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OZET

Bu caligma, Histerosalpingografi (HSG) isleminin over lizerine olan erken ve
gec donem =zararli etkilerini ortaya koyma ve olusan zararlh etkileri onlemede
antioksidan, sitoprotektif ve radyoprotektif bir ajan olan amifostinin etkinliginin
incelenmesi amaciyla yapildi.

Calisma, 40 adet eriskin disi Winstar Albino cinsi rat rastgele, prospektif, tek
kor olarak Kontrol grubu, Radyasyon grubu, HSG grubu ve Amifostin grubu
seklinde 4 gruba ayrildi. Her gruptaki 10 ratin yarisi rastgele secilerek erken donem
etkilerini arastirmak {lizere 3 saat sonra, diger yarisi ise 1 ay sonra batinlar1 acilarak
overleri ¢ikarildi. Her ratin overinin birinde histolojik ve immiinohistokimyasal
inceleme ve prolifere hiicre ¢ekirdek antijeni (PCNA) aktivitesi, diger over
dokusunda malondialdehit (MDA), Total Oksidan Seviye (TOS), Total Antioksidan
Kapasite (TAK), Nitrik Oksit (NO), Tiimor Nekrotizan Faktor-alta (TNF-a) caligildi.
Alman intrakardiak kan Orneklerinde Antimiillerian Hormon (AMH) diizeyleri
olctldi.

Oksidatif stres gostergesi olan parametrelerin (MDA, TOS, NO) tamaminda
3. saatte gruplar arasinda anlamli fark izlenmezken, 1. ayda over dokusunda
radyasyon ve HSG gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli yiikseklik izlendi
(p<0,05). Bununla birlikte amifostin grubunda oksidatif stres bulgular1 belirgin
olarak daha diisiik izlendi. AMH degerleri acisindan gruplar arasinda anlamlhi
farklilik izlenmedi. Radyasyon ve HSG gruplarinda histolojik olarak germinal epitel
dejenerasyonu ve apoptozis anlamli olarak artmis iken, PCNA immiinreaktivitesi
tim gruplarda benzerdi. Amifostin grubunda germinal epitel dejenerasyonu ve
apoptozis ise anlamli olarak azalmisti.

Sonug olarak bizim ¢alismamiz gdsterdi ki, amifostin uygulamasi radyasyon
ve HSG islemine bagli olarak gelisen oksidatif hasar1 onarmada etkili bir ajandir.

Anahtar Kelimeler: Histerosalpingografi, amifostin, oksidatif hasar, over
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ABSTRACT

ACTIVITY OF AMIFOSTINE IN PREVENTION OF HARMFUL EFFECTS
OF HYSTEROSALPHINGOGRAPHY ON OVARY: EXPERIMENTAL
STUDY

This study is conducted to examine the harmful effects of
Hysterosalpingography (HSG) on ovary in early and late period and investigate the
effects of amifostine, an antioxidant, cytoprotective and radioprotective substance to
inhibit its harmful effects.

In the study, 40 adult female Winstar albino genus rats were divided into 4
groups as control group, radiation group, HSG group and Amifostine group in a
randomized, prospective and single blind manner. Ten rats in each group were again
randomly divided into two groups. Both ovaries of each rat were removed after 3
hours to determine early effects and in the rest the ovaries were removed one month
after the prosedures to determine late effects.

One of ovary in each rat were used for histologic, immunohistochemical
examination and to determine proliferated cell nuclear antigen (PCNA)
immunreactivity, other ovaries were used to determine levels of Malondialdehyde
(MDA), Total Oxidant Status (TOS), Total Antioxidant Capacity (TAC), Nitric
Oxide (NO), Tumor Necrotizing Factor-alpha (TNF-a). Intracardiac blood samples
were used to determine Antimullerian Hormone (AMH) levels.

No statistically difference was found between the groups in respect to
parameters showing oxidative stress (MDA, TOS, NO) at the third hour of
examination but these parameters were significantly higher among radiation and
HSG groups when compared to control group at the end of firsth month (p <0.05).
However evidence of oxidative stress were found to be lower in amifostine group.
There was no statistically significant difference between the groups in terms of AMH
levels. While histologic examination revealed that germinal epithelial degeneration
and apoptosis were prominent in HSG and radiation group, there was no differance
between the the control and other groups in term of PCNA. Germinal epithelial
degeneration and apoptosis were lower in statistically significant amount in the

amifostine group.



As a result, our study demanstrated that amifostine is an effective subtance in
reducing oxidative damage to HSG procedure and radiation.

Keywords: histerosalpingography, amifostine, oxidative damage, ovary

vi



ICINDEKILER

BASLIK SAYFASI
ONAY SAYFASI
TESEKKUR

OZET

ABSTRACT

ICINDEKILER

TABLO LiSTESI

SEKIL LISTESI
KISALTMALAR LISTESI

1. GIRIS

1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. Overin Yapis1 ve Fonksiyonlar1

[.1.1.1.
1.1.1.2.
1.1.1.3.
1.1.1.4.
1.2.1.5.
1.1.1.6.
1.1.1.7.

Over Embriyolojisi ve Oogenez

Prolifere Hiicre Cekirdek Antijeni (PCNA)

Over Histolojisi

Pre-antral foliikiil populasyonu

Follikiiler gelisimin baslamasi

Preantral biiyiime evresi veya bazal foliikiiler biiylime

Oositlerde apopitoz

1.1.1.8. Tiimor Nekrotizan Faktor Alfa (TNF-a)

1.1.1.9.

Rodentlerde Follikiil Gelisminin Kronolojisi

1.1.1.10. Ostrus Siklusu
1.1.2. Over Follikiil Reserv Testleri

1.2.2.1.
1.1.2.2.
1.1.2.3.
1.1.2.4.
1.1.2.5.
1.1.2.6.
1.1.2.7.

Bazal Serum FSH

Bazal FSH/LH Orani

Bazal Serum Ostradiol (E2)

Bazal Serum Inhibin B

CCCT (Clomiphene Citrate Challenge Test)
Antral Folikiil Sayis1 (AFS)

Over Volumi

vil

ii
ii

iv

vii

xi

xii

O o0 0 0 N O N B~ W W W

—_ = e e e e e e
N = = === O O O



1.1.2.8. Anti Miilleryan Hormon (AMH)
1.1.3. Oksidatif Stres
1.1.3.1. Serbest Radikaller
1.1.3.2.Serbest Radikallerin Hiicre Diizeyinde Oksidatif Etkileri
1.1.3.3. Malondialdehit (MDA)
1.1.3.4. Nitrik Oksit ( NO")
1.1.3.5. Total oksidatif Seviye (TOS)
1.1.4. Radyasyon Hasar1 ve Oksidatif Stres
1.1.5.Histerosalpingografi (HSG)
1.1.6. Radyoprotektif Ajanlar ve Mekanizmasi
1.1.6.1. Amifostin
1.1.7. Antioksidanlar
1.1.7.1. Endojen antioksidanlar
1.1.7.2. Eksojen antioksidanlar
1.1.7.3. Total Antioksidan Kapasite (TAK,TAC)
2. GEREC VE YONTEM
2.1. Kullanilan Deney Hayvanlar1 ve Hayvan Bakimi
2.2. Deneyin Yapilis1
2.3. Orneklerin Alinmas1 ve Hazirlanmasi
2.4. AMH Diizeylerinin Olgiimii
2.5. TNF-a Diizeylerinin Olgiimii
2.7. TOS Diizeylerinin Olgiimii
2.8. MDA Diizeylerinin Olgiimii
2.9. NO Diizeylerinin Olgiimii
2.10. Immiinohistokimyasal inceleme
2.11. TUNEL Metodu
2.12. Istatistiksel Analiz
3. BULGULAR
3.1.Biyokimyasal Bulgular
3.1.1. MDA Diizeyi Sonuglar1
3.1.2. NO Diizeyi Sonuglar1
3.1.3. TOS Diizeyi Sonuglar1

viil

12
15
15
17
17
18
18
18
20
22
24
27
28
28
29
30
30
30
32
33
33
34
34
34
34
36
37
38
38
38
38
39



3.1.4. TAK (TAS) Diizeyi Sonuclar1
3.1.5. TNF-a Diizeyi Sonuglari
3.2. Histolojik Bulgular
3.3. TUNEL Bulgular1
3.4. Immiinohistokimyasal Bulgular
4. TARTISMA
5. KAYNAKLAR
6. OZGECMIS

X

39
40
41
42
43
44
51
68



TABLO LiSTESI

Tablo 1. Radyoprotektif etkili ajanlar
Tablo 2. Standart rat yemi

Tablo 3. immiinohistokimyasal boyama prosediirii
Tablo 4. TUNEL boyama prosediirii
Tablo 5. MDA Diizeyi Sonuclar1
Tablo 6. NO Diizeyi Sonuglar1

Tablo 7. TOS Diizeyi Sonuglar1

Tablo 8. TAK (TAS) Diizeyi Sonuclar1
Tablo 9. TNF-a Diizeyi Sonuglari
Tablo 10. AMH Diizeyi Sonuglari
Tablo 11. Apoptotik indeks

Tablo 12. PCNA immiinreaktivitesi

24
30
35
37
38
39
39
40
40
41
43
43



Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.

