu 6strojen-progesteron
verilmesidir. Boylece, ostrojen eksiklik semptomlarinin ve kardiyovaskiiler hastalik
riskinin giderilmesi ile hayat kalitesi yiikseltilir ve pubertal gelisim saglamir (14).

Hipotalamo-pitiitier aksin normal oldugu, otoimmiin hastaligin olmadig
olgularda otolog over transplantasyonu siirekli ilag alimina gore teorik olarak daha

etkili, uygun bir segenektir. Bu basit operasyon steroid hormon sekresyonunun,

6



ovulasyonun normal olmasim saglayabilir. Giiniimiizde bir ¢ok over transplantasyon
modeli gelistirilmigtir (14, 27, 55, 57, 31).

Bu hastalarda baska bir yontem de oosit, embryo veya over dokusunun
toplanmasi ve kriyoprezerve edilerek saklanmasidir. Boylece hiicrelerin biyolojik
ritmi korunur. Aym zamanda kriyoprezervasyon, in vitro fertilizasyon (IVF)
programlarinda embriyo fazinda veya proniikleit fazindaki fertilize oositlerde yaygin
olarak kullanilir (23).

Gerek taze, dondurulmamis over greftlerinde gerekse kriyoprezerve over
dokularinda primordiyal folikillerin %25-30’u greftleme sonrasi kayba ugrar. Bu
folikul kaybi iskemi-reperflizyon hasari sonucu olusan lipid peroksidasyonu ve diger
serbest radikallere baglanabilir. Bu problem, kan damarlarinin anastomozuyla iskemi
peryodu kisaltilarak veya transplantasyon oncesi allopurinol ve antioksidanlar
kullanilarak en aza indirilebilir (27, 55, 57).

AMAC: Ratlarda sol overde deneysel olarak olusturdugumuz ovaryan
iskemi-reperfiizyon hasari tizerine antioksidan kullaniminin etkisinin incelenmesi.

3.1: ISKEMI VE REPERFUZYON HASARI:

Iskemi; organa gelen kan akiminin yetersizligi veya dokunun bozulmus
perflizyonu olup, uzayan iskemi de hiicrelerin biitiinliigii kaybolmakta ve hiicresel 6liim
meydana gelmektedir. Iskeminin siiresine ve siddetine bagli olarak iki tiirlii hiicresel
zedelenme ortaya gikar.

I: Geri Dontislii zedelenme

II: Geri Dontigsiiz Zedelenme

I:Geri Doniiglii zedelenme:

Hipoksinin ilk zarar verdigi yer, hiicrenin aerobik solunumudur.

Mitokondriyumdaki oksidatif fosforilasyonu engeller. Adenozin trifosfat (ATP)



olusumu yavaslar ve durur, ATP kaybi hiicre iginde gesitli sistemleri yaygin olarak
etkiler. Ozellikle hiicre zarimin quabain duyarl adenozin trifosfat aktivitesinin azalmas
zarda aktif sodyum pompasinin yetersizligine yol agarak hiicre i¢i sodyum birikmi ve
hiicreden potasyumun disari atilimina yol agar. Solid materyalin birikimine izoozmotik
su birikimi eslik ederek akut hiicresel sigme olusur (18).

Iskeminin ilk dakikalarinda agiri stimiile olan glikolitik yol, ortamda sitrat,
laktat, NADH birikimi ve doku asidozunun gelismesiyle inhibe olur. iskemik dokuda
var olan oksijen ise oksidatif fosforilasyonu desteklemek igin yetersiz kalir ve glikolizis
sonucu olusan piruvatin Krebs siklusuna degilde laktata doniisii gerceklesir. Boylece
glikojenden ATP olusumu ile hiicre enerji kaynaklari korunur. Glikojenin hizla azaldig:
histolojik olarak periyodik asit-schiff (PAS) ile boyamada goriilebilir. Glikoliz, laktik
asit ve fosfat tiirevlerinden hidroliz sonucu olusan inorganik fosfat birikimine neden
olur. Sonugta hiicre i¢i pH’y1 diisiiriir.

Sonraki safha graniilli endoplazmik retikulumlardan ribozomlarin ayrilmasi ve
polizomlarin monozomlara pargalanmasidir. Eger hipoksi devam ederse, zar
gegirgenligi artar ve mitokondriyon fonksiyonlart azalir. Hiicre vyiizeyinde
tomurcuklanmalar olusur. Stoplazmada ya da diginda organel zarlari gibi plazmadan
koken alan konsantrik laminali myelin sekiller gorilir. Bu sirada mitokondriyonlar
normal, sigmis ya da yogunlagmstir, endoplasmik retikulum genislemis ve tiim hiicre
belirgin olarak sigmistir.

Yukardaki bozukluklarin tiimii oksijen verilince geri doniislidiir. Buna ragmen
eger iskemi siirerse, geri doniigsiiz zedelenme olusur (18).

II:Geri Déniissiiz Zedelenme:

Geri doniigsiiz zedelenme yapisal olarak mitokondriyon ve kristalarinda asiri

vakuolizasyon; plazma zarinda asiri zedelenme; lizozomlarlarda sisme: ozellikle



iskemik alan yeniden beslenirse hiicre ig¢ine yogun kalsiyum tutulumu ile birliktedir.
Amorf kalsiyumdan zengin yapilar mitokondriyon matriksinde gelisir. Miyokardiyumda
geri donigsiiz zedelenmelerin bu erken bulgulari 30-40 dk sonra goriilebilir. Proteinler,
temel koenzimler, ribonikleik asitler asiri gegirgen zarlardan sirekli kaybedilir.
Hucreler, hicre i¢i yiiksek enerjili fosfatin yapiminda kullanilacak ATP’nin yeniden
olusumu igin yasamsal 6nemi olan metabolitlerini de kaybederler. pH’nin diigmesi
lizozom zarlarinin zedelenmesiyle enzimlerinin sitoplazmaya gegerek asit hidrolazlarin
aktiflesmesiyle stoplazmik ve gekirdek yapilarin sindirimine yol agar.

Hucre olumiini izleyerek, hiicre organelleri devamli pargalanir ve hiicresel
enzimler hiicre digi mesafeye sizarlar. Sonugta 6lii hiicreler myelin olusumlar ve
fosfolipidden olusan biiyiik kitlelere doniisiirler. Bunlar daha sonra diger hiicreler
tarafindan fagosite edilirler veya yag asitlerine pargalamirlar. Bu yag asitlerinin
kalsifikasyonuyla kalsiyum sabunlari olusur (18).

Hiicre igine kalsiyum girisiyle kalsiyumdaki net artig hiicrenin iyonik dengesini
bozar. Bundan sonra kalsiyum mitokondri igine sizmaya baglar. Mitokondrinin
kalsiyumla yiiklenmesi ATP uretimi i¢in olmayip, kalsiyumun varligiyla proteazlar ve
fosfolipazlar aktive olur. Fosfolipazlarin aktivasyonu, serbest yag asidi ve
lizofosfolipidlerin salinimina bagli olarak hiicre membraninda toksik etkiler olusur. Bu
etkilerin yaninda arasidonik asit metabolizmasi baslatilarak, reperfiizyon esnasinda
sitotoksik triinler ve radikal tiirevleri iiretilir. Proteazlarin aktivasyonu, hiicre iskeletinin
pargalanmasina neden olur. Enzim sisteminde degismeler meydana gelirken yine
reperflizyon esnasinda SOR’min olusumu gergeklesir ve hatta artar. Boylece iskemi
esnasinda olusan bir gok olay reperflizyon esnasinda olusacak olan hasarlara zemin
hazirlar. McCord (2,47) tarafindan yapilan bir ¢ok calismada, iskemi sirasinda olusan

hasarlarin reperflizyon hasarlari igin baglangig teskil ettigi saptanmigtir.
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Sekil-1:Iskemik zedelenmedeki olaylar dizisi.

Deneysel caligmalar, reperflizyonun akut fazi esnasinda onceki iskemik doku

uzerine ek bir hasar yiikledigini gostermistir. Reperfiizyon hasari olarak bilinen bu

ardigik olaylar; intraseliiler enzimlerin salinimini potansiyalize eder, Ca'®’un hiicre igine

girigi, sarkolemmal fosfolipitlerin bozunumu ve hiicre membranlarinin dagilmasi; biitiin

bunlar tek bagina veya kombine olarak sonunda hiicre oliimiiyle sonuglanir. Bu

degisiklikler, iskemi sirasinda degil de, daha ¢ok reperfiizyon esnasinda meydana

geldiginden “reperfiizyon hasari” olarak bilinir(8).

hiicre nekrozu ve hemoraji. iskemiye maruz kalan her organda reperfizyon hasari

Reperflizyon hasarinin bilinen en az ii¢ bileseni mevcuttur; mikrovaskiiler hasar,

olusup, iskemi esnasinda biyokimyasal olaylarin olusumuyla kendini gosterir ve sonugta

stiperoksit anyonu (O, "), hipoklorik asit (HOCI) ve hidrojen peroksit (H,0,) gibi reaktif
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oksijen metabolitleri yaninda Ca'? artar ve sarkolemmal fosfolipitlerin kayb meydana
gelir (2,89).

Reperflizyon hasarinda en onemli rolii polimorfoniikleer lokositler oynar.
Iskemik dokuya gelen ve yerlesen poliformoniikleer hiicreler bir¢ok yoldan etki ederek
iskemik dokuyu yok ederler. Polimorfoniikleer hiicreler, endotel lokosit adezyon
molekiili (ELAM-1), interselliller adezyon molekillii (ICAM-1), vaskiiler hiicre
adezyon molekiilii (VCAM-1), L-selectin gibi adezyon molekiillerine tutunarak iskemik
dokuya yerlesirler (37,38). Bu hucreler, iskemik dokuyu hem oksidatif (oksijen
radikalleri ile) hem de nonoksidatif yolla tahrip ederler. Notrofil graniilleri vaskiiler
yaralanmaya neden olabilen birgok hidrolik enzim ve antimikrobiyal polipeptid
igerir(37). Iskemik dokudaki polimorfoniikleer hiicre bagimli yikimda, ayrica fosfolipaz
urtinleri (37,38), tromboksan—A2, prostoglandin E2, lokotrien C4, D4, B4 (51), PAF
trretilir. Bunlar da gesitli yollardan doku hasarimi artirir (90).

Retikiiloendotelyal sistem hiicreleri tim dokularda bulunan lokal makrofaj
sistemi olup; karacigerdeki kuppfer hiicresi, bobrekteki mezensimal hiicreler, dendritik
hiicreler, beyindeki mikrogliyalar bu grubun tiyeleri olup dokudaki mikroorganizmalara
karst ilk harekete gegen savunma hiicreleridir. Bunlar bulunduklar1 organa gelen zararli
maddeleri fagosite ederek, lizozomal enzimleri ile lizise ugratirlar. Ancak doku iskemisi
sirasinda bu hiicrelerde de pargalanma ortaya ¢ikar. Ortama salinan lizozomal enzimler,
kendi dokusunu lizise ugratir. Bu durum, iskemik hasari daha da artirir. Paller ve
arkadaglar1 renal iskemi oncesi anti-notrofil serumu verilerek nétrofilleri tiiketilen
ratlarda ve kontrol grubunda iskemi reperflizyon hasari tizerinde calismislar, her iki
grupta renal hasar orani agisindan bir fark olmadigimi bildirmislerdir. Boylece, renal
dokudaki retikiiloendotelyal sistem hiicreleri olan mezengial/glomeriiler epitel

hticrelerinin serbest oksijen radikallerinin kaynag olabilecegini ileri siirmiislerdir (61).
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Nukleik asit ytkiminda hiz kisitlayict bir enzim olan ksantin oksidaz, tim
pirinlerin terminal oksidasyonunu katalizler. Ilk basamak ATP’nin yikim ve tiiketilme
islemi olup, bu da hipoksantin tarafindan indirgenir. Normalde hipoksantin, ksantin
dehidrogenaz enzimi tarafindan okside edilir. Ksantin NAD"i kullanarak NAD "nin
NADH’a dontisiimiinii saglayarak oksidasyon iglemini gergeklestirir (47).

Iskemik dokuda siiper oksit radikalinin ana kaynaginin ksantin oksidaz oldugu
ileri suriilmekte, hipoksantinin ve ksantinin oksidasyonu esnasinda, siiperoksit radikali
ve H20; olugmaktadir. Bu goriise gore; iskemik dokuda iskemi ve reperfiizyon sonrasi
olusan vaskiiler permeabilite artmakta ve mukozal lezyonlar bir ksantin oksidaz

inhibitorii olan allopurinol kullanilarak inhibe edilmektedir (2).

Hipoksantin —» Ksantin ——w Ksantin Olsidaz ——w Urik Asit + O:?
Oy

Reaktif oksijen radikalleri ve lipid peroksitler overlerde de yapilmaktadir.
Ovulasyon ve luteoliz igin gerekli olan eikazanoidlerin sentezi, enzimatik olarak
diizenlenen lipid peroksidasyonu ve reaktif oksijen radikallerinin iiretilmesiyle
gergeklestirilir. Ek olarak superoksit radikali, regrese olan luteal doku membranlari
ve intakt olan over tarafindan uretilir. Prostaglandin F2c, luteinize rat overinde, hizla
hidrojen peroksit tretimini stimiile eder ve hidrojen peroksid, ovaryan hiicrelerde
antigonadotropik ve anti streoidojenik etkiler gosterir. Bu bulgular, bize hidrojen
peroksidin overdeki siklusda énemli bir rol oynadigini gosterir (4).

Overdeki reaktif oksijenlerin olusum mekanizmas: ve hiicresel kokenleri
bilinmemektedir. Lokosit infiltrasyonu, ovulasyon ve luteal regresyonda
gosterilmistir. Makrofajlar ve 6teki 16kositler hiicre hasarina ve dliimiine neden olan

serbest radikalleri tretirler. Endotelyal hiicreler, ksantian oksidazin aktivasyonuyla



olusan oksijen radikallerinin potansiyel bir kaynagidir. Ovaryan parankimal hiicreler
ise tiroid bezinde oldugu gibi, 6nemli bir hidrojen peroksit kaynagidir (32).

Reaktif oksijen radikallerine kargt korunma, katalaz, stiiperoksitdismutaz
(SOD), glutatyon peroksidaz gibi enzim sistemleri, antioksidan vitaminlerin
verilmesi ve molekiiler onarim ile saglanabilir. Katalaz ve superoksit dismutazin her
ikisi de overde vardir ve hormonlarla kontrol edilir (4).

3.2: Overlerde iskemi-reperfiizyon.

Gunimiizde overlerdeki iskemi-reperfiizyon hasari iki konuda Onemlidir:

I. Adneks torsiyonu

2. Over transplantasyonu.

3.2.1: Adneks Torsiyonu.

Kadinlarda akut abdominal agrinin nedenleri arasinda pelvik inflamatuar
hastalik, ektopik gebelik, endometrioma, corpus luteum kisti riiptiiri veya hemorajisi
ve adneksiyal yapilarin torsiyonu yer almaktadir (39). Yaygin olmamasina ragmen
adneksiyal torsiyon kadinlardaki cerahi acillerin %3’ iinii olusturmaktadir.
Adneksiyal torsiyonun tanisi olduk¢a zordur. Acil tani ve tedavi, hem adneksiyal
yapilarin hem de fertilitenin korunmasini saglayabilir (39).

Adneksiyal torsiyon overi, fallop tiipiinii veya her ikisini igerebilir. Torsiyon
olgularinin %18’ini normal tiip ve overler olusturur. Hastalarin yaklasik yarisinda
torsiyon bir adneksiyal neoplazm ile iliskilidir (39). Genellikle iliskili neoplazmalar
benign olmasina ragmen, postmenopozal kadinlarda  malign timérler rapor
edilmigtir (76). En yaygin neoplazm dermoid kist olmasina ragmen paraovaryan
kistlerin torsiyon riski goreceli olarak fazladir. Adneksiyal torsiyon ayni zamanda

ovaryan hiperstimulasyon sendromu ile iliskili olabilir (53).

13



Adneksiyal torsiyonun klinik bulgulari nonspesifiktir. Bir ¢ok olguda agri,
subfebril ates, orta derecede lokositoz, bulant1 ve kusma vardir. Agr1 baslangicta akut
olabilecegi gibi aktivite veya pozisyon degisikligi ile baglantili olabilir. Hastanin
takibinde nekroz gelisirse yiiksek ates ve belirgin 16kositoz goriilebilir. Abdominal
muayenede rijidite, spazm, hassasiyet, palpasyonda tek tarafli agri olabilir. Pelvik
muayenede, genellikle unilateral adneksiyal hassasiyet ve palpe edilebilen kitle
mevcuttur.

Torsiyon nadiren yalmz fallop tiipiinii icerir. Downer ve Brines tarafindan
yapilan bir ¢aligmada normal tuba ve overin olduk¢a mobil oldugu ve 90 derece
rotasyonu semptomsuz olarak yapabilecegi bildirilmistir (76). Tubal torsiyon mobil
hidrosalpinksde oldugu gibi agir ve non-adherent tubalarda daha sik olusur.

Torsiyon, normal veya patolojik adnekslerden birini igerebilir. Ya over tek
veya tuba over her ikisi torsiyone olabilir. Parsiyel veya komplet; akut veya kronik;
geri doniisiimsuz veya aralikli olabilir ve siklikla dogru tani konmasi ¢ok zordur.

3.2.1.a. HASTALIGIN SEYRIi:

Baglangigta venéz ve lenfatik sirkiilasyon bozulur. Odem ve ovaryan
genigleme yapar. Venoz veya arteriyel trombozis meydana gelene kadar, naturel
perfizyonun hizla restorasyonu organin revitalize olmasina ve iyilesmesine izin
verebilir.

Eger torsiyon devam ederse, tam konulup tedavi edilemezse, l6kositoz ile
birlikte subfebril ates tabloya eklenir. Eritrosit sedimentasyon hizi normal olabilir.
Torsiyone organin nekrozu ve enfeksiyonu l6kositoz ve yiiksek atesle birliktedir.

Komplet torsiyon, venoz ve lenfatik obstiiksiyondan hizla arteryel okliizyona
dogru ilerleyebilir. Iskemik ve nekrotik organ, mavi veya siyah renk alabilir. Eger

hala tedavi edilmemisse, enfeksiyon gelisip peritonite yol agabilir. Bu durum oldukga
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oldurtcudir. Eger torsiyon, spontan detorsiyon ile birlikte, parsiyel ve aralikli ise
semptomlar daha hafiftir ve zaman iginde tekrarlayabilir. Genglerde normal adneksde
nekroz meydana gelmisse, torsiyone adneks absorbe olabilir. Unilateral adneksiyal
yokluk hayatin daha ileri bir doneminde farkedilebilir ve herhangi bir tiriner sistem
anomalisi eslik etmez. Alternatif olarak kalsifiye olabilir ve daha ge¢ bir donemde
tan1 konulabilir (24).

Torsiyonun devam etmesi sonucu, venéz akimin daha sonra da arteriyel
akimin durmastyla organ koyu mavi veya siyah renk alir. Eger, arteriyel sirkiilasyon
olmaksizin ven6z basincin artmasi sonucu siiperfisiyal adneksiyal venler riiptiire
olursa, hemoperitoneum gelisebilir. Hemoperitoneum siddetliyse, hastalarda pozitif
Cullen belirtisi, sag omuz agrisi, abdominal distansiyon ve intestinal atoni
gozlenebilir (24). Intermittan veya parsiyel torsiyon kist duvarimin bir kisminda
dejenerasyonu provake edebilir. Boylece over diger pelvik organlara yapisabilir ve
bazen over parazitik olabilir (56).

3.2.1.b.TORSIYONUN TANISI :

Genellikle oykiide ani ve keskin, bazen de pozisyonla degisen agri vardir.
Eger adneksiyal organlarda torsiyon tanisi hemen konulabilir ve tedavi edilirse,
fonksiyonlart korunabilir. Eger cerrah yitksek bir siiphe tagtyorsa, kolayca
uygulanabilen ultrasonografi, giinimiizde popiiler olan, nispeten giivenli diagnostik
laparoskopi erken tani ve tedaviyi saglayabilir (97).

