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OZET

Sigan Overinde Iskemi Reperfiizyon Hasarinda Diazoksidin Koruyucu Etkisinin
Incelenmesi

Amag: Deneysel olarak over torsiyonu modeli olusturdugumuz siganlarda,
diazoksidin iskemi /reperfiizyon doku hasarint dnlemedeki etkinligini aragtirmaktir.

Gereg¢ ve yontem: Bu randomize kontrollii deneysel ¢alismada, 35 adet reprodiiktif
donemde, disi Wistar Albino cinsi sican kullanildi. Her grupta 5 adet olacak sekilde rasgele 7
esit gruba ayrildi. Grup 1 (S): sham grubu, sadece laparatomi yapilan grup. Grup 2 (I): 3 saat
iskemi yapilan grup. Grup 3 (I/R3): 3 saat iskemi sonras1 3 saat reperfiize edilen grup. Grup 4
(I/R3+D): 3 saat reperfiizyon sonrasi diazoksid verilen grup. Grup 5 (I/R24): 3 saat iskemi
sonras1 24 saat reperfiize edilen grup. Grup 6 (I/R24+D): 24 saat reperfiizyon sonrasi
diazoksid verilen grup. Grup 7 (DMSO): Standardizasyonu saglamak i¢in, diger gruplarda
diazoksid dimetil siilfoksid (DMSO) ile ¢6ziindiiglinden, sadece DMSO verilen grup. Biitiin
gruplardan iglem sonrasi kan alindi ve bilateral ooferektomi yapildi. Comet assay yontemi ile
DNA hasar1 degerlendirildi. Oksidatif stres parametrelerinden doku TAS, TOS, OSI, katalaz,
plazma TAS, TOS ve OSI ¢alisildi. Ayrica, western blot yontemi ile apoptozis degerlendirildi.

Bulgular: iskemi grubuna gére, 3 saat reperfiizyon sonrasi diazoksid verdigimiz
grupta DNA hasarinin anlamli derecede azaldiginmi goézlemledik (p=0,04). Oksidatif stres
parametrelerine baktigimizda, doku TOS’un 3 saat reperflizyon sonrasi ilag verdigimiz grupta
ve 24 saat reperflizyon sonrasi ilag verdigimiz grupta, iskemi grubuna gore istatiksel olarak
anlamli olarak azalmis oldugunu degerlendirdik (p=0,04, p=0,04). Doku OSI’yi, diazoksidin
cozlinmesi i¢gin DMSO verdigimiz kontrol grubunda 3 saat reperfiizyon sonrasi diazoksid
verdigimiz gruba goére anlamli olarak yiiksek bulduk (p=0,05). Plazma TOS ve plazma
OSI’yi, kontrol grubunda, 3 saat iskemi reperfiizyon grubuna ve 24 saat iskemi reperfiizyon
grubuna gore anlamli derecede diisiik bulurken (p=0,01; p=0,03), kontrol grubu ile 3 saat
reperfiizyon sonrasi ila¢ grubu arasinda da istatiksel olarak anlamli fark saptadik (p=0,00).
Ayrica; 3 saat reperfiizyon sonrasi diazoksid verdigimiz grupta, 3 saat reperfiizyon grubuna
gore anlamli olarak azalmis olarak degerlendirdik (p=0,01). 3 saat reperflizyon grubu ile
diazoksidin ¢6ziinmesi icin DMSO verdigimiz kontrol grubu arasinda da istatiksel olarak
anlamli fark bulduk (p=0,03). 3 saat iskemi sonrasi diazoksid verdigimiz grupta, 24 saat

reperfiizyon grubuna (p=0,00)ve 24 saat reperfiizyon sonrasi diazoksid verdigimiz gruba gore
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anlamli derecede diisiik saptadik (p=0,03). Ayn1 zamanda plazma TOS ve OSI’nin, ilagsiz 24
saat reperfiizyon grubunda, DMSO grubuna goére anlamli derecede yiiksek oldugunu
gozlemledik (p=0,01). Plazma TAS, doku TAS, doku katalaz agisindan gruplar arasinda
istatiksel olarak anlamli fark bulamadik. Ayrica, western blot yontemi ile dlgiilen bax, bcl-2
ve kaspaz 3 gen ekspresyonlarinda, gruplar arasinda anlamli fark bulamadik.

Sonu¢: Bulgularimiz diazoksidin, over iskemi reperfiizyon hasarinda, siire ile
baglantili olarak, kismen oksidatif stresi azalttifini gostermektedir. Diazoksidin etkisinin,
reperflizyon siiresi ile ters orantili olarak daha iyi oldugu sdylenebilir. Klinik olarak, over
torsiyonunda etkin tedavinin cerrahi girisimle torsiyonun diizeltilmesi olmasina ragmen,
cerrahi miidaheleye ek olarak bu sathada uygulanacak olan diazoksid gibi antioksidan

maddelerle detorsiyonla olusabilecek hasar azaltilabilir.
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ABSTRACT

Investigation of Diazoxidine Protective Effect in Rat Ovary Ischemia Reperfusion
Injury

Objective: To investigate the efficacy of diazoxidine to prevent ischemia /
reperfusion tissue damage in rats that we experimentally modeled as ovary-torsion.

Materials and Methods: In this randomized controlled experimental study, Wistar
Albino type of female rats in 35 reproductive cycles were used. It was divided into 7 groups
randomly, as each group with 5 people. Group 1 (S): sham group, only laparotomy group.
Group 2 (I): group with ischemia for 3 hours. Group 3 (I / R3): group that was reperfused 3
hours after ischemia for 3 hours. Group 4 (I / R3 + D): group given diazoxide after 3 hours
reperfusion. Group 5 (I / R24): group reperfused 24 hours after ischemia for 3 hours. Group 6
(I / R24 + D): group given diazoxide after 24 hours reperfusion. Group 7 (DMSO): group
only treated with DMSO because diazoxide dimethyl sulfoxide (DMSOQO) was used as solvent
in the other groups, in order to provide standardization. After the procedure, the blood
samples were taken from all groups and bilateral oophorectomy was performed. DNA damage
was assessed via the Comet assay method. Tissue TAS, TOS, OSI, catalase, plasma TAS,
TOS and OSI from the oxidative stress parameters were studied. In addition, apoptosis was
assessed via western blot method.

Results : According to the ischemia group, we observed that the DNA damage
decreased significantly in the group that we gave diazoxide after 3 hours reperfusion (p =
0.04). When we looked at the oxidative stress parameters, we evaluated that tissue TOS in the
group that gave the drug after 3 hours of reperfusion and in the group that gave the drug after
24 hours of reperfusion was statistically significantly lower than the ischemic group (p = 0.04,
p = 0.04). We found that the tissue OSI was significantly higher in the control group that we
gave DMSO for diazoxidine dissolution compared to the group that gave diazoxide after 3
hours reperfusion (p = 0.05). While plasma TOS and plasma OSI were significantly lower in
the control group than in the ischemia reperfusion group for 3 hours and the ischemia
reperfusion group for 24 hours (p = 0.01, p = 0.03), we found a statistically significant
difference between the control group and the drug group after 3 hours reperfusion (P = 0.00).
In addition, we deduced the 3-hour reperfusion-induced diazoxide group as significantly

lower than the 3-hour reperfusion group (p = 0,01). We also found a statistically significant
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difference between the 3 hour reperfusion group and the control group that gave DMSO for
dissolution of diazoxide (p = 0.03). After 3 hours of ischemia, diazoxide was found to be
significantly lower than that of group given diazoxide 24 hours after reperfusion (p = 0,00)
and 24 hours after reperfusion (p = 0.03). At the same time, we observed that plasma TOS and
OSI were significantly higher in the 24 hour reperfusion group without drug than in the
DMSO group (p = 0.01). We could not find any statistically significant difference between the
groups in terms of plasma TAS, tissue TAS, tissue catalase.

Conclusion: Our findings show that diazoxidine partially reduces oxidative stress in
relation to time in ovary ischemia reperfusion injury. It can be said that the diazoxidine effect
is better as inversely proportional to the duration of reperfusion. Although clinically, the
effective treatment of ovary-torsion is surgical correction of the torsion, damage can be
reduced by the addition of antioxidant substances such as diazoxide, which will be applied in

this phase in addition to surgical intervention.
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KISALTMALAR

AMH: antimiillerien hormon

ATP: adenozin trifosfat

CYP17: sitokrom P-450 17 alfa

DHT: dihidrotestesteron

DMSO: dimetil siilfoksid

DNA: Deoksiribonukleik asit

El: 6stron

E2: 6strodiol

EDTA: etilendiamin tetraasetik asit
ETS: elektron transport zinciri

FSH: folikiil stimiile edici hormon
GnRH: gonadotropin serbestlestirici hormon
GPx: Glutatyon peroksidaz

GR: Glutatyon rediiktaz

H202: hidrojen peroksit

IGF: Insiilin benzeri bilyiime faktérii
K: potasyum

LH: luteinizan hormon

LMP: diisiik erime noktasi

MDA: malondialdehit

O, : siiperoksit anyonlar1

OH: hidroksil radikali

OSI: Oksidatif Stres Indeksi

PVDF: poliviniliden diflorid

RDUS: Renkli Doppler Ultrasonografi
ROM: reaktif oksijen metabolitleri
SDS-PAGE: Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi
SOA: serum oksidan aktivitesi

SOD: Superoksid dismutaz

SRY: seks belirleyici bolge



TAS: Total Antioksidan Seviye

TDF: testis belirleyici faktor

TOS: Total Oksidan Seviye

TP: total peroksid

VEGEF: vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
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Sekil-5: Plazma OSI’nin gruplar arasindaki dagilimi
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1. GIRIS VE AMAC

Over torsiyonu tan1 ve tedavide gecikildiginde organ kaybi ile sonuglanabilecek
onemli jinekolojik acillerden biridir. Adneksiyel komponentlerin kendi etrafinda donerek
kanlanmas1 bozulmasi ve devami halinde iskemi ve nekroz gelismesidir. Prevelanst %2,7 dir.
Genellikle reprodiiktif ¢agda goriilir ancak postmenapozal doneme kadar herhangi bir
donemde goriilebilir (1).

Ani baglangichh karin agris1 sikayetiyle acil servise basvuran hastalarin ayirici
tanisinda, over torsiyonu diginda apandisit, dis gebelik, over kist riiptiirii, pelvik enflamatuvar
hastalik, , kolit, nefrolitiazis gibi pek ¢ok hastalik diisiiniilmelidir. Klinik bulgularinin net
olmamasi nedeniyle tan1 gecikebilir. Over torsiyonunda fertilizasyonu koruyabilmek i¢in
erken tani ve tedavi dnemli rol oynamaktadir. Tedavide, torsiyone ugramis overin cerrahi
olarak alinmasi gelecek donemde bu kadinlarin hem fertilizasyonunu hem de menapoz yasini
olumsuz yonde etkilediginden son yillarda konservatif tedavi yani overin detorsiyone edilmesi
on plana ¢ikmistir (2).

Dokulara kan saglayan damarlarin, bir ptht1 veya mekanik etkenle tikanmasi sonucu
dokunun beslenmesinin bozulmasina ve oksijensiz kalmasina iskemi ve devaminda bu olayin
diizenlenmesinde tekrar dokunun oksijenlenmesi ve beslenmesinin diizeltilmesi durumuna ise
reperfiizyon denilmektedir. Detorsiyone edilen overde, iskemi sonrast reperfiizyonun
saglanmasi, organ ve doku hasarini arttirir ve bu iskemi reperfiizyon hasari olarak adlandirilir.
Dokudaki toplam hasar iskemi ve reperfiizyonun her ikisinin de yol agtig1 hasar olarak kabul
edilmektedir (3,4). Detorsiyon isleminde iskemik dokularin oksijenlenmesi reaktif oksijen
molekiillerin iiretilmesine neden olmaktadir. Patogenezde hasarlanan dokunun reperflizyonu
esnasinda aktive olmus noétrofiller ile superoksit anyon, hidrojen peroksit, ve hidroksil
radikalleri gibi reaktif oksijen molekiillerinin salinmasi yer almaktadir. Reaktif oksijen
molekiillerinin, hiicre membranindaki poliunsatiire yag asitlerini pargalayarak nekroz ve
apopitoz yolu ile hiicresel hasara neden oldugu bilinmektedir (5-7).

Iskemi reperfiizyon hasar1 paradoksal olarak iskemik hasardan daha fazla bir sekilde
dokular1 etkilemektedir. Bundan dolay1r iskemi reperfiizyon modeli cesitli ¢alismalarda
kullanilmakta ve reperfiizyon hasarinin azalmasina yonelik ¢esitli farmakolojik ajanlar

denenmektedir.



Diazoksid, mitokondrial ATP duyarli K kanallar1 {izerinden etki gosteren,
antioksidan ve antiapoptotik etkili bir ilagtir ve ayni zamanda vazodilatasyon etkisi de
bulunmaktadir. Diazoksid, antioksidan ve antiapoptotik etkileri ile farkli dokularda
reperfiizyona bagl serbest oksijen radikalleri ile meydana gelen hasari, vazodilatasyon etkisi
ile de iskemiye bagli olusan hasar1 azalttigi bircok calismada gosterilmistir (8-12).
Diazoksidin over iskemi/reperflizyon modelinde bu etkiler ile doku hasarini azaltabilecegi
hipotezi ile bu ¢aligmada diazoksidin iskemi reperflizyon doku hasarim1 Onlemedeki

etkinligini arastirmay1 amagladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Over
2.1.1. Overlerin Anatomisi

Overler, uterusun her iki yaninda bulunan bir ¢ift gonadal organdir. Boyutlari,
reproduktif donemde genellikle 2.5-5 cm uzunlugunda, 1.5-3 cm genisliginde, 0.7-1.5 cm
kalinliginda ve 4-8 gr agirhigindadir. Endojen hormonal durumuna gore boyutlart degisebilir.
Bu durumu da yas, menstrual siklus, disaridan alinan oral kontraseptifler, ovulasyon
indiiksiyonu gibi durumlar etkileyebilir (13).

Embriyonal hayatin baslangicinda intraabdominal yerlesimli iken, embriyonal
hayatin ikinci ayindan itibaren pelvik bosluga dogru inmeye baglarlar. Pelvis minoranin yan
duvarlarinda, fossa ovarica denilen ¢ukurlara yerlesirler. Fossa ovaricay listten arteria ilica
externa, arkadan arteria iliaca interna ve tlreter, agsagi On taraftan ise ligamentum latum
uterinin tabani siirlar. Fossanin dibinde ve peritonun altinda arteria ve vena obturatoria ve
nervus obturatorius bulunur.