SEKIL LISTESI

Overin Histolojik Yapisi
Overdeki foliikiillerin gelisimi
Amifostinin biyokimyasal yapisi.
HSG ¢ekilen ratlar

3. Saat. Masson trikrom.

1. ay.Masson trikrom.

xi

25
32
41
42



KISALTMALAR LiSTESI

AFS : Antral Folikiil Sayis1

AMH  : Anti-Miillerian Hormon

cAMP : Siklik adenozin monofosfat

CAT : Katalaz

CCCT : Clomiphene Citrate Challenge Test

cGy : Santigrey

DNA : Deoksiriboniikleik asit

E2 : Bazal Serum Ostradiol

FDA : Amerika gida ve ilag dairesi
FSH : Follikiil stimiile edici hormon
GCT : Graniiloza hiicreli timor

GnRH : Gonadotropin Salgilatict Hormon
GRD : Glutatyon rediiktaz
GSHPx : Glutatyon peroksidaz

GST : Glutatyon-s transferaz
H' : Hidrojen radikali
H2 : Molekiiler hidrojen

H202 : Hidrojen peroksid

HOO" : Hidroperoksil radikali

HSG : Histerosalpingografi
IL-1 : Interlokin 1

|\Y : Intravensz

KT : Kemoterapi

LH : Luteinlestirici hormon

MDA : Malondialdehit
mRad : Milirad

NO®  : Nitrik oksit
02 : Stiperoksid

OH’ : Hidroksil radikali

xii



PCNA
PCO
RNA
ROM
RT

sn
SOD
SOR
TAC
TAK
TBA
TGF-b
TNF-a
TNF-
TOS
uv
WR

: Prolifere Hiicre Cekirdek Antijeni
: Polikistik over

: Riboniikleik asit

: Reaktif oksijen radikalleri

: Radyoterapi

: Saniye

: Siiperoksid dismutaz

: Serbest oksijen radikalleri

: Total Antioxidant Capacity

: Total Antioksidan Kapasite

: Tiyobarbitiirik asit

: Inhibin transforming growth faktor-b
: Timor Nekrotizan Faktor Alfa

: Timor Nekrotizan Faktor Beta

: Total oksidatif Seviye

: Ultraviyole

: Walter Reed

xiil



1. GIRIS

Histerosalfingografi (HSG) islemi, tubalar ve uterin kavitenin kontrast madde
verilerek radyografik yOntemlerle incelenmesinde hem tarama hem de tan
yontemidir. Islem esnasinda kontrast maddenin basmgh etkisine bagh tedavi edici
etki de goriilebilmektedir. Ilk HSG 1910 yilinda ¢ekilmis ve radyolojik tetkik olarak
kabul edilmistir. HSG hem tubalarin luminal yapisint hem de a¢ik olup olmadiklarmi
gOstermesi ayrica uterin kavitenin yapisimi gostermesi nedeni ile infertil olgularda
yaygin kullanim alanm1 bulmustur. HSG isleminin dezavantajlar1 ise, bazen agrili ve
rahatsiz edici bir islem olmasinin yaninda, az miktarda iyonizan radyasyona
maruziyettir (1, 2).

Diisiik dozdaki (<10 cGy) iyonizan radyasyonun canlilarda olusturacagi
saglik sorunlarmin g¢esitliligi ve boyutlar1 hususunda gergek¢i bir tahminde
bulunulamamaktadir. Cevre kosullari, diyet ve canlilar arasindaki biyolojik
degiskenlik gibi bir takim faktorlerde olusacak hasarda rol oynamaktadir. Ayrica,
alman total radyasyon dozu, her bir seansta alman doz ve maruziyet siliresinin
uzamasi, lineer enerji transferi, organizmanin ortaya koydugu savunma
mekanizmalari, protoonkogen aktivasyonuna yol acabilecek es zamanli alinan
kimyasal karsinojenler ve diger toksinler ile eslik eden daha pek ¢ok faktoriin varligi
da, iyonizan radyasyonla iligkili hasarlar1 arttirmaktadir. Bu bakimdan diisiik dozdaki
iyonizan radyasyona higbir kosulda giivenli ya da tolere edilebilir goziiyle
bakilmamalidir ¢linkii dozdan bagimsiz olarak radyasyon etkisiyle neoplastik ve non-
neoplastik hastaliklara yol agabilecek somatik mutasyonlar gelisebilir. Ayrica diger
toksinlerle etkilesim sonucunda hayati tehdit eden kalitsal mutasyonlar da
tetiklenebilmektedir. Dolayisiyla iyonizan radyasyon ile organizma arasindaki
etkilesim, ¢ok degiskenli bir siire¢ seklinde diistiniilmelidir (3).

Iyonizan radyasyon, etkilesime girdigi yiizeylerde iyonlarin serbestlesmesine
yol agmak suretiyle bir takim kimyasal degisiklikleri uyarabilmektedir. Bunu farkli
elektromanyetik dalga ya da partikiiller etkisi ile de yapabilmekteir. Bu degisiklikler
giinler ya da haftalar icinde hiicre hasarma veya organizmanm Oliimiine yol
acabilecek bir metabolik diizensizlige neden olur. Radyasyon hasar1 hedef molekiiller
ile dogrudan bir etkilesim neticesinde ya da dolayli olarak baslica su molekiillerinden

tireyen aktif kimyasal ve farmakolojik elementlere bagli olarak gelisebilir.
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Radyasyon absorbe edildikten sonra atomlarin yapisindaki elektronlar1 ve dokulari
etkiler. Bu siirec pozitif yiiklii iyonlarin olusumuyla sonlanir. Ancak biyolojik agidan
hiicre diizeyinde gelisen en Onemli degisiklik, serbest radikallerdir. Bunlar
yoriingelerinden birinde eslenmemis elektron tasiyan molekiillerin acgiga ¢ikmasi
sonucu olusur. Serbest radikaller Omiirleri sadece birka¢ saniye ile smirli olan
bilesiklerdir (4).

Su icerigi yiiksek olan dokularda iyonizan radyasyonun etkileri 6zellikle su
molekiilleri iizerinden olusmaktadir. Su molekiiliiniin radyolizisi, hidrojen peroksid
(H202) ve molekiiler hidrojen (H2) gibi molekiillerin ve ayni zamanda hidrojen
radikali (H"), hidroksil radikali (OH"), hidroperoksil radikali (HOQ") ve siiperoksid
(02") gibi yiiksek aktiviteli radikallerin olusumuna yol acar. Siilthidril bilesikleri
radyasyonun dolayl etkilerine kars1 son derece duyarlidir. Ayrica kompleks organik
molekiillerin yapisindaki disiilfid baglar1 ve siilfiir atomlar1 da sayilan radikallerin
etkilerine oldukca duyarhdir. Hiicresel proteinlerin yapisinda bulunan siilthidril
bilesiklerinin oksidasyonu radyasyona bagli hasarin gelisiminde rol oynayan baslica
faktordiir.