Pek ¢ok hasta agrinin baslamasindan itibaren 48 saat icinde goriiliir ve
olgularin 2/3’sinde erken donemde bulant ve kusma vardir. Agri, akut veya komplet
torsiyonda sabit bir semptomdur. Komplet torsiyon baslangicinda agr1 birden, keskin
ve kolik benzeridir. Oysa intermittan torsiyonda agri, birka¢ giin ile birkag ay

arasinda degigen ataklar halinde periyodik olabilir. Primer agr1 genellikle pelvistedir
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ancak iliak fossada da olabilir. Gluteal bolgeye dogru veya T10 dan inerve olan alan
boyunca yayilabilir.

Ates ve nabiz, torsiyonun ilerlemesi siiresince normal veya hafif yiiksektir.
Akut apandisit veya PIDnin aksine, hizla ve daha fazla yiikselme gozlenir.

Batin muayenesinde, alt kadran palpasyonunda rijidite, rebound ve unilateral
agn gozlenir. Eger kitle bilyiikse, abdominal muayenede palpe edilebilir. Parsiyel
torsiyonda daha az abdominal hassasiyet vardir ve kitle daha kolay palpe edilebilir.

Pelvik muayenede unilateral adneksiyal biiyiime ve unilateral hassasiyet
vardir. Douglas boslugunun hassasiyeti daha azdir ve endometriyozis veya ektopik
gebelikten ayrilmasina yardim eder.

Arteriyel okliizyon ortaya ¢iktiginda infeksiyon eklenirse, siddetli agri, ates
yikselmesi, titreme gelisebilir. Muayenede rebound hassasiyet bulunabilir.

Ancak, torsiyonun klinik semptomlar1 nonspesifiktir. Hemen tam koyduracak
bir yontem yoktur. Doppler sonografinin kullaniimasiyla hizli bir sekilde preoperatif
tant konulabilir. Adneksiyal kitlede akim alinamamasi tam koydurucudur (30, 71).
Doppler bulgulari, torsiyondaki vaskiiler degisiklilerle paralellik gosterir. Erken veya
kismi  derecedeki torsiyonda, doppler akimmnin olmast bu tamdan
uzaklagtirmamalidir. Ancak doppler akiminin yoklugu, komplet venoz ve arteriyel
akim i¢in yuksek bir 6zgiilluge sahiptir (30).

3.2.1.c.TEDAVI:

Adneksiyal torsiyonun geleneksel tedavisi adneksi detorsiyone etmeden
ovaryan venden trombotik emboli riskini 6nlemek amaciyla salpingoooferektomi
yapmak idi (76). 1946 yilinda Way, adneksiyal torsiyon tedavisinde konservatif
yaklagim olarak ovaryan kistektomi sonrasi detorsiyon teknigini uyguladigi 15

olgudan olusan ve komplikasyon gelismeyen bir seri acgikladi (39). Ancak bu
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konservatif yaklagim fazla ilgi ¢ekmedi. 1985 yilinda Hibbard tarafindan 1973-
1983 yillar arasinda adneksiyal torsiyon tedavisi uygulanmig 225 olgudan olusan
bir seri yayinlandi. Bu hastalardan yalnizca dokuzuna kistektomi yapildigini ve.
diger olgulara ooferektomi uygulandigini belirtmisti. Son 5 yil iginde
komplikasyon gelismeden kistektomi, aspirasyon veya fiksasyon sonrasi
detorsiyon ile tedavisi yapilan dort seri rapor edilmistir (58,52,11).

Konservatif cerrahi uygulamak igin incelenmesi gereken preoperatif
faktorler sunlardir:

1. Cerrahi 6ncesi semptomlarin siiresi,

2. Preoperatif beyaz kiire sayisi

3. Ates

4. Gebeligin olmast.

Zweizig ve arkadaslarinin 94 kadindan olusan serilerinde preoperatif yiiksek
atesi olan (>38°C) hasta grubunda ekstirpatif cerrahi tedavi riski daha fazla
bulunmustur. Ayrica, preoperatif donemde beyaz kiire sayis1 yiiksek olan hastalarin
beyaz kiire sayist normal olan hastalara gore ekstirpatif cerrahiye gitme riski iki kat
fazla olarak saptanmistir.

Gebe olan hastalarda ekstirpatif cerrahiye gereksinim azalmistir. Ancak
16kositoz ve atesi olan hastalarin salpingoooferektomi riski iki kat artmustir (97).

Fluorescein kullanimi, adneksin detorsiyonunda agiklanamayan doku
perflizyonunu aydinlatmada faydalidir (51). Ancak olgulanin biiyik gogunlugunda
vaskiler perflizyonun gros olarak goriilmesi yeterlidir. Adneksiyal torsiyonu olan
hastalarda potansiyel olarak canli olan adnekslerde kistektomi, kist aspirasyonu,
kistin detorsiyone edilmesi gibi uygulamalar olduk¢a giivenilirdir. Bu konservatif

yaklagimlar ozellikle reprodiiktif ¢agdaki kadinlarda uygulanmalidir (11, 52, 87).
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Overi ve tubayi besleyen vaskiiler yapilar tromboze veya organ gangrene ise,
orgam detorsiyone etmeksizin, pulmoner emboli riskini azaltmak igin organ eksize
edilmelidir. Eger over veya tubadan birisi torsiyone ise, bu organlardan yalnizca
birisinin ekstirpasyonu daha uygundur.

Torsiyone olan solid ovaryan kitleler arasinda disgerminomun da olabilecegi
unutulmamalidir.  Cerrahi esnasinda histopatolojik olarak tanimlanirsa, letal
karakterde bir timor olabilecegi akilda tutulmalidir. Bagka bir risk yoksa, hasta
reproduktif potansiyelinin korunmasini istiyorsa ve evre 1A disgerminom ise
unilateral ooferektomi yapilmalidir (56).

3.2.2. OVER TRANSPLANTASYONU

Over transplantasyonu, kiigiik deney hayvanlarinda genig bir sekilde
aragtirllmigtir  (31).  Overlerin veya uygun o6zelliklerini tasityan pargalarinin
transplante edildigi hayvanlarda hormon sekresyonu, ovulasyonu, fertilizasyonu
iceren normal ovaryan fonksiyonlar yeniden basarili bir sekilde saglamir. Overler
transplante edildiklerinde, posttransplantasyon iskemi sirasinda folikiil kayb1 olur.
Gelisen folikiillerin yaklasik olarak tamami hizla atreziye giderek ortadan
kaybolurlar. Kortikal bolgedeki primordiyal folikiillerin % 50°den fazlasi yok olur
(57). Bu problem, kan damarlarinin anastomozuyla iskemi periyodu kisaltilarak
minimuma indirgenebilir  (14). Deneysel olarak fertilitenin saglanmasi
amaglanmiyorsa, subkapsiiler renal implantasyon gibi ektopik yerlesimlerin
kullammi avantajhidir. Bu bélgenin vaskiilarizasyonu oldukg¢a iyidir ve greftin
korunmasi i¢in giivenli bir cep gibidir (14).

Cocukluk donemi, adolesan ve eriskin dénem kanserlerinin tan1 ve
tedavisindeki biiyiik gelismeler, kanserli premenopozal kadinlarin hayat kalitesini

etkilemektedir. Bu kadinlarin biiyiik bir kismi, kemoterapi veya radyoterapi sonrasi
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ovaryan hasar nedeniyle prematiir menopoza girecektir (3, 37). Her ne kadar kisisel
duyarhliga gore tedavi degisse de 50 gy dozunda pelvik radyasyon alanlarda %60
oraninda; 80 gy dozunda ise %100’lere ulasan ovaryan yetmezlik ortaya ¢ikar (37).

Kemoterapiye bagli gelisen ovaryan yetersizlik, kullanilan ajana ve degigik
rejimlere baglidir. Mekloretamin, vinblastin, klorambusil, prokarbasin, doksorubisin,
vinkristin, etopozid alan hastalarda ovaryal yetersizlik goriiliir. Ozellikle prepubertal
hastalarda prevalans yiiksektir. Bu arada myeloablasif kemoterapi alanlarda ise
ovaryan yetmezlik kagimilmazdir (14).

Kizlarda ve etkilenen geng kadinlarda tek tedavi, hayat boyu ostrojen-
progesteron  verilmesidir. Boylece, 6strojen  eksiklik semptomlarimin  ve
kardiyovaskiiler hastalik riskinin giderilmesi ile hayat kalitesi yiikseltilir. Pubertal
gelisim saglanir (14).

Hipotalamo-pittiter aksin normal oldugu, otoimmiin hastaligin olmadig
olgularda otolog over transplantasyonu, kronik ilag alinimina gore teorik olarak daha
etkili ve daha uygun bir segenektir. Bu basit operasyon, steroid hormon sekresyonu
ve ovulasyonun normal olmasini saglayabilir. Birgok over transplantasyon modeli
geligtirilmistir.  Bunlar:  vaskiiler pedikill olsun ya da olmasin yapilan
ototransplantasyon, renal kapsiil altina yapilan izotransplantasyon germ hiicrelerinin
ve primordiyal folikillerin transplantasyonudur. Sonuglar, over transplantlarinin hizls
bir sekilde canlandigini gostermistir. Ancak bu raporlar kisa dénemli caligmalardir.
Intraperitoneal ve subkutan transplantlarla karsilastirnllmamgtir (14).

Bu hastalarda bagka bir fikir de, oosit, embryo veya over dokusunun
toplanmast ve kriyoprezerve edilerek saklanmasidir. Boylece hiicrenin biyolojik ritmi
korunur. Aym zamanda kiyoprezervasyon, in vitro fertilizasyon (IVF)

programlarinda embriyo fazinda veya proniikleit fazindaki fertilize oositlerde yaygin
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olarak kullanilir (23). Donmus oositlerden meydana gelmis ilk gebelik 19867da, ilk
canli dogum 1987°de bildirilmistir (17,86). Kriyoprezerve edilmis oositlerin
fertilizasyonlarindan meydana gelen gebeliklerden sadece birkagi daha ileri gebelik
haftalarina ulagabildigi rapor edilmistir (23, 83). Qositlerin kriyoprezervasyonunun
bu kot sonucu spindle hasarina, kromozomal anomalilerin kolayca meydana
gelmesine, oosit ile zona hasarina ve ¢oziinmeden sonra diisik oosit survey
oranlarina bagli olabilir (10). Oosit kriyoprezervasyonu hala deneysel asamadadir.
Heniiz kemoterapi ve radyoterapi oncesinde kadin hastalar i¢in rutin kullanimi
yoktur. Oysa embriyo kriyoprezervasyonu, tim IVF iinitelerinde rutin bir prosediir
haline gelmistir (23).

Overde primordiyal folikiiller en fazla bulunan foliktldiir. Dolayisiyla
kriyoprezervasyon igin uygun kaynaklardir. Primordiyal folikiil tizerinde donmanin
etkisi, ileri matiirasyon ve kriyoprezervasyondan sonra gelisme hakkinda bilinen cok
az bilgi vardir. Buz olusumunu 6nlemek, dondurma ve ¢oziinmeden sonra over
yasamim garantilemek igin bir kriyoprotektana ihtiyag vardir (83). Newton ve ark.
etilen glikol veya dimetil silfoksil ile olusturulan kriyopreservasyonda yasam
oranlarini %74 ve %84 arasinda bulmuslardir. Bu oran, propilen glikol ile % 44 ve
gliserol ile % 10 dur (55).

Kriyoprezervasyondan sonra primordiyal folikiiliin matiirasyonu ve daha ileri
geligmesi, donmanin bunlar iizerine olan etkisi hakkinda ¢ok az sey bilinir. Porcu ve
arkadaglari, matiir oosit kriyoprezervasyonu kullanarak saglikli bir kiz bebek
diinyaya geldigini agiklamislar ve over doku kriyoprezervasyonuna matiir oositlerin
kriyoprezervasyonunu bir alternatif olarak sunmuslardir (23,55).

Primordiyal folikil fazinda depolamak daha iyidir. Ciinki, primordiyal

folikiillerde germ hiicreleri daha yaygindir; metafaz I’ de daha kigik ve daha az
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differansiyedir. Ayn1 zamanda daha az organeli vardir. Zona pellusida ve kortikal
granilleri yoktur (23).

Taze dokularin dondurulmamig greftlerinde primordiyal greftlerin %25-30°u
greftleme sonrasi kayba ugramaktadir. Jones ve ark. murine greftlerde yaptiklari
¢aligmada, bu oram yaklasik olarak %50 olarak bulmustur (57). Bu folikiil kaybi
iskemi-reperfiizyon hasar1 sonucu olusan lipid peroksidasyonu ve diger serbest
radikallere baglanabilir. |

Solid organ transplantasyonunda, transplantasyon o6ncesi allopurinol ve
antioksidanlar kullamimaktadir Ayni sekilde, kriyoprezerve over dokularinda da lipid
peroksidasyonu &nemli bir problemdir. Bu hasar vitamin E gibi antioksidanlar
kullanilarak azaltilabilir (27, 55, 57).

3.3. SERBEST RADIKALLER VE REAKTIF OKSIiJEN TURLERi

Serbest radikaller dis orbitallerinde bir veya daha fazla sayida paylasiimamig
elektron igeren elektrik yiiklii veya yiiksiiz olabilen herhangi bir kimyasal atom veya
molekildir (2, 6, 88). Bu atom veya molekiil ¢iftlenmemis elektronunu baska bir
molekiile vererek veya baska bir molekiilden elektron alarak daha stabil hale gelme
egilimindedir. Boylece serbest radikaller son derece reaktif 6zellik tasirlar (6,7).

Serbest radikallerin zararli etkileri uzun zamandir bilinmektedir; ancak
organizmada fagositoz olayinda ve hiicre biitiinliigiiniin korunmasinda, mitokondrial
oksidasyon ve hemoglobinin oksijen tasimasi gibi biyolojik islevlerde yararli
olduklar gosterilmigtir (8,25).

Biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest radikaller, oksijenden olusan
radikallerdir. Aerobik metabolizmasi olan memelilerdeki baslica serbest radikal
kaynag olan oksijenden tiireyen partikiillere reaktif oksijen partikiilleri (ROP) denir.

Oksijenin suya indirgenmesi sirasinda yer alan tek elektron aktarmalari sonucunda
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olusan partiktillerdir (2,19,73). Oksijen kaynakl ve oksijen kaynakli olmayan serbest
radikaller tablo 2°de 6zetlenmistir (6,77).

Tablo 2. Serbest Radikaller

Oksijen Kaynakh Serbest Radikaller Oksijen Kaynakh Olmayan
Radikaller Radikal Olmayanlar Serbest Radikaller
Stiperoksit radikali | Singlet oksijen 1. Karbon kaynakli serbest radikaller:
(0;°7) ('02) Triklor metil (CCI)

Hidroksil radikali | Hidrojen peroksit 2.Sulfur kaynakl serbest radikaller :
(OH") (H20,) Thiyl (RS®) radikali

Peroksil radikali Peroksinitrit 3.Nitrojen kaynakli serbest radikaller:
(ROO*) (0CCO") Fenildiazin (CsH2N:N)

Nitrik oksit radikali 4.Gegig metal kompleksleri:

(NO*) Fe”/Fe?, Cu"/ Cu™
Alkoksi radikali

(RO")

Reaktif oksijen tiirlerinden en 6nemli 3 tanesi; siiperoksit (O;" 7) , hidrojen
peroksit (H202) ve hidroksil iyonlaridir (OH *) (2).

3.3.a. Siiperoksit Radikali (0, ")

Hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi
sonucu, serbest stiperoksit radikal anyonu (O, * ) meydana gelir.

O;+e—> 0"

Stiperoksit, bir serbest radikal olmakla beraber kendisi organizmaya direkt
olarak fazla zarar vermez. Asil 6nemi, hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gegis
metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir (2).

Superoksit radikali birkez olusursa kendiliginden yada hizli olarak siiperoksit

dismutaz (SOD) enzimi ile inaktive edilir ve hidrojen peroksit (H2 O2) olusur (25).
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0;"" + 0" +2H — 5 H,0, +0,°"

Superoksit radikallerinin ortamdan temizlendigi bu tepkimeye dismutasyon
tepkimesi denir (2, 18, 46).

Ortamda biriken stiperoksit radikallerinin girebilecegi baslica tepkimeler
asagidaki gibi 6zetlenebilir.

I Stuperoksit radikali ~yukarida verilen tepkimelerle kendiliginden

dismutasyona ugrayabilir.

2. Ortamdan bir proton alarak perhidroksi radikali (HO,) meydana gelebilir.

3. Hidrojen peroksit ile tepkimeye girerek hidroksil radikali (OH®) ve singlet

oksijen ('02) meydana gelebilir,

0" + H0, — 'O+ OH' + OH
Bu radikaller siiperoksidin kendisinden ¢ok daha reaktif ve toksiktir. Bu nedenle
siperoksit radikalleri ortaya ¢iktigi anda ortamdan uzaklastirilamazsa diger
radikallerinde goriilmesi kaginilmazdir (46). SOD aktivitesi azalacak olursa ortamda
superoksit radikali birikir ve diger radikaller de ortaya ¢ikar.

3.3.b. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksit, siiperoksit radikalinin spontan veya SOD ile katalizlenen
dismutasyon reaksiyonuyla veya molekiiler oksijenden iki elektron alarak
indirgenmesiyle meydana gelir (2,7).

Hidrojen peroksit giftlenmemis elektron igermez ve bu yiizden gercekte serbest
radikal degildir. Bununla birlikte demir, bakir gibi gegis metalleri varliginda
stiperoksit radikali ile reaksiyona girer ve bilinen en etkin oksidan ajan olan hidroksi
radikalini (HO") meydana getirir (2, 7, 25).

H,0; + 02. ——> OH' + OH™ + 0O,
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Bu reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu adi verilir. Haber-Weiss reaksiyonu
ya katalizor varh@inda ya da katalizorsiiz cereyan edebilir. Fakat katalizorsiiz
reaksiyon oldukga yavas ilerler. Demir ile katalizlenen ikinci sekli ise cok hizlidir.
Bu reaksiyonda 6nce ferri demir (Fe™) siiperoksit radikali tarafindan ferro demire
(Fe'?) indirgenir. Sonra bu ferro demir kullanilarak “Fenton reaksiyonu” ile hidrojen
peroksitden OH * ve OH  iretilir. Reaksiyon mekanizmasi asagidaki sekildedir
(2.7,18,25),

0" + Fey' — 0, + Fey

Fe,” + H,0, — Fe;' + OH" + OH™

O, + HO;, — OH"'+ OH + O,

3.3.c. Hidroksi Radikali (OH °)

Hidroksi radikali (OH®), hidrojen peroksidin gecis metallerinin varhiginda
indirgenmesi ile (Fenton reaksiyonu) meydana gelir. Son derece reaktif bir oksijen
radikalidir. Yarilanma omrii gok kisadir. Meydana geldigi ortamda biiyiik hasara
sebep olur. Tioller ve yag asitleri gibi cesitli molekiillerden bir proton kopararak
yeni radikallerin ortaya ¢ikmasina sebep olur (2).

3.3.d. Singlet Oksijen ('0,)

Singlet oksijen ortaklanmamis elektronu olmadig i¢in radikal olmayan reaktif
oksijen molekiiliidir. Serbest radikal reaksiyonlari sonucu meydana geldigi gibi
serbest radikal reaksiyonlarimn baslamasina da sebep olur. Oksijenin
elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters yoniinde olan bagka bir
orbitale yer degistirmesiyle meydana gelir (2).