Overlerin, anatomik olarak lateral ve medial olmak {izere iki yiizli, anterior
(mezoovaryan) ve posterior (serbest) olmak iizere iki kenari, tubal (ust) ve uterin (alt) olmak
tizere iki ucu vardir. Lateral yiizii, pelvis duvarina bakan yiizdiir, fossa ovaricay1 orten parietal
peritona oturur. Medial yiizii, uterus ve pelvis bosluguna bakan yiizdiir. On kismi
mesosalpinksle, orta kismi ince barsak ve sigmoid kolonla, arka kismi ise tuba uterinanin
infindibulum pargasiyla komsudur. Anterior kenar mezoovaryan kenar olarak da
isimlendirilir. Bu kenara, mezoovaryum denilen ve ovaryumu ligamentum latum uteriye
baglayan bir periton katlantis1 tutunur. Bu tutunma c¢izgisine Waldeyer ¢izgisi adi1 verilir.
Posterior kenar, serbest ve hareketlidir. On kenardan daha kalin ve konvekstir. Arteria iliaca
interna, vena iliaca interna ve iireter ile komsuluk yapar. Tubal ug, overin iist ucudur. Tuba
uterinanin infundibulum pargasi ile ve fimbria tuba ile komsudur. Ayrica ve ligamentum
suspensorium overi ad1 verilen iginde ovaryuma ait arter, ven ve sinirlerin yer aldig1 periton
kivrimu ile de pelvik duvara baglanir. Uterin ug, overin alt ucudur. Ovaryumlar bu ugtan
ligamentum ovari proprium ile uterusa baglanir. (13,14)

Overlerin mobilitesini 3 6nemli bag belirler. Bunlar mezoovaryum, infindibulopelvik
ligament (ligamentum suspensorium ovari) ve ovaryen ligamenttir (ligamentum ovari

proprium). Overin epitelyal tabakasi ve broad ligamentinin posterosuperior yapragi tarafindan



olusturulan mezovaryum, iki tabakalidir. Overin 6n kenarina tutunur. Overyan ve uterin
arterin dallarini, sinir pleksuslarin1 ve pampiniform vendz pleksusu ve overyan ligamentin
lateral sonlanmalarini igerir. Peritonun {iggen bir katlantis1 olan infindibulopelvik ligament,
overi Ust ugtan, pelvik yan duvara sabitler. Broad ligamentinin iist dig kosesini olusturur.
Elastik ve diiz kas lifleri icerir. Bu bagin igerisinde overin arterleri, venleri ve sinirleri
bulunur. Broad ligamentinin iki yapragi arasinda bulunan overyan ligament ise overin alt

ucunu, uterusun lateral duvarina baglar. Cok sayida kas lifleri igerir (15).

Resim 1: Overin ligamentleri
Margo meso- Mesosalpinx  Tuba uterina
Meso-  varicus ovarii /
vanum \

Uterus, ———== .'"’\»-\__
facies posterior A %’\
st Y ™.
Lig. ovarii proprium - /\ :

Extremitas uterina

(RRL

Extremitas tubaria

&*A‘ A. and v. ovarica

~ (in lig. suspensorium ovarii)

Macula pellucida (bulge
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2.1.2. Overin Damarsal Yapilan

Ovaryen arter, overlerin beslenmesini saglayan esas arterdir. Birinci lumbar vertebra
seviyesinde, renal arter seviyesinin altinda, abdominal aortanin 6n yiiziinden kaynaklanir.
Posterior abdominal duvarda, retroperioneal olarak asagiya dogru seyreder. Ligamentum
suspensorium ovari igerisinde ilerleyerek mezoovaryuma gelir ve hilus bdlgesinden overe
girer. Uterin arterin ovaryen dali da overi besleyen diger bir damardir.

Over venleri hilusta birleserek pampiniform pleksusu olusturur ve overyan arterle
beraber retroperitonda seyreder. Sag overyan ven inferior vena kavaya, sol overyan ven sol
renal vene bosalir.

Overlerin lenfatik damarlar1 da, retroperitonda seyrederek alt abdominal aortadaki

paraaortik lenf nodlarina drene olur (14).



2.1.3. Overin Sinirsel Yapilar

Overlerin hem sempatik, hem de parasempatik innervasyonu vardir. Sempatik
innervasyonu overyan pleksustan gelir ve renal pleksustan kaynaklanir. Overyan arter ile
birlikte asagiya dogru iner ve hilus bolgesinden overe girer. Overlerin esas ¢ogunlukta olan
sinirleri sempatik sistemden kaynaklanir ve bunlar Tjo.;2 segmentlerinden ¢ikarlar.
Parasempatik innervasyonu ise nervus vagustan gelir. Duyusal affarent sinirleri T;o spinal
kord diizeyinden girer (15).

2.1.4. Overin Histolojisi:

Overler, dista korteks, igte medulla ve hilus olmak iizere 3 major kisimdan olusur.
Hilus mezoovaryuma baglanma yeridir, sinir ve damarlar1 igerir. en dista, germinal epitel
denilen tek katli kiibik epitel ile kaplidir. Bu hiicreler, mezoovaryumun mezotel hiicreleri ile
devamlilik gdsterir. Germinal epitelin altinda tunica albuginea adi verilen siki bag dokusu
vardir. Bu tabaka altinda korteks onun da altinda medulla vardir. Korteks, overin esas
fonksiyon goren kismudir. Ince areolar bir stromadan olusmustur. Cesitli gelisme ve gerileme
evrelerinde oositler iceren follikiiller ve bir¢gok damar bulunur. Medulla, biiyiik oranda
mezonefrik hiicrelerden gelismistir. Bag dokusundan zengindir, ¢ok sayida damar, sinir,
lenfatik damar ve elastik lif igerir (16).

2.1.5. Overin Embriyolojisi:

Gonadlar ¢olemik epitel, mezensim ve mezonefrik dokudan kdken alan somatik
hiicrelerle beraber germ hiicrelerini igerir. Primordiyal germ hiicreleri, yolk sak, allantoyis ve
embriyonun arka bagirsaginin endoderm tabakasindan koken alir. (17,18). Gonadal ¢ikinti,
germ hiicrelerinin canli kalabilecegi tek yerdir. Sperm ve ovumun direkt onciilii olan
primordial germ hiicreleri gebeligin 4. ve 6.haftalar1 arasinda aktif ameboid hareketler ile ,
gonadal bolgeye go¢ ederler(19,20). Gog sirasinda prolifere olmaya baslarlar. Bu haftalarda
over ve testis histolojik olarak ayirt edilemez ve bu evre farklanmamis evre olarak
adlandirilir. 6. gebelik haftasinda farklanmamis evre tamamlanur.

Gebeligin 6-9. Haftalar1 farklanma evresidir.Bu haftalarda testikiiler gelisimin
olmamasi, over varliginin en 6nemli gostergesidir. Farklanmamis gonadin, testis olmasini
belirleyen Y kromozomu iizerinde bulunan seks belirleyici bolgede (SRY) bulunan testis
belirleyici faktordiir (TDF). Kabul edilen goriis, testis gelisiminin aktif gen kontroliinde
oldugu, over gelisiminin ise bu genlerin yoklugunda olusan pasif bir siire¢ oldugu idi. Ancak

son yillarda yapilan ¢alismalar, over gelisimi i¢in WNT4, RSPO1 ve DAX1 gibi bir takim



genlerin aktivasyonu gerektigini gostermistir (21,22). 7. Haftanin basinda, miillerien kanalin
gelisimini engelleyen antimiillerien hormon (AMH), sertoli hiicrelerinden salinarak uterus,
fallop tiipleri ve vajinanin 2/3 {ist kisminin gelisimini 6nler. Eger AMH salinmazsa disi
yapilar gelisir. 8. Haftadan sonra leydig hiicreleri belirir ve testesteron salgilamaya baslar.
Wolf kanal yapilar1 gelisir. Erkek dis genital organlar1 da testosteronun 5 alfa rediiktaz ile
dihidrotestosterona (DHT) donmesi ile gelisir.

6-8. haftalarda, ovaryen farklanmanin ilk isareti, germ hiicrelerinin mitozla
cogalmaya baglamasidir. 16-20. haftlarda oogonyum sayist 6-7 milyona ulasir. Bu
ulagabilecegi maksimum sayidir. Bu haftadan sonra giderek azalir. Dogumda 1-2 milyon,
pubertede ise 400.000 civarindadir. Yani oogonyumlarin cogu atreziye ugrar. Bu atrezinin
apoptosis ile oldugu disiiniiliir. Sadece 300-400 tanesi ovulasyon asamasina kadar
ilerleyebilir.

Oogonialar ya primer oosite ilerler ya da atreziye ugrar. 12. haftada oogonialarin bir
kism1 mayoz boliinmeye baglayarak primer oositleri olusturur. Gebeligin 20. haftasina kadar
mitoz boliinme devam eder ve oogonia sayist maksimuma ulasir. Yaklasik 6-7 milyon
kadardir. Dogumda 1-2 milyon, pubertede ise 400.000 civarindadir. Yani oogonialarin cogu
atreziye ugrar. Bu atrezinin apoptosis ile oldugu diisiiniiliir. Sadece 300-400 tanesi ovulasyon
asamasina kadar ilerleyebilir.

Oogonialarin primer oosite donmek i¢in basladigi mayoz béliinme, graniiloza
hiicrelerinden {iretilen oosit maturasyon inhibitorii nedeniyle 1. mayoz bdliinmenin profaz 1
fazinda durur. Ovulasyondan hemen once dominant follikiil i¢indeki primer oosit LH artisina
bagl 1. mayoz boliinmeyi tamamlar. 23 kromozomlu iki hiicre olusur. Sitoplazmas1 biiytlik
olan sekonder oosit, sitoplazma i¢ermeyen ise 1. polar cisim adini alir. Olusan sekonder
oositte 2. mayoz boliinme baslar ve metafaz evresinde duraklar. Bu duraklamadan ise oositte
kodlanan pp39mos proteini sorumludur. Ancak déllenme olursa, bu protein pargalanir ve 2.
mayoz tamamlanir. 23 kromozomlu matiir oosit ve 2. Polar cisim olusur (23).

2.1.6. Overin Fizyolojisi

Overlerin 2 temel gorevi vardir. Bunlardan biri steroid hormon {iretimi
(steroidogenez) , ikincisi ise oositlerin periyodik olarak atilmasidir (folikiilogenez).
2.1.6.1.  Overde Folikiilogenez

18-20. haftalarda korteksin, medullar bdlgeden kaynaklanan vaskiiler kanallar

tarafindan yavas yavas delinmesi, follikiil olusmasinin bagladigin1 gosterir. (24)



Folikiiler gelisim primordiyal folikiillerden baslar ve sirasiyla primer (preantral),
sekonder (antral) ve tersiyer (preovulatuvar - graaf) folikiil olusur. Sekonder folikiile kadar
gelisim gonadotropinlerden bagimsizdir. Ancak maturasyonun tamamlanmasi gonadotropin
bagimlidir, FSH ve LH gereklidir.

Herhangi bir siklusta ne kadar ve hangi foliikiillerin biiyiimeye baslayacagim
belirleyen mekanizma heniiz bilinmemektedir. Ancak biiyliyecek folikiil sayis1 rezidiiel
inaktif primordial folikiil sayisina baglidir. Ornegin unilateral ooferektomi yapilip rezidiiel
havuz kiiciiltiiliirse, kalan foliikiillere gore yeniden bir diizenleme olur. (25,26)

Primordiyal folikiil, dogumda ovaryumda bulunan tek folikiil tiiriidiir. Birinci mayotik
boliinmede durmus primer oosit etrafi tek katli yassi graniiloza tabakasi ile ¢evrelenmistir.
Primer oosit ¢apt 30 mikrometredir. Bu folikiiller damarsizdir ve gerekli besinleri saglamak,
metabolitleri temizlemek i¢in diiffuzyon bagimlidir.

Primer oositi ¢evreleyen tek katli yassi graniiloza hiicrelerinin, kiiboidal graniiloza
hiicre tabakasina donusmesi ile primer follikiil olusur. Primer oosit ¢ap1 biraz daha biiyiiyerek
50-80 mikrometreye ulasir. Graniiloza hiicreleri arasinda besinlerin, iyonlarin ve diizenleyici
faktorlerin gegisine izin veren gap junctionlar bulunur. Graniiloza hiicrelerinin tek katl kiibik
epitele doniismesi ile birlikte oosit tarafindan yapilan mukopolisakkarit tabaka olan zona
pellusida olusur. Basta kesintili olan zona pellusida birleserek primer oositin etrafini
cepecevre sarar ve folikiiller hiicreleri oositten ayirir. Bu donemde ¢evredeki stromal hiicreler
teka hiicreleri denilen dis sinir1 belirgin olmayan bir tabakaya dontisiir (27,28).

Preantral evreye kadar graniiloza hiicrelerinde spesifik FSH reseptorii yoktur.
Preantral folikiilller, Ostrojenik mikrogevresini olusturmak {izere androjenleri aromatize
edebilmek i¢cin FSH’a ihtiya¢ duyarlar. Bu foliikiillerin graniiloza hiicreleri, dstrojen fazla
olmak {iizere, androjen ve progestinleri de sentez edebiliriler (29). FSH ve Ostrojen birlikte,
follikiiliin FSH reseptdr igerigini de arttirir.

Sekonder follikiil, primer oosit ¢cevresindeki granuloza hiicrelerinin sayisinin daha da
fazla artmasi ve oositin daha da biiyiimesi ile olusur. Primer oosit ¢ap1 125 mikrometredir.
Graniiloza hiicreleri arasinda berrak, hyaluronik asitten zengin bir sivi birikmeye baglar. Bu
stvi, graniiloza hiicrelerinden salgilanan faktorler ve plazma sivisindan olusur. Folikiil sivisi
olarak adlandirilir. FSH varliginda, follikiil sivisindaki ana madde Ostrojen, yoklugunda ise
androjendir (30,31). Normalde midsiklusa kadar follikiil sivisinda LH bulunmamaktadir.