Serbest radikaller hiicrenin genetik materyalinde de bir takim degisikliklere
yol agabilir. Ornegin serbest radikallerin etkisiyle niikleik asidlerin yapisindaki
hidrojen baglar1 ile baz—seker molekiilleri arasindaki baglar kopabilir, seker
molekiilleri okside olabilir, niikleotid zinciri kirilabilir ve terminal fosfatlar
serbestlesebilir (4).

Radyoprotektif etki mekanizmalar1 su sekillerde tanimlanabilir: serbest
radikal tiriinlerinin etkisizlestirilmesi, hedef molekiillere hidrojen atomu baglanmasi,
karisik disiilfid bilesiklerinin olusumu, hiicre bdliinmesinin yavaslatilmasi ve
dokularda hipoksi gelisiminin uyarilmasi. Radyoprotektif ajanlar baslica 4 grupta
incelenirler: bunlar thiol bilesikleri, diger silfiir bilesikleri, anestezik ilaclar,
analjezikler ve trankilizanlar gibi farmakolojik ajanlar ve WR-1065, WR-2721,
vitamin C ve E ve glutatyon gibi diger radyoprotektif etkili bilesiklerdir (4).

Amifostin (WR 2721, Ethyol) 6zellikle radyoterapi ve kemoterapotik ajanlar
nedeni ile ortaya ¢ikan serbest radikalleri saglikli hiicrelere spesifik olarak temizleme
ozelligine sahip organik tiyofosfat olan hiicre koruyucu bir 6n ilagtir. Hiicre zarinda

bulunan alkalen fosfataz enzimi ile defosforile edilerek aktif formu olan WR 1065’ e



doniisiir. WR 1065’ in normal hiicreler tarafindan daha fazla alinmasmin sebebi;
normal dokularmn tiimor dokularindan daha fazla alkalen fosfataz aktivitesine sahip
olmasidir. Ayrica daha iyi kanlanmasi ve daha yiiksek pH’ ya sahip olmasida bu
durumu daha da kolaylastirir. Hiicre icerisine alinan WR 1065, radyasyon nedeniyle
ortaya c¢ikan serbest radikallere hidrojen iyonu vererek veya oksijen miktarini
azaltarak sitoprotektif etkisini gosterir. Sitotoksik ajanlar1 ise ya direk baglanarak ya
da inaktive ederek etkisizlestirir (3, 5). Yapisindaki siilfidril atomu sayesinde,
kemoterapotik ajanlar ve radyoterapi (RT) nedeniyle olusan serbest radikaller sonucu
meydana gelen ve DNA hasarina yol agan reaktif niikleofilleri yok eder (6).

Bu calismadaki amacimiz histerosalpingografi isemi sirasinda radyasyonla
ortaya ¢ikan zararli etkilerin overdeki hiicre hasarin1 ve follikiil reservindeki
etkilesimin ~ gosterilmesi  ve  amifostinin  hiicre = koruyucu  etkisinin

degerlendirilmesidir.
1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. Overin Yapisi ve Fonksiyonlar

Kadin iireme sisteminde bulunan ve uterusun her iki yaninda lateral pelvik
duvara yakin yerlesmis olan overler, gametlerin iiretilmesi (gametogenez) ve steroid
yapidaki hormonlarin (0strojen ve progesteron) sentezlenip salgilanmasindan
sorumludurlar. Puberteden itibaren, lireme yasami boyunca kadinlar devamli olarak
aylik tireme sikluslarma girerler. Bu olaylarda hipotalamus, hipofiz bezi, overler ve
uterusun islevleri vardwr. Hipotalamustaki norosekretuar hiicreler, gonadotropin
salgilatict Hormon (GnRH) sentezler ve hipofiz bezinin 6n lobuna hipofizyal portal
sistem aracilifiyla iletir. GnRH hipofizde {iretilir ve overler {izerine etkili
hormonlarin salinmasini uyarir. Bu hormonlar; over folikiiliiniin gelisimini ve folikiil
hiicrelerinden Ostrojen salinimimi uyaran Follikiil stimiile edici hormon (FSH) ve
ovulasyonu tetikleyen, follikiil hiicreleri ve korpus luteumu uyararak progesteron

iiretimini saglayan Luteinlestirici hormon (LH) dur (7, 8).

1.1.1.1. Over Embriyolojisi ve Qogenez

Oogenez, oogania olarak bilinen primitif germ hiicrelerin olgun oositlere

dontismesi sirasinda gerceklesen olaylar dizisidir. Bu siire¢, dogum 6ncesi donemde



baslar, pubertede tamamlanir ve menopoza kadar devam eder (7, 9). Erken fetal
donemde, vitellus kesesi duvarindan kdken alan primitif germ hiicreleri ¢cogalarak
ameboid hareketlerle gelismekte olan gonadlara dogru goc eder. Overlere ulasan
oogoniumlar mitoz bolinmeyle c¢ogalarak primer oositleri olustururlar. Primer
oositler, over stromal hiicreleri ile ¢evrilerek, kortekste tek sirali epitelyum hiicreleri
ile ¢evrelenmis primordial follikiilleri olustururlar. Her iki overde yaklasik 500 bin
primordial folikiil icinde primer oosit 1.mayozun profaz sathasina girer ve diktiat
fazda bekler. Primer oositi cevreleyen follikiiler hiicrelerin oosit olgunlagsma
inhibitorii  salgilayarak  oositin  mayoz  bolinme asamasmi  durdurdugu
disiiniilmektedir. Cinsel olgunluk donemi i¢inde bir boliim follikiiller atreziye ve
apopitozise giderken bir boliimii de bu oosit havuzundan ayrilip gelisimlerini
stirdiiriirler. Yenidogan bir kiz ¢cocugun overlerinde yaklasik olarak 2 milyon primer
oosit mevcuttur. Ancak gittikce azalarak pubertede 400 bin kadar kalir, bunlardan
ancak 400 tanesi sekonder oosit olarak ovulasyonla atilir (8, 10). Fetal donemde en
fazla 7 milyon’a ulasabilen germ hiicreler, fetal donemde baslayan oosit apopitoz’u
ve dogumdan itibaren menopoz’a dek siliren granuloza hiicre apopitoz- follikiiler

atrezi ile tiikkeneceklerdir (11).

1.1.1.2. Prolifere Hiicre Cekirdek Antijeni (PCNA)

Hiicrelerin ¢ogalmast ya da proliferasyonu hiicre bdliinmesi ile
gerceklesmektedir. Hiicrelerin iki yavru hiicreye boliinmesi islemi hiicre boliinmesi
olarak adlandirilmaktadir. Cogu hiicrede, hiicre boliinmesi dort farkli asamadan
meydana gelmekte ve bu evreler sirasi ile G1, S, G2 ve M olarak adlandirilmaktadir,
ek olarak gerekli hiicre dist1 sinyalleri almadiklar1 i¢in boliinmeyen hiicrelerin
bulundugu faz ise GO olarak adlandirilmaktadir (12). G1, S ve G2 evreleri birlikte
interfaz olarak adlandirilir ve interfazda mitoz i¢in gerekli hazirliklar yapilir, M ise
bolinmenin gerceklestigi evredir (12). Bu evrelerde gerceklesen hiicresel olaylar

asagidaki gibidir.



Mitoz boliinme evrelerinde hiicrede gergeklesen degisimler (12):

G1 evresi: Metabolizma agisindan aktif olan hiicre, hacimce biiyiir.

S evresi: Deoksiriboniikleik asitin kopyalanmasi, replikasyonu gerceklesir.

G2 evresi: Mitoz icin gerekli olan proteinler sentezlenir ve hiicre biiylimesi
gerceklesir.

M evresi: Hiicrenin boliinerek iki es yavru hiicre olusturdugu evredir.

GO0 evresi: Metabolik aktivitelerini siirdiirmekte olan hiicrelerdir, fakat
boliinme goriilmez.