Serbest oksijen radikallerinin etkisi sonucu karbon merkezli radikaller (R®),

peroksi radikalleri (ROO"), alkoksi radikalleri (RO"), thiyl radikalleri (RS®) gibi
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onemli serbest radikaller de meydana gelir. Bunlardan ozellikle poliansatiire yag
asitlerinden (PUFA) meydana gelen peroksi radikali yari émrii uzun olan bir
radikaldir (2).
3.4: Serbest Radikallerin Kaynaklar
Serbest radikaller surekli olarak endojen ve ekzojen kaynaklar yoluyla
tretilmektedir (88, 96).
3.4.a. Serbest radikallerin endojen kaynaklar::
a. Fagositler
b. Mitokondrial elektron transport sistemi
¢. Mikrozomal elektron transport sistemi
d. Ksantin oksidaz
e. Aragidonik asit metabolizmasi
f.  Endojen ve ekzojen substratlarin otooksidasyonu
2. Solubl oksidaz enzimler
h. Gegis metalleri
3.4.b. Serbest radikallerin ekzojen kaynaklari:
a. Radyasyon
b. Hava kirliligi
¢. Sigara dumani
d. Hiperoksit ¢evre
e. Farmakolojik bazi ilaglar
3.5: Serbest Radikallerin Etkileri
Serbest radikalller, hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi

tiim 6nemli bilesiklerini etkilerler (34,40).
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3.5.a. Membran lipidlerine etkisi (Lipid Peroksidasyonu)

Serbest radikaller, savunma mekanizmalarinin kapasitesini asacak oranlarda
olustuklari zaman organizmada cesitli bozukluklara yol agarlar. Biyomolekiillerin
tim biytk siniflari serbest radikallerden etkilenir ama en hassas olami lipidlerdir
(2,25). PUFA’min oksidatif yikim lipid peroksidasyonu olarak bilinir ve oldukga
zararhdir. Ciinkii kendi kendini devam ettiren otokatalitik bir reaksiyondur ve olusan
hasar geri doniigiimsiizdiir (2).

Lipid peroksidasyonu, organizmada olusan bir serbest radikal etkisi sonucu
membran yapisinda bulunan PUFA  zincirinden bir hidrojen atomu uzaklagtirilmas:
ile baglar (2,18,45). Bunun sonucu yag asidi zinciri bir lipid radikali niteligini
kazanir. Olusan lipid radikali dayamksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar.
Olusan lipid peroksi radikalleri (LOO®), membran yapisindaki diger poliansatiire yag
asitlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna yol agarken, kendileri de
agiga gikan hidrojen atomlarim alarak lipid hidroperoksidlerine (LOOH) déniisiirler
(2). Peroksitlerin kendisi serbest radikal olarak gorev yapar ve otokatalitik zincir
reaksiyonunu baslatir. Bu da doymamis yag asitlerinin daha fazla kaybina yol acgarak
agirt membran hasarina yol agar (18).

Ug veya daha fazla ¢ift bag ihtiva eden yag asitlerinin peroksidasyonunda
tiobarbiitirik asitle 6lgiilebilen malondialdehit (MDA) meydana gelir. Bu metod lipid
peroksit seviyelerin 6lgtilmesinde siklikla kullanilir. MDA, yag asidi oksidasyonunun
spesifik ya da kantitatif bir indikatorii degildir, fakat lipid peroksidasyonunun
derecesiyle iyi korelasyon gésterir (2).

Siklik peroksitler yeniden diizenleme ile endoperoksitlere daha ileri
oksidasyon ile de MDA’ya doniisebilirler . Lipid peroksidasyonuna yol agan lipid

radikallerinin olusumu ve artig1 sekil 2°de 6zetlenmistir (25).
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Sekil 2: Lipid peroksidayonuna yol agan lipid radikallerinin olusumu ve artis.

MDA ve 4 hydroxynonenal gibi bazi iiriinler membranlardaki deformite ve
permeabiliteyi artirirlar. Membran komponentlerinin polimerizasyonu ve capraz
baglanmalarina neden olan MDA i¢ membramn ozelliklerini degistirir. Ayrica
diffiize olabildiginden DNA’nin nitrojen bazlari ile reaksiyona girmektedir. MDA bu
ozelliklerinden dolay1, mutajenik, genotoksik ve karsinojenik bir bilesiktir (2, 48).

Lipidlerden, arasidonik asit metabolizmasi sonucu serbest radikal tiretimine
“enzimatik lipid peroksidasyonu” diger radikallerin sebep oldugu lipid
peroksidasyonuna ise “non-enzimatik lipid peroksidasyonu” ad1 verilir (2).

Membran iliskili yag asitleri ve kolesteroliin lipid peroksidasyonu hiicre
membran akicihiint ve gegirgenligini degistirerek hiicre membran hasarina yol agar.
Plazma lipid peroksidasyon urtnleri, lipid peroksidazlar normal gebelikle

karsilastirildiginda preeklampside artmugtir (54).
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Yayilma zincirinin uzunlugu membrandaki lipid/protein oranina, yag asidi
birlesimine, oksijen konsantrasyonuna ve C vitamini gibi zincir reaksiyonlarini kesen
antioksidanlarin varligina baghdir (54).

Demir ve bakir iyonlari ya da bu iyonlarin fosfat esterleriyle olusturdugu basit
kelatlari (Fe'>~ADP), hem, hemoglobin ve myoglobulini de igeren bazi demir
proteinleri, lipid hidroksiperoksitlerini bozarak peroksidasyonu sonlandirmaktadir
).

Ayrica E vitamininin yaptigi gibi zincir kirici etkiye sahip antioksidan
maddelerin varligi da peroksidasyonun sonlandirilmasinda 6nemlidir (2,77).

3.5.b. Proteinlere Etkileri

Proteinler serbest radikal etkisine kargi, PUFA’dan daha az hassastirlar ve
baglayan zarar verici zincir reaksiyonlarinin hizla ilerleme ihtimali daha azdir.
Doymamig bag ve siilfur ihtiva eden molekiillerin serbest radikallerle reaktivitesi
yuksek oldugundan triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metionin, sistein gibi
amino asitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler (2,6).

Hem proteinleri de serbest radikallerden 6énemli oranda zarar gortirler.
Ozellikle oksihemoglobinin superoksit radikali veya hidrojen peroksit ile reaksiyonu
methemoglobin olusumuna sebep olur (2). Prolin ve lizin; stiperoksit radikali,
hidrojen peroksit ve hidroksil radikali treten reaksiyonlara maruz kaldiklarinda
nonenzimatik hidroksilasyona ugrayabilirler (2).

Fazla miktarda disiilfid bag: igeren ekstraselliiler proteinler (IgG, albumin gibi)
hidroksil ve peroksi radikal saldirisina daha hassastirlar (2,25).

3.5.c. Niikleik Asitler ve DNA’ya Etkileri

Nukleik asitler ve deoksiriboniikleikasit (DNA) iizerine serbest radikal

etkisiyle; DNA zincirinde kopmalar, bazlarda ve deoksiribozlarda kirtlmalar ve hasar
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olusur (6,25). Reaktif oksijen tek iplik¢ikli DNA hasari yapar ve iplikgiklerin
kirilmasina neden olur. Sonugta mutajenez, karsinojenaz, kromozomal degisimler,
hiicre biiyiimesi ve farklilasmasinda degisiklikler goriiliir (2,6,25).
3.5.d. Karbonhidratlara Etkileri
Karbonhidratlarin proteinlere baglanmasi, proteinleri serbest radikal hasarina
daha duyarli kilar. Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit,
peroksitler ve okzoaldehitler meydana gelirler (2,6,25).
3.6: ANTIOKSIDAN SAVUNMA SiSTEMLERi
Belirli bir diizeye kadar olabilen okside molekiil artig1 yine viicutta daima
belirli bir dizeyde bulunan dogal antioksidan molekuller tarafindan etkisiz hale
getirilmektedirler. Saglikli bir organizmada oksidan diizeyi ve antioksidanlarin
bunlari etkisizlestirme giict bir denge igindedir (19).
Antioksidanlar genel olarak endojen ve eksojen antioksidanlar olmak iizere
iki grupta incelenir.
3.6.a. ENDOJEN ANTIOKSIiDANLAR
3.6.al. Enzimatik Antioksidanlar (sitokrom oksidaz, siperoksit dismutaz,
katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon S transferaz, glutatyon rediiktaz).
3.6.a2.Enzimatik Olmayan Antioksidanlar (Vit E, Beta karoten, Vit C,
Glutatyon)
3.6.a3. Diger Enzimatik Olmayan Endojen Ajanlar (iirik asit, sistin, albumin,
melatonin, biliiribin vb.).
3.6.b. EKSOJEN ANTIOKSIDANLAR: (propil galate, desferroksamin,
kalstyum antagonistleri vb.).
Viicutta enzimatik ve nonenzimatik ¢ok cesitli antioksidan savunma

sistemleri vardir (2,6,7,41).
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3.6al. Enzimatik Antioksidanlar

Antioksidan savunmada 6ncelikle etkili olanlar enzim sistemleridir. Bunlar
superoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz gibi
enzimlerdir (2).

3.6.al.1. Sitokrom Oksidaz Sistemi

Solunum zincirinin son enzimi olan sitokrom oksidaz asagidaki reaksiyonla
stiperoksidi detoksifiye eder.

40, + 4H + 4¢ — 2H,0

Hiicredeki oksijenin % 95-99 kadarini etkisiz hale getirir (6). Ancak siiperoksit
tretimi ¢ogu zaman bu enzimin kapasitesini asar ve diger antioksidan enzimler
devreye girer (2).

3.6.a1.2. Siiperoksit Dismutaz (Superoxide oxido reductase, EC 1.15.1.1)

Serbest radikallere karst organizmada ilk savunma superoksit dismutaz
(SOD) enzimiyle gergeklesir. SOD, katalaz ve GSH-Px’den farkli olarak serbest
radikali substrat olarak kullamr. SOD, siiperoksidin H;0;’ye dismutasyonunu
katalize eden bir metalo enzimdir (20, 28, 91).

20, + 2H' —%P 5 H0, + 0,

Stiperoksit dismutazin 3 major formu vardir. En sik bulunani bakir-¢inko
igerir (Cu—Zn SOD), sitozolde bulunur. Mangan iceren ise mitokondride bulunur
(Mn SOD). Ugiincii tip ise demir igerir (Fe SOD) ve bakterilerde bulunur (2,6,25).
Cu—Zn SOD 21 nolu kromozomda, Mn SOD ise 6 nolu kromozomda lokalizedir (2).
Sitozolik Cu-Zn SOD siyanidle inhibe edilirken, mitokondrial Mn SOD inhibe olmaz
(2). Her iki SOD’un katalizledigi reaksiyon aymdir. Enzimin fizyolojik fonksiyonu;
oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit serbest radikallerinin zararli etkilerine

kargt korumaktir. Béylece lipid peroksidasyonunu inhibe eder. Bu enzim sayesinde
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intraselliiler siiperoksit diizeyleri diisiik tutulur, SOD’un ekstraselliiler aktivitesi cok
dusuktir (2).

SOD enziminin katalizledigi reaksiyonun son iiriinii olan H,0,; Cu-Zn SOD
ve Fe SOD izoenzimlerini inaktive etmektedir, ancak HyO,’nin Mn SOD iizerine
etkisi yoktur (93).

SOD enziminin aerobik hiicrelerin tiimiinde bulundugu ancak anaerobik
hiicrelerin ¢ogunda bulunmadig: bilinmektedir (93).

Stiperoksit radikalleri spontan olarak dismutasyona ugrayabilirler. SOD
enzimi dismutasyon hizin1 10 kez artirir. Béylece siiper oksitin baska substratlarla
reaksiyonlagsmas: ve daha toksik etkili OH" radikallerinin olusumu SOD tarafindan
engellenir (25).

SOD fagosite edilmis bakterilerin intraselliiler oldiriilmesinde de rol oynar
(2).

Bugiin aerobik canlilarin her hicre ve organelinin siirekli olarak siiperoksit
radikali Grettigi ve bu radikaller ile meydana gelen toksik etkilere karsi tek enzimatik
koruyucu mekanizmanin SOD oldugu bilinmektedir (2,25).

3.6.a1.3. Katalaz (H,0; : H,O; oxido reductase, EC 1.11.1.6)

Katalaz tiim hiicre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda bulunan bir hem
enzimidir. Yizde 20 oraminda sitoplazmada ve % 80 oraninda peroksizomlarda
lokalizedir. Aktif merkeze bagli bir hem grubu igeren 4 alt birimden olusmaktadir.
Molekiilin alt birimlerinin ayrilmasi enzim aktivitesinin kaybina yol acar. Gérevi
hidrojen peroksiti oksijen ve suya pargalamaktir (2,6). Ancak katalaz, hidrojen
peroksidin tretildigi tim hiicresel komponentlerde bulunmaz, bu nedenle radikallere

kargi korumada ikincil derecede onemli oldugu kabul edilir (6,25).
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Katalaz, H,07’in olusum hizinin disiik oldugu veya elektron vericisinin
yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu durumlarda peroksidatif reaksiyonla;

H,0, + AH, — 5 2H,0 + A

H;0,’in olusum hizinin yiiksek oldugu durumlarda ise katalitik reaksiyonla;

H,0, + H,0, —M™ 5 2H,0 + 0,

Hidrojen peroksidi suya doniigtirerek temizler (73).

Katalazin indirgeyici aktivitesi hidrojen peroksit, metil hidroperoksitleri, etil
hidroperoksitleri gibi kiigiik molekiillere karsidir. Buayik molekiilli lipid
hidroperoksitlerine ise etki etmez (2).

3.6.a1.4. Glutatyon Peroksidaz (Glutathione: H,O, Oxido reductase, EC
1.11.1.9)

Normal kosullarda hiicrede bulunan H,;O;’nin detoksifikasyonundan esas
olarak  glutatyon  peroksidaz =~ (GSH-Px)  sorumludur. GSH-Px, lipid
peroksidasyonunun baglamasini ve geligmesini engelleyici 6zellikte olan bir enzimdir
(13,27,30). Selenyuma bagimli ve bagimsiz olmak tizere 2 farkli tipi vardir.
Selenyuma bagimli olan GSH-Px hem H,0,’yi hem de lipid hidroperoksitlerini
(LOOH) metabolize ettigi halde; hiicrenin mitokondri (%30) ve sitozol (%70)
fraksiyonlarinda lokalize olan selenyumdan bagimsiz GSH-Px ise yanlizca lipid
hidroperoksitlerini metabolize edebilmektedir (73).

GSH-Px asagidaki reaksiyonlari katalizler (2,18,73).

H0, + 2GSH — @™ GSSG + 2H;0

LOOH +2GSH — "™ _—» GSSG + LOH + H,0

Fosfolipid Hidroperoksit Glutatyon Peroksidaz (PHGSH-Px). Selenyum
atomu ihtiva eden membran fosfolipid hidroperoksidlerini alkole indirgeyen sitozolik
bir enzimdir (2,6).
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Membranlara bagl en 6nemli antioksidan olan E vitamini yetersiz oldugu
zaman PHGSH-Px membranin peroksidasyona karsi korunmasini saglar (2,73).

GSH-Px’in fagositik hiicrelerde 6nemli fonksiyonlari vardir. Eritrositlerde de
oksidan sisteme karst en etkili antioksidandir (2). GSH-Px ve katalaz enzimleri
hiicrenin farkli bolimlerinde lokalize olmalarindan dolay1 karacigerde endojen

olarak olusan H,0O; seviyesini diizenlemede birlikte etkinlik gosterir (73).

3.6.a1.5. Glutatyon S transferazlar ( E.C.2.5.1.18)

Glutatyon § transferaz (GST) herbiri iki alt birimden olusmus (dimerik) bir
enzimdir. Bagsta arasidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri olmak tzere lipid
peroksitlerine karst GST’ler selenyum bagimsiz GSHPx aktivitesi gostererek bir
defans mekanizmasi olustururlar. GST’ler geleneksel olarak 3 sitozolik bir de
mikrozomal olmak iizere dort ana gruba ayrilirlar (2).

3.6.a1.6. Glutatyon Rediiktaz (NADPH: Oxidized glutathione oxido
reductase EC 1.6.4.2)

Antioksidan savunmanin  etkinligini siirdiirebilmesi igin  oksitlenmis
glutatyonun (GSSG) tekrar indirgenmis glutatyona (GSH) déniismesi gerekir.
Glutatyon rediiktaz, NADPH (Rediikte nikotinamid adenin diniikleotid fosfat)
varliginda oksitlenmig glutatyonun indirgenme reaksiyonunu katalizler. Bu
oksidorediiksiyon enziminin koenzimi NADPH, prostetik grubu ise FAD (Flavin
adenin diniikleotid fosfat)’dir. Glutatyon rediikyaz sitozol ve mitokondride
lokalizedir (73).

GSSG + NADPH + H' —gatyonreddktaz_____ 5> GSH + NADP'

NADPH / NADP' ve GSH / GSSG oranlarindaki degisiklikler akut

prooksidan stres ile antioksidan savunma arasindaki dengesizligin belirtisidir. Olusan
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NADP'(Okside nikotinamid adenin dintikleotid fosfat)’nin tekrar NADPH’a
dontsebilmesi igin G.6.P.D (Glukoz 6 fosfat dehidrogenaz) enzimine gerek duyulur
(73).

3.6.a2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

3.6.a2.1. E Vitamini

E vitamini biyolojik sistemler i¢in onemli bir antioksidandir a-tokoferol
biyolojik membranlarin lipid tabakalarinda meveuttur ve onemli bir yapisal rol oynar
(96).

3.6.a2.2. Beta Karoten

A vitamini 6n maddesi olan B karoten etkili bir singlet oksijen ve radikal
tutucu antioksidandir (4,8,93,98). Biyolojik kaynaklar arasinda en etkin singlet
oksijen tutucu ajandir. E vitamini gibi lipoproteinlerde (HDL, LDL) mevcut
oldugundan lipofilik antioksidanlar arasindadir (73,77).

3.6.a2.3. C Vitamini (Ascorbik Asit)

Biyolojik ortamlarin ¢ogunda askorbat olarak bulunan C vitamini hiicre disi
sivilarin en 6nemli antioksidanidir. Kornea, lens, adrenal ve hipofiz bezlerinde
yiiksek konsantrasyonda bulunur. Ayrica beyin, kalp, karaciger, dalak, bobrek ve
pankreas dokulari yiiksek miktarda C vitamini kapsarlar (73,46).

3.6.a2.4. Glutatyon

Glutatyon;, glutamik asit, sistein ve glisinden olugan, intraselliiler
konsantrasyonu daha fazla olan bir tripeptiddir (46,73).

Canlilarin yasayabilmesi igin yiiksek miktarda rediikte glutatyon (GSH) ve
diigiik miktarda okside glutatyon (GSSG) gereklidir (6,25). Glutatyon organizmanin
tiim hiicrelerinde bulunan, hiicrenin protein yapisi digindaki siilfidril grubu igeriginin

% 90 kadarimi olusturan bir tripeptiddir. Serbest bir siilfidril grubuna sahip olan
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redikte glutatyon hiicre igi stlfidril tamponu olarak etkilidir ve hiicreleri oksidatif
hasara kargt korur (6,73). Eritrositlerde bulunan GSH, hemoglobinin sistein
gruplarini ve diger hiicre proteinlerinin tiol gruplarini indirgen sekilde tutar. Boylece
hemoglobini oksidasyondan koruyarak hiicrenin  biitinliigini  saglar. Ayrica
niikleofilik bir yapiya sahip olan GSH elektrofilik karakterdeki karbon atomlari ve
Zn, Cd, Hg, Cu, Pb gibi atomlarla kompleks olusturarak agir metallerin viicuttan
atilmasma yardimet olur (73).

Glutatyon, bazi aminoasitlerin hiicre i¢ine taginmasinda, biyotransformasyon
ile olusan maddelerin detoksifikasyonunda da gérev alir (73).

Glutatyonun peroksitlerle ve disiilfitlerle reaksiyonu sonucu GSSG olusur.
GSSG konsantrasyonundaki artis, oksidan stresin bir gostergesidir (73).

GSH serbest radikallere karsi savunma sisteminin anahtar bilesenidir. Gerekli
GSH/GSSG oranlart glutatyon rediiktaz ve G.6.P.D enzimleri tarafindan saglanir
(2,25).

3.6.a3. Diger Enzimatik Olmayan Endojen Ajanlar

Bazi durumlarda drik asit, sistin, albumin, biluribin, seruloplazmin,
transferrin, laktoferrin, ferritin, kreatinin ve ostrojenler de serbest radikallere karsi
koruyucu rol oynarlar (2,6).