Plazma ve antral stivida LH erken olarak yiikselirse graniiloza hiicrelerindeki mitotik aktivite



azalir, follikiil icinde androjen miktar1 artar, dejeneretif degisiklikler baglar. Stvinin miktar1
arttik¢a, tek bir yarimay seklinde bosluk olusur ve bu bosluga antrum adi verilir. Ovarian
stromal hiicrelerden farklilasan teka hiicreleri iki tabakaya ayrilir. Bazal laminaya komsu olan
teka interna, ¢evreleyen stromaya bitisik olan ise teka eksterna adini alir. (32) Folikiiliin kalin
granuloza hiicre tabakasi folikiil gelismesi boyunca damarsizdir ve teka interna kapillerinden
diffiizyon ile beslenir. Sekonder follikiilii olusturan granuloza hiicrelerinde FSH, ostrojen,
androjen reseptorleri ve teka interna hiicrelerinde ise LH reseptorleri mevcuttur (33,34).
Folikiiliin ¢apt 0.2-10mm dir. Sekonder foliikiiller ya biiyiimeye devam ederek graaf folikiilii
olusturacaklardir ya da %99’unda oldugu gibi atreziye ugrayacaklardir (32).

Tersiyer folikiil, baskin olan bir antral folikiiliin biiylimeye devam etmesi ile olugur.
Graniiloza hiicrelerinde antruma dogru ydresel bir kalinlagsma olur, oositi ¢cepecevre sarar ve
kumulus ooforusu olusturur. Bunun en igteki, zona pellusida ile komsu olan kati1 ise korona
radiatadir. Ovulasyon sirasinda oosit, korona radiatasiyla birlikte kiimiiliis ooforustan ayrilir
ve atilir.

Her ay bir folikiil grubu yar1 es zamanl bir biiyiime fazina girer. Bu folikiil grubuna
kohort ad1 verilir. Preovulatuar konuma gelebilmek i¢in gereken toplam sure yaklasik 85
giindiir. Belli sayida antral folikiilden olusan kohort, FSH etkisi ile biiyliyerek, dominant
folikiil se¢imi i¢in yarisa girerler (35). Uygun bir gelisim evresinde olmayan folikiillerin ¢cogu
atreziye gider. Bir folikiil kohortunun atreziden kurtulmasinda FSH artis1 ¢cok onemlidir.
Folikiiler evrenin sonlarindaki FSH artisiyla strojen seviyeleri yiikselir. Bunun sonucunda
folikiillerde biiylime meydana gelir.

Folikiilin gelisimin devamlilifi i¢in mikrogevredeki androjen hakimiyetinin
Ostrojenler lehine doniismesi gerekmektedir. Androjenlerin diisiik konsantrasyonlar
aromatizasyonu uyarir. Ancak, graniiloza hiicrelerindeki aromatizasyon, teka hiicrelerinde
androjen yapiminin gerisinde kalirsa androjen miktar1 artar ve 5o androjenlere doniisiir. Sa
androjenler aromatizasyonu inhibe eder ve FSH aracilikli LH reseptor yapimi azalir (14,36).
Yeterli FSH reseptorii ve graniiloza hiicresi bulunmayan folikiiller androjenik mikrogevre
icerisinde kalarak atreziye ugrar. Bdylece dominant folikiil secilmis olur. Insiilin benzeri
biliylime faktorii (IGF) ve vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) artisinin da dominant

folikiil se¢imine etkisi oldugu saptanmistir (37).



2.1.6.2.  Ovaryen steroidogenez

Hipotalamusta sentezlenen gonadotropin serbestlestirici hormona (GnRH) yanit
olarak 6n hipofiz bezinden salgilanan gonadotropinler (folikiil stimiile edici hormon (FSH) ve
luteinizan hormon (LH)), overden seks steroidlerinin (Ostrojen, progesteron ve androjen )
sentezlenip salglanmasini saglar.

Overler tarafindan salgilanan iki temel steroid hormon, dstrodiol ve progesterondur.
Ayrica Ostron, androstenedion, testesteron ve 17 hidroksiprogesteron da salgilanir. Follikiiler
gelisim stirecinde, follikiiliin teka hiicrelerinde LH etkisi ile androstenedion ve testesteron
iiretilir. Graniiloza hiicrelerinde FSH etkisi ile 6stron (E1) ve ostrodiol(E2) iiretilir. Ancak
teka hiicreleri bu iiretim i¢in gerekli olan genlerin tiimiiniin bulundururken, graniiloza
hiicreleri Ostrojen iiretimi igin gerekli Onciileri iiretemez. Teka hiicreleri, graniiloza
hiicrelerinden farkli olarak sitokrom P-450 17 alfa (CYP17) gen ekspresyonu ile 17-
hidroksilaz enzimini katalize ederler. Bu enzim progesteronun androjenlere doniistimde gorev
alir. Graniiloza hiicreleri, bu enzimi bulundurmadiklar1 i¢in dstrojen biyosentezinde gerekli
olan Onciil molekiilleri teka hiicrelerinden temin eder ve ona bagimli olarak ¢alisir. Bunun
icin, LH etkisi ile teka hiicrelerinden sentezlenen androjenler ekstraselliiler siviya salgilanir ve
graniiloza hiicrelerinin bazal membranlarindan gegerek graniiloza hiicrelerinde FSH etkisi ile
aromotaz aktivitesi meydana gelir ve androstedeniondan Ostron, testesterondan ise Ostradiol
elde edilir. Buna iki hiicre iki gonadotropin teorisi denir. Buna gore ovaryen steroidogenez
biiylik 6l¢iide LH kontrolii altindadir (14,23,38).

2.2.  Adneksiyel Torsiyon:

Torsiyon, adneksiyel komponentlerin kendi etrafinda donerek kanlanmasi bozulmasi
ve devami halinde iskemi ve nekroz gelismesidir. Genellikle (%67) over ve tubal yapilar ile
birlikte infindibulopelvik ligament ve ovariproprium ligament de icererek kendi etrafinda
doner. Daha seyrek olarak, over yalniz bagina mezovaryum etrafinda donebilir. Daha da nadir
olarak sadece tuba mezosalpinks etrafinda donebilir.(14, 39) Ilk olarak vendz kan akimi,
sonrasinda arteriyel kan akimi da bozulur. Bunun sonucunda arteriyel dolasimin bozulmasina
bagli iskemi, vendz doniisiin bozulmasiyla da 6dem gelisir.

Over torsiyonu tan1 ve tedavide gecikildiginde organ kaybi ile sonuglanabilecek

onemli jinekolojik acillerden biridir. Prevelansi %2,7 dir (1).



En sik reprodiiktif donemde goriilebildigi gibi postmenapozal doneme kadar her
donemde goriilebilir. Gebelik sirasinda goriilen torsiyon ise biitlin torsiyon vakalarimin %20-
25 1 gibi yiiksek bir oranini olusturur(40,41)

Genellikle sag adneks daha fazla torsiyone olur. Bunun sebebi sag infindibulopelvik
ligament fizyolojik olarak soldan daha uzundur. Ayrica sigmoid kolon solda yer kaplayarak
torsiyon riskini azaltir. En 6nemli risk faktorlerinden biri ovaryen kitlelerdir. Daha ¢ok benign
ovaryan Kkistler torsiyone olur. Malign neoplazmlarda benign kitlelere gore torsiyon
insidansinin daha diisiik olmasinin nedeni, kitlenin enflamasyonuna, adezyonlara, lokal
invazyona ve dolayisiyla kitlenin c¢evredeki yapilara yapisik olmasi ile agiklanmaktadir
(42,43). Torsiyon olgulariin sadece %?2’sinde malignite saptanmistir (44).

Over stimulasyonuna bagli over boyutlarinin artmasi, overlerin mezovaryum ve
ligamentum suspensorium ovarinin normalden uzun olmasina bagli asir1 mobil olmasi,
gecirilmis torsiyon oykiisii, gebelik, polikistik over sendromu da risk faktorleri arasindadir
(45). Ayrica paratubal kistlerin varligi, hidrosalpinks, hematosalpinks varlig1 da izole tuba
torsiyonuna neden olabilir (46,47).

2.2.1. Klinik Bulgular

Akut batin nedenleri arasinda yer alan torsiyonun bulgulari non spesifiktir. Klinik
olarak genellikle ani baslayan siddetli agr1 vardir. Torsiyon olan tarafa lokalizedir. Pozisyona
ve harekete baglh siddeti degisebilir. Agrimin siddeti klinik tablonun ciddiyetini
gostermeyebilir. Genellikle agriya eslik eden bulanti, kusma, istahsizlik vardir. Bulanti,
kusma adneksiyel torsiyonda %70 oraninda goriiliir ve genellikle yogun agr1 ve peritoneal
irritasyona bagli vagal refleksle iliskilidir. Yaklasik %20 oraninda ates de eslik edebilir
(48,49,50). Batin muayenesinde agrili, hassas kitle ele gelebilir. Moore ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada olgularin % 75’ inde ele gelen kitle saptanmamaigstir (51).

Semptomlart non spesifik oldugundan pelvik inflamatuar hastalik, dis gebelik,
nekroze myom gibi jinekolojik hastaliklarla ya da apandisit, kolit, nefrolitiazis gibi non
jinekolojik hastaliklarla karigabilir. Bu nedenle tan1 gecikebilir.

2.2.2. Adneksiyel Torsiyonda Tani

Torsiyona spesifik bir kan testi yoktur. Tam kanda lokositoz goriilebilir. Ancak

Oelsner ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada doku nekrozu ile 16kositoz arasinda korelasyon

izlenmemistir (52).
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Torsiyon suresi, prognozda ve tedavi yonetiminde énemli bir faktordiir. Erken tani,
over kaybini dnleyebilir ve bu 6zellikle reprodiiktif ¢agda fertilite agisindan 6nemlidir.

Jinekolojik acilerin  degerlendirilmesinde genellikle ilk goriintiileme araci
ultrasonografidir. Ultrasonografi non invaziv, diger yontemlere gore daha ucuz ve kolay
ulagilabilir ama subjektif bir yontemdir. Agriyla beraber ultrasonografik olarak overde kitle
izlenmesi, tek tarafli over boyutunda artis olmasi ve overde tek tip periferal kistik yapilarin
goriilmesi torsiyon diislindiirebilir ancak torsiyon i¢in patognomonik degildir. Diger kistik
olusumlardan ayirt edilmesinde faydali degildir(53). Torsiyon, %9 ile %26 arasinda normal
overde de olabilir ve sonogrofik olarak hicbir bulgu vermeyebilir. Normal overlerin
torsiyonunda en sik goriilen sonografik bulgu over boyutunun artmasidir (44,53,54). Over
stromasi, hemoraji ve 6deme sekonder, heterojen izlenebilir. Cogu vakada solid, kistik veya
hem solid hem kistik komponenti olan pelvik bir kitle bulunmaktadir .Ayrica ultrasonda,
boyutlar1 artmig overin periferinde yerlesimli, multipl, 25mm’den kii¢iik, sayilar1 artmis
follikiiller ve interfollikiiler dokuda kalinlagsma izlenebilir. Bu durumun ciddi 6dem ve
hemorajiye bagli oldugu diisiiniilmiistiir (55).

Renkli Doppler Ultrasonografi (RDUS) ile kan akimmin olmadigmi gdstermek
tanida yardimcidir. Ancak pozitif prediktif degerinin %100 olmasina ragmen, Pena ve
arkadaglarinin yaptig1 calismada %60 torsiyon vakasinin doppler ile tanisinin konulamadigi
goriilmistlir. Torsiyonda oncelikle vendz akim bozulur. Over dokusunda sisme ve 6dem
meydana gelir. Daha sonra arterial akim etkilenir. Doppler sadece arterial kan akimindaki
kesilmeleri gosterebilir. Vendz akimdaki bozulmalar1 gostermediginden normal doppler
bulgular1 adneksiyel torsiyonu dislamaz. Klinik olarak torsiyon oldugu diisiiniilen vakalarda,
doppler bulgular1 normal olsa dahi cerahi geciktirilmemelidir. Dopplerde kan akim
bozukluklar1 her olguda goriilmeyebilir. Kan akimi bozukluklari mevcutsa tani koyma
stiresini kisaltir (56).

Glinimiizde bilgisayarli tomografi akut batinin degerlenmesinde siklikla
kullanilmaktadir ancak torsiyon tanisina ¢ok katki saglamaz. Adneksiyel kitleyi gosterir ancak
iskemiyle ilgili herhangi bir bulgu gostermez. Ozellikle ultrasonografik bulgular yetersiz ise
kullanilabilir. Adneksiyal torsiyonun tomografik tani kriterleri kesin olarak tanimlanmamagtir.
Sik goriilen tomografik bulgular; adneksiyel kitle, pelvisin karsi tarafina kaymis ovaryan
yapilar ve batin ici serbest mayi bulunmasidir. Magnetik rezonans goriintiileme 6zellikle diger

tan1 araglarinin yetersiz kaldigi subakut vakalarda kullanilmaktadir. Sik goriilen bulgular
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uterusun etkilenen tarafa deviasyonu, tromboze damarlar, yagli planlarin obliterasyonu ve
batin i¢i serbest mayidir(14,45).

Torsiyonun kesin tanis1 laparaskopi ya da laparatomi ile yani cerrahi olarak torsiyone
olan adneksin gosterilmesi ile konulur. Ayn1 zamanda tedaviyi de saglar (57).

2.2.3. Adneksiyal Torsiyonda Tedavi

Over torsiyonunda, eger kontrendikasyon yoksa, Onerilen cerrahi yaklagim
laparaskopidir. Hem tani konulamadiginda, tanida gecikmeleri Onler hem de konservatif
tedavi sansin1 arttirir (45). Tedavide konservatif yaklagim ya da radikal tedavi uygulanir. Bu
tedavi segeneklerinden hangisinin secilecegi hastanin yasina, fertilite istegine, menapoz
durumuna ve eslik eden overyan bir patolojinin varligmma gore belirlenir. Konservatif
tedavide torsiyone overi detorsiyone edilir, beraberinde eslik eden bir kist varsa kistektomi
yapilir. Radikal tedavide ise, tubanin da torsiyona katilip katilmamasina bagli olarak
ooferektomi, salpinjektomi ya da salpingooferektomi yapilir. Bu tedavi genellikle fertilite
istegi olmayan, postmenapozal hastalarda tercih edilmektedir (58).