Hiicre proliferasyon siirecinde hiicrelerde bazi 6zel antijenler goriiliir, bu
antijenler prolifere olmayan hiicrelerde goriilmemektedir. Histon H3’tin 10.
konumdaki serin aminoasidi iizerinden fosforillenmesi, boliinme esnasindaki
kromozom yogunlasmasi ile kuvvetli korelasyon gostermektedir (13). Prolifere hiicre
cekirdek antijeni (PCNA) ekspresyonu iizerinden hiicrelerin boliinme dongiisiindeki
konumlar1 belirlenebilir, PCNA ekspresyonu G fazinda artip, DNA’nin ikilendigi S
fazinda maksimuma ulasir. Bolinmenin M evresine gecis sirasinda PCNA
ekspresyonunda diisiis goriilir (14). Boylece PCNA gibi isaretgilere bakilarak
hiicrenin bulundugu béliinme fazi ya da asamasi belirlenebilir. PCNA disinda Ki-67,
fosfohiston H3, topoisomerase 1IB ya da Aurora kinaz gibi proliferasyon spesifik

isaretcilere 0zgiin antikorlar kullanilarak hiicre dongiisii incelenebilir (15, 16).

1.1.1.3. Over Histolojisi

Overlerin yiizeyi tek kath yassit ya da kiibik epitel ile kaphdir; bu epitel
germinal epitelyum olarak adlandirilir. Germinal epitelin altinda, overin beyazimsi
rengini veren ve tunika albuginea olarak adlandirilan sik1 bir bag dokusu tabakasi
mevcuttur. Tunika albugineanin altinda oositleri iceren over follikiillerinin bol
miktarda bulundugu korteks vardir. Follikiiller, korteksin bag dokusu (stroma) iginde
gomiiltidiirler. Bu stroma tipik ig bi¢iminde fibroblast barindirir ve bu fibrobrastlar,
hormonal uyarilara diger organlarin fibroblastlarindan farkli cevap verir. Overin en i¢
kismi1 gevsek bag dokusu i¢cinde zengin bir damar yatagi barindiran mediiller bolgedir

(Sekil 1). Korteks ile medulla bolgelerini ayiran kesin bir sinir yoktur (17).
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Sekil 1. Overin Histolojik Yapis1 (9)

1.1.1.4. Pre-antral foliikiil populasyonu

‘Non-growing’ foliikkiil populasyonu 4 tip foliikiilden olusur; (I) igsi
granuloza hiicreleriyle ¢evrelenmis primer oositten olusan primordial foliikiil (35.0
um capta), (I) igsi ya da kiiboidal granuloza hiicreleriyle g¢evrelenmis primer
oositten olusan intermediyer foliikkiil (38.0 um c¢apta), (III) tek tabaka granuloza
hiicresiyle ¢evrelenmis primer oositten olusan primer foliikiil (46.0 um capta) ve (IV)
Tek kattan fazla granuloza hiicresiyle ¢evrelenmis primer oositten olusan sekonder
foliikiil (77.0 um capta) (18). Gergek foliikiiler biiyiime sekonder foliikiil igersinde
olusan germinal vezikiil’iin 19 pm’yi ge¢cmesiyle baslar (19). 35 yasina kadar her ay
bekleme evresindeki foliikiillerin, ‘resting follicle’, yaklasik olarak 1000 tanesi
biiylime siirecine ge¢mek iizere aktive olur ve 35 yas lizerinde bu say1 gitgide artar
ve sonunda resting follicle 100—1000 aras1 kalinca menopozal donem baslar (20, 21).

Foliikiiler biiyiime- gelisme Sekil 2. de gosterilmistir (18).
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Sekil 2. Overdeki foliikiillerin gelisimi (22)

1.2.1.5. Follikiiler gelisimin baslamasi

Dogumla birlikte overlerdeki follikiillerin hemen hemen tamami primordial
follikiildiir. Follikiiler gelisimi baslatan mekanizma net olarak anlagilamamakla
birlikte bir grup faktor’iin follikiiler gelisimi baslattig: tesbit edilmistir. Bu faktorler
epidermal growth factor, insulin-like growth factor, transforming growth factor,
fibroblast growth factor ve siklik adenozin monofosfat (cAMP) salgilanmasini
arttiran vazoaktif intestinal peptid, pituiter adenilat siklaz active eden peptid ve
neurotropinlerdir (23).

Diger taraftan Anti-Miillerian Hormon (AMH) ve somatostatin’in follikiil
biliylimesini engelledigi tesbit edilmistir. Bekleme evresindeki ‘resting follicle’
follikiillerin ne kadar miktarlar ile aktive olacagi; bekleme havuzunda kalan follikiil
sayisina, testesteron seviyesine, hastanin yasina, beslenmeye ve timus aktivitesi ile

opioid peptidlere baghidir (24, 25).



1.1.1.6. Preantral biiyiime evresi veya bazal foliikiiler biiyiime

Preantral biiylime evresine gegcis fetal donemde baslar ve bu siire¢ menopoz’a
kadar devam eder (19, 23). Bu evre igsi yapidaki pregranuloza hiicrelerinin
(primordial follikiil-35.0 um), tek kath kiibik granuloza hiicrelerine (primer follikiil-
46.0 um), doniismesiyle baglar. Bu doniisiim ile birlikte granuloza hiicreleri ve/veya
oosit tarafindan yapilan mukopolisakkarit tabaka olan zona pellucida olusur (20).
Primer oosit ¢evresindeki granuloza tabakasmin 2 kati1 gegcmesi ve ovarian stromal
hiicrelerin granuloza hiicrelerini saran bazal lamina’nin etrafina lokalize olmasiyla
primer follikiiller sekonder follikiil’e doniisiir (26). Sekonder follikiilii olusturan
granuloza hiicrelerinde FSH, 0Ostrojen ve androjen reseptdrleri mevcut olmakla
birlikte tam fonksiyonel degillerdir (26, 27). Bazal lamina etrafindaki ovarian
stromal hiicreler theca interna ve theca externa olmak iizere 2 ayr1 tabakaya
farklilasacaklardir. Theca interna hiicreleri LH reseptorleri tasimaktadir. Sekonder
foliikiiller ya biliylimeye devam edeceklerdir ya da %99’unda oldugu gibi atreziye
ugrayacaklardir (28).

1.1.1.7. Oositlerde apopitoz

Oositlerdeki gelisim ve atrezi, apopitoz bircok molekiiler mekanizma ile
diiznlenmektedir. Fizyolojik kosullar altinda apopitoz, ovarian follikiil’de 3 hiicre
tipinde goriiliir. Granuloza hiicrelerinde ve luteal hiicrelerdeki apopitoz siklikla
eriskin donemde olurken oositlerdeki apopitoz fetal hayatta goézlenir. Oositlerde
apopitoz 13.haftadan baglar ve 14-20. haftalar arasinda maximum seviyeye (%11-17)
ulasir (29). Bu donemden sonra doguma dek gitgide azalir ve postnatal oositlerde
apopitoz izlenmemektedir.

Cevresel faktorler, genetik yapi, ilag toksikasyonu, ovaryen iskemi, adneksiyel

torsiyon gibi durumlarda ise overlerde hasar ve apopitoz goriilebilmektedir.

1.1.1.8.Tiimor Nekrotizan Faktor Alfa (TNF-a)

Kasektin olarak bilinen TNF, akut faz reaksiyonunu wuyaran bir
proinflamatuvar sitokindir. Apoptotik hiicre Oliimiinii ve inflamasyonu indiikler,
timor gelisimini ve viral replikasyonu engeller. TNF'nin ayni reseptdre baglanan

TNF-a ve TNF-B olmak iizere iki ayr1 formu vardir. Aralarinda ki en 6nemli fark

8



kaynaklandiklar1 hiicrelerdir. TNF-o esas olarak monosit/makrofaj ve Kupffer
hiicrelerinden, TNF-B ise aktive T lenfositlerde yapilmaktadir. TNF geni 6.
kromozomun kisa kolunda bulunur. TNF’ler sadece lipopisakkritler ile degil tiimor
promoterleri, virlisler ve mitojenler gibi diger uyaranlarla da uyarilabilir.