Ayrica son zamanlarda iizerinde gok durulan melatonin en zararh radikal
olan OH" radikalini ortadan kaldiran ¢ok giglii bir antioksidandir. Bu yuzden
guniimiize kadar bilinen antioksidanlarin en giigliisii olarak kabul edilmektedir (2).

3.6.b: Eksojen Antioksidanlar

1. Besinlerdeki dogal antioksidanlar. A, C, E vitamini ve Beta karoten.
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2. Besinlere eklenen antioksidanlar. Butylated hydroxytoluen, butylated
hydroxyanisole, sodyum benzoat, etoksikuin, propil galate, Fe-siiperoksit
dismutaz.

3. Diger antioksidanlar (farmakolojik). Beta blokerler, kalsiyum
antagonistleri, silfidril igeren anjiotensin converting enzim (ACE)
inhibitorleri ve desferroksamin gibi (2,6).

3.7: Deneylerimizde kullandigimiz Antioksidanlar:

3.7.1.PGEI
3.7.2. Melatonin
3.73.VitE

3.7.1: PROSTAGLANDIN E1

Prostaglandinler (PG’ler), karbon zincirinin ortasinda bir siklopentan halkas
bulunan eikozanoidlerdir. Halka tizerinde ve ona bagl iki yan zincir tizerinde keto
(okso) ve/veya hidroksil grubu igerirler; ayrica alifatik zincir tizerinde bir, iki veya iig
¢ift bag bulunur. Hepsinde bulunan ortak bir ¢ift bag C-13 ve C-14 arasindaki trans ¢ift
bagidir (43).

Siklopentan halkasindaki substituentlerin durumuna gore E.F,D,A.B ve C
diye ayrilirlar. Prostaglandin E’ler, F’ler ve D’ler dogrudan dogruya siklik
endoperoksid ara urinlerinden olusurlar ve bunlara primer (veya stabil)
prostaglandinler adi verilir. Primer prostaglandinlerin gesitli hiicre tiplerinde yaygin
sekilde dagilmis ve biyolojik yonden o6nemli olanlan E ve F grubu
prostaglandinlerdir. PGD’ler insanda sadece trombositlerde ve mast hiicrelerinde
bulunur. PGA’lar, B’ler ve C’ler, E grubu prostaglandinlerden tirerler ve biyolojik
onemleri yoktur. Her bir grup igindeki iiyeler, alifatik yan zincirler igindeki

doymamig bag sayisini gosteren ve grubu belirleyen harfin alt kismina konulan 1,2
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ve 3 sayilari ile simgelenirler. Halka tizerinde 2 hidroksil grubu igeren prostaglandin

F’lerin o ve (3 izomerleri vardir. Viicutta sadece a. izomerler olusur, § izomerler

olugmaz. PGE’lerde halka iizerinde bir keto ve bir de hidroksil grubu bulunur (43).
3.7.1.a.Biyosentez:

Belirli yag asitlerinden prostanoid sentezini yapan enzim sistemi wviicutta
hiicre gesitlerinin tiimiinde bulunur. Bu nedenle viicutta PGE’ler ve PGF’ler gibi
primer prostaglandinlerin sentez edilmedigi doku yok gibidir (43).

Prostaglandinlerin biyosentezi ii¢ basamaklidir:

1-Membran fosfolipidlerinden serbest yag asitlerinin olugmas.

2-Serbest yag asitlerinin  siklooksijenazlarla siklik endoperoksidlere
oksidlenmesi.

3-Siklikendoperoksidlerden prostaglandinlerin olugmasi (43).

Prostaglandin biyosentezinde polienoik yag asidi prekiirsorlerinden ilk iki
reaksiyon, prostaglandin endoperoksid sentaz ile katalize edilir. Birgok hayvanda
mevcut olan bu membrana bagli hemoprotein (eritrositlerde ve lenfositlerde
olmamakla birlikte), tim viicuda dagilmistir. Aragidonik asitten prostaglandinlerin
sentezi, stabil olmayan bir C 15-hidroperoksi-C9, C11-endoperokside (PGG,) yol
acarak, bir pentan halkasinin (siklooksijenaz asamasi) oksijenasyonu ve siklizasyonu
ile baglar. Daha sonra ayni enzim tarafindan kataliz edilmig peroksidaz, C 15-hidro
peroksi grubunu, endoperoksid PGH2 olusturarak, bir hidroksil grubuna indirger.
Siklooksijenaz reaksiyonu, aspirin ve indometazin gibi steroidal olmayan

antienflamatuar ilaglarla inhibe edilir (42).
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3.7.1.b.PGE,’IN SISTEMLER UZERINE FARMAKOLOJIK VE
FIZYOLOJIK ETKILERI

3.7.1.b1.Kardiyovaskiiler Sistem:

PGE’ler gigli vazodilatator etki gosterirler. Etki giigleri plazma
kininlerinkine yakin derecededir. PGE1 burun mukozasinda vazokonstriitksiyon
yapar. Fakat bu maddenin memelilerde damarda olustugu kanitlanmamistir (43).
PGE2 akcigerden gegerken 6nemli derecede inaktive edildiginden, intravenoz yoldan
verildiginde hipotansif etki giicii prostasiklininkine gore 4-8 kez daha dusiiktiir.
intraarteryel olarak verildiklerinde bu iki maddenin vazodilatator etki giicii birbirine
yakindir. Prostasiklin vazodilatator etkisi bakimindan 6-keto-PGE1 metabolitinden
daha giigludur (43).

PGE1 ve PGE2 kapiller permeabilitesini artirir. Insanda cilt igine enjekte
edilmeleri halinde Lewis’in tglii cevabini olustururlar. Bradikininin aym yondeki
etkisini potansiyalize ederler. Kapiller permeabilite artmasi, esas olarak postkapiller
veniillerin permeabilitesinin artmasina baghdir (43).

3.7.1.b2Ureme Sistemi:

Ureme sisteminin gesitli kisimlarinda bol miktarda prostaglandin olusgur.
Insanda sperm stvisi igerisinde toplam prostaglandin konsantrasyonu ml’de birkag
yuz pg’dir ve bu deger diger viicut sivilarindaki konsantrasyonun yaklagik bir milyon
katidir. Spermdeki bu prostaglandinlerin blastosit implantasyonunu ya da yumurta
naklini kolaylagtirdigi ve prostaglandinlerin uterus salgilanmasinin liiteolizise sebep
oldugu ileri surtlmustir. Bazi kisir erkeklerde spermde prostaglandin
konsantrasyonunun azaldigi saptanmustir. Vazodilatatér alprostadil (PGE1) ile

intrakavernoz enjeksiyon empotans tedavisinde énemli hale gelmistir (42,43).
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3.7.1.b3.Gastrointestinal Sistem:

PGE1 ve PGE2 insana intravenéz olarak enjekte edildiklerinde mide asit
salgisini giiglii bir sekilde inhibe ederler. Gerek bazal salgilanmay1 ve gerekse cesitli
faktorler tarafindan (yemek, vagal stimiilasyon, gastrin, histamin, kafein ve insiilin
gibi) stimile edilmis salgiyr azaltirlar. Mide asit salgisinin  azaltilmasinda
prostaglandinlerin iki etkisi rol oynar:

1-Parietal hiicrelerdeki siklik AMP olugsumunu inhibe etmeleri (histamin
siklik AMP olusumunu artirarak asit salgisini artirir).

2-G hiicrelerinden gastrin salinmasini suprese etmeleri.

PGE1 ve PGE2nin analoglar (rioprostil, misoprostol ve enprostil gibi), asit
salgisint PGE1 ve PGE2°den daha giiglii bir sekilde inhibe ederler. Prostaglandinler
mide ve barsakta mukus salgisini ve pankreasin dig salgisim artirirlar (43).

PGE’lerin ilk olarak midede gozlenen ve sonra diger dokularda da saptanan
bir etkisi sitoprotektif (hiicre koruyucu) etkidir. Bu etki hiicrenin, zedeleyici ve
olduricii etkenlere kargi direncinin artiilmasidir. Bu etki midede asit ve pepsin
salinmasini inhibe edici etkiden bagimsizdir. Prostaglandinlerin antiiilserojenik
tesirinde her iki etki de rol oynar. Sitoprotektif etki, mide salgisim etkilemeyecek
kadar ufak konsantrasyonlarda da goziikiir.

Sitoprotektif etki, su temel etkilere dayamr:

1-Mukus salgisinin artmasi.

2-Mukozal HCOj salgisinin artmast.

3-Mukoza bariyerinin negatif elektrik potansiyelinin artirilmast sonucu H nin
geri difiizyonunun azaltilmas.

4-Mukozadan gegen kan akiminin artirilmasi.

5-Epitel hticrelerinin lizozom membranlarinin stabilitesinin pekistirilmesi.
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6-Mukoza epitelinin rejeneratif kapasitesinin artirilmast.

Prostaglandinlerin ve bunlarin analoglarinin sitoprotektif etkinligi oldukca
yaygin ve kapsamli bir olaydir; mide diginda da ortaya gikar. Ornegin bu etkinlik
sayesinde miyokard, pankreas, beyin ve lokositler dahil dokulari iskeminin

zedeleyici etkisine kargi da koruyabilirler (43).

3.7.1.b4.Renal Sistem:

Hem renal medulla hem de renal korteks prostaglandinleri sentez eder. Fakat
medullanin sentez kapasitesi korteksinkinden gok daha biiyiiktiir.

PGEI, PGE2 ve PGI2 vazodilatator etkileri yoluyla glomeriiler filtrasyonu
artirirlar. Bu prostaglandinler ayni zamanda su ve sodyum atilimini da artirirlar, Su
klirensindeki artiy muhtemelen, ADH nin adenil siklaz iizerindeki etkisini hafifletme
sebebiyle olur. Natritiretik etkinin, distal tibiilde sodyum rezorpsiyonunun dogrudan
inhibisyonu ile ya da artmis mediller kan akimi ile olup olmadig: kesin degildir.
Kivrim diiretigi furasemid, etkisinin bir kismini siklooksijenaz aktivitesini uyararak
olusturur. Normal bobrekte bu, vazodilatator prostaglandinlerin sentezini artirir. Bu
yuzden kivrim ditiretigine hastanin cevabi, eger ayni zamanda bir siklooksijenaz
inhibitorii verilirse, azalacaktir (42).

3.7.1.bS.Santral Sinir Sistemi:

Prostaglandinler, diger dokular gibi, santral sinir sisteminde de bulunur.
Beyinde en fazla bulunan tiir PGE2’dir ve 6zellikle hipokampus, eminentia media ve
pineal bezde yogunlagmustir.

Henuz kan-beyin engeli olusmamis birkag gunliik civcivlere verildiginde

PGEI sedatif ve antikonviilsan etkiye neden olur. Kedilerde beyin ventrikiilleri
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ierisine PGE1 enjeksiyonu uzun siire spontan hareketlerin durmasina ve katatoniye
benzer bir durum olusmasina neden olur.

Mikroiyontoforezle lokal uygulanan PGE’lerin beyincikte purkinje
hiicrelerinde noradrenalinin yaptig1 inhibisyonu antagonize ettikleri gosterilmistir
(43).

3.7.1.b6.Endokrin Sistem:

PGE1 yag dokusunda antilipolitik etki gosterir. Adrenalin ve diger lipolitik
hormonlarin etkilerini antagonize eder.

TSH, tiroid bezinde tiroid hormonlarinin sentezi yaninda prostaglandin
sentezini de artirir. PGEI enjeksiyonu, tiroid bezinde TSH’ninkine benzeyen
stimiilan etkiye neden olur ve hormon sentezi ile ilgili bazi olaylar1 hizlandirir,
Prostaglandinler, kemikteki kalsiyum mobilizasyonu iizerinde paratiroid
hormonunkine benzeyen artirict bir etki yaparlar. Bu etkileri doku kiltiirlerinde de
olusur.

Prostaglandinler 6n hipofizden TSH, ACTH, GH, LH ve FSH salgilanmasini
artirabilirler; ancak bu etkilerin adi gegen hormonlarin salgilanmasinda fizyolojik
oneminin olup olmadig: belli degildir. Somatostatinin mide asid salgisini inhibe
etmesinde hi¢ olmazsa kismen prostaglandinler aracilik eder; indometazin bu etkiyi
kismen bloke eder (43).

Kemik kiiltirlerinde prostaglandin E’ler paratiroid hormonuna yakin bir
derecede etkinlik gosterir ve kemik rezorpsiyonunu stimille ederler. Bu etkiye
dokuda siklik AMP diizeyinin artmasi eslik eder. Cesitli solid timérlerin neden
oldugu hiperkalsemiye PGE’lerin aracilik ettigi ileri siirilmiistir. iIndometasin’in ve

aspirinin bazi olgularda timoére bagl hiperkalsemiyi diigiirebildigi bulunmustur (43).
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3.7.1.b7.Goz:

Iriste 6nemli derecede PGE2 sentez edilir ve akoz hiimér igine saliverilir,
PGE’lerin 6n kameraya enjeksiyonu miyozis olusturur. PGE’ler tavsanda g6z igi
basincini yiikseltirler ancak diger memelilerde etkisizdirler.
llging olarak agik agili glokomu olan hastalarda akoz hiimorde PGE1 diizeyi belirgin
sekilde yiiksek bulunmustur. Buna dayanarak anilan hastaligin etiyolojisinde
PGET’in rol oynayabilecegi ileri siriilmiistir. Goz icindeki dokularin bazi
iltihaplarinda da akoz hiimorde prostaglandin diizeyi yiikselir (43).

3.7.2:MELATONIN

Pineal bez beyin igerisinde lokalize endokrin bir organ olup, yillardir bu
kiigticiik organ tizerinde yogun calismalar yapilmaktadir. 1958 vyilinda Lerner
tarafindan yapilan caligma sirasinda pinealden salgilanan ve kurbagalardaki
melanofor hiicreleri agrege ettigi i¢in melatonin adi verilen hormonun kesfi ile pineal
bez daha da 6nemli bir organ haline gelmistir (63,85).

Melatonin (N-asetil 5-Metoksitriptamine) bir indolamin tiirevidir ve viicutta
primer olarak pineal bezden salgilanan, biitiin vertebralilarda gece en iist seviyelere
ulagsan artis ve giindiiz azalma seklinde sirkadiyen salimm ritmi gosteren bir
hormondur (68,85). Tiim canhlarda gece daha fazla miktarda salgilanan melatoninin
sirkadiyen ritimde salgilandigi kabul edilir. Insanda normal sartlarda gece serum
melatonin diizeyi giindiiz degerinden 5 ile 10 kat fazladir (44,67).

3.7.2.a.Sentez ve ritmik salinim:

Melatonin  biyosentezi i¢in ilk ¢nce kan dolagimindan triptofan’in
pinealositlere alinmast gerekir, daha sonra hidroksilaz enzimi tarafindan 5-OH
triptofan’a donustirilur. 5-OH triptofan ise L-Aromatik amino asit dekarboksilaz

tarafindan serotonine donusturilir. Serotonin pineal bezde viicudun diger
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organlarindan daha fazla oranda bulunur (68,63). Serotoninin melatonine
dontsimiinde etkili olan N-Asetil transferaz (NAT) ve Hidroksi indol-O-metil
transferaz (HIOMT) aktivitelerinin pineal bezde gece daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. HIOMT enzimi pineal bez disinda melatonin sentezleyen retina kalp
gibi dokularda da bulunmaktadir. Melatoninin pineal bezde belirgin bir metabolik
ritmik aktivite gostermesinin ilk bulgusu, melatonin sentezi ve salimminin karanlhk
(gece) ile baglayip aydinlik (giindiiz) ile sonlanmasidir. Bu siklik salinim hemen
daima hipotalamustaki suprakiazmatik cekirdegin fotik stimulusla noronal
aktivasyonu sonucu olusur. Bu noronal aktivasyon ve pinealin bir fotondroendokrin
iletici gibi islev gormesinde pinealdeki serotonin diizeyinde meydana gelen
varyasyonlar da onemli bir yer tutmaktadir. Canlilarda melatonin sentezi periferik
sempatik sinir sistemi yolu ile 131k karanlik dongiistiniin kontrolii altindadir (21,85).

Melatonin dolasima gegtikten sonra plazma albiiminine gevsek olarak
baglanir. Bu indole yapi hepatik mikrozomlarda hizli bir sekilde %70-80°i hidroksile
olarak siilfat ile, %5’i glukuronit ile konjuge edilir. Melatoninin yarilanma émrii 20-
40 dakika arasinda olup karacigerden ilk gegiste %90°1 metabolize olur. Baglica
karacigerde metabolize edilmekle birlikte bobrekte de metabolize edilir ve 6-OH
melatonine doniisturiilerek metaboliti idrar yolu ile atilir (21,66,67).

Pineal bezdeki hiimoral sentez gece suprakiazmatik cekirdekten gelen
adrenerjik uyarimla (norepinefrin) pinealosit membramindaki . ve B reseptorleri
araciligi ile olur. Reseptor uyarimi ile hiicre igi adenilat siklaz enzimi aktive olarak
CcAMP diizeyini artirir, CAMP ise hiicre i¢i melatonin iiretiminde etkili bir enzim olan
NAT artigina yol agarak melatonin sentezini artirir (21,66). Pineal bezin melatonin
uretiminden sorumlu baslica organ oldugu gorisi, diffiz noroendokrin sistem

(DNES)’ in bir bolimi olarak kabul edilen APUD (Amine prekursor uptake and
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decarboxilation) hiicrelerinde melatoninin dikkat ¢ekici oranda belirlenmesiyle
tartisgtlmaya baslanmistir. Enterokromaffin hiicreler (EC) GIS’ in temel serotonin
ureten ve depolayan hiicreleridir. Melatoninin barsak mukozasinda iiretildigini ve EC
hiicrelerine lokalize oldugunu ilk defa Raikhlin ve arkadaslari (21,69) ileri
surmuslerdir.

Melatonin pineal bezin yani sira retina, tiikriik bezleri ve barsakta sentezlenip
salgilanir (56). Ayrica karaciger, bobrek, adrenal bezler, tiroid, timus, hava yollari,
plasenta ve endometriumda, DNES hiicrelerinde, mast hiicreleri, naturel killer,
eozinofilik 16kositlerde de belirlenmistir. Bu bolgelerde sentezlenen melatonin glin
boyunca etkili olan kan diizeyini olustururken, sirkadiyan ritmi ise pineal bezden
sentezlenip salinan melatonine baghdir (21,68,69). Melatoninin reseptorlerinin
otoradyografi ve/veya radyoreseptor galigmast ile barsaklarda, bobrek, akciger, kalp,
vas deferens ve kan damarlarinda oldugu tespit edilmistir (68).

3.7.2.b.Melatoninin metabolizmasi:

Pineal bezden dolagima verilen melatonin, kanda serbest veya albumine bagli
(%70) olarak tagmabilir. Serbest veya albumine bagli melatonin rahatca BOS’a
gegebilir. Melatonin primer olarak karacigerde ve sekonder olarak ta bobreklerde
metabolize olur. Karacigerden ilk gegiste yaklasik %901 metabolize olur ve
mikrozomal enzimler tarafindan, 6. konumda hidroksilasyona ugrayarak 6-
Hidroksimelatonine doniigiir. Bu madde daha sonra klasik olarak mikrozomal faz 1
ve faz 2 gibi ardigik reaksiyonlar olan deaktivasyon ve detoksifikasyona ugratilarak
biiyiik oranda siilfat veya daha az olarak glukronid konjugati halinde itrah edilerek
idrarla atilar (44,85). Melatoninin beyindeki metabolizmas: ise periferden farklidir,
Beyinde melatoninin buyik bir kismi (%12) N-asetil-5-Metoksikiniirenamine ve

daha sonra N-Gamma asetil-5-Metoksikiniirenamine doniisir. Bu metabolitler
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fizyolojik olarak aktiftirler ve ¢zellikle melatoninin sirkadiyen ritmiyle ilgilidirler.
Ayrica prostaglandin sentez inhibitorii olduklart da daha énceki ¢aligmalarda rapor
edilmistir. Eksojen melatonin demetilasyon ile N-asetil serotonine de déniiserek
hidroksilasyon ve neticesinde konjugasyon ile melatonin haline déniigir. Burada
melatoninin kendi prekiirsoriine doniigmesi melatonin sentezinin kompleks bir
feedback mekanizmayla kontrol edildigini disiindiirmektedir (66,44,85).