Laparoskopik olarak oncelikli tercih edilen yaklagim adneksin detorsiyonudur.
Onceki yillarda, hem altta yatan malignitenin atlanmamasi hem de iskemik dokunun sadece
detorsiyone edilip birakilmas: ile olusabilecek tromboembolik komplikasyonlardan
korkuldugu ve iskeminin geri doniislimsiiz olduguna inanildig1 i¢in radikal tedavi yani
salpingooferektomi Onerilmekteydi (59). Ancak son yillarda yapilan ¢aligmalar, fertiliteyi
korumak icin 6n planda konservatif tedavi onermektedir. McGovern ve arkadaslarinin
adneksial torsiyon sonrasi tromboemboli riskini aragtirmak icin yaptigi caligmada, 981
hastadan sadece 2 hastada pulmoner tromboemboli saptanmig. Rapor edilen 2 vakanin da
salpingooferektomi grubunda oldugu goriilmiis. Pulmoner emboli insidansinin detorsiyondan
sonra artmadig1 yapilan ¢alismalarda gosterilmis (14).

Torsiyone overde 6dem, konjesyon, inflamasyon, iskemiye bagli over mavimsi siyah
bir renk alir. Bu goriintli operasyon sirasinda karar verirken, daha agresif yaklasmaya neden
olarak radikal tedavi ile sonuclanabilir. Ancak son caligmalar, overin makroskobik olarak
mavimsi siyah goriinmesinin iskemi derecesini ve overin canliligini belirlemede dogru isaret
olmadigini, operasyon sirasinda bu rengin degismemesi bile nekroz i¢in kanit olmadigin
gostermistir (60,61,62). Yapilan bazi calismalar ise, nekrozun gdstergesi olarak overin
renginden daha c¢ok agrinin baslangici ile tedavi arasinda gegcen zamanin daha Onemli

oldugunu bildirmislerdir (63,64).
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Konservatif tedavi sonrast klinik ve sonografik takiplerde follikiil varlig1 goriilerek
over fonksiyonunu geri kazandigi, boyutlarinin normale dondiigii goriilebilir. Nadir de olsa
over atrofiye de gidebilir. Celik ve arkadaslarinin 14 hasta {izerinde yaptig1 ¢alismada, takip
stiresinde 13 hastada over boyutlarinin normale dondigii ve folikiilogenezin oldugu, sadece 1
hastada overin atrofiye gittigi goriilmiis (29).

Ozellikle tekrarlayan veya bilateral olan vakalarda, radikal tedavi fertiliteyi olumsuz
etkileyebileceginden, detorsiyon sonrasi, overin tekrar torsiyone olmasini engellemek igin
eriyemeyen bir siitur ile over lateral pelvik duvara, uterusun arka duvarina ya da common
iliak damarlarin altinda posterior peritona fikse edilebilir. Buna ooferopeksi denir.
Ooferopeksi, iki tarafli torsiyon oldugunda, tekrarlayan tek tarafli torsiyon oldugunda ya da
uzun uteroovaryen ligament gibi yapisal bir malformasyon oldugunda tedavide fayda saglar
ancak gelecekte fertiliteyi nasil etkiledigi bilinmemektedir (45,65,66).

Cohen ve arkadaglarimin, torsiyon tedavisinde laparaskopi ve laparotomiyi
karsilastirdig1 ¢alismada over fonksiyonu agisindan ya da overlerin makroskobik goriiniimii
acisindan anlamli bir fark bulunamamus. Iki grup arasindaki tek fark, laparaskopide hastanede
kalma siiresi daha az olarak bulunmustur (67).

2.3. Iskemi Reperfiizyon:

Iskemi, kan akimmmin dokuya ya da organlara gitmesinin, pithti veya mekanik
etkenlerle engellenmesine bagli, dokunun oksijensiz kalmasi olarak tanimlanir (68,69).
Iskemiye bagli olarak dokularda ATP sentezlenemez. Mevcut olan ATP kullanilir ve
adenozine pargalanir. Adenozin hiicre disina c¢ikar, inozin ve hipoksantine parcalanir.
Hipoksantin ise, ksantin oksidaz ile metabolize olur ve ksantin olusur. Bu reaksiyonlar
sonucunda, dokular i¢in toksik olan serbest oksijen radikalleri olusur.

Ayrica ATP sentezlenemedigi i¢in Na-K pompalart durur ve hiicre i¢i elektrolit
dengeleri bozulur. Sitoplazmik kalsiyum, normalde ATP bagimli kalsiyum tasiyicilar ile
hiicre i¢inde diisiik yogunlukta tutulur. Ancak ATP sentezi bozuldugundan hiicre disindan
hiicre i¢ine kalsiyum akis1 baslar (70,71). Artan kalsiyum; fosfolipaz, proteaz, endoniikleaz ve
ATPazlart aktiflestirir. Bu enzimler de sirast ile lipid, protein, niikleik asit ve ATPleri
parcalayarak hiicre 6liimiinii hizlandirir.

Reperfiizyon ise iskemi sonrasi dokunun, tekrar kan akimini saglamak amaci ile

gelistirdigi mekanizmalar sonucu dokudaki oksijen miktarinin artmasidir. (68,72)
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Reperflizyon hasarmin biiylik boliimiinden serbest oksijen radikalleri sorumlu
tutulmaktadir. Bunun diginda, reperfiizyona bagli, endotel hiicreleri hasarlanir, kompleman
sistemi aktiflesir ve polimorfoniikleer 16kositlerin gogii baslar. Reperfiizyon hasarinin, iskemi
hasarindan daha fazla oldugu diisiiniiliir (73,74).

Iskemi, oksijen metabolitlerinin atilamayip birikmesine yol acar. Reperfiizyon ile
biriken bu metabolitler ve bunlarin yol agtig1 reaksiyonlar ile oksijen radikallerinde hizli bir
artis olur. Bu artis, kontrolsiiz oksidasyona yol agarak hiicrenin savunma mekanizmalarini
baskilar. Buna ek olarak inflamatuar sitokin salinimini da tetikler ve mevcut hasari artirir.
Oksidasyona yol acan serbest radikaller temel olarak oksijen kaynakli metabolitler (siiperoksit
anyonlar1 Oy, hidrojen peroksit H202, hidroksil radikali OH"); hipoklorik asit; kloraminler;
azot dioksit; ozon ve lipit peroksitlerdir.

2.3.1.  Serbest radikaller:

Serbest radikaller, atom ¢ekirdeklerinde, dis yoriingelerinde eslenmemis bir elekronu
bulunan ileri derecede aktif molekiil ya da molekiil gruplaridir (75). Pozitif yiiklii, negatif
yiikli veya yiiksiiz olabilirler. Cevrelerindeki niikleik asit, protein, lipid, karbonhidrat gibi
molekiillerden elektron alarak dengeli hale gelirler ve zincirleme reaksiyonlar1 baslatirlar
(76). Asil tehlikesi, hiicre membrane, DNA gibi dnemli hiicresel komponentlerle reaksiyona
girerek hiicrenin fonksiyon kaybina ya da 6liimiine neden olurlar. Yasam siireleri ¢cok kisadir.
Cok yiiksek reaksiyon hizlar1 vardir (77).

Baslica iki tip serbest radikal mevcuttur. Bunlar serbest oksijen radikalleri ve serbest
nitrojen radikalleridir. Biyolojik sistemde en 6nemli radikaller serbest oksijen radikalleridir
(78).

2.3.2. Serbest Oksijen Radikalleri:

Molekiiler oksijene elektron transferi ile serbest oksijen radikalleri olusur. Metabolik
veya fizyolojik silireclerde olusur ve antioksidan sistemlerle uzaklastirilan molekiillerdir.
Antioksidan sistem ve serbest oksijen radikali iiretimi arasnda hassas bir denge vardir. Bu
denge serbest oksijen radikalleri lehine bozulursa oksidatif stres meydana gelir ve bir¢ok
hastaliga neden olur (79,80).

Oksidan molekiiller, elektron transport zinciri (ETS) ve ksantin oksidaz, glikolat ve
monoamine oksidaz gibi oksidatif enzimler tarafindan endojen {iretilebildigi gibi,ultraviyole

1s1nlar1, sigara, radyasyon, zehirli gazlar gibi eksojen olarak da alinabilir.
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Bunlarin en 6nemlileri; siiperoksit radikali, hidrojen peroksit radikali ve hidroksil
radikalidir.

Oksijene 1 elektron transferiyle sliperoksit radikali olusur.

O, +1le8 = O

Stiperoksit radikali kendisi direk olarak zarar vermez ancak hidrojen peroksit
kaynag1 olmasi nedeniyle 6énemlidir. Cok kisa yar1 dmre sahiptir. Superoksid dismutaz (SOD)
enziminin katalizledigi dismutasyon reaksiyonu ile hidrojen perokside doner. Bu fagositlerin
bakterisit etkisinin temel mekanizmasidir.

20,"+ 2H = SOD — H,0, + 02

Superoksit radikaline bir elektron daha verilirse hidrojen peroksit olusur.

0," + le +2H — H,0;

Hidrojen peroksit, gli¢lii bir oksidandir, serbest radikal olmadig1 halde reaktif oksijen
iriinleri kapsamina girer. Ciinkii hidrojen perokside 1 elektron ilave edilirse en giiglii serbest
radikal olan hidroksil radikali meydana gelir. Yar1 6mrii ¢ok kisadir.

2H0, + l& +H — 20H + OH + H,O

Hidroksil radikali, en reaktif radikal olarak bilinir. Fagositoz ve ¢esitli enzimatik
katalizlerde {iretilen, normal biyolojik reaksiyonlarda da kullanilan reaktif bir ajandir.
Hidroksil radikalinin meydana getirdigi en 6nemli biyolojik reaksiyon, lipit peroksidasyonu
olarak bilinen serbest radikal zincir reaksiyonudur (75,81).
2.3.2.1.  Serbest Radikallerin Etkileri:

Serbest radikaller, bir¢ok hastaligin patogenezinde rol alir. Ancak fazla miktarda
olmadig: siirece etkileri baslamaz (82). Metabolizmanin normal seyrindeki siirekli serbest
radikal tiretimine ek olarak radyasyon, havadaki, yiyecekteki zehirler, sigara gibi birgok
oksidatif faktoriin olusturdugu asirt miktardaki serbest radikaller, antioksidanlar tarafindan
ndtralize edilemez ve denge oksidatif tarafa kayar. Buna oksidatif stres denir.

Serbest radikaller; lipid, protein, DNA, karbonhidrat, enzim gibi hiicrelerin biitlin
onemli bilesiklerini etkileyerek hiicrelerde fonksiyon bozuklugu yaparlar (75)
2.3.2.1.1. Serbest Radikallerin Lipidler Uzerine Etkileri

Serbest radikallerin en 6nemli etkisi, lipidler lizerine yaptig1 etkidir ki buna lipid
peroksidasyonu denir. Bu reaksiyonda serbest radikaller ¢oklu doymamis yag asitlerine,

membranlardaki kolesterol ve lipoproteinlere saldirir. Kontrolsiiz lipid
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peroksidasyonu hiicre disfonksiyonuna neden olmaktadir. Lipit peroksidasyonu ile
meydana gelen hasar geri doniisiimsiizdiir (81). Hiicre membranindaki lipid peroksidasyonu
direkt etki ile hiicre membran akigskanligini, gecirgenligini ve biitliinliiglinii bozar, hiicre
icindeki organellerin hasarina yol acar. Serbest oksijen radikalleri poliansatiire yag asidi
molekiillerini okside ederek aldehitlerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Aldehitler uzun
Oomiirlii olduklart i¢in hiicre hasarmin yayilmasina yol acarlar. Bunlar i¢inde en iyi bilineni
malondialdehit (MDA)’dir. MDA lipit peroksidasyonunun derecesiyle korelasyon
gostermektedir (75,83).
2.3.2.1.2. Serbest Radikallerin Proteinler Uzerine Etkileri

Proteinler serbest oksijen radikallerine maruz kaldiklarinda aminoasit yan
zincirlerinde modifikasyonlar olusur ve protein yapist bozulur, denature olur. Bu da
fonksiyonel degisiklige yol acarak hiicre metabolizmasini bozmaktadir. Enzim veya reseptor
fonksiyonuna sahip membran proteinlerinin oksidasyonu ile énemli hiicresel ve membran
fonksiyonlar1 bozulmaktadir (75).
2.3.2.1.3. Serbest Radikallerin DNA Uzerine Etkileri

Oksijen radikalleri, oksidatif yarilma ile DNA hasarina yol agabilmektedir. Serbest
radikallerin etkisi DNA mutasyonlarina ve hiicre 6liimlerine yol agmaktadir.

Hidroksil radikali, piirin ve pirimidin bazlar1 ve deoksiribozlarla kolayca reaksiyona
girerek, baz delesyonlar1 ve zincir kirilmalar1 neden olabilmektedir. Hidrojen peroksit ise
membranlardan kolayca gecerek hiicre ¢ekirdegindeki DNA’ya ulasir ve hiicre 6liimiine yol
acabilir (75). Oksidatif DNA hasarlar1 da denilen bu tip hasarlar mutageneze, kanserogeneze
ve yaslanmaya yol agmaktadir.

DNA hasari, bizim de ¢aligmada kullandigimiz ve ileride bahsedilecek olan comet
assay olarak bilinen tek hiicre elekroforez yontemi ile dlgiilebilir.

2.3.3. Antioksidan Sistemler

Viicutta olusan serbest oksijen radikallerini metabolize eden, serbest oksijen radikali
olusumunu oOnleyen, temizlenmesini arttiran, olusabilecek hasari onaran veya Onleyen
savunma maddeleri vardir. Savunma yapan bu maddelere antioksidan madde denir. Ekzojen
veya endojen kaynakli olabilmektedir (75). Siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz,
katalaz, glutatyon transferaz, mitokondriyal oksidaz sistemi gibi enzimatik veya bilirubin,
albumin, {rik asit, a-tokoferol, seruloplazmin, transferin, ferritin, glutatyon gibi non

enzimatik olabilir. Bunlar oksijen radikallerine kars1 ilk savunma sistemidir (84,85). Ekzojen
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olanlara ise; C vitamini, E vitamini, folik asit, N-asetilsistein, mannitol, adenozin, demir
selatorleri, sayilabilir (75,85).