IL-1 ve TNF-a siklikla simiiltane olarak sentezlenip salgilanirlar. TNF'nin
dogal bagisiklik ve akut iltithap yanitinin olusumunda 6nemli rolii bulunmaktadir.
TNF-o min direkt antiviral etkisi oldugu gibi, immiinomodiilatér aktivite, viriisle
enfekte hiicrelere sitotoksik etki ile apopitoz ve multipl biyolojik fonksiyonlarla
birlikte enflamasyon ve hiicresel immiin cevapta da etkileri bulunmaktadir. Saglikli
bireylerde plazma TNF diizeyleri 0-35 pg/ml arasinda degismektedir (30, 31).

TNF-a 'nin diger biyolojik etkinlikleri ise su sekilde siralanabilir (30, 31):

a) Ates

b) Hepatosit aktivasyonu

c¢) Notrofil adezyonunun artmasi

d) Anjiogenez

e) Fibroblast ve mezengimal hiicre proliferasyonu

f) Noronlarin ¢ogalmasi ve fonksiyonlarinin regiilasyonu

g) T hiicre aktivasyonu ve B hiicre proliferasyonunun indiiksiyonu

h) Akut faz reaktanlarinin sentezini uyarmak

1.1.1.9. Rodentlerde Follikiil Gelisminin Kronolojisi

Rodentlerdeki ovaryan gelisim insanlardakine benzer ancak zamanlama
degisiktir. Primordiyal germ hiicreleri ileri embriyonik gelisimde oogonya
olusturmak iizere gonadlara go¢ eder. Dogumda, rat ovaryumu kordonlardan ve
oogonyalardan olusur. Primordiyal folikiiller dogumdan sonra, ii¢lincii giiniin
sonunda olusurlar (32). ilk folikiil dalgasinin antral folikiile kadar gelisimi {i¢ haftay1
bulur (33). lyi gelismis sekonder folikiiller yedinci giinde gozlenir. Minimal ovaryan
hiicre apopitozisi ancak 18. giinde olusur (32, 34). Bu donemde erken antral
folikiiller gbzlenir. Puberte ya da ilk dstrus 34. giin civarinda meydana gelir. Diizenli
ostrus siklusu, 10-12. aylarda diizensiz sikluslarin olusumuna kadar devam eder. 12-
15. aylarin sonunda hayvanlar persistent siklusa girerler ve bunu persistent didstrus

ve ardindan andstrus takip eder. Folikiil gelisimi 25 pm’den (primordial folikiil) 500



-800 pum (preovulatuar folikiil) ¢apa kadar, 60 giinden fazla bir siirede ulasir
(yaklasik 15 6strus siklusu). Primordiyal folikiiliin sekonder folikiile gelisim asamasi
30 giinden uzundur. Sekonder asamadan ovulasyona kadar olan gelisim siiresi 28+2-
3 giindir. Bu durumda erken folikiil gelisimi, insanlardakine benzer sekilde

rodentlerde de uzundur (33).

1.1.1.10. Ostrus Siklusu

Farelerde genital siklus (Ostrus siklusu) post-natal 28-42. giinlerde (32, 33,
35) vajinal acikligin goézlenmesiyle, vajinal smear yontemi kullanilarak takip
edimektedir. Ostrus siklusu yaklasik 4-5 giin siirer (35, 36, 37). Fare ve ratlarda,
insanlardakine benzer olarak, genital siklus c¢esitli hormonlar ile kontrol
edilmektedir. Ostrus siklusu, prodstrus, dstrus, metdstrus ve didstrus olmak iizere
baslica 4 fazdan olusur. ProOstrus fazi1 12 saat, ostrus fazi 12-24 saat, metOstrus fazi
6-8 saat, diostrus fazi ise 52-60 saat stirmektedir (38, 39, 10).

Ostrus siklusu boyunca cinsiyet hormonlarinin siklik degisimleri vajinal
epitelin histolojik goériiniimiinde belirgin degisiklikler olusturur. Ik defa 1917°de
Stockard ve Papanicolou tarafindan, guinea pig’lerde baglayan Ostrus siklusu
calismalarindan bugiine kadar, farkli memeli tiirlerinde 6strus agsamalarini belirlemek
icin kabul edilen yontem ‘vajinal smear’dir (40, 41). Bu yontem, vajinal duvardan
siirlintii alimmas1 ya da vajinal yikama sonucu elde edilen preparatlar lizerinde, her
bir faz ile baglantili hiicre tiplerinin (epiteliyal hiicre, kornifiye hiicre, lokositler)
histolojik olarak taninmasi esasina dayanir. Bu yontem canli hayatta iken,
tekrarlayan sikluslara ait gozlemler icin giivenilir bir kayit saglamaktadir. Ayrica
hayvanlarda ovulasyon zamani, kizginlik donemi (davranigsal ostrus) ve gebeligin

tespiti icin de kullanilan pratik bir yontemdir (38, 42-44).
1.1.2. Over Follikiil Reserv Testleri

1.2.2.1. Bazal Serum FSH

Follikiiller arasinda ovulasyona gidecek olan dominant follikiiliin secilmesi,
normal menstruel siklusta, ge¢ luteal fazdaki FSH uyarisia baghidir. Overin FSH’ya
olan duyarliligimi degerlendirmek i¢in en uygun zamanim, menstriiel siklusun

luteofollikiiler ge¢is donemi oldugu kabul edilmektedir. FSH Olgiimleri genelde
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siklusun 3. giiniinde (D3) yapilmaktadir. Normal over rezervi i¢in laboratuar 6l¢iim

sinirt 12 mIU/mL kabul edilmektedir (45, 46).

1.1.2.2. Bazal FSH/LH Oram

Menopozda FSH ve LH degerleri birlikte artis gostermektedir. Ancak FSH’
daki yiikselme LH’dan daha o©nce gerceklesmektedir. Bu baglamda FSH/LH

oranindaki artis over rezervindeki azalmanin ilk belirtisidir (45).

1.1.2.3. Bazal Serum Ostradiol (E2)

Bazal E2 6l¢timii, fertilite potansiyelini 6nceden belirlemede bazal FSH’ya ya
da kronolojik yasin tek bagina kullanilmasina gore daha etkin olabilir (47). 38-42 yas
arasindaki, FSH diizeyleri normal olan kadinlarda D3 E2’nin <80 pg/ml olmasz,
tedavide iyi prognoz olarak goriilmektedir (46). Follikiiler E2 diizeylerinin erken

donemde artmasinin, azalmis overyan cevapla iliskili oldugu gosterilmistir (48).

1.1.2.4. Bazal Serum inhibin B

Inhibin transforming growth faktdr-b (TGF-b) ailesinden, 32 kDa agirlikta,
hipofizden FSH salimmi inhibe eden, yapisal olarak AMH’ya benzeyen
heterodimerik bir proteindir (49). Serum inhibin B diizeylerinin gelismekte olan

follikiillerin say1 ve kalitesiyle orantili oldugu diisiiniilmektedir (45, 50).

1.1.2.5. CCCT (Clomiphene Citrate Challenge Test)

Menstruel siklusun 5-9. giinleri arasinda 100 mg klomifen sitrat verilir.
Siklusun 3. ve 10. giinlerinde FSH 6l¢iiliir. Bu 6l¢iimlerde normal sinirlarin tistiinde
bir deger bulunmussa test pozitif olarak degerlendirilir. Bu smir genellikle 10-12

mlU/mL dir (51).

1.1.2.6. Antral Folikiil Sayis1 (AFS)

AFS yasla beraber azalmaktadir. Otuzyedi yasindan once yilda %#4,8,
sonrasinda ise %11,7 oraninda azalmaktadir (51). AFS gonadotropin stimulasyonuna
verilen yanit1 degerlendirmede 1yi bir parametre olsa da yapilan calismalarda gerek
antral follikiil taniminda, gerekse AFS esik degerinde farkliliklar bulunmaktadir.

Bazi1 ¢alismalarda 2-5mm arasindaki folikiiller antral follikiil olarak tanimlanirken,
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bazilarinda 2-10 mm arasindaki follikiiller antral follikiil olarak tanimlanmaktadir.
AFS ayni1 hastada sikluslar arasinda farkliliklar gésterebilmekte ve bu degisiklik geng
ve AFS fazla olanlarda daha sik gozlenmektedir (52).