3.7.2.c. MELATONININ FiZYOLOJiK FONKSiYONLARI:

Melatoninin etkileri yalnizca deney hayvanlarinda degil, insanda da yaklagik
kirk yildir yogun sekilde arastirilmaktadir Melatoninin en iyi bilinen etkisi iireme
fizyolojisi tizerinedir. Bunun yaminda pineal bez ve melatoninin gesitli olay ve
stireglerle ilgili olabilecegini belirten yayinlar mevcuttur (94). insanda melatoninin
kismen de olsa ilgili olabilecegi olay ve siirecler soyle siralanabilir:

A- Ureme

-Menstriel siklus

-Spermatogenez

-Hipotalamik amenore

-Premenstriiel sendrom

-Puberta prekoks

-Puberta tarda

B- Noropsikiyatri:

-Uyku bozukluklari

-Anoreksiya nervosa

-Epilepsi

-Mevsimsel affektif bozukluklar

-Sizofreni
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-Depresyon

C-Diger

-Bagisiklik

-Kanser

-Yaglanma

-Termoregiilasyon

-Antioksidan etki

Tiroid ve adrenal bez iizerine olan etkiler

Melatoninin en iyi bilinen etkileri treme fizyolojisi ile ilgili olanidir.
Ovulasyon esnasinda LH (luteinizan hormon) artigi ile birlikte plazma melatonin
diizeyinde azalma meydana gelmesi ve pubertal geligim siirecinde gece melatonin
salgilanmasinin giderek azalmasi, pineal bezin insanda hipotalamus-hipofiz-gonadlar
sistemi tizerinde inhibitor bir etkiye sahip olabilecegini diistindirmektedir (16,29,49).
Ayrica, hipotalamik amenoreli kadinlarda, hipogonadotropik hipogonadizmde,
oligoazospermili ve azospermli erkeklerde premenstriiel depresyonlu kadinlarda
serum melatonin diizeyinin anormal bulunmasi bu disiinceyi desteklemektedir (16).
Antigonadotropik etkileri nedeniyle melatonin, kadinlarda tek basina veya
progestinlerle kombine edilerek oral kontraseptif olarak kullamlabilecegi ileri
siirilmiigtir (5).

Melatonin, immiinitenin néroendokrin kontroliinde énemli bir hormondur.
Pineal bezin baskilanmasi veya ¢ikarilmasi immiiniteyi olumsuz etkiler. Maestroni; T
helper tip 2 lenfositler tizerinde melatonin baglanma bolgelerini tespit etmistir.
Giordano ve Palermo; intravenoz verilen eksojen melatoninin, antikorlarin eglik

ettigi hiicresel sitotoksisiteyi artirdigini saptamistir (50,13).
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Meme kanserinin etyolojisinde uzamig ostrojen fazlaligi olmasi ve
melatoninin overlerde Ostrojen tretimini olumsuz etkilemesi; meme kanseri gelisimi
ile pinealden melatonin saliniminin azalmasi arasinda bir iliski olabilecegi goriisiinii
dogurmustur (84). Ozellikle hormon bagmli tiimor tirleri ile gergeklestirilen
galigmalar; malign hastaliklarla melatonin arasinda bir iliski oldugunu
dugiindiirmektedir. Ratlarda meme kanseri olusumunu eksojen melatonin olumsuz;
pinealektomi olumlu yonde etkilemektedir. Bu etkinin, prolaktin saliniminin veya
kanser hiicrelerindeki Ostrojen reseptorlerinin sayisinin veya kanser hiicrelerindeki
ostrojen reseptorlerinin sayisinin azalmasinin bir sonucu oldugu diisiiniilmektedir.
Hill ve arkadaslarina gore melatoninin Gstrojene duyarli insan meme kanseri
hiicreleri tizerine antiproliferatif etkisi vardir; ancak Gstrojen reseptorii tagimayan
meme kanseri hiicrelerini etkilememektedir (94,50).

Klasik antitimor tedavinin etkisiz kaldigi ilerlemis renal hiicreli kanser,
malign solid timor, malign melanoma ve benzeri hastaliklarin tedavilerine eklenen
melatoninin potansiyel bir ajan oldugu belirtilmistir (94,50). Malign hastaliklarin
tedavisine eklenen melatoninin belirli ajanlarin antimitotik etkilerini artirmakta;
kemik iligine toksik etkilerini azaltmaktadir (94).

Antistres etkileri olan melatoninin serum diizeylerinin gesitli psikiyatrik
hastaliklar sirasinda tipik degisiklikler gosterdigi ileri siiriilmektedir (68). Melatonin
uyku-uyanmiklik siklusunu diizenler ve uykunun kalitesini artirir. Bazi yazarlar,
melatoninin uyku olusturan faktor olduguna dair bir teori ileri siirmiiglerdir (5).

3.7.2.c1.Melatoninin antioksidan etkisi:

Melatoninin prekursorleri olan triptofan ve 5-OH triptaminin antioksidan
aktivitesi gosterilmis bir gergektir. Bu aktivite oksijen serbest radikallerini yakalayan

molekiildeki indol yapisina dayanir (66,67,68). Melatonin hidrofilik oldugu kadar
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buytik miktarlarda lipofilik olup organizmamn biitin subselliiler kompartmanlarina
ve hiicre gekirdegine ulasabilir ve kan-beyin bariyeri gibi engelleri de kolayca
gegerek genis bir dagilimda oksidatif koruma saglayabilir (13,65,76). Melatoninin
hiicre niikleusuna girerek DNA’y1 oksidatif hasardan koruyucu etkisi diger
antioksidanlara istiinliigi bakimindan o6nemlidir. Antioksidan ozelligi, giglu bir
hidroksil ve peroksil radikallerini tutucu aktivitesine dayanir. indol ¢ekirdegindeki 5
pozisyonunda metil grubunun OH - sogutma yetenegi igin gerekli oldugu ve yan
zincirdeki asetil grubunun bir toplayict olmamasia ragmen sinerjistik aktivite
gosterdigi bir ¢ok arastirmada saptanmustir (21,66).

Serbest oksijen radikallerinin yiiksek seviyeleri kardiyomiyositlerde kalsiyum
pompasinn aktivitesini baskilar, melatonin ise bu pompanin aktivitesinde artisa
neden olur. Melatonin subselliiler kompartmanlara kolayca girmesine ragmen bilinen
bir toksik etkiye sahip degildir. Canlilarda endojen olarak iiretilen melatoninin asiri
miktarlarim viicuttan uzaklastiracak mekanizmalar meveuttur. Insanlara gok yuksek
dozlarda (300 mg/giin) ve uzun periyotlarda (5 yildan fazla) verildigi zaman dahi yan
etki olusturmadigi, bazi antioksidanlarin kismen prooksidan etkisi mevcut iken

melatoninin béyle bir etkisinin olmadig: bildirilmektedir (21,66).

Melatoninin antioksidan etkisine en az iki mekanizma aracilik eder. Birinci
etkisi reseptorlerden bagimsizdir ve melatoninin toksik radikaller iizerine gosterdigi
etkisidir. Direkt olarak hidroksi ve peroksi radikalini 6nleyici etkisi, melatoninin
hidroksi radikaline elektron ilave edince indolil katyon radikal ¢ikarak siiperoksit
anyon radikalini onlemektedir (21,93). ikinci etkisi ise genomdaki reseptorler
uzerinedir ve reseptor araciligi ile radikali detoksifiye eden enzimi ortaya ¢ikarir,

Melatoninin oksidatif hasara kargi koruyucu olan bagka bir mekanizmasi ise nitrik
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oksit sentaz’t inhibisyonudur. Nitrik oksit sentaz, nitrik asit tretir ve stiperoksit

anyon varhiginda yiiksek toksik etkili hidroksi radikaline indirgenmektedir (5).

Hidrojen peroksit’in melatonine bagli NADPH; ile enzimatik nétralizasyonu
(pentoz yoluyla aktivasyonu) bu hormonun ¢esitlendirilmis metabolik yolunu
tanimlar. Genel olarak melatonin hiicreye NADPH, vererek esdegerlerini azaltici etki
gosterir. Bu ozelligi ile OH gibi radikal tiirleri i¢in bir tuzak olusturur. Melatonin
membranlar ve sitozol iizerine gosterdigi etki igin ayrica membran reseptoriine
ihtiyag duymamaktadir. Bu durum muhtemel hiicre i¢i reseptoriin  varligini
diglamamaktadir. Oksidatif stres, radikal atak, hiicre proliferasyonu, yaslanma gibi
durumlarda melatoninin faaliyeti niikleer diizeylere ulagmaktadir. Melatonin direkt
olarak Glutatyon peroksidaz’1 ve G¢PD’yi (pentoz yolunda) aktive ederek H,O,’ nin

OH a donisiimiini 6nler (66,67,68).

Melatonin farmakolojik dozlarda GIS’de seratonin antagonisti olarak etki
gosterir ve mukozal kan akimini artirir. Kan akimindaki etkiyi norepinefrinin etkisini
potansiyelize ederek indirekt olarak gosterir. Diisiik dozlarda melatonin intestinal
hiicre proliferasyonunu azaltirken, yiksek dozlarda artirir (68). Lipit peroksidasyonu
esnasinda tretilen ve hiicre membraninda genis ¢apl lipit yikilmasina onciilik eden
peroksi radikalini engellemede vitamin E’den daha etkili oldugu gosterilmistir (67).
Iyonize radyasyon ve karsinojen etkili safrole maruz kalan hayvanlarda DNA
hasarini biiytik olgiide azaltan melatonin ayrica bakteriyel endotoksinlerle muhtelif
organlarda ortaya gikan serbest radikallerin hasarini da azaltir (21,67). Fizyolojik
melatonin konsantrasyonlarinda nitrik oksit sentaz’i inhibe ederek peroksinitrit ve
OH radikallerinin tretimini azaltir. Veya tretilen radikalleri notralize ederek etkisini

azaltir. Melatonin prekiirsorleri olan triptofan ve 5-OH triptaminin SOR tutucu
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etkileri vardir. Antioksidatif etkinin bir kismi invivo olarak melatoninin karacigerde
metabolize edilmig formu 6-hidroksi melatonini takip edebilir (21,67,68).

3.7.3. E Vitamini

E vitamini biyolojik sistemler igin énemli bir antioksidandir. a-tokoferol
biyolojik membranlarin lipid tabakalarinda meveuttur ve onemli bir yapisal rol oynar
(95,64). E vitamini terimi yapisal olarak birbiri ile baglantili bir grup bilesigi kapsar.
Bunlar temelde 2 metil 6 kroman halkas: igerirler ve 2.karbona bagli 16 karbonlu fitil
yan zinciri kapsarlar (2,73) (Sekil 3).

CH
CH a3

ot 1S g " ,
Hoﬁj(:ﬁ%—' { %Y /,CH\\FH> al CH2\~CH2 ™
cH, cH, 22 3

Sekil 3. a-tokoferoliin yapus:.

D a-tokoferol en genig dogal dagilimi ve en biyiik biyolojik aktiviteyi
gosterir. Antioksidan aktivitesi en yiiksek olan tokoferol de a-tokoferoldiir. o-
tokoferol dokularda degisik konsantrasyonlarda bulunur. En yiksek E vitamini
konsantrasyonlari mitokondri ve mikrozomlar gibi membrandan zengin hiicre
fraksiyonlarinda bulunur (2,43).

Bitkisel yaglar ve tohumlar, E vitamininden zengin kaynaklardir. E vitamini
hububatlarin yag fraksiyonu, nusir yagi, pamuk yagi, soya yagi, et, hayvansal yag,
karaciger, balik eti, tavuk eti ve yumurtada bulunur (34,2,43). Diyetle yagda
¢Oziinmug olarak aliir. Yag sindirimi sirasinda agiga ¢ikar ve emilir. Emilimi igin
yag emilimi ve safra asitleri normal olmalidir (2,43). Onemli bir endojen ve eksojen
antioksidan olarak hiicresel ve hiicrealti membranlarin bittinliginin korunmas: o-
tokoferoliin baglica fonksiyonlarindan biridir (6,43).
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Lipid peroksidasyonunu Onleyen ve olustugunda nétralize eden en giiclij
antioksidan faktér E vitaminidir; viicudun diger antioksidan sistemleri (C vitamini,
glutatyon peroksidaz ve beta karoten gibi) s6z konusy olay iizerinde E vitamini kadar
etkili  degildir (2,43). Bir molekiil o- tokoferol 100 molekiil PUFA’nin
peroksidasyonuny engelleyebilir (2). Lipidde goztintirligiinin  yiiksek olmasi
nedeniyle kolayca membran fosfolipidlerine diffize olabilmekte ve 20 karbonly
doymamig yag  asitlerini indirgeyerek  serbest oksijen  radikallerinin
biyomembranlarda olusturabilecegi lipid peroksidasyonuny Onlemektedir (6,

2,77,81).

LOO® + q - tokoferol OH > LOOH + q - tokoferol - 0*
Sonugta olusan  tokoferoksil radikali  nisbeten stabildir  ve lipid
peroksidasyonunu  kendi kendine baglatmak i¢in  yeterince reaktif degildir

(2,25,43,81).

kaldirirken, E vitamini peroksitlerin sentezini engeller (34,2). E vitaminini
destekleyen glutatyon peroksidaz molekiiliinde fonksiyonel onem; olan selenyum
iyonudur. Selenyum viicutta E vitamininin gereksinimin; azaltir (34,43,12),

E vitamininin immun sistem fonksiyonlarin; diizenledig; bilinmektedir. Hem
humoral hem de hiicresel immun sistem; guclendirir (36,80). E Vitamini, spesifik

olarak T helper hiicre uretimini stimiile eder (36).
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Eritrosit membran stabilitesi i¢in esansiyel olan E vitamininin hemolizi
engelledigi ve eritrositlerdeki oksidatif hasari 6nledigi bilinmektedir (12). Ayrica
iskemi ve reperfiizyon ile iligkili peroksidatif hasar engellemede de etkilidir (6,22).

Immunolojik fonksiyonlarin bozuldugu ve l6kosit membran permeabilitesinin
arttigt yanikl hastalarda, E vitamininin 16kosit membran permeabilitesini stabilize
ettii  gosterilmistir. E vitamininin bu etkisi membran lipidlerinde bulunan
PUFA’nin oksidasyonunun inhibisyonuna baghdir (37).

Bununla beraber E vitamininin insan graniilositlerinde NADPH
oksidorediiktaz enzim sisteminin selektif bir inhibitorii olarak gorev yapabilecegi
bildirilmistir. Bu bulgu yogun E vitamini alimim takiben enfeksiyonlarin arttigini
gosteren ¢alismalarla uyumludur (2,64).

Topik veya sistemik olarak verilen E vitamininin yara iyilesme zamanim

onemli oranda azalttig: tespit edilmistir (75,79).
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4-GEREC VE YONTEM

4.A-Gereg

4.A.1- Denek secimi

Bu deneysel ¢aligma Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali
labaratuvarinda 1 Kasim- 15 Aralik 2000 tarihleri arasinda, 200-250 gr agirhigindaki
erigkin digi Wistar Albino cinsi 42 rat tizerinde yapildi. Ratlar 6 gruba béltinerek,
deney sonuna kadar yediserli kafeslerde tutuldu. Hayvanlarin beslenmesinde standart
pellet yemi ve sehir igme suyu kullanildi. Operasyonda ratlarda sol over iskemisi
olusturmak igin estrus fazinda, infundibulopelvik ligaman ve ligamentum ovari
proprium seviyesinden olmak iizere 1 no ipek ile baglandu. Altmig dakikalik iskemiyi
takiben 60 dakikalik reperfiizyon uyguland:.

4.A.1a.Deneysel gruplarin olusturulmasi:

1.Grup (Sham Grubu, n=7): Batin agildi. Qoferektomi yapildi. Over doku ve
kan 6rnekleri alindi.

2.Grup (Iskemi Grubu, n=7): Over iskemisi uygulandiktan sonra, reperfiizyon
uygulanmayan grup.

3.Grup (Iskemi-reperfiizyon Grubu, n=7): Over iskemisi uygulandiktan sonra,
reperflizyon uygulanan grup.

4.Grup (PGE; Grubu, n=7): Over iskemisi uygulandiktan  sonra
reperflizyondan 15 dk once 25 pgr/kg dozda PGE; verilen grup.

5.Grup  (Melatonin Grubu, n=7): over iskemisi uygulandiktan sonra
reperfizyondan 15 dakika dnce 20 mgr/kg dozda melatonin verilen grup.

6.Grup (Vitamin E Grubu, n=7). Over iskemisi uygulandiktan sonra

reperfuzyondan 15 dk 6nce 500 mgr/kg vitamin E verilen grup.
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4.A.2- Operasyonun Yapihsi:

Ratlara operasyondan 18 saat oncesinden itibaren sadece su igmelerine izin
verildi. Vajinal smear takiplerinde estrus fazinda oldugu saptanan ratlara genel
anestezi olugturmak amaci ile, herbiri 0.25 ml/100 gr viicut agirligi dozunda olmak
tizere, 50 mgr/ml konsantrasyonunda Ketamin HCI (Ketalar flk, Eczacibagi, Istanbul,
Tirkiye) ve 20 mgr/ml konsantrasyonunda Xylazine HCl (Rompun flk, Bayer,
[stanbul, Tirkiye) ratlarin sag arka bacaklarindan intramiiskiiler olarak uygulandi.
Operasyondan yaklasik 2 dakika kadar once karin tragt yapilan hayvanlarda
operasyon sahast %10 Povidon lodine ile temizlendi. Yalnizca insizyon uygulanacak
saha agik kalacak sekilde steril olarak ortiildii. Steril aletler kullanilarak orta hat karin
insizyonu ile laparotomi yapildi. Sol over, infundibulopelvik ligaman ve ligamentum
ovari proprium seviyesinden 1 no ipek ile baglanarak 60 dk. iskemi edildi. Altmis
dakika iskemiyi takiben 60 dakika reperflizyon uygulandi. Sham grubunda sadece
batina girilerek over doku ve kan ornekleri alindi. Grup 2’ye over iskemisi
uygulandiktan sonra reperfiizyon ve tedavi uygulamasi yapilmadi. Grup 3’de 60
dk.lik over iskemisini takiben 60 dk. reperflizyon uygulandi ve herhangi bir tedavi
verilmedi. Grup 4’de over iskemisi uygulandiktan sonra reperfiizyondan 15 dk énce
25 pgr’kg dozda PGE; (prostavasin 20 pgr/ml, Schwarz-Pharma Mainheim,
Almanya) intramuskuler olarak verildi. Grup 5°de over iskemisi uygulandiktan sonra
reperfzyondan 15 dakika once 20 mgr/kg dozda melatonin (N-asetil 5-
Metoksitriptamine, 1 gr flc, Sigma Chemical Co St. Louis USA) intramiiskiiler
olarak uygulandi. Grup 6’da over iskemisi uygulandiktan sonra reperfiizyondan 15
dk once 500 mgr/kg vitamin E (Evigen Ampul, Aksu ilag, Istanbul, Tirkiye)

intramuskuler olarak verildi.
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4.A.3- Orneklerin Ahnmas::

Histopatolojik inceleme ve doku MDA &lgiimii igin over 6rnekleri alindi. Sol
over dokusunun %50’si %10’luk formaldehit iginde tespit edilerek histopatolojik
inceleme igin patoloji laboratuvarina gonderildi. Over dokusunun kalan kismi, doku
MDA tayini i¢in aliminyum folyo kagida sarilarak caligma yapilincaya kadar —20
°C’de derin dondurucuda saklandi.

Biyokimyasal olarak, Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), malonildialdehid
(MDA) ve Eritrosit siiperoksit dismutaz (SOD) 6lgiimii igin kan 6rnekleri alindi. Kan
ornekleri reperfiizyonu takiben vena cava inferiordan alindi. Elde edilen kan, plazma
ve hemolizat hazirlanmasi igin hemoliz olmadan EDTA’l1 vakumlu tiiplere aktarildi.
Hemolizat hazirlanmasi her parametrenin caligilmasinda ayricalik ifade ettiginden
her parametrenin yontem kisminda bahsedildi.