Antioksidanlar islevlerine gére primer, sekonder ve tersiyer olarak ii¢ce ayrilir. Primer

antioksidanlar (sliperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, ferritin, seruloplazmin,
haptoglobulin, metal baglayici proteinler, hemopeksin), yeni serbest radikal olusumunu onler.
Sekonder antioksidanlar (vitamin-C, vitamin-E, iirik asit, bilirubin), zincir kiric1 reaksiyonlar
sayesinde serbest radikalleri uzaklastirirlar. Tersiyer antioksidanlar (DNA onarimi yapan
enzimler) ise serbest radikaller tarafindan hasar goren biyomolekiilleri onarirlar (75).
2.3.3.1. Enzimatik Antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz (SOD): Hiicre i¢inde mitokondride dogal olarak bulunur. SOD,
stiperoksid radikallerini daha az reaktif olan hidrojen peroksite ¢eviren bir metalloenzimdir.
Lipit peroksidasyonunu inhibe etmektedir. SOD aktivitesi, yliksek oksijen kullanan dokularda
fazladir. Hiicre dis1 aktivitesi diisiiktiir(86).

Katalaz: Yapisinda 4 tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir. SOD enzimi
faaliyeti sonucunda meydana gelen toksik hidrojen peroksit, katalaz enzimi ile su ve oksijene
ayristirmaktadir. Esas olarak peroksizomlarda bulunur. Daha az olarak sitozolde de bulunur.
Bulundugu hiicreyi oksidatif strese karsi korumaktadir (87).

Glutatyon peroksidaz (GPx): Hiicre sitozoliinde bulunan bu enzim, hidrojen peroksit
ve yag asiti peroksitlerini inhibe eder. Fagositik hiicrelerin ve eritrositlerin oksidatif strese
kars1 korunmasinda rol alir (75). Kofaktor olarak selenyum kullanir.

Glutatyon rediiktaz (GR): Glutatyon peroksidaz tarafindan hidrojen peroksit ve diger
lipit peroksitlerin yiikseltgenmesi sirasinda olusan okside glutatyonun tekrar indirgenmesini
katalize eder.(75).

Mitokondriyal sitokrom oksidaz: Solunum zincirinin son enzimidir¢ Siiperoksit
radikalini suya g¢evirir.
2.3.3.2. Non-enzimatik Antioksidanlar

Vitamin E: Cok giiclii bir antioksidandir. Hiicre membrane fosfolipidlerinde bulunan
poliansatiire yag asitlerini serbest radikallerin etkisinden koruyan ilk savunma sistemidir.

Vitamin C: Lipit peroksidasyonunu baslatan radikallerin etkilerini yok ederek,

lipitleri oksidasyona kars1 korur. Superoksid radikali ve hidroksil radikali ile
reaksiyona girerek onlari ortamdan yemizler. Fagositozda oksidatif par¢alanma iiriinlerinin

zararl etkilerini Onler.
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Vitamin A: Serbest radikalleri biyolojik hedeflerle etkilesime girmeden once direkt
olarak onlar1 yakalayabilir ve ayn1 zamanda zincir kiran bir antioksidan olarak da etki ederek
peroksit radikallerinin olusumunu onler.

Bilirubin: Lipit peroksidasyonunda zincirleme gelisen reaksiyonu engeller. Yiiksek
serum diizeylerinde toksik bir bilesiktir.

Urik Asit: Lipit peroksidasyonunu inhibe eder ve radikalleri temizler

Albiimin: Albiimin kuvvetli sekilde bakir ve zayif olarak da demiri baglar. Olusan
OH- radikali albumin tarafindan temizlenir.

Seruloplazmin: Demir ve bakir bagimli lipit peroksidasyonu inhibe eder. Daha az
olarak siiperoksit radikali ile reaksiyona da girer (75).

2.3.4. Total Antioksidan Seviye (TAS)

Total antioksidan seviyesinin Ol¢iimii, antioksidanlarin tek tek ol¢iimiinden daha
degerli bilgi vermektedir. Antioksidanlarin tek tek ol¢iilmesi, zaman alict ve pahalidir. Bu
nedenle total antioksidan seviye (TAS) bakilmasi giderek yayginlasmaktadir. Bu yontem Erel
(88,89) tarafindan gelistirilen tam otomatik bir yontem olup, gii¢lii serbest radikallere kars1
viicudun total antioksidan kapasitesini Olgen bir metoddur. Calisma prensibi; Fe2+-o-
dianisidin kompleksi hidrojen peroksid ile Fenton tipi reaksiyona girer ve OH radikalini
olusturur. Bu giiclii reaktif oksijen tiirii indirgenir diisik pH’da renksiz o-dianisidin
molekiiliiyle reaksiyona girerek sari-kahverengi dianisidil radikallerini olusturur. Dianisidil
radikalleri ileri oksidasyon reaksiyonlarma katilarak renk olusumunu artirir. Ancak
orneklerdeki antioksidanlar bu oksidasyon reaksiyonlarini bastirarak renk olusumunu
durdurmaktadirlar. Bu reaksiyon otomatik analizérde spektrofotometrik olarak Olgiilerek
sonug verilmektedir.

2.3.5. Total Oksidan Seviye (TOS)

Kimyasal reaksiyonlar sonucu olusan serbest radikallerin émrii olduk¢a kisadir.
Bundan dolay1 laboratuar sartlarinda dl¢iilmesi zordur.

TOS, total peroksid (TP), serum oksidan aktivitesi (SOA),

reaktif oksijen metabolitleri (ROM) es anlamda kullanilan tanimlamalardir.

Erel (88) tarafindan gelistirilen tam otomatik kolorimetrik bir yontemdir. Numunede
bulunan oksidanlar ferr6z iyon-o-dianisidin kompleksini ferrik iyona oksitlerler. Ortamda

bulunan gliserol bu reaksiyonu hizlandirarak yaklasik ii¢ katina ¢ikarmaktadir. Ferrik iyonlar
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asidik ortamda “xylenol orange” ile renkli bir kompleks olustururlar. Ornekte bulunan
oksidanlarin miktariyla iligkili olan rengin siddeti

spektrofotometrik olarak ol¢lilmektedir. Sonuglar umol H202 Equivalent/ L olarak
ifade edilir.
2.3.6. Oksidatif Stres Indeksi

Oksidatif Stresin bir gostergesi olarak gosterilen Oksidatif Stres Indeksi (OSI), Total
Oksidan Seviye (TOS) diizeylerinin Total Antioksidan Seviye (TAS) diizeylerine oraninin
yiizde derecesi olarak ifade edilir. (90,91)

TOS, umol H202 Equiv. / L.
OSI = X100
TAS, mmol trolox Equiv. / L.

2.3.7. Comet Assay

Hiicre diizeyinde DNA hasarin1 saptamak ve miktarini belirlemek i¢in kullanilan bir
yontemdir. Ilk olarak 1984 yilinda Ostling ve Johansson (92) tarafindan temelleri
olusturulmustur. Gelistirdikleri mikrojel elektroforez yonteminde nodtr pH ortaminda
elektroforez uygulanmistir. Ancak nétral kosullarda ¢ift sarmal kiriklar1 tespit edilirken tek
sarmal kiriklar1 tespit edilememistir. 1988 yilinda Singh ve arkadaglar1 elektroforezi kuvvetli
alkali ortamda uygulayarak bu sorunu ¢ézmiislerdir ve giinlimiizde de uygulanan, tek ve ¢ift
sarmal kiriklarinin tamaminin tanimlanmasina olanak saglayan metodolojiyi gelistirmislerdir.

Tek hiicreli jel elektroforezi de denilen comet assay yontemi; kimyasal ve fiziksel
etmenlerin canlilar iizerinde yol actig1 genotoksik ve sitotoksik etkilerin bir gostergesi olan
DNA hasar seviyesinin Ol¢iilmesini saglayan floresan mikroskobik yontemdir. Uygulamasi
kolay, non-invaziv, hizli ve hassas olmas1 bakimindan son yillarda yaygin olarak kullanilir.
Bir diger 6nemli 6zelligi ise radyoaktif isaretleme gerektirmemesidir.

Genel olarak, canli dokulardan izole edilen ¢ekirdek i¢indeki DNA, ince bir agaroz
jel icine fikse edilir ve elektroforetik ortamda ytiriitiiliir. Mikroskop lami iizerindeki agaroz jel
icine gomiilen hiicreler, zarlarin parcalanip ¢ekirdekte bulunan

stiperkoil DNA nin serbestlesmesi icin lizis islemine tabi tutulur. Alkali ortamda
siiperkoil yapmin gevseyerek acilmast ve kiriklar ortaya ¢iktiktan sonra elektroforez
uygulanir. Eger ¢esitli genotoksik ajanlarla hasarlanan DNA’lar tamir mekanizmalari ile tamir
edilememis, tek veya c¢ift DNA zincirlerinde kirilmalar olusmus ise kirilan farkli molekiil
agirliklarina ve farkl elektrik yiikiine sahip kirilmig DNA molekiilleri elektroforetik ortamda
farkli hizlarda goc ederler. DNA molekiilleri ethidium bromid gibi DNA spesifik boyalarla
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Resim 2: Comet assay de normal DNA Resim 3: Comet assay de DNA hasari

boyanip floresan mikroskop altinda incelendiginde hasarin derecesine gore DNA’lar dairesel
formdan kuyruklu yildiza benzer forma kadar cesitli derecelerde goriintiiler
olusturduklarindan yonteme ingilizce “kuyruklu yildiz” anlamia gelen “Comet Assay” adi
verilmistir. Lizisten sonra serbestlesen DNA 1s18a duyarli oldugundan ilave kiriklar
olugsmamasi i¢in islemler karanlik odada yapilmalidir ve ¢aligma boyunca ayni1 kisi tarafindan
yapilmalidir (93,94).

DNA hasarmin belirlenmesi ya gorsel analize gore ya da bilgisayarli goriintii
analizine gore yapilir. Gorsel degerlendirmeye gore cometler DNA go¢ uzunluguna gore 5
kategoride toplanir. Sadece bas varsa kuyruk yoksa 0, ¢ok kii¢iik bas ve uzun daginik kuyruk
4. kategoridedir. Cok az hasarlanmig DNA lar 1, az hasarli DNA lar 2, hasarlit DNA lar 3.
kategoridedir. Her lamdan 100 comet segilir ve kategorisine gore numaralandirilarak DNA
hasar1 belirlenir. Bilgisayarli gotiintiillemede ise kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu, kuyruk
momenti gibi ¢esitli parametreler kullanilarak DNA hasar1 hesaplanir. Kuyruk uzunlugu
piksel cinsinden kuyrugun sonu ile kafanin tam uzayan kismi arasindaki mesafedir. Comet
uzunlugu ise piksel cinsinden kuyrugun sonu ile kafanin tam kenar1 arasindaki kisimdir. Head
intensity (bas yogunlugu) kafadaki ortalama renk dagilimi iken, tail intensity (kuyruk
yogunlugu) kuyruktaki ortalama renk dagilimidir. Kuyruktaki DNA yiizdesi ile kuyruk

uzunlugunun ¢arpilmasi ile tail moment (kuyruk momenti) bulunur (95).

2.3.8. Apoptozis
Organizma siirekli bir denge halindedir. Yeni hiicreler sentez edilirken, varolan

hiicrelerin bir kismi1 hiicre 6liimii ile ortadan kaldirilmakta ve bdylece denge korunmaktadir.
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Hiicre Olimiiniin iki tipi vardir, bunlar apoptozis ve nekrozdur (96,97). Her ikisinde de
diizenli olarak birbirini izleyen biyokimyasal ve morfolojik olaylar sonucu hiicre 6limii
meydana gelir (98). Hiicre ¢cogalmasi mitoz ile olurken, belirli bir dokuda olmas1 gereken
hiicre sayis1 da apoptoz ile belirlenmektedir (92,99). Yani apoptozis ve mitozis dokuda stirekli
bir denge halindedir (100).

Apoptozis, yunanca yaprak dokiimii anlamina gelir. Biyolojik gorevini tamamlamig
veya hasara ugramis hiicrelerin, zararsiz bir bigimde ortadan kaldirilmasini saglayan ve
genetik olarak kontrol edilen programli hiicre 6liimiidiir (101,102)

Ilk kez 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie adindaki patologlar tarafindan
kullanilmistir. 1983 yilinda Duke ve arkadaslari, jel -elektroforezi ile apoptozda
endoniikleazlarin aktif hale gelerek DNA kiriklarina neden oldugunu gostermistir. Boylece
apoptik hiicre 6liimiiniin ilk biyokimyasal kanit1 elde edilmistir (103,104).

Programlanmis hiicre 6liimii, hiicre intihari, fizyolojik hiicre olumu apoptozis ile ayni
anlamda kullanilan terimlerdir. Apoptozis genetik olarak kontrol edilen fizyolojik
mekanizmalarla regiile edilir. Nekrozda hiicre siser, mitokondri genisler, organeller ¢oziiniir,
plazma membran1 yirtilir. Sitoplazma materyali hiicre disina gegerek inflamasyona neden
olur. Apoptozis sirasinda ise plazma membrani yirtilmaz. Apoptozisin gerceklesebilmesi i¢in
yiiksek adenozin trifosfat (ATP) seviyelerine ihtiya¢ vardir. Hiicre i¢ci ATP seviyesi hiicrenin
apoptozis veya nekroz ile dlecegine yon verir. Bu da mitokondrinin énemini apoptozisin
erken fazinda gostermektedir. Eger hiicre ciddi olarak yaralanirsa apoptotik yol i¢in gerekli
olan enerjiyi saglayamayacak ve nekroz ile dlecektir. Apoptozis, hiicre intihar seklidir ve
hiicre kendi kendisini aktif olarak yok eder. Bu olay niikleer biizilme ve DNA
fragmantasyonu ile karakterizedir (105).

Apoptozis 0Ozellikle doku homeostatisi ve istenmeyen etkilere karst doku
biitiinltiglinlin saglanmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Cok hiicrelilerde bir hiicre
digerlerini olumsuz yonde etkiliyorsa bu hiicrenin tahrip edilmesi gerekir. Ayrica bir hiicre
komsu hiicrelerden uygun sinyali alamiyorsa yine yok olur. DNA hasarinin olusmasi
durumunda hasarin  meydana geldigi hiicre, apoptozise yonlendirilerek ortadan
kaldirilmaktadir. Bu sekilde DNA yapisinda zararli mutasyonlari bulunduran hiicrelerin,

kanserlesme potansiyeli ortadan kaldirilmis olur (104).
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2.3.8.1. Apoptotik Markerlar

Kaspazlar, baglatici ve effektor kaspazlar olarak ikiye ayrilir. Sistein proteazlar
olarak da adlandirilirlar, hiicrede sitozolde lokalize olmuglardir. Temel gorevleri DNA
polimeraz enzim aktivitesini dnleyip hiicrenin apoptozise ugrayarak yok olmasini saglamaktir.
Herhangi bir patolojik durumda hiicre igerisinden gelen uyarilara bagli olarak kaspazlar
(kaspaz-8, kaspaz-9) aktif hale gelir, kaspaz aktivasyonuna bagli olarak apoptozis aktive edici
faktor-1 (apaf-1) aktiflesir ve mitokondriden sitokrom c serbest hale gelir. Sonrasinda ise
apaf-1, sitokrom c, kaspaz-9 birleserek apoptozom olusturur ve bu olusuma bagli olarak da
kaspaz-3 aktif hale gelerek hiicrenin apoptozise ugrayarak yok edilmesi gerceklesir.
(106,107).