AFS'ye gore yapilan derecelendirme

Grade I overler; 4 ve altinda antral follikiil igerir.

Grade Il overlerde 4-6 AF bulunur.

Grade 111 overlerde 7-10 AF bulunur.

Grade IV overler polikistik over (PCO) yada PCO benzeri olarak

degerlendirilir ve tedavi dozu bu derecelendirmeye gore belirlenir.

1.1.2.7. Over Voliimii

Over hacmi, ilerleyen yasla beraber azalir. Kadin hayat1 boyunca over hacmi,
10 yasinda ortalama 0,7 cm’ ’ten, 18 yasinda 5,8 cm’’e kadar biiyiir. Over hacminin
transvajinal yoldan ultrasonografik ol¢iimii, hizli, dogru ve cost-effective bir
yontemdir. Over hacminin ve antral folikiil sayisinin artmasi ile over rezervinin de

arttig1 diistiniilmektedir (52).

1.1.2.8. Anti Miilleryan Hormon (AMH)

TGF-p ailesinden 140kDa biiytikliiglinde dimerik glikoprotein yapidadir (53).
Erkeklerde testikiiler gelisimin baslangicindan puberteye kadar sertoli hiicrelerinden
salgilanir. Disilerde graniiloza hiicrelerinden, dogumdan menapoza kadar, erkeklere
oranla daha az miktarda salgilanmaktadir (54). AMH’nm tek etkisinin reprodiiktif
organlara oldugu diisliniilmektedir. En 6nemli ve belirgin etkisi miilleryan kanalin
regresyonu lzerinedir. Yoklugunda miilleriyan kanaldan fallop tiipleri, uterus ve
vajenin iist 1/3” i gelismektedir (55).

Anti-miilleryan hormon overyan graniiloza hiicrelerinden preantral ve kiiclik
antral follikiillerden, pitliiter FSH nin etkisiyle salgilanir. AMH dominant follikiil
icin secilebilecek biiytlikliige ve farklilagsmaya ulasilincaya kadar sentezlenmektedir.
Insanlarda bu olay follikiil 4-6 mm biiyiikliige ulasincaya kadar gerceklesmektedir.
AMH teka hiicresi ve atretik follikiillerden sentezlenmemektedir (56). Son
calismalarda preantral, ge¢ pre-antral ve preovulatuar follikiillerde AMH mRNA
seviyelerinin oositin gelisim evreleriyle paralel olarak diizenlendigi, AMH’ nin intra

ve inter-follikiiler koordinasyonda 6nemli gorevleri oldugu gosterilmistir (57). AMH

12



sentezini diizenleyen mekanizmalar tam olarak bilinmemektedir. AMH’nin
graniiloza hiicreleri iizerinde reseptorlerinin tespit edilmesi overyan fizyolojide rolii
bublundugunu diisiindiirmektedir (58). AMH’nimn serin tireonin kinaz reseptorlerini
kullanan iki farkli reseptorii bulunmaktadir (AMHR Tipl, AMHR Tip 2). AMHR2
miilleryan kanal mezenkiminde bulunmaktadir. Bu reseptoriin fonksiyon bozuklugu
kalic1 miilleryan kanal sendromuna yol agabilmektedir. Ratlarda AMHR2 graniiloza
ve teka hiicrelerinde de izlenmektedir (59). AMHR 1 6zellikleri ve islevi tam olarak
bilinmemektedir.

Primordial follikiillerin gelismesi negatif ve pozitif faktorlerin etkisi
altindadir. AMH erken follikiiler gelisim iizerine negatif olarak etki etmektedir.
Homozigot AMH knockout disi ratlarda daha fazla biliyliyen preantral ve kiigiik
antral follikiil saptanmis olup, bu ratlarda primordial follikiil stoklarmin daha erken
yasta tiikendigi gbzlenmistir.

Anti-miilleryan hormon etkilerinin direk primordial hiicreler {izerinden olup
olmadigmi gdéstermek i¢in yapilan bir galismada AMH bulunmayan rat overini AMH
bulunan yapay ortama biraktiktan iki giin sonra yapilan incelemede biiytliyen follikiil
sayisinin - %50 azaldigi, AMH'min primordial oositleri direk olarak etkiledigi
gozlenmistir vee AMH'nin primordial follikiil gelisiminin aktivasyonunu preantral
follikiillerde azalttig1 sonucu ¢ikartilmistir (60).

In vivo ve in vitro ¢ahsmalar AMH eksikliginde folikiillerin FSH’ya daha
duyarl oldugunu gostermektedir. Diistik ve yiiksek FSH konsantasyonlari ile yapilan
calismalarda AMH’dan yoksun fareler, AMH mevcut farelerle karsilastirildiginda;
hem sayisal hem de gelisimsel olarak follikiil gelisimine etkilerinin daha iyi oldugu
gozlenmistir (61). Clemente ve ark. (62) ekzojen AMH’nin kiiltliir ortaminda
graniiloza hiicrelerinde aromataz aktivitesini ve LH reseptdr sayisini azalttigini
gostermiglerdir. Bu calismalar 1518iInda AMH’nin overyan follikiillerin FSH’ya
verdigi yanit1 belirleyen faktorlerden birisi oldugu sonucu ¢ikmaktadir. Bagka bir
calismada ise AMH’nin farelerde 1.mayoz bdliinmeyi inhibe ettigi gosterilmistir
(63). AMH insan graniiloza-luteal hiicrelerin proliferasyonunu engellemektedir.
Follikiiler stvi AMH konsantrasyonu graniiloza hiicrelerindeki mitoz indeksi ile ters
orantilidir (64). Hayat boyunca AMH diizeyi kadinlarda erkeklerden daha diisiiktiir.
Yenidoganda AMH seviyeleri tespit edilemeyecek kadar diistiktiir; 2-4 yaslarinda
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hafif yiikselme olur ve sonrasinda ergenlige kadar stabil seyreder. Yas ilerledikce
follikiiler rezerv azalmasima bagli olarak serum diizeyi diiser, menapozda ¢ok diisiik
veya tespit edilemeyecek seviyelere gelir (65). Serum AMH, menstriial siklus
sirasinda dalgalanma gostermemektedir. Bu 6zelligi diger over rezerv testlerinden
farkli olarak siklusun herhangi bir giiniinde degerlendirilebilmeyi saglamaktadir (66).
Minimal dalgalanmalar siklik olmayan kiiciik follikiil biliylimesinden dolay1
olusabilmektedir. Overyan follikiil havuzunun azalmasi ve oosit kalitesinin diismesi
nedeniyle yasla beraber lireme fonkisyonlar1 azalmaktadir. AMH over rezervini
0lemek amacli son zamanlarda kullanilmaya baslanmistir.

Spontan menapoz ve ooferektomi sonrasmda AMH diizeylerinin tespit
edilemeyecek diizeylere diismesi AMH'nin tamamen over kaynakli oldugunu
gostermektedir (67). D3'te saptanan AMH seviyeleri yasla beraber diigmektedir. De
Vet ve ark. (68) yaptig1 ¢alismada 1,1-7 yil boyunca takip edilen olgularda AMH
seviyelerinin ortalama %38 diistiigiinii, ancak ayni siirede antral follikiil sayis1, bazal
FSH diizeyi ve inhibin B diizeylerinde degisiklik olmadig1 saptanmistir. AMH nin
over rezervini gosteren diger testlere gore yasa bagh oosit/follikiil rezervini daha iyi
gosterdigi distiniilmektedir ve yas arttikca diger parametrelerde degisiklik olmadan
ilk olarak AMH diizeyleri azalmaktadir (69).

Follikiiller, antral follikiil asamasima gelinceye kadar gonadotropinlerden
bagimsiz olarak gelismektedir (70). Hipofizektomize, hipopituitarizm olan olgularda
antral follikiil basamagima kadar folikiil gelisimi olur ve bu basamakta gelisim sona
erer. AMH sekonder amenore tanisinda hipogonadotrpik hipogonadizm ile
hipergonadotropik hipogonadizm ayriminda yardimci bir belirtectir. Gebelikte
gonadotropin diizeyleri oldukca diisiik izlenmesine ragmen gebelik oncesi AMH
diizeylerinde degisiklik goriilmemektedir. AMH plasentadan sentezlenmemekte,
gebelik boyunca ve puerperiumda diizeyleri de§ismemektedir (71).