4.B-ORNEKLERIN BiYOKIMYASAL OLARAK iNCELENMESIi

4.B.1- Plazma Lipid Peroksit (LPO) Olciimi:

Lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan malonildialdehid (MDA) tayini Satoh
(72) ve Yagi’den (92) modifiye edilen bir yontemle spektrofotometrik olarak
Schimadzu UV-1201 spektrofotometresi kullanilarak yapildi.

Prensip: Plazmada bulunan lipid peroksidasyonunun sekonder iiriinii olan
MDA, aerobik sartlarda, pH:3.4 oldugu bir ortamda tiyobarbutirik asit (TBA) ile 95
°C de inkiibasyonu sonucu pembe renkli kompleks olusturur. Bu pembe rengin 532
nm’de spektrofotometrik olarak olgiimii ile MDA miktart saptanir.

Aywraglar:

1-N/12 siilfiirik asit

2-%10 fosfotungustik asit(PTA)
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3-Tiyobarbutirik asit (TBA) ayract: Esit hacim %0.67 TBA ile glasiyel asetik

asit karistirilir.

4-n-Bitanol

5-Standart (1,1,3,3 tetrametoksipropan)

Standart Egri Cizimi:

Stok standarttan 10 pl alimp 100 ml’ye tamamlanarak konsantrasyonu 40
mmol/L olan giinlik stok standart hazirlandi. Bu stok standarttan belirli oranlarda

sulandirmalar yapilarak 2.4.8,10,20 nmol/ml konsantrasyonlarinda galigma standartlari

hazirlandi. Ayiraglar tiiplere su sekilde ilave edildi.

Negatif  Std (1) Std (2) Std (3) Std (4) Std (5)
Kontrol
Distile su(ml) 4 3 3 3 3 3
TBA ayiraci(ml) 1 | 1 1 1 1
Standart (ml) - 1 1 1 | |
(2Znmol/ml) (4nmol/ml)  (8nmol/ml) (10nmol/ml)  (20nmol/ml)

Tupler iyice kangtirldi ve cam bilye konularak 90 °C’de 60 dk kaynar su
banyosunda kaynatildiktan sonra sogutuldu ve her tiipe 3ml n-biitanol eklendi.
Vorteks edilen tiipler 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Biitiin standartlarin n-
biitanol fazi 532 nm’de kore kargt okundu. Belirli oranlarda hazirlanan bu

standartlardan egri ¢izimi yapildi ve daha sonra galisilan tim ornekler i¢in bu egri

kullamlarak degerlendirmeler yapild.
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Absorbans

0.8
0.6

0.4

02.

0 nmol/ml

0 2 4 6 8 10

Ornek calismasi igin ayraglar asagida tabloda gosterildigi sekilde tiiplere

konuldu.

Negatif Kontrol Standart Ornek
Plazma (ml) - - 0.3
N/12 HySO4 (ml) | —- 4
%10 PTA (ml) -—- --- 0.5

Ornekler iyice karstirildi ve oda sicakhiginda 5 dk bekletildikten sonra 3000
rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatant uzaklagtirildi, altta kalan presipitat alindi
ve iizerine 3 ml distile su konularak vortekslendi. Tekrar 3000 rpm’de 10 dk santrifiij

edildi ve yine presipitat alindi.

Distile su (ml) 4 3 4
TBA ayraci (ml) 1 1 1 r
Standart (ml) -— 1 asic

57



Tipler vortekslendi ve tizerine cam bilye konularak 90 °C’de 60 dk
kaynatildi. Soguk su altinda sogutulan tiiplerin iizerine 3 ml n-biitanol eklendi ve
karigtirildi. Tapler 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edildikten sonra iistteki organik faz
alinarak 532 nm’de negatif kontrollere kargi absorbanslari okundu.

Hesaplama:532 nm’de okunan 6rnek absorbanslari standart egriden
degerlendirildigi gibi, giinlik calisilan belirli konsantrasyondaki standartla

oranlanarak agagidaki formiil yardimiyla degerlendirildi.

Ornek O.D

MDA (nmol/ml)= x Std. Konsantrasyonu
Std. O.D

4.B.2- Eritrosit Siiperoksit Dismutaz (SOD) Tayini:

Eritrosit SOD enzim aktivitesi, Randox firmasinin enzimatik metodla ¢aligan
RANSOD adl ticari kiti kullanilarak olgiilda (65).

Prensip: SOD, oksidatif enerji tiretimi sirasinda olusan toksik stiperoksit
radikallerinin (O7) hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene dismutasyonunu
hizlandirir. Bu yontem, ksantin ve ksantin oksidaz kullanilarak olusturulan stiperoksit
radikallerinin, 2-[4-iyodofenil]-3-[4-nitrofenol]-5-feniltetrazoliyum  klorid (p-
iyodonitrotetrazoliyum viyolet:INT) ile meydana getirdigi kirmizi renkli formozan
boyasinin 505 nm dalga boyunda verdigi optik dansitenin okunmasi esasina dayanir.
Ornekte bulunan SOD, stiperoksidi ortamdan uzaklastirarak formazon reaksiyonunu
inhibe eder. Sonugta kirmizi renkteki azalmanin belirlenmesiyle SOD aktivitesi
olgtiliir. Kirmizi rengin siddeti SOD aktivitesinin buyiikligi ile ters orantilidr.

Ksantin oksidaz

Ksantin » Urik asit +O;°

INT + Oy » Formazon boyasi
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Veya, SOD

02 > O+ H,Op

Aywraglar:
1-CAPS (3-(sikloheksilamino)-1-propan siilfonik asit) tamponu
CAPS (50 mmol/L), EDTA (0.94 mmol/L). PH, NaOH ile 10.2°ye

ayarlanir ve buzdolabinda saklanir.

2-Stok Standart Karigimi

Ksantin (0.05 mmol/L), INT (0.025 mmol/L). CAPS tamponu ile hazirlanir.
Bu ¢ozelti buzdolabinda saklanmalidir.

3-Ksantin oksidaz (80 U/L)

4-0.01 M Fosfat Tamponu (pH:7.0)

5-Standart (S6)

Her kitin iginden farkli derisimlerde hazir standart SOD (S6) ¢ozeltisi
bulunur. Bu liyofilize ayirag 10 ml distile su ile sulandirildi ve SOD derigimleri
fosfat tamponuyla asagidaki tabloda verildigi sekilde hazirlanarak standart egri

¢izimi igin kullanild.

No Kullanilacak 001 M fosfat|SOD derigimi
standart tamponu (U/ml)

S5 S6  Sml 5 ml 28

S4 S5 Sml 5 ml 1.4

S3 S4  Sml 5 ml 0.7

S2 S3 3ml 6 ml 0.23

S1 galigma negatif kontrolii olup sadece fosfat tamponu konuldu.

59



Yontem:

Asagidaki tabloda oldugu gibi deney diizenegi kuruldu ve deney yapildi.

Cozeltiler Negatif Kontrol Standart

Standart (ml) - 0.05

Fosfat tamponu (ml) 0.05 -

Substrat karigimi (ml) 1.7 1.7

Lyice karistirtldi ve ksantin oksidaz eklendi.

Ksantin oksidaz (ml) 0.25 0.25 '

Ksantin oksidaz eklendikten sonra alt st edildi ve 30 sn sonra 505 nm dalga

boyunda havaya kars: ilk
(A2).

Hesaplama:

okuma yapildi (A1). 3 dk sonra ikinci absorbans alindi

Caligma negatif kontrolii SOD igermedigi igin inhibisyona ugramamis

reaksiyon olarak kabul adildi ve degeri %100 olarak alindi. Tiim standartlar i¢in %5

inhibisyon degeri, bunlara ait degerin calisma negatif kontrolii ile oranlanarak

100°den g¢ikarilmasi sonucu hesaplandi.

As-A,y

AA/ dakstandaﬂ =

3 dak

%inhibisyonstandm‘t=

AA/dakgandganx 100

100-

AA/dak gapgmg ki
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Hesaplama yapildiktan sonra X (yatay) eksenine SOD derisimlerinin (U/ml)
logaritmik dontsim degerleri, Y (dikey) eksenine standartlara ait % inhibisyon
degerleri yazilarak standart egri elde edilir.

%inhibisyon
90-
80-
70-
6

50-

40-

30-

20-

10-

0-

-1.5 -1 -0.5 0 0.5 1

log|U/ml(hemolizat)]

Ornek ¢alismast:

Eritrosit hemolizat hazirlama islemi soyle gergeklestirildi; 0.5 ml EDTA’li
kan 3000 rpm’de santrifiij edilerek iistteki plazma kismi atildi. Kalan eritrositler 3 ml
%0.9’luk NaCl ile 4 kez yikandi. Her yikamadan sonra eritrosit stispansiyonu 3000
rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Yikanmus eritrositler soguk distile su ile 2 ml’ye
tamamlandiktan sonra alt iist edilerek +4 “C°de 15 dk bekletildi. Olusan lizat fosfat

tamponuyla ytizde inhibisyonu %30-60 arasina disirilecek sekilde seyreltildi.
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Yontem:

Ayraglar, tiiplere asagidaki tabloda gosterildigi gibi konuldu.

Cozeltiler Negatif Kontrol | Standart Hemolizat
Numune (ml) -- -- 0.05
Standart (ml) -- 0.05 -

Fosfat tamponu(ml) |0.05 - -

Substrat karigimi 1.7 1.7

lyice karigtirilir.

Ksantin oksidaz (ml) |0.25 0.25 0.25

Tekrar kangtirildiktan 30 sn sonra 505 nm dalga boyunda havaya karsi
baglangi¢ absorbans (A;) 0. dakikada okundu. 3 dakika sonra son absorbans (Az)
okundu.

Hesaplama:

Cahigma negatif kontrolii SOD igermedigi igin inhibisyona ugramams
reaksiyon olarak kabul edildi ve degeri %100 olarak alindi. Tiim standartlar igin %
inhibisyon degeri bunlara ait degerin galigma negatif kontrolii ile oranlanarak
100’den gikarilmas: sonucu hesapland.

Az-A,
AA/daksmea=
3 dak
AA/daksmex x 100

%inhibisyonsme= 100-

AA/ dakncgati fkontrol
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Ornege ait hesaplanan %inhibisyon degerine karsilik gelen SOD degeri standart
egri kullamlarak bulundu. Seyreltme faktéri kullanilarak aktivite bulundu. Bulunan
SOD iinitesi Drabkin yontemiyle elde edilen Hb degerine boliinerek U/g. Hb cinsinden
aktivite bulundu.

SOD aktivitesi (U/ml)

SOD aktivitesi(U/g. Hb)=

Hemolizat Hb (g/ml)

4.B.3- Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Enzim Aktivitesi:

Eritrosit GSH-Px aktiviteleri, Randox Laboratories Ltd. United Kingdom
ticari firmasinin enzimatik-UV metotla ¢alisan RANSEL adli ticari kiti (Katalog No:
RS 504) ile Olimpus AU-600 otoanalizériinde 6lgiildii. Bu kit Paglia ve Valentine
metodu (60) esas alinarak hazirlanmisgtir.

Prensip:

GSH-Px, kiimen hidroperoksit (ROOH) varhginda rediikte glutatyonun
(GSH) okside glutatyona (GSSG) yiikseltgenmesini katalize eder. Olusan GSSG,
glutatyon rediiktaz ve NADPH yardimi ile GSH"” indirgenir. GPx aktivitesi,
NADPH"”in NADP"”e yiikseltgenmesi ile olusan absorbans farkimn 340 nm"e
okunmasi ile élgiiliir.

GPx
2GSH+ROOH —— 3 ROH + GSSG + H,0
GR

GSSG+NADPH — 3 NADP'+2GSH
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Ornegin Hazirlanmas:

Taze heparinize tam kanmn 0.05 ml’si kit igerisindeki 1 ml dilisyon ajani ile
dilie edilip 5 dakika inkiibasyona alimir. Daha sonra 1ml ¢ift giglii drabkin reaktifi
eklenir ve iyice karistirthir. Su negatif kontrolii ol¢imiinii miiteakiben 20 dakika
igerisinde ornek Olgiimleri yapilir. Ornek absorbanslarindan negatif kontroliin
absorbanslari gikarilarak GPx diizeyleri U/L cinsinden hesaplamir daha sonra Drabkin
metoduyla dlgtiigiimiz hemoglobin degerine béliinerek U/gr Hb cinsinden tanimlanir.

4.B.4- Hemoglobin Tayini:

Hemoglobin miktar1 Drabkin yontemiyle olgiildi. Bu yontemle ferrisiyaniir
hemoglobindeki demiri oksitleyerek iki degerlikli demiri i¢ degerlikli demire gevirerek
methemoglobine doniigmesini saglar. Bunu takiben potasyum siyanid ile kararli bir
pigment olan siyanmethemoglobin meydana gelir. Siyanmethemoglobinin absorbans
spektrofotometrik olarak 546 nm’de okunur.(26)

Ayiraglar:

1- Drabkin ¢ozeltisi: 50 mg KCN

200 mg K3Fe(CN)s
1 g NaHCO;

distile su ile bir litreye tamamlanan ¢ozelti renkli ¢ozeltide ve oda sicakliginda

bir yil stire ile saklanabilir.

2- Hemoglobin standarti: 18 g/dl
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Islem:

NEGATIF KONTROL STANDART ORNEK
Drabkin ¢gozeltisi(ml) 5.0 5.0 5.0
Hemoglobin standarti(ml) - 0.02 R
Hemolizat(ml) - -—-- 0.02
Distile su(ml) 0.02 i ——

Tupler iyice karistirtldi ve oda sicakliginda 20 dk bekletildikten sonra 546 nm de
negatif kontrole kargi absorbanslari okundu.
Hesaplama:
Ornek absorbansi

Hemoglobin(g/dl): x Standart konsantrasyonu

Standart absorbansi

4.B.5- Doku MDA Diizeyleri:

Lipid peroksidasyonunun son driinii olan malonildialdehid (MDA) tayini
Ohkawa (59) tarafindan belirlenen yontemle spektrofotometrik olarak yapildi.

Prensip: Dokuda da lipid peroksidasyonunun ol¢iimii; pH:3.5 ve aerobik
sartlar altinda, tiyobarbitiirik asit (TBA) ile doku homojenatinin kaynar su
banyosunda 1 saat inkiibasyonu sonucu lipid peroksidasyonunun sekonder {iriinii
olan MDA ile TBA’mn olusturdugu pembe renkli kompleksin 532 nm’de
spektrofotometrik olarak 6l¢iimii prensibine dayanir.

Homojenat hazirlanmasr: Kobaydan alinan over 6rnegi soguk %0.9’luk NaCl
ile yikandiktan sonra hemen 6lgiimii yapilmayacak ise —20 °C’de derin dondurucuda
saklanabilir. Serum fizyolojik ile yikama isleminden sonra islakligr iyice alinan
dokunun tartimi yapildi. Her gram bagina 9 ml %1.15°lik KCI olacak sekilde cam-

cam homojenizatorde homojenizasyon islemi gergeklestirildi.
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Aywraclar:
1- %8.1°lik Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
2- %20’lik Asetik Asit
3- %0.8 Tiyobarbitiirik asit (TBA)
4- n-Bitanol/Piridin (15:1, v/v)
5- Stok standart (1,1,3,3 tetra metoksipropan)
(Stok standarttan giinliik standart dilie edilerek hazirlanabildigi gibi,
degisik derisimlerde hazirlanan standart galigmasi yapilarak egri ¢izilir ve

sonuglar egriden hesaplanir.)

Yontem:

Negatif Std (ml) Ornek (ml)
Kontrol (ml)

Standart (Kons:4.4 nmol/ml) - 0.2 -

Homojenat - e 0.2

SDS 0.2 0.2 0.2

Asetik asit L5 1.5 1.5

TBA 1.5 1.5

Saf su 0.8 0.6 0.6

95 °C’de 1 saat inkiibe edildikten sonra soguk su altinda sogutuldu. Tiiplere;

Saf su

1.0

1.0

1.0

n-Bitanol/Piridin

50

5.0

5.0

66




eklenerek iyice karistirildi. Daha sonra 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edildikten sonra
ustteki organik faz alinarak 532 nm’de kore karsi standart ve ornek absorbanslari
olguldi.

Hesaplama:

Ornek O.D.

MDA (nmol/gr.yas doku)= x Std. Konsantrasyonu
Std. O.D.

4.B.7- Histopatolojik inceleme:

Tum gruplardan alinan sol overin %50’si %10’luk formaldehit icinde tesbit
edilerek rutin takip islemlerinden gegirildi. Parafin bloklara gémiilen dokulardan 4pm
kalinliginda kesitler alindi. Alinan kesitler deparafinize edilerek Hematoksilen-Eozin
(H-E) ile boyanarak 151k mikroskopunda degerlendirildi.

Istk mikroskop altinda patolog tarafindan over dokusundaki konjesyon,
hemoraji, oosit hasari, stromada polimorfoniikler lokosit varligi, 6dem, graniilloza ve
teka hiicre degisiklikleri, folikul iginde materyal birikimi, dokuda pigment varlig
agisindan olusturdugumuz histolojik grade skalasina gore (yok=0p, var=1p, ¢ok
var=2p) degerlendirildi . Sonuglar ortalama + standart sapma olarak ifade edildi.

4.B.8- Istatistik Analizler:

Deneysel caligmalar sonucu bulunan verilere grup sayist 6, birbirinden
bagimsiz ve n< 30 oldugu igin Kruskal wallis varyans analizi yapildi. p<0.05
bulunmas: izerine Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi yapildi. p<0.02
anlamli kabul edildi. Doku histopatolojisi ile diger parametreler arasinda Spearman
bagint1 analizi yapildi (r, p, n).

Verilerin istatistiksel analizi ve grafik ¢izimi igin SPSS 9.0 for windows paket programi

kullanildi (1).
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Resim 1(Sham grubu): Sag iist kosede folikiil yapisi izlenen overde normal

histolojik gériiniim (H.Ex200).

Resim 2 (iskemi grubu) : Yaygm konjesyon ve kanama alanlari izlenen over
dokusunda stromal ve folikiiler hiicrelerde yer yer iskemik degisiklikler izlenmekte

(H.Ex100).
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Resim 3 (Melatonin grubu) : Over dokusundaki konjesyon ve kanama daha hafif

siddette; stromal ve folikiiler hiicreler saglam gériiniimdedir (H.Ex100).

Resim 4 (Prostoglandin E;) : Asi1 konjesyon ve kanama alanlari iceren over
dokusunda stromada iskemik degisiklikler izlenmeyip damarlanmada artis mevcut

(H.Ex100).
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Resim 5 (Vitamin E grubu) : Stromada belirgin konjesyon, kanama ve

damarlanmada artis mevcut. Folikiil yapilarmm korundugu izlenmektedir (H.Ex100).
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5.B. Plazma MDA diizeyleri (nmol/ml):

Tablo 1I’de plazma MDA dizeylerinin  tim gruplar arasindaki
kargilagtirmalar1 gosterildi. Degerler ortalama + SD olarak belirtildi.
Tablo II: Tiim gruplarin plazma MDA diizeylerine ait sonuglar.
Parametre Gl G2 G3 G4 G6 P
MDA(nmol/L) |1.740.4° [2.6+0.4* |3.5+0.5° |1.240.01?|0.740.2" |1.5+027 |*

*=p<0.05, Kruskall Wallis Varyans Analizi.

Not: Aym satirdaki farkli rakamlar, ikili karsilastirmalarda ortalamalar

arasinda anlamh fark oldugunu gostermektedir (p<0.02, Mann Whitney U Testi).

Rakamlandirmada ortalamalar kiigiikten biiyiige dogru siralandi.

Tabloda gorildugii gibi plazma MDA diizeyleri G3” de en fazla G5’de en az

bulundu. Tiim antioksidanlar plazma MDA diizeyi iizerine olumlu etki yapmaktadir.

§.C. Eritrosit GSH-Px diizeyleri (IU/gHb):

Tablo III’de eritrosit GSH-Px diizeylerinin tiim gruplar arasindaki

kargilagtirmalart gosterildi

Tablo III: Tum gruplarin eritrosit GSH-PX diizeylerine ait sonuglar. Degerler

ortalama + SD olarak belirtildi.