Bcl-2, mitokondri zar1 lizerinde lokalize olmustur. Mitokondri porlarinin
gecirgenliginin  kontroliinii yapar. Antiapoptotik bir etkiye sahiptir ve apoptozisin
baskilanmasinda rol alir.

Bax proteini, proapoptotik bir proteindir. Mitokondri iizerinde yer alir ve apoptozisin
gerceklesmesinde dnemli bir rolii vardir (108).

2.3.9. Western Blot

Western blotlama ya da immunoblotlama denilen ydntem, bir protein karisimi
icindeki belirli bir proteini ve biiyiikliigiinii saptamak icin kullanilan nicel bir yontemdir. Bu
metot istenilen bir protein kars1 yonlendirilen yiiksek kalitede bir antikor kullanimina baglidir.
Bu antikor prob olarak kullanilarak ilgili protein bir karigtmin iginden saptanabilir. Western
blot hiicrede ne kadar protein biriktigini gosterir. Bu metot yardimiyla apoptoza 6zgii bel-2
gibi bazi proteinlerin eksprese olup olmadiklarinin saptanmasi miimkiindiir (109).

2.3.10. Diazoksid

Diazoksid bir benzotiyadiazin derivesidir. Selektif potasyum bagimli ATP kanal
aktivatorii ve kalsiyum kanal blokérii olarak etki eder. Ozellikle mitokondriyal potasyum
bagimli ATP kanallar {izerine yiiksek afinitesi vardir. Ekstraselliiler boslukta kalsiyum
yiikklenmesini azaltir. Ama asil etkisini mitokondrial hemostaz1 diizenleyerek gosterdigi
distintlir (110).

Yapilan ¢aligmalarda diazoksidin antioksidan ve antiapoptotik etkileri oldugu
gosterilmis (111-113). Ornegin, Wang ve arkadaslarinin serebral iskemi reperfiizyon
hasarinda diazoksidin etkisini arastirdigi ¢alismada, diazoksidin reaktif oksijen metabolitlerini

ve DNA’ daki oksidatif hasar1 azaltarak antioksidan etkisi oldugunu gostermis (111). Ayni
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sekilde; Roseborough ve arkadaglarinin yaptig1 spinal korddaki iskemi reperfiizyon hasarina
diazoksidin etkisini arastirdigi hayvan ¢aligmasinda, diazoksidin antioksidan etkisi gosterilmis
(112). Ayrica, Teshima ve arkadaslarinin g¢aligmasinda, diazoksidin oksidatif stres ile
indiiklenen apoptotik yolaklar1 inhibe ederek noroprotektif etki gosterdigi bulunmus (113).
Domoki ve arkadaslarinin yaptigi bir domuz ¢aligmasinda ise serebral iskemi sonrasi,

diaoksidin noroprotektif etkisinin arteriolar vazodilatasyona bagli oldugu diisiiniilmiis (114).
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma, Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik
Kurulu’ nun 19.12.2013 tarih ve 2013/274 sayili onay1 alindiktan sonra yapilmstir.

Calismada 35 adet, 200-260 gr agirhiginda, reprodiiktif donemde, Bezmialem
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’nda iiretilen, disi Wistar Albino
sigan (rat) kullanilmistir. En az 7 gilin, 12 saatlik 151k dongiisti, uygun sicaklik ve nem
kosullar1 altinda, yeterli sivi ve besin saglanarak standardize edilmis ve %90 power ve %95
giiven diizeyi i¢in n=5 olacak sekilde rasgele 7 esit gruba ayrilmistir. Stres yaratilmadan, sert
ve ani hareketlerden kaginilarak ¢aligilmistir.

Calismadaki amacimiz, deneysel torsiyon sonrasi, diazoksidin iskemi reperfiizyon
hasarmi azaltip azaltmadigini saptamaktir. 7 gruptan ilkinde sadece laparatomi yapilarak batin
kapatildi. 2. grupta 3 saat iskemi yapildi. 3. grupta 3 saat iskemi sonras1 3 saat reperfiizyon
yapilirken 4. grupta 3 saat iskemi reperfiizyon sonrasi diazoksid verildi. 5. grup 3 saat iskemi
sonras1 24 saat reperflize edilen grup iken 6. grup ise 24 saat reperflizyon sonrasi diazoksid
verdigimiz gruptu. 7. grup da standardizasyonu saglamak amaci ile DMSO vererek batini
kapattigimiz gruptu.

Calismamizda Santa Cruz tarafindan iiretilen cam sisede toz halinde 1gr diazoksid
iceren etken madde kullanilmistir. Ratlara verilmeye uygun hale getirmek i¢in serum
fizyolojik ile eritilemediginden 0,1 ml dimetil siilfoksid (DMSO) kullanilmistir.

Deneyler, Bezmialem Universitesi Tip  Fakiiltesi Deney Hayvanlar
Laboratuvari’nda, Biyokimyasal ¢aligmalar , Bezmialem Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyokimya Anabilim Dalinda yapilmaistir.

3.1. Cerrahi islemler

Ratlar, her bir grupta 5 denek olacak sekilde randomize edilerek 7 grup olusturuldu.
Her gruba Ketamine 40mg/kg (Ketalar® Flakon 50 mg/ml Pfizer) ve Xylazine 10 mg/kg
(Rompun®) ile sedasyon yapildi. Biitiin ratlara anestezi altinda ve dorsal pozisyonda insizyon
saha temizligi uygulandi. 3 cm’lik orta hat kesisi yapilarak laparotomi ile batina girildi. Her
iki over vizualize edildi. Torsiyon gruplarinda her iki over saat yoniinde 7200 dondiiriilerek
5/0 vicryl ile batin 6n duvarina sabitlendi. Reperfiizyon gruplarinda bu siitur alinip overler

detorsiyone edildi. Batin 3/0 ipek ve cilt 2/0 ipek siitur ile kapatildi.
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3.2. Deney Gruplan

Grup 1 (S): Bu grupta yani sham grubunda laparatomi sonrasi, her iki over
izlendikten sonra ek bir islem yapilmadan batin kapatildi. 3 saat beklendikten sonra tekrar
laparatomi ile bilateral ooferektomi yapildi.

Grup 2 (I): Iskemi grubunda bilateral overler torsiyon yapilarak batin kapatildi. 3
saat iskemi sonrasi tekrar laparatomi yapilarak bilateral ooferektomi yapildi. 2. laparatomiden
yarim saat Once intraperitoneal olarak 0.1 ml DMSO verildi.

Grup 3 (I/R3): Bu grupta 3 saat iskemi sonras1 overler detorsiyone edilerek 3 saat
reperflizyon saglandi. Reperfiizyondan yarim saat 6nce 0.1 ml DMSO verildi.

Grup 4 (I/R3+D): Bu grupta ise 3. gruptan farkli olarak diazoksid verildi. 3 saat
iskemi sonrast 3 saat reperflizyon yapildi. Reperfiizyondan yarim saat o6nce 40mg/kg
diazoksid 0.1 ml DMSO ile ¢oziindiiriilerek intraperitonel olarak verildi.

Grup 5 (I/R24): 5. grupta 3 saat iskemi sonrasi 24 saat reperfiizyon saglandi.
Detorsiyondan yarim saat 6nce 0.1 ml DMSO intraperitoneal olarak verildi.

Grup 6 (I/R24+D): Bu grupta da 3 saat iskemiyi takiben 24 saat reperfiizyon
saglandi. Detorsiyondan yarim saat once 40 mg/kg diazoksid 0.1 ml DMSO ile
coziindiiriilerek intraperitonel olarak verildi.

Grup 7 (DMSO): 7. grupta ise batin acilip hi¢ bir ek islem yapilmadan batin
kapatildi. Standardizasyonu saglamak icin, diger gruplarda diazoksid DMSO ile

Resim 4: Sican overinin torsiyone edilerek batin 6n duvarma sabitlenmesi

44 iy
e ol
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¢oziindligiinden, 2. laparatomiden yarim saat 6nce 0.1 ml DMSO intraperitoneal olarak
verildi.
3.3. Deneyin sonlandirilmasi

Tim gruplarda overler alindiktan hemen sonra serumda calisilacak olan
biyokimyasal analizler i¢in de intrakardiyak kan 6rnegi alindi. Sonrasinda tiim ratlara anestezi
altinda dekapitasyon ile 6tenazi uygulandi.

Alman kan ornekleri +4 °C’de 10 dakika 3000 rpm devirde santrifiijlenerek
(Eppendorf, 5804 R) serumlar elde edildi. Deney sonunda, alinan dokularin bir kismi ve

serum Ornekleri biyokimyasal analizler yapilincaya kadar -80°C’de sakland.

Resim 5: 3 saatlik iskemi sonrasi overin goriiniimii

3.4.  Orneklerin Hazirlanmasi ve Olgiimler
Arastirmaya dahil edilen ratlardan lenfosit DNA hasar seviyesinin dlglimii i¢in
heparinli tiipe vendz kan alindi. Hemen biyokimya laboratuvarina ulagtirilarak ¢alismasi
saglandi.
Oksidatif stres parametreleri i¢in plazma kullanildi. Venoz kan ornekleri en kisa
zamanda biyokimya laboratuvarinda bulunan NUVE NF1200R marka santrifiij cihazinda
3000 devir/dakika hizda 10 dakika santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi. Serumlar -80°C derin
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Resim 6: 24 saat reperfiizyon sonrasi overin goriiniimii

dondurucuda depolanarak muhafaza edildi. Olgiimlerin yapilacag: zaman tiim serum &rnekleri
oda 1s1sina getirildikten sonra ¢alisildi

Dokulardan oksidatif stres parametrelerinin ¢alisilmasi i¢in dokulara agirliklarinin 10
kat1 kadar izotonik 0,15M’lik KCI eklenerek homojenize edildi. 14000 devirde 20 dakika +4
°C de santrifiij edildi. Siiperanatanttan bradford yontemiyle proteinlerine bakildi. Kalan
siipernatant da -80 °C de depo edildi. Olgiimlerin yapilacagi zaman tiim serum 6rnekleri oda
1s1s1na getirildikten sonra ¢alisildi. Cikan sonuclar dokularin agirliklarina boliinerek gr protein
basina sonug verildi.
3.4.1. Mononiikleer Lokositlerin Seperasyonu

Bir ml histopaque -1077 {izerine bir ml taze heparinize kan yavagea ilave edilip 2100
rpm ve 25 °C’de 30 dakika santrifiij edildi. Orta tabakada biriken mononiikleer l6kositler
pipet yardimiyla alinip bir ml tuzlu fosfat tamponu (Ph: 7.4) ile karigtirildiktan sonra 1600
pm ve 25 0C’de 10 dakika santrifiij edildi. Ustteki siipernatan atilip pellet tuzlu fosfat

tamponu ile 109 monontikleer 16kosit /ul olacak sekilde diliie edildi
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3.4.2. Comet Assay (Alkali mononiikleer tek hiicre elektroforezi) Yontemi ile DNA

Hasar Tayini

Comet assay yontemi, alkali Ph’da farkli molekiil agirliklarina ve farkl elektrik yiike
sahip DNA molekiillerinin, elektriksel alanda farkli hizda go¢ etmeleri esasina
dayanmaktadir. Tek hiicreler veya ¢ekirdekgikler agar jel icine yerlestirilir ve lizisten sonra
aciga cikan DNA molekiillerinde herhangi bir hasar olugsmamis ise go¢ esnasinda tek
molekiile ve yiikke sahip olduklarindan elektroforetik go¢ esnasinda birlikte hareket
edeceklerinden comet (kuyruk) olusturmazlar. Eger hasara ugramis, kiritlmis DNA varsa farkli
molekiil agirliklarina ve farkl elektrik yiiklerine sahip olacaklarindan elektriksel alanda farkli
hizlarda hareket ederek kuyruk seklinde bir goriintii olustururlar.
3.4.2.1. Yontemin Uygulanisi:

A. Slaytlarin Hazirlanmasi1:%1.0’lik normal erime noktasina (NMP) sahip agaroz jel
hazirlanarak pipetle 55°C sicaklikta 120ul kadar alinip, kenarlar1 kumlanmig lam {izerine
damlatildi ve {izeri hemen lamel ile kapatilarak buzdolabinda (2-4°C) 5 dakika bekletildikten
sonra lamelleri kaldirildi. Hazirlanan normal erime noktasina sahip jel kapli lamlar nemli
kutularda bekletildi. Kapli lamlar tizerine PBS (Fosfat buffered saline) ile mm?*’te 10* hiicre
olacak sekilde diliie edilmis mononiikleer hiicrelerden 10ul alinarak 85ul %0.7°lik diisiik
erime noktasina (LMP) sahip agaroz jel (37°C) ile karistirilarak tabakalandirildi ve tekrar
lamel ile kapatilarak buzdolabinda 5 dakika bekletildi. Ugiincii asamada da aym
konsantrasyonda diisiik erime noktasina sahip agaroz jel hazirlanarak ikinci tabakanin {izerine
ince bir tabaka halinde tabakalandirilarak slaytlarin hazirlanmasi saglandi.

B. Lizis Asamasi: Agaroz jel donduktan sonra slaytlar yaklasik bir saat siire ile
yiiksek konsantrasyonda tuz ve deterjan iceren (100Mm EDTA, 2.5M NACI, 10Mm trizma
baz, %1 triton X-100, Ph10) soguk lizis soliisyonunda bekletilerek hiicre ve g¢ekirdek zari
lizise ugratildi.

C. Elektroforez Tamponu: Elektroforezde yiiriitmeden once, DNA =zincirlerinin
ayrilmasi i¢in slaytlar, alkali elektroforez tamponunda (ImM EDTA ve 300Mm sodyum
hidroksit (pH<13) 40 dakika inkiibasyona birakildu.