Anti-miilleryan hormon sadece graniiloza hiicrelerinden sentezlenmektedir ve
graniiloza hiicreli tiimorlerde (GCT) marker olarak kullanilabilmektedir. GCT
saptanan olgularin %76-93' {inde yiiksek bulunmustur (72). Tiimor rezeksiyonunu
takiben yapilan 6l¢timlerde, niiksiin klinik olarak tespitinden ortalama 16 ay dnce
yilikselmeye baslamaktadir (73). AMH, GCT takibinde E, ve inhibine gore daha iyi

bir belirtectir, 6zellikle rekiirrenslerin 10-20 yilik zaman dilimlerinde ortaya ¢iktigi
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GCT’lerde niikslerin erken tesbitinin sag kalim siiresini arttirdig1 diisiiniilerek

takiplerde kullanilmaktadir.
1.1.3. Oksidatif Stres

1.1.3.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, iyonlastirict radyasyonlarm etkisinin  kimyasal
kademesinde Onemli bir yer tutar. Serbest radikaller; iyonlarin veya uyarilmis
molekiillerin ayrilmasi ile olusan, dis yoriingelerinde eslesmemis bir elektron olan ve
genellikle elektriksel acidan yiiksiiz atom ya da molekiillerdir. Iyon ciftlerinin
olusumu sonucu radyasyon etkisi ile ortaya ¢ikan son kimyasal iiriinler arasindaki ara
kademeyi olustururlar. Son derece reaktiftirler ¢iinkii eslesmemis elektronlar1 ¢ok
hareketlidir ve bir bagka radikalin ayn1 durumdaki elektronu ile esleserek kararli hale
gecme egilimleri vardir. Bu sebeple serbest radikaller, elektron alict ya da elektron
verici 0zeliklere sahiptir.

Aerobik metabolizmaya sahip memeli hiicrelerinde, baslica serbest radikal
kaynagmin oksijen tiirevi radikaller oldugu bilinmektedir. Yapist nedeniyle radikal
oldugundan serbest radikal denilince aslinda serbest oksijen radikalleri, daha genel
bir tabirle reaktif oksijen radikalleri (ROM) akla gelmelidir. S6z konusu radikallerin
baslicalari, oksijenin dokularda kismen indirgenmesi sonucu olusan ¢ok kisa O miirlii

ve giiclii oksidleyici 6zelliklere sahip oksijen metabolitleri sunlardir:
Hidrojen peroksid (H202), siiperoksid anyonu (O2"), hidroksil radikali (OH")
Siiperoksid anyonu kendisi direkt olarak zararli degildir. Onemi H202
kaynagi olmasi ve gecis metalleri iyonlarmin indirgeyicisi olmasindan
dolayidir.Hidrojen peroksidin serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir yeri vardir.
Demir ve diger gecis metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu sonucu, siiperoksit

radikalininde etkisi ile Haber- Weiss reaksiyonu sonucu en zarar verici ROM olan

OH ni olusturur. Hidroksil radikali ROM’larin en gii¢liisiidiir.

H202 +Fe’ - OH' + OH™ + Fe’" (Fenton reaksiyonu)

H202 +02” + H'— H20 + 02 + OH (Haber-Weiss reaksiyonu)
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Oksijen kullanan her canli soluma ile serbest radikaller olarak bilinen
molekiiller tretirler. Ancak hiicrelerde devamli olarak, fizyolojik veya patolojik
olaylar sonucunda serbest radikaller meydana gelir. Hiperoksi varsa, bu olaylarin
radikal olusturmasi artar. Serbest radikaller yasam i¢in gereklidir ancak kontrolsiiz
birakilirsa hiicreler daha cok serbest radikal iiretir ve boylece hiicrelerin savunma
mekanizmalar1 zayiflar. Serbest radikaller tahrip edicidir ve ayn1 zamanda molekiiler
saldirganlardir. Kimyasal, oksijen ve diger gaz toksisiteleri, hiicresel yaslanma,
fagositik  hiirelerin  mikroorganizmalar1  6ldiirmesi,  inflamatuar  hasarlar,
makrofajlarin tiimore verdikleri hasar ve diger olaylarda genel bir doku zedelenmesi
yolu ile serbest radikal olusumu artar ve etkileri ortaya ¢ikar (74-76).

Serbest radikaller hiicrelerde birkag yolla olusabilirler (74):

1.  Radyan enerjinin emilmesi (UV, X 1smlar1): Iyonize edici radyasyonun
oksiradikallerin kaynagi oldugu bilinmektedir.

2. Cesitli fizyolojik olaylar da rediiksiyon-oksidasyon reaksiyonlar: ile
meydana gelir. Normal solunum sirasinda molekiiler oksijen dort elektron

alarak suyu olusturur. Bu arada az miktarda toksik ara maddeler olusur ve

bunlarin her biri serbest oksijen radikali olan H202, 02", OH.’dir. Yine
aktive polimorfoniiklear l6kositlerden nikotinamid adenin diniikleotid
fosfat (NADPH) oksidaz enzimi yardimiyla siiperoksit olusur.

3. Demir ve bakir gibi baz1 metal iyonlar1 hiicre i¢i reaksiyonlar sirasinda

elektron alarak veya vererek serbest radikal olusturur.

4. Nitrik oksit (NO") olustururlar.

Mitokondrideki elektron transport zinciri reaksiyonlari, endoplazmik
retikulumdaki karma fonksiyonlu oksidaz sistemi, sitoplazmada ksantin oksidaz,
dopamin beta hidroksilaz, D-aminoasit oksidaz, iirat oksidaz gibi enzimlerin
etkinligi, prostaglandin sentetaz ve lipooksijenazlarin faaliyeti, peroksizomlarda ve
lizozomlardaki metabolik olaylar endojen olarak serbest radikal olusumuna yol
acmaktadir. Organizmada serbest radikal olusumunu arttiran eksojen kaynaklar ise

diyetsel faktorler, cevresel faktorler ve ilaglar olmak tizere baslica ii¢ gruba ayrilir

(77, 78).
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1.1.3.2.Serbest Radikallerin Hiicre Diizeyinde Oksidatif Etkileri

Serbest radikaller, viicut icin gerekli ve dengeli oldugu miktar1 asinca,
yakin c¢evrelerindeki yapilarla etkilesime girerek dengeli hale gelirler. Ancak
cevre yapilar1 bozar, doku ve hiicrelerde hasara neden olurlar. Baslica etkileri
sOyledir (79-84):

e Lipid peroksidasyonu olusturarak kacis reaksiyonlarina neden olurlar. Bu
zincirleme reaksiyon eger engellenmezse hiicre mebranini bozar, bélmelere
ayrilmis organelleri pargalar, lizozomal enzimlerin salinmasma ve otolize
neden olur.

e Mutasyonlara ya da kansere neden olacak sekilde baz sekanslarinda
degisiklik yapar ve niikleik asit fonksiyonunu bozarlar. Geri doniigsiiz
DNA hasar1 olusturarak telomer uzunlugunu kisaltirlar.  Gen
ekspresyonunda degisikliklere, replikatif kapasitenin diismesine neden
olurlar.

e Enzim aktivitelerinde degisikliklere neden olurlar.

e Proteinlere zarar vererek, yeni immiinolojik yapilar olustururlar. Bu sekilde
immiinolojik disfonksiyon ya da inflamatuar stire¢lere neden olurlar.

e Karbonhidratlari etkileyerek reseptor aktivitelerini ya direkt olarak inaktive
eder ya da normal fonksiyonlarmni inhibe ederler.

e Sistemik tiyol/disiilfid redox durumunu bozarlar.

e Iyon pompalarini bozarlar.

e Kollajen fragmantasyonuna ve fibril ¢apraz baglarinda artisa neden olurlar.