Parametre

Gl

G2

G3

G4

G5

G6

GSH-Px(IU/g Hb)

7+0.9*

6+0.82

3.54+0.4"

7+12

6.6+0.6

6.8+0.32

*=p<0.05, Kruskall Wallis Varyans Analizi.

Not: Aym satirdaki farkli rakamlar, ikili karsilastirmalarda ortalamalar arasinda

anlamli fark oldugunu gostermektedir (p<0.02, Mann Whitney U Testi).

Rakamlandirmada ortalamalar kiigiikten biiyiige dogru siralandi.
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GSH-Px degeri en ¢ok G3’de duiserken, antioksidan kullanilanlarda en fazla
PGE1’de artmig bulundu. Ancak diger antioksidanlarla aralarinda istatistiksel anlaml

farklilik saptanamadi (p>0.02, Mann Whitney U Testi).

14
Over Patolojisi(puan) =] GSH-PX (IUfg Hb)
15 RN MDA (nmoliL)
10 4
8
| H 5 =inl=
e

-— = =

0 &
--2 w w w w w w
N= 777 777 777 777 777 777
Gl G2 G3 G4 G5 Gé

Sekil 1. Over patolojisi, plazma MDA ve eritrosit GSH-Px degerlerine ait sapli kutu
grafigi.

S.D.Eritrosit SOD diizeyleri (IU/gHb):

Tablo 1V’de eritrosit SOD diizeylerinin tiim gruplar arasindaki
kargilagtirmalari gosterildi.
Tablo IV:Tum gruplarin eritrosit SOD diizeylerine ait sonuglar. Degerler ortalama +

SD olarak belirtildi.

Parametre Gl G2 G3 G4 G5 G6

SOD (IU/g Hb) |2514+165° | 19724119 | 1328+99' [2578+264° | 2879+338° | 1597+240"

*=p<0.05, Kruskall Wallis Varyans Analizi.
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Not: Aymi satirdaki farkli rakamlar, ikili karsilastirmalarda ortalamalar arasinda
anlamli fark oldugunu gostermektedir (p<0.02, Mann Whitney U  Testi).
Rakamlandirmada ortalamalar kiigiikten biiyiige dogru siralandi.

SOD degeri en ¢ok G3’de diiserken, antioksidan kullanilanlarda en fazla
melatonin’de artmig bulundu. Ancak PGElile aralarinda istatistiksel anlamli farklilik

saptanamadi (p>0.02, Mann Whitney U Testi). Vit E ise etkisiz bulundu (p>0.02,

4000 SO (1U/g Hb)

- —

1000

7 7 7 s 7 7
Gl G2 G3 G4 G5 G6

Mann Whitney U Testi).

N=

Sekil 2: Lritrosit SOD diizeylerine ait sapli kutu grafigi.
S.E. Doku MDA diizeyleri (nmol/l):
Tablo V’de doku MDA diizeylerinin tiim gruplar arasindaki karsilastirmalar
gosterildi. '
Tablo V:Tum gruplarin doku MDA diizeylerine ait sonuglar. Degerler ortalama + SD

olarak belirtildi.
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Parametre Gl G2 G3 G4 G5 G6 P

Doku MDA(nmol/L)  [21.5+4% |25.842.2> |98+9° |1842.6%|11+1.3' |86.7426° |*

*=p<0.05, Kruskall Wallis Varyans Analizi.
Not: Aymi satirdaki farkli rakamlar, ikili karsilastirmalarda ortalamalar arasinda
anlamh fark oldugunu gostermektedir (p<0.02, Mann Whitney U Testi).
Rakamlandirmada ortalamalar kiigiikten bilyiige dogru siralandi.

Doku MDA degeri en ¢ok G3’de artarken, antioksidan kullanilanlarda en
fazla melatonin’de azalmis bulundu. Daha sonra PGElile aralarinda istatistiksel
anlamli farklilik saptandi (p<0.02, Mann Whitney U Testi). Vit E ise etkisiz bulundu

(p>0.02, Mann Whitney U Testi).

140 Doku MDA Diizeyi (nmol/L)
120 =
_I_
100 = e
80 = e — —
i
B0
404
0 - r . ]
e —
D L - - L
N= 7 7 7 F 7 7
Gl G2 G3 G4 G5 G6

Sekil 3: Doku MDA diizeylerine ait sapli kutu grafigi.
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S.F: Doku histopatolojisi ile diger parametreler arasmdaki Spearman
Baginti analizi,

Sperman bagint1 analizinde over histopatolojisi ile Siiperoksit dismutaz
arasinda (-) baginti (r=-0.8, p=0.000, n=42), doku/plazma Malondialdehit diizeyi
arasinda (+) bagmti (r=+0.7/4+0.6, p=0.000, n=42), glutatyon peroksidaz arasinda (-)

bagint1 (r=-0.5, p=0.000, n=42) saptandi. Sekil 4’de gosterildi.

Plazma MDA Diizeyi
(r=-0.7,p=0.000,n=42) (r=+0.7, 520,000 n=42)

Eritrosit SOD Diizeyi {=-0.9.0=0.000,n=43) Doku MDA Diizeyi

(r=+0.6,p=0.000,0=42)

(r=-0.8,p=0.000,n—47 =+0.7,p=0.000,0=42)

Doku Histopatolojisi
(r=-0.5,p=.000,n=42)

Eritrosit GSH-Px Diizeyi
Sekil 4: Doku histopatolojisi ile diger parametreler arasindaki Sperman bagmnti

analizi.
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6. TARTISMA:

Yaptigimiz deneysel ¢aligmada, iskeminin over dokusunun rengi,
histopatolojisi, doku MDA ve kan GSH-Px, SOD ve MDA iizerine olumsuz etkisi
saptandi. Ayrica reperflizyon uygulanan grupta bu olumsuz etkinin daha da arttigi
tespit edildi.

Iskeminin 45. dakikasinda kullandigimiz antioksidanlar iginde en etkilisi
sirayla melatonin ve PGE1 grubu olarak tespit edildi. Vit E grubunda ise plazma
MDA ve eritrosit GSH-Px diizeylerine olumlu etki saptanirken, over histopatolojisi,
kan SOD ve doku MDA diizeyleri tizerine etkisiz oldugu saptandi.

Deneyimizde iskemi grubu olusturarak, reperfiizyon hasarinin, overlerde de
iskemik hasar tizerine olan artirici etkisini gozledik.

Iskemi veya I-R hasarina ugrayan over dokusunda renk degisikligi ortaya
¢ikar. Siyah-mavi bir gériinim alir. Ozellikle adneksiyal torsiyon olgularinda over
rengine bakarak, salpingoooferektomi onerenler olmugstur (58). Taskin ve ark.
makroskopik goriiniimiin iskemi ve nekrozun dogru bir indikatorii olmadigini
belirtmistir (82). Bulgularimiz Taskin ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismanin sonuglari
ile uyumluk gostermektedir. Ciinkii G2-G6’daki overlerin makroskopik goriinimii
benzer olmasina ragmen, mikroskopik incelemeler, doku ve plazma MDA diizeyleri,
eritrosit GSH-Px ve SOD diizeyleri arasinda ¢ok biiyiik farkliliklar saptandi. Sonugta
iskemik dokunun makroskopik goriinimiiniin iskemi ve nekrozun dogru bir
endikatorii olmadigi kanaatindeyiz.

Iskemi veya I-R hasarinda over histopatolojisi olumsuz yonde etkilenir (82).
(Resim1,2) Antioksidan kullandigimiz olgularda 6zellikle melatonin ve PGE1’in bu
olumsuz etkiyi azalttigi bulundu (Resim3,4,5). Vit E grubunda ise iskemi grubuna

benzer histopatolojik bulgular elde edilmeside bir kazang olabilir. Over dokusunda
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artan SOR’leri follikuil kaybina neden olur (57). Gergektende doku MDA diizeyi en
az artan melatonin ve PGE1 grubunda over histopatolojisi en saglikli durumda tespit
edildi.

Iskemi veya I-R hasarinda doku ve plazma MDA diizeyleri artar (57, 74, 78).
MDA lipid peroksidasyonunun son urtinii olup belirgin derecede MDA (iretimi,
reperflizyon sirasinda olmaktadir. MDA seviyelerindeki artis, peroksidasyona
ugrayan membranlarin ¢oklugunu veya hasara ugrayan hiicrelerin yayginhgini
gosterir (2). Doku ve plazma MDA diizeyleri iizerine en etkili ilag sirasiyla
melatonin ve PGE1’dir.

Sugino yaptigi caligmada 15 giinlik gebe ratlarda 30 dk iskemi uygulamis
takiben 90 dk reperflizyon uygulamig, progesteron diizeylerinin azaldigini ve lipid
peroksitlerinin arttigin1 saptamigtir. Sham grubunda, doku MDA diizeyleri 147 4+7.8
iken, I-R’da 274.3+19.7 bulmuslardir (p<0.01). Caligmamizda, tim gruplarda elde
ettigimiz doku MDA diizeyleri, sham grubunda 21.5+ 4, iskemi grubunda 25.8+ 2.2,
iskemi reperflizyon grubunda 98+ 9, prostoglandin E1 verilen grupta 18+ 2.6,
melatonin verilen grupta 11+1.3 Vitamin E verilen grupta 86.7+26 bulunmustur. . Bu
sonuglara gore, MDA diizeylerigrup 3 de grup 1 ile ve grup 2 ile kargilastirildiginda
anlamli  olarak  yikselmistir. ~Bu bulgu istatistiksel olarak  anlamli
bulunmustur(p<0.02). Grup 3 ile grup 4 karsilagtirildiginda istatistiksel oarak anlamli
bir azalma tesbit edildi(p<0.02). Grup 3 ile grup 5 karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlaml1 bir azalma tespit edildi(p<0.02). Grup 3 ile grup 6 karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma tesbit edilemedi(p>0.02). Sonugta en etkili
melatonin bulunurken, vit E etkisiz bulundu.

Bizim ¢aliymamizda da Sugito ve arkadaglarimin ¢aligmasinda oldugu gibi,
doku MDA diizeyleri sham grubuna gore iskemi reperfiizyon grubunda daha yiiksek

78



bulunmustur. Bu farklilik, istatistiksel olarak anlamhdir (p<0.02). Buldugumuz
degerlerin diisiik olmasinin nedenleri iskemi ve reperfiizyon siirelerinin farkina, gebe
ratlarin kullanilmamasina bagh olabilir.

Ayni galigmada reperflizyondan 5 dk énce 50.000U/kg SOD ve 100.000 U/kg
katalaz 1v verilmis, bu gruplarda progesteron diizeyinin arttigim ve lipid
peroksidasyon urtnlerinin azaldigi tespit edilmistir. Sham grubunda doku MDA
duzeyleri 151.8+35.5, iskemi reperflizyon + salin soliisyonu verilen kontrol grubunda
423.6+ 21.9, iskemi-reperfiizyon + SOD ve katalaz verilen grupta 210.6+39.8
bulmuglardir. Bu sonuglar, sham ve kontrol gruplari p<0.01 giiven aralifinda; tedavi
grubu ile kontrol grubu p<0.05 giiven araliginda karsilastirildiginda anlamlidir.

Nugent ve arkadaslari, ovaryan greftlerde iskemi-reperfiizyon hasarindan
korumak icin vitamin E (5 mg/kg) uygulamislar. Vitamin E verilen ve verilmeyen
gruplar arasinda greftleme isleminden yedi giin sonra bakilan lipid peroksidasyon
duzeyleri ile malonildialdehit diizeyleri arasinda belirgin  bir farklilik
saptayamuslardir (p>0.05). Ayrica vitamin E verilen greftlerde lipid peoksidasyon ve
malonildialdehit diizeyleri greftleme igleminin tgiincii giinii vitamin E verilmeyen
greftlerle karsilatirnildiginda belirgin olarak diigiik bulmuslardir. Bu g¢aligmada
antioksidan olarak vitamin E kullanimi hasardan korumaya operasyondan ii¢ giin
sonra basladigi saptanmistir. Bu ¢aligmada diigiik doz E vitamini kullanmilmistir ancak
yiiksek dozda vitamin E verilmesi iskemi reperfiizyon hasarindan korumaya yararli
olabilir. Ayrica akut yiiksek doz, saglikli insan ve rodent toksikolojik ¢alismalarinda
emniyetli oldugu goriilmistiir (57).

Yiiksek lipid peroksidasyonu, overde yiiksek oranda folikiil kaybina neden
olur. Nugent ve arkadaslari, ligate edilmis overlerde yedinci giinlerde lipid

peroksidasyonunu 9.8+1.1 ve 5.2+0.6 olarak saptamiglardir.
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Ligate edilen overe vit E verilen grupta, lipid peroksit ve MDA diizeylerinde
anlamli bir azalma saptamuglardir. Greftlerdeki ve vit E verilen kontrol overlerdeki
ortalama folikiil sayis1 931108 ve 1340+48di. Ancak, vit E verilmeyen gruplarda
642488 ve 1444+109du. Bu da vit E destegi alan greftlerde folikiil yagamini anlamli
sekilde artirdigin1 gosterir(p<0.005). Vit.E alan ve almayan kontrol gruplari arasinda
ortalama folikiil sayis1 agisindan istatistiksel olarak anlamlh bir farkhilik
bulunamamgtir. Greftlerdeki folikil yagsam kontrlateral kontrol overleri ile yiizde
olarak karsilastirilmig.Yasam oram, vit E alan ratlarda %7148, Vit E almayan
ratlarda ise %45+6 olarak tespit edilmis. Bu oran istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksekti (p<0.004). Vit E alan grefilerdeki %75+5 primordiyal folikiil orani ile
almayanlardaki %70+3 primordiyal folikiil orani arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir farkhilik bulunamamis (p>0.005). Bu degerler kontrol grubunda da anlamli olarak
farkli degilmis (p>0.005) (57).

Calismamizda, yiksek doz Vitamin E kullamldi (500mg/kg). Nugent ve
arkadaglarinin galigmalarinda belirttigi gibi, biz de vitamin E verilen grupta lipid
peroksidasyon urtnleri ve MDA diizeylerinde azalma bulduk. Ancak bu azalma,
melatonin ve prostavasin verilen gruba gore daha az olarak saptandi. Melatonin ve
PGE, kullanimi, vit E kullanimindan daha etkili olabilir.

Literatirde ovaryan iskemi-reperfiizyon hasarinda, melatonin ve PGE,
kullanilmadig: igin, caligmamizdaki degerleri kargilagtiramadik.

Ancak Sewernynek ve arkadaglari karaciger IR hasarinda melatonin
uygulayarak bu hasari onlemeye caligmiglardir. Bu galigmada I-R sonrasi lipid
peroksidasyon trinii olan MDA seviyesinde yiikselme saptamiglar ve melatonin
uygulamasi ile hem plazma hem de doku MDA seviyelerinde azalma gozlemislerdir

(74).
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Plazma MDA sonuglarimiz, sham grubunda 1.7+0.4, iskemi grubunda
2.610.4, iskemi-reperfiizyon grubunda 3.5+0.5, PGE, grubunda 1.240.01, melatonin
grubunda 0.7+0.2, vit E grubunda 1.5+0.2 bulunmustur. Bu sonuglara gore, MDA
duzeyleri grup 3 de grup 1 ile ve grup 2 ile karsilagtinldiginda anlamh olarak
yukselmistir. Bu bulgu istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.02). Grup 3 ile
grup 4 karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit edildi
(p<0.02). Grup 3 ile grup 5 kargilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma
tespit edildi (p<0.02). Grup 3 ile grup 6 karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bir azalma tespit edilemedi (p>0.02). Sonugta en etkili melatonin iken, Vit E
etkisiz bulundu.

Bu sonuglara gore, MDA diizeylerib grup 3 de grup 1 ile ve grup 2 ile
kargilastirildiginda anlaml olarak yiikselmistir. Bu bulgu istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (p<0.02). Grup 3 ile grup 4 kargilagtinldiginda istatistiksel olarak
anlaml bir azalma tesbit edildi (p<0.02). Grup 3 ile grup 5 karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit edildi (p<0.02). Grup 3 ile grup 6
kargilastirldiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma tesbit edilemedi (p>0.02).
Sonugta en etkili melatonin bulunurken, Vit E etkisiz bulundu.

Oksijeni metabolize eden tiim hiicrelerde bulunan SOD ve GSH-Px enzimleri
serbest oksijen radikal toksisitesine karsi onemli defans mekanizmalarini
olustururlar. Reperfiizyon esnasinda olusumu artan serbest radikallerinin hidrojen
peroksit ve molekiler oksijene dismutasyonunu hizlandirir. Plazmada iiretilen ve
eritrosit hiicre membramini gegebilen hidrojen peroksit ve siiperoksit iyonlari
eritrositlerde toplanir. Eritrositlerde hidrojen peroksidin detoksifikasyonunu saglayan

GSH-Px dogal antioksidan savunma sistemini olusturur. Bu nedenle kanda ve
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homojenize edilmis dokularda SOD ve GSH-Px diizeylerine bakilarak kan ve
dokularin IR hasarindan ne diizeyde etkilendigi belirlenebilir.

Sugino ve arkadaglari iskemi-reperfizyon grubunda SOD aktivitesinin
azaldigini belirtmektedirler (78).

Sewerynek ve arkadaglari IR sonrasi SOD ve GSH-px diizeylerinde diigme
tespit etmigler ve melatonin tedavisi ile kontrol grubuna gore belirgin bir artig
oldugunu bildirmislerdir (74).

Bu ¢aligmada eritrosit SOD degerleri agisindan sham grubuna gore, grup 3’te
istatistiksel olarak anlamli bir azalma tesbit edilmistir (p<0.02). Grup 3 ile diger
tedavi gruplan kargilagtinldiginda eritrosit SOD seviyelerindeki artigin istatistiksel
olarak anlamli oldugu gortldi (p<0.02). Bu da bize, uyguladigimiz melatonin, PGE;
ve Vit E tedavisinin antioksidan defans sistemini destekler nitelikte, eritrosit SOD
dizeylerini artirdigint gostermektedir.

Eritrosit GSH-Px sonuglarimiz sham grubu ile grup 3 karsilastirildiginda grup
3 de belirgin orandaki azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.02). Grup 3
ile grup 4,5,6 arasindaki kargilagtirmada eritrosit GSH-Px diizeyindeki artig
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.02). Bu bulgular uyguladigimiz melatonin,
PGE1 ve Vit E tedavisinin antioksidan defans sistemini destekler nitelikte etki
gostererek eritrosit GSH-Px aktivitelerini artirdigini gostermektedir.

Doku histopatolojisi ile diger parametreler arasinda yapilan spearman baginti
analizinde Eritrosit SOD diizeyinin GSH-Px’den daha 6nemli oldugu tespit edildi.
SOD diizeyine en etkili ilag melatonin oldugu igin, kullandigimiz ilaglar iginde
melatonin tercih edilebilir.

Adneksiyal torsiyonun geleneksel tedavisi, pedikiili detorsiyone etmeden ve

tromboembolik olaydan korunmak ig¢in salpingoooferektomi yapmaktir (58). Ancak,
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reprodiiktif  yag grubunda olan hastalarda cesitli  konservatif

uygulanmaktadir ve konservatif tedavi uygulanan normal ove

grupta

tedavilar

I perflizyony saglanan
tromboembolik olaylar rapor  edilmemigtir

(82). Bizim antioksidan
kullandigim; olgulardaki histolojik ve biyokimyasa] bulgularim;z konservatif

tedavinin hastalarda uygulanabilecegini dﬂsl'jndiinnektedin

Adnekslerin iskemiye kargi

hidroksil radikallerini ortaya ¢ikardig; bilinmektedir (2,18).