D. Elektroforezde Yiiriitme: Alkali elektroforez tamponunda inkiibasyon

tamamlandiktan sonra DNA’lar bu tampon ¢ozeltisi igerisinde 300Ma,elektriksel alanda ve

49C’de 20 dakika yiiriitiildii.
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E. Notralizasyon: Elektroforez yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra alkali tampon
cozeltisini ortamdan uzaklastirmak i¢in slaytlar 3 dakika siire ile 2 kez PBS (Fosfat buffered
saline) ile, 1 kez distile su ile yikand1. Slaytlarin kurumasi i¢in beklendi.

F. Boyama: Notralizasyon tamamlandiktan sonra floresan DNA boyasi olan etidyum
bromit ile(Spg/ml) her bir slayt icin 80ul boya kullanilarak boyandi. Lamlarin tizeri lamel ile
kapatilarak 20 biiyiitmeli floresan mikroskop ile (Eksitasyon DB: 546 nm, Emisyon DB: 580
nm) degerlendirildi.

G. Analizz Bu yontemde DNA migrasyonu COMET Assay IV programiyla
degerlendirildi.

3.4.3. Total Antioksidan Seviye (TAS)

Serbest oksijen radikallerine karsi viicudun toplam antioksidan kapasitesini dlgen bir
metoddur (88,89).

Reaktif 1: 75 mM Clark tamponu (pH: 1.8) icerisinde, 10mM o-Dianisidine ve
45umol (NH4)2Fe(S0O4),-6H,0 ¢oziilerek hazirlandi.

Reaktif 2: 7.5mM hidrojen peroksit, 75 mM Clark tamponu (pH: 1.8) igerisinde
karistirilarak hazirlanir.

Prensip: Fe*?-o-dianisidine kompleksi, hidrojen peroksit ile Fenton tipi reaksiyon
olusturarak OH=radikalini olusturur. Bu gii¢lii reaktif oksijen tiirii indirgenerek diisiik pH’da,
renksiz o-dianisidine molekiilii ile reaksiyona girerek sari-kahverengi dianisidyl radikallerini
olustururlar. Dianisidyl radikalleri, ileri oksidasyon reaksiyonlarina katilarak renk olusumu
artmaktadir. Ancak orneklerdeki antioksidanlar bu oksidasyon reaksiyonlarini bastirarak renk
olusumunu durdurmaktadirlar. Bu reaksiyon otomatik analizérde spektrofotometrik olarak
olgiilerek sonug verilmektedir. Birim: umol Trolox Eqv./L
3.4.4. Total Oksidan Seviye (TOS):

Erel tarafindan gelistirilen tam otomatik kolorimetrik bir yontemdir (88,89).

Reaktif 1: 140 mM’lik NaCl ¢ozeltisi igerisine, 25 mM H,SO4 ¢o6ziilerek ana
sollisyon hazirlanir. Ana soliisyonda dnce %10 oraninda gliserol ¢oziiliip daha sonra total
voliimde 250uM Xlenol orange ¢oziilerek hazirlanir.

Reaktif 2: Ana soliisyon igerisinde, dnce 10mM o-Dianisidine dihidrocloride ¢oziiliip
sonra 5 mM amonyum ferr6z siilfat ¢oziilerek reaktif hazirlanir.

Prensip: Ornekte bulunan oksidanlar ferréz iyon —o-dianisidine kompleksini ferik

iyona oksitlerler. Ortamda bulunan gliserol, bu reaksiyonu hizlandirarak yaklasik ii¢ katina
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cikarmaktadir. Ferrik iyonlar asidik ortamda xylenol orange ile renkli bir kompleks
olustururlar. Ornekte bulunan oksidanlarin miktariyla iliskili olan rengin siddeti
spektrofotometrik olarak dl¢iilmektedir. Birim;pumol H,O2Eqv./L (115).

3.4.5. Oksidatif Stres indeksi (OSI):

Toplam Oksidan Seviye (TOS) / Toplam Antioksidan Seviye (TAS)*10 seklinde
béliinerek, Oksidatif Stres Indeksi (OSI) hesapland (88).

3.4.6. Western Blot Yontemi

Western blot i¢in ratlardan alinan over dokular1 -80 °C buzdolabinda muhafaza
edildi. Dokularin homojenizasyonu yapildiktan sonra Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid
Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ile proteinlerin elektroforezi tamamlandi. Elektroforez
islemini takiben asagidaki dort agama gergeklestirildi.

Jeldeki proteinlerin polyvinylidene difluoride (PVDF) membrana (Life, Inc., USA)
aktarimi (blotlama):

SDS-PAGE tamamlandiktan sonra poliakrilamid jel blotlanmak iizere alindi. PVDF
membrana transferin gergeklesmesi igin poliakrilamid jel ile PVDF membran yiizeyleri
arasinda bosluk kalmayacak bicimde kars1 karsiya getirildi. Anot ve katot arasina konularak
elektriksel alanda gegisler saglandi. Bu sekilde proteinlerin transferi saglanmis oldu.

Spesifik olmayan reaksiyonlar1 engellemek icin PVDF membranda protein
baglanmamig bolgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi (bloklama):

Blotlama iglemi bittikten sonra petri kutularina alinan PVDF membranlar tampon
soliisyonla [NaH,PO4.2H,O (0,025 M), Na,HPO4.12H,O (0,075 M), NaCl (1,45 M)],
calkalayict iizerinde 3 kez 5 dakika olacak sekilde yikandi. Spesifik olmayan baglanmalar,
100 mM NaCl, 20 mM Na,HPO,, 20 mM NaH,PO, (pH: 7,2) tamponunda % 5 ’lik yagsiz siit
tozu ile 37 °C’de 60 dakikalik inkiibasyonla blokland.

Ozgiil antikorlarla tepkime: Primer antikor olarak Bax, Bcl-2, Caspase 3 antikorlart
kullanildi. Primer antikorlar % 0,05 oraninda Tween—20 bulunan tamponda 1:1000 oraninda
hazirlanarak kullanildi. PVDF membranlar Bax, Bcl-2 ve Caspase 3 antikorlari ile +4 °C’de
gece boyunca inkiibasyona birakildi. Daha sonraki sathada PVDF membranlar 5 kez 5 dakika
tampon sollisyonuyla yikandi. Yikama islemi tamamlandiktan sonra nitroseliilloz membranlar
% 0,05 oraninda Tween-20 bulunan tamponda 1:1000 oraninda hazirlanan, peroksidazla

konjuge edilmis goat-anti-rabbit immiinoglobulinle 37 “’de 60 dakika siireyle inkiibasyona
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birakildi. Sonraki asamada nitroseliilloz membranlar 5 kez 5 dakika tampon soliisyonuyla
yikandi.

Bantlarin  goriintiilenmesi:  Bantlarin ~ goriintiilenmesi  i¢in  chemiluminesans
sollisyonlart kullanildi (Immunurruz sc 2048 Santa Cruz). Membran muamele edilen
sollisyonlar sayesinde goriintiileme kabini kullanilarak bantlar goriintiilendi. Bantlarin rolatif
yogunluklar1 Image Analyses System (Image J; National Institute of Health, Bethesda, USA)
yazilim programi kullanilarak analiz edildi.

3.5. Istatiksel analiz

Verilerin degerlendirilmesi SPSS (SPSS Inc., Chicago, IL, United States) for
Windows 22.0 paket programi ile yapildi. Tanimlayici istatistikler ortalama + standart sapma
olarak gosterildi.

Gruplardaki parametrelerde standart sapma/ortalama orani, bazilarinda daha ytiksek
izlense de genel olarak %20 civarinda bulunmustur. Yapilan Koglomorov-Smirnov normallik
testinde verilerin normal dagilima uygun oldugu izlendi. Homojenlik testleriyle
degerlendirildiginde, gruplar genel olarak homojen bulunmustur. Bu nedenle, verileri
parametrik olarak degerlendirip, gruplar arasinda ortalamalar yoniinden farkin 6nemliligi
ANOVA (analysis of variance) ile karsilagtirildi. Tek Yonlii Varyans Analizi sonucunun
anlamli bulundugu durumlarda posthoc Tuckey HSD c¢oklu karsilastirma testi kullanilarak
gruplar arasi farklar degerlendirildi. p<0,05 icin sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi.
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4.

BULGULAR

Calismaya alinan 7 grupta comet assay yontemi ile 6l¢giilen ve DNA hasarimi gosteren

tail intensity (kuyruk yogunlugu) ve tail moment (kuyruk momenti) Tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1: Deney gruplarinda Comet Assay yontemi ile gosterilen DNA hasari

Grup 1 Grl_lp 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6 Grup 7
) @ (I/R3) (i/R3+D) (i/R24) | (i/R24+D) (DMSO) P
Tail 4104 | 780159 | 7054242 | 4404220 | 513053 | 5.13+1.59 | 7.38+1.56 | 0.018
intensity
:lfllnent 10.28 £ 4.78 | 19.51+ 10.84 | 14.94=7.66 | 8.65+6.77 | 925+ 4.78 | 9.18=7.04 | 19.79+ 11.78 | 0.119

Comet assay yontemi ile DNA hasar1 gostermede yapilan varyans analizinde, tail

intensity i¢in gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p=0.018). Gruplar

arasinda tail moment icin istatiksel olarak anlamli fark bulunamamustir.

Anlamli bulunan tail intensity, gruplar arasi farki gostermek i¢in posthoc tuckey testi

ile degerlendirildiginde; I/R3+D grubu ile (4, 40 = 2,20), I grubuna (7,80 + 1,59 ) gore

anlamli sekilde azaldig1 bulundu (p<0,05). Diger gruplar arasinda anlamli fark izlenmemistir.

Sekil 1: Tail intensitynin gruplar arasindaki dagilimi

Tail intensity

B Tail intensity
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Oksidatif stresi gosteren doku TAS (total antioksidan seviye), doku TOS (total

oksidan seviye), doku OSI (oksidatif stres indeksi), doku katalazin ortalama, standart sapma

degerleri Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2: Deney gruplarinda dokudaki oksidatif stres parametreleri

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6 Grup 7
S) @ (i/R3) (i/R3+D) (i/R24) | (i/R24+D) | (DMSO) P
ot | 0.08+0.03 | 0.07+0.03 | 0.07+0.03 | 0.06+0.04 | 0.10+0.03 | 0.07+0.02 {010 0.03 | 0435
Do 10164005 | 034006 [ 031+0.15 | 034006 | 0.32+0.15 | 0.15+0.05 [0.17+0.05 | 0.002
ool 2064053 | 611261 | 6184432 | 6.53+2.51 | 3.83+2.84 | 2.02+037 [ 1.76+0.26 | 0.004
Dot | 0554020 | 056022 | 0564020 | 057027 | 0.730.18 | 054 0.15 | 0.64 +0.21{ 0.761

Oksidatif stres doku parametreleri arasinda yapilan varyans analizinde gruplar

arasinda, doku TOS, doku OSI i¢in anlaml1 fark bulunmustur. Doku TAS ve doku katalaz igin

gruplar arasinda anlamli fark bulunamamastir.

posthoc tuckey testi kullanildi.

Anlamli bulunan doku TOS ve doku OSI igin gruplar aras1 farki arastirmak igin

Yapilan tuckey analizine gore; I grubu (0,34 + 0,06) ve I/R24+D grubu (0,15 + 0,05)
arasinda ve I/R3 +D grubu (0.34 = 0.06) ile I/R24+D grubu (0,15 + 0,05) arasinda , doku TOS

icin anlamli derecede fark bulundu (p<0,05).

Sekil 2: Doku TOS’un gruplar arasindaki dagilimi

Doku TOS

EDoku TOS

sl
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Doku OSI icin ise, I/R3 +D grubu (6,53 + 2,51 ) ile DMSO grubu (1,76 = 0,26)

arasinda anlamli derecede farkli bulunmustur (p<0,05). Diger gruplar arasinda anlamli fark

bulunamamustir.

standart sapma degerleri ise Tablo 3’te gdsterilmistir.

Sekil 3: Doku OSi’nin gruplar arasindaki dagilimi

206 |

Doku OSI

& Doku OSI

111}

\

(bx
N\

| | 2.02 176

x
,bb&
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Oksidatif stresi gosteren plazma TAS, plazma TOS, plazma OSI nin ortalama,

Tablo 3: Deney gruplarinda plazmadaki oksidatif stres parametreleri

Grup 1
)

Grup 2
)

Grup 3
(I/R3)

Grup 4
(i/R3+D)

Grup 5
(I/R24)

Grup 6
(i/R24+D)

Grup 7
(DMSO)

Plazma
TAS

2.54+0.25

2.41+0.20

2.33+0.23

2.40+0.30

2.31+0.23

236 +0.27

2.38+0.24

0.826

Plazma
TOS

0.73 £0.86

2.48 +£3.62

528 £2.55

0.70 £ 0.79

5.67 +£2.00

4.97+0.44

1.07 £ 1.78

0.000

Plazma
osi

0.31+0.41

0.98 +1.35

231+1.13

0.31+0.39

2.50+1.08

2.14+0.40

0.42+0.70

0.000

Oksidatif stres plazma parametreleri arasinda yapilan varyans analizinde gruplar

arasinda, plazma TOS ve plazma OSI i¢in anlamli fark bulunmustur. Plazma TAS i¢in gruplar

arasinda anlamli fark bulunamamustir.

posthoc tuckey testi kullanildi.

Anlaml1 bulunan plazma TOS ve plazma OSI i¢in gruplar arasi farki arastirmak igin

Yapilan posthoc tuckey testi ile gruplar kendi arasinda kiyaslandiginda; plazma TOS
icin, sham grubu (0.73 + 0.86) ile I/R3 grubu (5.28 + 2.55) arasinda (p<0,05), sham grubu
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(0.73 + 0.86) ile I/R24 grubu (5.67 £ 2.00) arasinda (p<0,01) ve sham grubu (0.73 + 0.86) ile
I/R3+D grubu (0,70 + 0,79 ) arasinda (p<0,05) istatiksel olarak anlamli fark saptandi. I/R3
grubu (5.28 £ 2.55) ile I/R3+D grubu (0,70 £ 0,79 ) arasinda (p<0,05) ve I/R3 grubu (5.28 +
2.55) ile DMSO (1.07 + 1.78) grubu arasinda anlaml fark bulundu (p<0,05). Ayrica, I/R3+D
grubunda (0,70 + 0,79 ), I/R24 grubuna (5.67 + 2.00) (p<0,01) ve I/R24+D (4.97 + 0.44)
grubuna gére (p<0,05) anlamli derecede diisiik bulunurken; 1/R24 grubu (5.67 + 2.00) ve
DMSO grubu (1.07 + 1.78) arasinda anlamli fark saptand1 (p<0,05).