Overin iskemiye karst olan duyarliligin, azaltmak i

¢in, dolayisiyla kalics
yapisal degisikliklere kars;

rezistansing artirmak

i¢in kullanilacak serbest

peroksidasyon zincir reaksiyonlarin; baslatarak toksik

serbest radikalleri
olusturmaktadr Bu toksik radikallere karg,

viicut intraseliiler antioksidan defans
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hastalik durumu ortaya gikar. Digaridan verilen antioksidanlar, hasari énlemek ve
diizeltmek agisindan 6nemli olsa da uygun ve yeterli dozda antioksidan segimi sarttir.
Overlerdeki I-R hasarinin énlenmesinde melatonin ve PGE;’in etkili oldugu ancak

vit E’nin o kadar etkili olmadig kanaatine varild1.
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. Sonuclar:

. Ovaryan iskemide, Over histopatolojisi ve rengi olumsuz etkilenir. Doku
ve kan MDA duzeyleri artar. GSH-Px, SOD diizeyleri azalir.

. Ovaryan iskemi-reperfiizyon grubunda, iskemik hasardan daha fazla hasar
ortaya gikar. Iskemiden sonra goriilen reperfiizyon, over iizerine yikici etki
yapmaktadir.

. Iskeminin sonlarina dogru, reperfiizyon baslamadan verdigimiz antioksidan
ajanlar iginde en etkilisi sirayla melatonin ve PGE1’dir. Vit E ise en az
etkili olan antioksidandir. Melatonin ovaryan iskemi-reperfiizyon hasarini

onlemek igin kullanilabilir.

85



10.

11

12.

155!

14.

15.

8. KAYNAKLAR:

Akgul A (1997).Tibbi arastirmalarda istatistiksel analiz teknikleri ““SPSS”
uygulamalari. 10:320.61

Akkus 1. (1995) Serbest Radikaller ve Fizyopatolojik Etkileri. Mimoza
Yayinlar1 Konya. Sayfa 3-95.

Apperley JF; Reddy N. (1995). Mechanism and management of treatment —
releated gonadal failure in recipients of high dose chemoradiotherapy. Blood
Reviews. 9: 93-116.

Aten R, Duarte K, Behrman H. (1992). Regulation of ovarian antioksidant
vitamins, Reduced Glutathione and lipid peroxidation by luteinizing hormone
and prostaglandin F2a. Biology of reproduction. 401-407.

Ates M. (1998). Diabetik ratlarda retina lipit peroksidasyonu iizerine
melatoninin etkisi.. Firat Universitesi Goz Hastaliklart ABD. Elazig.

Aybey B, Tufan H, Ergenekon G. (1996) Serbest radikaller. Tiirkderm. 30:
116-122.

Aydin A, Sayal A, Isimer A. (1997). Oksijen radikalleri ve biyolojik
sistemlerdeki rolii. GATA biilteni. 39: 270-274.

Babbs C. (1988). Reperfusion injury of postischaemic tissues. Annals of
Emergency Medicine. 17: 1148-1157.

Bayer AI, Wiskind AK.(1994). Adnexal torsion: Can the adnexa be saved?
Am. J. Obstet. Gynecol.171: 1506-11.

Bernard A, Fuller BJ. (1996).Cryopreservation of human oocytes. A review of
current problems and perspectives. Hum. Reprod. Update 2:193-207.

Bider D, Mashiach S, Dulitzky M, Kokia E, Lipitz S,Ben- Rafael Z.(1991).
Clinical, surgical and patholojic findings of adnexal torsion in pregnant and
nonpregnant women. Surg. Gynecol. Obstet.173: 363.

Brown JH, Pollock H. (1972). Stabilization of hepatic lysosomes of rats by
vitamin E and selenium in vivo as indicated by thermal labilization of isolated

lysosomes. J. Nutr.102: 1413-1420.

Biilbiller N.(1998). Melatoninin kesi yaralari ve anastomotik yara iyilesmesi
tizerine etkisi. Elaz1g. Firat iiniversitesi Genel Cerrahi ABD.

Callejo J, Jauregui MT, Valls C, Fernandez ME, Cabre S, Lailla J. (1999).
Heterotopic ovarian transplantation without vascular pedicle in syngeneic
Lewis rats: six-month control of estradiol and folicle stimulating hormone
concentrations after intraperitoneal and subcutaneous implants. Fertil-steril 72:
513-517.

Candy CJ, Wood MJ, Whittingham DG. (1997). Effect of cryoprotectants on
the survival of follicles in frozen mouse ovaries. J. Reprod Fertil 110: 11-19.
86



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25

26.

217,

28.

29,

30.

Cavallo A. (1993). Melatonin and human puberty: current perspectives. J.
Pineal Res.15(3):115-21.

Chen C.(1986). Pregnancy after human ovocyte cryopresrvation. Lancet i: 884-
886

Cotran RS, Kumar V, Robbins SL. (1995).Robbins Pathologic Basis of
Disease. 4 th ed. Philadelphia: W.B. Saunders Company, 3-12.

Cavdar C, Sifil A, Camsar1 T. (1997). Hastaliklarin patogenez ve tedavisinde
reaktif oksijen partikiilleri ve antioksidanlar. Tiirk Nefroloji ve transplantasyon
Dergisi.3-4:96-101.

Delabar J. M., Nicole A., D’auriol L., Jacob Y., Meunier-Rotival M., Galibert
F., and at all. (1987). Cloning and sequencing of a rat CuZn Superoxide
dismutase cDNA. Eur J. Biochem.166: 181-187.

Demirbag M. (1999) Ratlarda intestinal iskemi-reperflizyon hasarinin
onlenmesinde melatoninin rolii. Uzmanlik Tezi, Elazig.

Demirbas A, Bozoklu S, Ozdemir A, Bilgin N, Haberal M.(1993). Effect of a-
tocopherol on the prevention of reperfusion injury caused by free oxygen radicals
in the canine kidney autotransplantation model. Transplant-Proc. 25 (3): 2274

Donnez J, Godin PA, Qu J, Nisolle M. (2000). Gonadal cryopreservation in the
young patient with gynaecological malignancy. Fertil-Steril 12: 1-9.

Dunton CJ.(1994) Torsion of the ovary.Obstetric and Gynecologic
Emergencies.Benrubi GL. J.B. Lippincott Company &Philadelphia; 275-281.

Erenel G, Erbas D, Aricioglu A. (1992). Serbest radikaller ve antioksidan
sistemler. Gazi. Medical. Journal. 3: 243-250.

Fairbank, V.F. and Farias,R.N. (1986). Biochemical Aspects of Hematology.
P.1506-1507. Ed. N. W. Tietz In: “Textbook of Clinical Chemistry”. 2™ ed,
W.B. Sounders Company.60

Felicio LS, Nelson JF, Gosden RG, Finch CE. (1983). Restoration of ovulatory
cycles by young ovarian grafts in aging mice: potentiation by long term
ovariektomy decreases with age. Proceeding National Academy of Science.
80: 6076-6080.

Fridovich 1. (1989) Superoxide Dismutases. The Journal of Biological
Chemistry 264-14: 7761-7764.

Giordano M, Palermo Ms. (1991). Melatonin-induced enchancement of
antibody dependent cellular cytatoxicity. J. Pinal. Res.10(2): 117-21.

Gordon J, Hopkins K, Jeffrey RB, Giudice L.(1994).Adnexal torsion: Doppler
diagnosis and laparoscopic treatment. Fertil Steril. 61: 383-385.

87



31.

32.

33.
34.

33.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42,

43.

44,

45.

46.

47.

48.

Gosden RG, Boulton MI, Grant K, Webb R.(1994). Follicular development
from ovarian Xenografts in SCID mice. J. Reprod. Fertil. 101: 619-623.

Granger DM, Hoellwarth ME, Parks DA. (1986). Ischemia-reperfusion injury :
role of oxygen-derived free radicals. Acta Physiol. Scand Suppl. 548:47-62.

Grase PA.(1994). Ischaemia-reperfusion injury. Br.J.Surg.634-647.
Giindiz K.(1997). Dermatolojide E vitamini. Tiirkderm. 31: 151-154.

Haberal M, Hamaloglu E, Bora S, Oner G, Bilgin N.(1988). The effects of
vitamin E on immune regulation after thermal injury. Burns.14 (5): 388-393.

Haberal M, Mavi V, Oner G.(1987). The stabilizing effect of vitamin E, selenium
and zinc on leucocyte membrane permeability: A study in vitro. Burns. 13(2):118-
122.

Harlan JM. (1987). Neutrophil- mediated vascular injury. Acta Med.Scan.
supl715:123-129.

Hellberg PO, Kallskog TO. (1989). Neutrophil- mediated postischemic tubular
leakage in the rat kidney. Kidney, 36: 555-561.

Hibbard L. (1985). Adnexal torsion. Am. J. Obstet Gynecol 152: 456-61.

Jacob R. A, Burr B. J.(1996). Oxidative damage and defense. Am J Clin Nutr
63: 985-90.

Karaduman A.(1998). Serbest radikaller ve yaslanma. T. Klin. J. Cosmetol. 1 :
21-26.

Katzung BG. (1995) Temel ve klinik farmakoloji .Oziiner Z(geviri editorii). L.
Cilt. Barig Kitabevi Sayfa: 387-407.2

Kayaalp SO.(1998). Rasyonel tedavi yoniinden tibbi farmakoloji;Sekizinci
Baski, 2. Cilt. Hacettepe-TAS. Sayfa:1502-1525.3

Kelestimur H.(1996) Insanda pineal bezin fonksiyonlari. F.U.Saglk Bilimleri
Dergisi 10:141-147 .4

Kennedy CT. (1992). Reactions to mechanical and thermal injury. In: Rook A,
Wilkinson DS, Ebling FG, eds. Textbook of Dermatology, 5 th ed. Oxford:
Blackwell Sci Pub, 777-832.

Kiling K.(1985) Oksijen radikalleri: iiretilmeleri, fonksiyonlart ve toksik
etkileri. Biyokimya Derg.10: 60-89.

Koksel 0.(1998) Iskemi reperfiizyona bagli akciger hasari iizerine a-lipoik
asidin etkisi. Uzmanlik tezi, Elazig.

Kose K, Dogan P.(1992). Lipid Peroksidasyonu. Erciyes. Medical. Journal.1:
340-350.

88



49.

50.

51.

52.

33.

54.

35,

56.

57

58.

39.

60.

61.

62.

Lissoni P, Tancini G, Barni S, Crispino S, Paolorossi F, Rovelli F, Cattaneo
G;Fraschini F. (1988) Melatonin increase as predictor for tumor objective
response to chemotherapy in advanced cancer patients. Tumori Jun30;
74(3):339-45.

Lissoni P,Barni S, crispino S, Tarcini G. (1989). Endocrine and immune effects
of melatonin therapy in metastatic cancer patients. Eur. J: Cancer Clin.Oncol.
1989;25(5):795-98.

Lynda L, McHutchison B, Koonings PP, Ballard CA, D’Ablaing G.(1993).
Preservation of ovarian tissue in adnexal torsion with fluorescein. Am. J.
Obstet. Gynecol 168: 1386-8.

Mage G, Canis M, Manhes H, Pouly J, Bruhat M.(1989) Laparoscopic
management of adnexal torsion. J. Reprod. Med.34: 520.

Mashiach S, Bider D, Moran O, Goldenberg M, Ben Rafael Z. (1990) Adnexal
torsion of hyperstimulated ovaries in pregnancies after gonadotropin therapy.
Fertil Steril 53: 76-80.

Mikhail M.S. Anyaegbunam A, Garfinkel D., Palan P. R., Basu J., Romney .
(1994). L. Preeclampsia and antioxidant nutrients: Decreased plasma levels of
reduced ascorbic acid, a-tocopherol, and beta-carotene in women with
preeclampsia. Am J Obstet Gynecol 171: 150-7.

Newton H, Aubard Y, Sharma V, Rutherford AJ, Gosden RG.(1996). The low
temperature storage and grafting of human ovarian tissue into SCID mice.
Human Reprod. 11: 1487-1491.

Nichols DH, Julian PJ.(1985). Torsion of the adnexa. Clin. Obstet. Gynecol.
28: 375-80.

Nugent D, Newton H, Gallivan L, Gosden RG.(1998). Protective effect of
vitamin E on ischaemia-reperfusion injury in ovarian grafts.J. Reprod.Fertil.
114: 341-346.

Oelsner G, Bider D, Goldenberg M, Admon D, Mashiach.(1993) Long-term
follow up of the twisted ischemic adnexa managed by detorsion. Fertil Steril
60: 976-79.

Ohawa H, Ohishi N and Yagi.(1979). Assay for Lipid Peroxides in animal
Tissues by Thiobarbituric Acid Reaction. Anal Biochem 95;351-358.58

Paglia DE and Valentine WN.(1967). Studies on the Quantitative and
Qualitative Characterization of Erytrocyte Glutathione Peroxidase. J Lab Clin.
Med 70(1):158-168.57

Paller MS (1989) Effect of neutrophil depletion on ischemic renal injury in the
rat. J. Lab. Clin. Med. 113: 379-386.

Petney PT, Bubenik GA. (1995). Melatonin reduces the severity of dextran
induced colitis in mice. J Pineal Res 19:31-39.7

89



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

i

72.

3

74.

15

76.

i

78.

Pierpaoli W,Lesnikov V.(1997). Theoretical considerations on the nature of the
pineal ageing clock.Gerontology;43:20-25.

Prasad JS. (1980). Effect of vitamin E supplementation on leukocyte function.
The Am. J. Clin. Nutr. 33: 606-608.

RANSOD. SOD Tayin Kiti.(1997). Randox Laboratories Ltd. Diamond Road,
Crumlin, Co. Antrium, United Kingdom, BT29 +QY.56

Reiter R, Tang L, Garcia JJ, Munoz-Hoyos A. (1997). Pharmacological actions
of melatonin in oxygen radical pathophysiology.Life Sci. 60(25):2255-71.

Reiter RJ, Melchiorri D, Sewerynek B,et al. (1995). A reviev of the evidence
supporting melatonin’s role as an antioxidant. J Pineal Res. 18:1-11

Reiter RJ. (1991). Pineal melatonin: Cell biology of its synthesis and its
physiological interactions. Endocr Rev. 12(2):151-180.

Reither RJ, Carneiro RC, Oh CS. (1997). Melatonin in relation to cellular
antioxidative defense mechanisms. Horm. Metab.Res. 29(8):363-72.

Richard J. (1987). Stock. Clinicopatholojic changes resulting from adnexal
torsion. J. Reprod. Med. 32: 201-7.

Righi RV, McComb P, Fluker M. (1995). Laparoscopic oophoropexy for
recurrent adnexal torsion. Human Reprod. 10: 3136-3138.

Satoh K. (1978). Serum lipid peroxide in cerebrovascular disorders determined
by a new colorimetric method. Clin Chim Acta.90:37-43.54

Saygili EI. (1997). Kolorektal kanserli hastalarda lipid peroksidasyonu ve
antioksidan sistemler.Uzmanhk Tezi Istanbul: Istanbul Universitesi
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali..

Sewerynek E, Reiter RJ, Melchiorri D, Ortiz GG, Lewinski A. (1996).
Oxidative damage in the liver induced by ischemia-reperfusion: Protection by
melatonin. Hepato-Gastroenterology.43:898-905.16

Simon GA, Schmid P, Reifenrath WG, Rawenswaay TV, Stuck BE. (1994).
Wound healing after laser injury to skin. The effect of occlusion and vitamin E.
J.Pharm. Sci. 83(8): 1101-1106.

Sommerville M, Grimes D, Koonings P, Campbell K. (1991)Ovarian
neoplasmas and risk of adnexal torsion. Am. J. Obstet Gynecol. 164: 577-8.

Stahl W, Sies H. (1997). Antioxidant Defense: Vitamins E and C and
Carotenoids. Diabetes. 46(2): 14-18.

Sugino N, Nakamura Y, Nagato Okuno, Ishimato M, Teyama T, Kato H.

(1993). Effect of ovarian 1schemia- reperfusion on luteal function in pregnant
rats. Biol. Reprod. 49:354-358.

90



79,

80.

81.

82.

83.

84,

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

Svingen BA, Powis G, Appel PL, Scott M. (1981). Protection against
Adriamycin-induced skin necrosis in the rat by dimethyl sulfoxide and o-
tokopherol. Cancer. Res. 41: 3395-3399.

Tanaka J, Fujiwara H, Torisu M. (1979). Vit. E and immune
response.Enhancement of helper T cell activity by dietary supplementation of
vitamin E in mice. Immunology. 37: 727-734

Tappel AL, Dillard CJ. ( 1981) In vivo lipid peroxidation: Measurement via
exhaled pentane and protection by vitamin E. Fed- Proc. 40: 174-178.

Taskin O, Birincioglu M, Aydin A, Buhur A, Burak F, Yilmaz I, Wheeler JM.
(1998). The effect of twisted ischaemic adnexa managed by detorsion on
ovarian viability and histology: an ischaemia-reperfusion rodent model. Hum.
Reprod. 13(10): 2823-2827.

Tucker MIJ, Wright G, Morton PC; Massey JB. (1998). Birth after
cryopreservation of immature oocytes with subsequent in vitro maturation.
Fertil steril. 70: 578-579.

Tuncer M. (1997). Deneysel onbeyin iskemi- reperfiizyon  hasarinda
melatoninin antioksidan etkisi. Uzmanlik Tezi Ankara. Hacettepe Universitesi
1p Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali.

Ust['mdag B, Canatan H. (1999). Melatonin: Giclii bir antioksidan ve serbest
radikal giderici. Firat Tip Dergisi 1:502-512.51

Van Uem JF, Siebzehnriibl ER, Schuh B, Trotnow S, Lang N. (1987). Birth
after the criyopreservation of unfertilised ovocyte. Lancet.i: 752-753.

Vancaillie T, Schmidt E. (1987). Recovery of ovarian function after
laparoscopic treatment of acute adnexal torsion. J. Reprod. Med. 32: 561

Var A (1997). Kronik Baobrek Yetmezliginin Serbest Radikaller ve
Antioksidanlarla iligkisi. Uzmanlik Tezi Elazig: Firat Universitesi Tip
Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dal;_.

Virchows ,Moleculer Pathology. (1992). Tissue distrutin of neutrophils in
postischemic acute renal failure: 62:237-243

Wang J, Dunn MJ: (1987). Platelet- activing faktor mediates endotoxin-
induced acute renal insufficiency in rats. Am. J. Physiol. 1283-1289.

Wisdom S. J., Wilson R, McKillop J. h., Walker J. J. (1994). Antioxidant
systems in normal pregnancy and in pregnancy- induced hypertension. Am J
Obstet Gynecol 171: 150-7.

Yagi K. (1984). Assay of blood plasma or serum. methods in enzymology
105:328-331.

91



93,

94.

95.

96.

7.

Yamamoto H, Tang H. (1996). Melatonin attenuates L-cysteine induced
seizures and lipid peroxidation in the brain of mice. J pineal Res. 21:108-
113.13

Yaprak M. Melatonin: Fizyolojik etkileri. Haseki Tip Biilteni. (1996). 34(2):
157-113.

Yilmaz O, Celik S, Naziroglu M, Cay M, Dilsiz N. (1997). The effects of
dietary selenium and vitamin E and their combination on the fatty acids of
erythrocytes, bone marrow and spleen tissue lipids of lambs. Cell biochemistry
and function. 15: 1-7

Yimaz §. (1999). Yanik olusturulan kobaylarda serbest radikallerin
duzeylerindeki degisiklikler ve e vitaminin tedavideki yeri. Uzmanlhk Tezi.
Elazig: Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Dermatoloji Anabilim Dali.

Zweizig S, Perron J, Grubb D, Mishell DR. (1993). Conservative management
of adnexal torsion. Am. J.Obstet. Gynecol 168: 1791-5.

92



8. OZGECMIS:

1974 yilinda Elazig’da dogdum. ilkogrenimimi Izmir/ Beydag Atatiirk
Ilkogretim Okulu’nda tamamladim. Ortaokulu Bingsl Lisesi Orta kisimda
tamamladim. Liseyi 1990 yilinda Elazig Mehmet Akif Ersoy Lisesi’ nde bitirdim.
1990 yilinda Firat Universitesi Tip Fakiiltesi’ne bagladim.1996’da mezun oldum.
1996 yili Eylil TUS sinavimi kazanarak Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum béliimiine basladim. Halen ayni béliimde ihtisastma devam

etmekteyim.

93