Sekil 4: Plazma TOS’un gruplar arasindaki dagilimi

Plazma TOS
5.67
5.28
2.48
& Plazma TOS
0.73
S N ) Q V» Q Q
& x % x S
\ %) N\ X D
N\ N\ .\QQ' 9

Posthoc tuckey testi ile gruplar kendi arasinda plazma OSI acisindan
kiyaslandiginda; plazma TOS ile orantili olarak, sham grubu (0.31 + 0.41) ile I/R3 grubu
(2.31 + 1.13) arasinda (p<0,05), sham grubu (0.31 + 0.41) ile I/R24 grubu (2.50 + 1.08)
arasinda (p<0,01) ve sham grubu (0.31 + 0.41) ile I/R3+D grubu (0.31 + 0.39) arasinda
(p<0,05) istatiksel olarak anlamli fark bulundu. I/R3 grubu (2.31 + 1.13) ile I/R3+D grubu
(0.31 + 0.39) arasinda (p<0,05) ve I/R3 grubu (2.31 + 1.13) ile DMSO (0.42 + 0.70) grubu
arasinda arasinda anlamli fark saptandi (p<0,05). Ayrica, I/R3+D grubunda (0.31 + 0.39),
[/R24 grubuna (2.50 + 1.08) (p<0,01) ve I/R24+D (2.14 + 0.40) grubuna gére (p<0,05)
anlamli derecede diisiik bulunurken; I/R24 grubu (2.50 + 1.08) ve DMSO grubu (0.42 + 0.70)
arasinda anlamli fark bulundu (p<0,05).
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Sekil 5: Plazma OSI’nin gruplar arasindaki dagilimi

Plazma OSI

2.5

i Plazma OSI

Gruplarda western blot yontemi ile Olciilen, apoptozisi gosteren bax, bcl-2 ve kaspaz

3 gen ekspresyonlarinin ortalama, standart sapma degerleri Tablo 4’te gosterilmistir.

Tablo 4: Deney gruplarinda gen ekspresyonlari

Grup 1 Grl_lp 2 G.rup 3 _Grup 4 Qrup 5 .Grup 6 Grup 7

S) @ I/R3) (I/R3+D) (I/R24) (I/R24+D) (DMSO)
Bax 1690 +11.04| 14.72+8.87 | 991+5.79 | 1243 +4.61 | 12.18+3.77 | 17.25+7.97 | 17.10+ 8.71 | 0.634
Bcl-2 1642+6.61 | 13.81+7.44 | 11.15+£3.72 | 13.54+2.96 | 1097 +7.24 | 16.75+1.85 | 17.37+4.99 | 0.333
Kaspaz 3| 1298 +541 | 17.26 +8.84 | 16.78 +3.04 | 12.72+2.53 | 13.73£8.69 | 16.53 £6.32 | 10.01 +4.92 | 0.475

Yapilan varyans analizinde, apoptozisi gdsteren, western blot yontemi ile olgiilen

bax, bcl-2 ve kaspaz 3 gen ekspresyonlarinda, gruplar arasinda anlamli fark bulunamamustir.
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5. TARTISMA

Over torsiyonunda, over dokusunda hem torsiyona bagli olarak hem de detorsiyon
sonrasi olusan reperfiizyona bagl olarak hasar olusmaktadir. iskemik periyodun siiresi de
overde olusacak hasarin siddeti ile iligkilidir. Uzamis iskemi, hiicre Oliimiine, geri
doniistimsiiz organ disfonksiyonuna neden olurken gegici iskeminin etkileri reperfiizyonla
diizeltilebilir (116). Normal kosullar altinda, hiicre oksidan ve antioksidan sistemler
arasindaki dengeyi korur. Denge bozulup, oksidanlarin artmasi ya da antioksidanlarin
azalmasi1 ile oksidatif stres lehine kaydiginda hiicre, iskemi reperfiizyon hasar1 gibi
hasarlanmalara karsi daha duyarli hale gelir. Hipoksik dokunun reperfiizyonu da, serbest
oksijen radikallerinin iiretimi ile iligkili olarak daha ileri doku hasarmma neden olabilir.
Hipoksik dokuya tekrar kan akiminin saglanmasi ile dokunun yeniden oksijenlenmesi biiyiik
miktarda serbest oksijen radikalleri iiretilmesine sebep olur. Bu da reperfiizyon hasarina yol
acar (117).

Iskemik hasardan sorumlu olan serbest oksijen radikallerinin etkisini azaltmak icin
antiinflamatuvar ve antioksidan etkileri olan birgok medikal tedavi denenmistir (117, 118).
Biz de ¢aligmamizda, antioksidan ve antiapoptotik etkisi olan diazoksidin, rat overlerindeki
iskemi reperfiizyon hasarinda koruyucu etkisini gdstermeyi amagladik. Iskemi reperfiizyon
sonucu meydana gelen oksidatif stresi gosteren plazma TAS, TOS, OSI, doku TAS, TOS,
OSI, katalaz ve reperfiizyon sonucu olusan apoptotik siiregte rol oynayan bcl2, bax ve kaspaz-
3 calisildi. Ayrica tek jel hiicre elektroforezi yontemi ile DNA hasari incelendi. iskemi
grubuna gore, 3 saat reperfiizyon sonrasi diazoksid verdigimiz grupta DNA hasarinin anlamli
derecede azaldigini gozlemledik. Oksidatif stres parametrelerine baktigimizda, doku TOS un
3 saat reperfiizyon sonrasi ila¢ verdigimiz grupta ve 24 saat reperfiizyon sonrasi ilag¢
verdigimiz grupta, iskemi grubuna gore istatiksel olarak anlamli olarak azalmis oldugunu
degerlendirdik. Doku OSI’yi, diazoksidin ¢oziinmesi i¢in DMSO verdigimiz kontrol
grubunda 3 saat reperfiizyon sonrasi diazoksid verdigimiz gruba gore anlamli olarak yiiksek
bulduk. Plazma TOS ve plazma OSIyi, kontrol grubunda, iskemi reperfiizyon gruplarina gére
anlamli derecede diisiik bulurken, kontrol grubu ile 3 saat reperfiizyon sonrasi ilag grubu
arasinda da istatiksel olarak anlamli fark saptadik. Ayrica; 3 saat reperflizyon sonrasi
diazoksid verdigimiz grupta, 3 saat reperflizyon grubuna gore anlamli olarak azalmis olarak

degerlendirdik. 3 saat reperfiizyon grubu ile diazoksidin ¢oziinmesi i¢in DMSO verdigimiz
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kontrol grubu arasinda da istatiksel olarak anlamli fark bulduk. 3 saat iskemi sonrasi
diazoksid verdigimiz grupta, 24 saat reperfiizyon grubuna ve 24 saat reperfiizyon sonrasi
diazoksid verdigimiz gruba gore anlamli derecede diisiik saptadik. Ayni zamanda plazma
TOS ve OSI’nin, ilagsiz 24 saat reperfiizyon grubunda, DMSO grubuna gére anlamli derecede
yiiksek oldugunu gozlemledik. 3 saatlik reperfiizyon hasari olusturulan grupta diazoksidin 24
saatlik reperfiizyon hasarina gore daha etkili oldugunu ve oksidatif stresi anlamli oranda
azalttigin1 saptadik.

Diazoksidin iskelet kasinda, karacigerde, kalpte, serebral kortekste ve pankreas gibi
diger dokularda iskemi reperfiizyon hasarindaki koruyucu etkisi oldugu daha once yapilan
caligmalarda gosterilmistir (12, 119-122). Moghtadaei ve arkadaslarinin yapmis oldugu
diazoksidin iskelet kasindaki iskemi reperfiizyon hasarina etkisini inceledigi g¢alismada,
reperfiizyon baslangicinda diazoksid verildiginde, anlamli olarak antioksidan enzimlerin
artt1g1, akut fazda diazoksidin oksidatif stresi azalttigin1 gostermislerdir. Ayrica diazoksidin,
bir pro-apoptotik protein olan bax ekspresyonunu azalttig1, antiapoptotik bir protein olan bcl-2
ekspresyonunu ise arttirdigi gosterilmistir (119). Buna benzer sekilde, Xu ve arkadaslari
iskemi reperfiizyon ile indiiklenen kardiyomyosit apoptozisine fentanilinin etkisini arastirdigi
hayvan modelinde; iskemi reperfiizyon grubunda kontrol grubuna kiyasla bax proteininin
anlamli olarak yiikseldigi, Bcl-2 proteininin anlamli olarak azaldigini gostermislerdir. (123)
Ancak, biz calisgmamizda proapoptatik bax, kaspaz-3 ve antiapoptotik bcl-2 gen
ekspresyonlarinda gruplar arasinda anlamli fark bulamadik. Bu molekiillerin folikiil se¢imi,
folikiiliin gelisimi, folikiiler atrezi ve luteogenez lizerinde etkileri oldugu bir¢ok caligmada
gosterilmekle birlikte (124, 125) ovaryan torsiyonda folikiiller iizerindeki etkilerini ortaya
koyabilmek i¢in molekiiler diizeyde c¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

Over torsiyonunda primer patofizyolojik siire¢ iskemi sonrasi olusan reperfiizyondur.
Hipoksik dokulardaki reperfiizyon daha fazla doku hasarina yol acan fizyopatolojik bir
stirectir (5). Ayrica, iskemi reperfiizyon hasari reaktif oksijen radikallerinin asir1 liretimi ve
dokuda active nétrofillerin toplanmasi ile olugsmaktadir (126). Bu olusan reaktif oksijen
radikallerinin etkileri dokudan {iretilen ¢ok sayida antioksidan enzimler ve bilesenlerle
ortadan  kaldirilmaya ¢alisilmaktadir.  Oksidatif stres ve antioksidan durumun
degerlendirilmesi i¢in birgok belirte¢ ve bunlari 6lgen farkli yontemler bulunmaktadir. Ancak,
bu belirteglerin ayr1 ayri1 ol¢iilmesi hem zaman alict hem de masrafhidir (127, 128). Bu

nedenle son yillarda total oksidan durum ve total antioksidan durum o6lgiilmekte ve oksidatif
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stress indeksi (OSI) hesaplanmaktadir (88, 89, 129). Dokuyucu ve arkadaslarmin, overin
iskemi reperflizyon hasarinda erdosteine ve alfa lipoik asitin etkisini arastirdigi hayvan
modelinde plazma TAS, TOS ve OSI degerleri karsilastirildiginda; iskemi reperfiizyon
grubunda, sham grubuna goére plazma TOS ve OSI degerlerini anlamli olarak yiiksek
bulmuslardir. (130). Benzer sekilde, Karapinar ve arkadaslarinin da ovaryen iskemi
reperfiizyon hasarinda dekspantenoliin etkisini aragtirdigu ¢alismasinda, plazma TOS ve OSI,
iskemi grubu ve iskemi-reperfiizyon grubunda sham grubuna gore yiiksek bulunurken, TAS
ise sham grubu ile karsilastirildiginda iskemi ve iskemi-reperfiizyon grubunda diisiik
bulunmustur (131). Biz de c¢alismamizda plazma TOS ve OSI’ yi, iskemi reperfiizyon
grubunda, kontrol grubuna goére anlamli olarak yiiksek bulduk. Ancak, plazma TAS seviyeleri
acisindan gruplar arasinda anlaml fark saptamadik.

Over iskemi reperfiizyon hasarini dnlemek igin literatiirde calisilmis ve etkinligi
gosterilmis olan ¢ok sayida calisma vardir. Ornegin; amlodipin, infliximab, selenyum,
tadalafil, curcumin, gibi ilaglar1 antioksidan 6zellikleri ile oksidatif stresi azalttig1 ve iskemi
reperfiizyon hasarinda etkili oldugu gosterilmis (117, 132-135) . Vitamin E’ nin ise
antiapoptotik ve antioksidan etkisi ile over iskemi reperfiizyon hasarini azalttig1 gosterilmis
(118). Biz de antioksidan ve antiapoptotik etkileri olan diazoksidi over iskemi reperfiizyon

hasarinda siire ile baglantili olarak kismen etkili olarak bulduk.
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6. SONUC

Biz c¢alismamizda, commet assay yoOntemi ile, diazoksidin, iskemi/ 3 saat
reperfiizyon sonrast DNA hasarint anlamli derecede azalttiginm1 gozlemledik. Ayrica, dokuda
ve plazmada oksidatif stres parametrelerine baktigimizda, oksidatif stresin etkileri plazmada 3
saatlik reperfiizyon sonrasi1 goriiliirken, dokuda bu etkileri 24 saatte goézlemledik. Dokuda
reperflizyon hasarina bagli etkilerin daha uzun siirede ortaya ciktigini diisiinmekteyiz.
Diazoksidin, 3 saat reperfiizyon grubunda, oksidatif stresi plazmada anlaml1 olarak azalttigini
gozlemlerken, diazoksidin antioksidan parametreler iizerine etkisi olmadigini izledik.

Sonug olarak, bulgularimiz diazoksidin, over iskemi reperfiizyon hasarinda, siire ile
baglantili olarak, kismen oksidatif stresi azalttigimi gostermektedir. Diazoksidin etkisinin
reperflizyon siiresi ile ters orantili olarak daha iyi oldugu sdylenebilir. Klinik olarak, over
torsiyonunda etkin tedavinin, cerrahi girisimle torsiyonun diizeltilmesi olmasina ragmen,
cerrahi miidaheleye ek olarak bu sathada uygulanacak olan diazoksid gibi antioksidan
maddelerle detorsiyonla olusabilecek reperfiizyon hasarinin azaltilabilecegi goriisiindeyiz.

Diazoksidin klinikte hipertansiyon krizinde ve hipoglisemide 5-20 mg/kg olarak
kullanim1 mevcuttur. Biz, sicanlarda 40 mg/kg dozunda kullanarak reperfiizyon hasarini
azalttigin1 gosterdik. Bu dozda veya daha degisik dozlarda insanlarda kullanilabilmesi igin

klinik calismalar gerekmektedir.
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