1.1.3.3. Malondialdehit (MDA)

Lipid peroksidasyonu serbest radikaller tarafindan baglatilan, membran
yapisindaki doymamis uzun zincirli yag asitlerinin oksidatif yikimini iceren kimyasal
bir olaydir. Bu kimyasal olay, lipid hidroperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil
bilesiklere doniismesi ile sona ermektedir. Bu bilesiklerden biri olan malondialdehit
(MDA) miktar tiyobarbitiirik asit (TBA) testi ile dlgiilmekte ve bu yontem lipid
peroksit diizeylerinin saptanmasinda siklikla kullanilmaktadir (74, 76, 85, 86).
Biyomembranlar ve hiicre i¢i organeller membran fosfolipitlerindeki doymamis yag

asitlerinin olmast nedeniyle oksidanlarn saldirilarma duyarhdirlar.  Lipid
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peroksidasyonun en Onemli {irlinlerinden olan malondialdehit (MDA), hiicre
membranlarindan iyon alig-verigsine etki ederek membrandaki bilesiklerin capraz
baglanmasina yol acar ve iyon gegirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi
olumsuz sonuclara neden olur. MDA, DNA’nin nitrojen bazlar1 ile reaksiyona
girebilir ve bundan dolayr mutajenik, hiicre Kkiiltiirleri icin genotoksik ve

karsinojeniktir (87).

1.1.3.4. Nitrik Oksit (NO°®)

Bir adet eslenmemis elektronu olan kii¢iik bir molekiildiir. Endotel hiicreleri,

makrofajlar, noronlar ve diger bir¢cok hiicre tarafindan “Nitrik Oksit Sentaz “ ile
olusturulan bir kimyasal medyatér olup, kan basinc1 regulasyonu, savunma
mekanizmalari, diiz kas gevsemesi ve immun regiilasyon gibi siire¢lerde oksidatif

biyolojik sinyal molekiilii olarak gdrev yapan reaktif bir radikal olarak gorev yapar.

H202, 027, OH" hiicre icinde iiretilen baslica serbest radikallerdir. Bunlar nitrik
oksit ile etkileserek reaktif azot ara bilesiklerini olustururlar. Sitoplazmadan ve
plazma membranlarindan kolayca gecebilir. Ekstraselluler alanda oksijen ve
nitrojenle reaksiyona girerek “Nitrit” ve “Nitrat” anyonlarmi olusturarak
inflamatuvar yanitin olusmasma sebep olur. Yiiksek miktarda salindiklarinda hiicre

hasarma sebep olurlar (76, 81, 82, 84).

1.1.3.5. Total oksidatif Seviye (TOS)

Erel (88) tarafindan gelistirilen tam otomatik kolorimetrik bir yontemdir.
Numunede bulunan oksidanlar ferr6z iyon-o-dianisidin kompleksini ferrik iyona
oksidlerler. Ortamda bulunan gliserol bu reaksiyonu hizlandirarak yaklasik ii¢ katina
cikarmaktadir. Ferrik iyonlar asidik ortamda “xylenol orange” ile renkli bir kompleks
olustururlar. Ornekte bulunan oksidanlarin miktariyla iligkili olan rengin siddeti

spektrofotometrik olarak ol¢iilmektedir.

1.1.4. Radyasyon Hasarn ve Oksidatif Stres

Partikiiler radyasyonun madde ile etkilesimesi sonucu 1s1 eksitasyonu ve
iyonizasyonu olusur. Bu etkilesimler sonucunda kimyasal ve biyolojik etkiler olusur.

Elementlerin dis yoriingelerindeki elektronlar, kimyasal reaksiyonlarda 6nemli rol
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oynar. Radyasyon etkisiyle elektronlarin sokiilmesi, maddenin kimyasal 6zelligini
degistirir (89, 90). Bu etkilesim hiicre igerisindeki makromolekiillerde (DNA-RNA)
veya su molekiillerinde goriilebilir. Etkilesime gore radyasyonun etkileri dogrudan
veya dolayli olmak iizere ikiye ayrilir (89-91). Radyasyonun direkt etkisinde
radyasyon dogrudan biyolojik hedef molekiillerle (DNA, enzim vb.) etkilesime girer
ve enerjisini direkt olarak hedef molekiillere transfer eder. Dolayli etkilesimde,
hiicrelerin biiylik oranda su molekiilii icermesi nedeniyle, suyun hidroliziyle aciga
cikan serbest radikaller diger hiicre molekiillerini etkiler. Dolayli gerceklesen
etkilesim radyobiyolojik acidan direkt etkilesimden daha Onemlidir ve memeli
hiicrelerinde iyonizan radyasyonun olasi etkilerinin %70’ini dolayli yolla gdsterdigi
diistiniilmektedir (92, 93). Serbest oksijen radikalleri (SOR) oksijen molekiilleri ile
de etkilesime girerler ve bu etkilesimler sonucunda gerek hidrojen gerekse bazi
organik molekiillerin peroksit radikalleri olusur. Bunlar biyolojik agidan son derece
aktiftirler. Oksijen varliginda, sozii gecen peroksit radikallerinin olusum siklig1
belirgin olarak artmistir (90). Radyasyon sonrasi sistemik hasar 6zellikle SOR’nin
asir1 iiretimine baglh olup; dokularin prooksidant/antioksidan dengesinin degismesine
yol acar. Sonugta hiicrenin temel yapilarinin oksidasyonuna neden olur (94).
Iyonlastiric radyasyona maruz kalinmasi sonucunda canlilarda olusan iyonizasyonun
s0z konusu biyolojik reaksiyonlar1 etkileyerek bazi fizikokimyasal degisikliklere
neden olmasi ¢ok kisa bir siire icinde (<lsn) gerceklesir. Bu degisikliklerin
dogurdugu genetik mutasyonlar, kanserlesme ve hiicre 6liimii gibi biyolojik sonuglar;
saatler, giinler, aylar hatta yillar iginde gdzlenebilir (95, 96). Iyonlastirici radyasyona
bagl hiicre 6liimiiniin baslica nedeni niikleik asitlerin reaktif oksijen tiirevleri ile
reaksiyonudur. Reaktif oksijen tiirevleri DNA ¢ift sarmalinda ayrilmaya veya niikleik
asit baz degisimlerine neden olmaktadir. Hatali onarilmis ya da onarilmamis DNA
cift kirigi, silinme, yer degistirme ve asentrik veya disentrik kromozomlar; ayrica
kromozamal kirik ve parca olusumu, hizli ¢ogalan hiicrelerde mikroniikleus artisi
olarak gozlenir (97, 98). Sonugta bu siire¢ kromozomal mutasyonlar ve sitotoksisite

ile sonuglanir (99,100).
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1.1.5. Histerosalpingografi (HSG)

Histerosalpingografi (HSG) uterus kavitesine radyoopak madde verilerek
uterin kavitenin ve tubalarin radyografik yontemlerle incelenmesinde kullanilan bir
tarama ve tan1 yontemidir. HSG ilk defa 1910 yilinda Rindfleisch tarafindan bismus
solusyonu kullanilarak yapilmistir (101). 1914 yilinda Rubin-Gary giimiis tuzu
kullanarak uterin kavite ve tubalari radyolojik olarak goriintiillemislerdir (102).

Yaglh iyot soliisyonu olarak Lipiodol ilk defa 1925 yilinda kullanilmaya
baslanmistir (103). En biiyiik tercih nedeni 24 saat sonra ¢ekilen kontrol filmlerde
daha 1yi goriintii vermesidir ve yaygin kullanim1 1960’11 yillara kadar devam etmistir.
Yag bazli kontrast maddeler pelvik boslukta aylarca kalabilirler. Yag bazli kontrast
maddelerin kullanimi sirasinda yag embolisi riski ve yagli kontrast maddelere bagl
graniilasyon dokusunun olusabilmesi baska bir radyoopak madde ihtiyaci
dogurmustur (104, 105). Alternatif olarak suda eriyebilen kontrast maddeler
gelistirilmistir. Suda eriyen kontrast maddeler iginde, giiniimiizde genelde organik
iyot iceren kontrast maddeler kullanilmaktadir. Bu maddelerle elde edilen goriintii
hemen kaybolabildigi i¢cin kontrol filmler 15-20 dakika sonra cekilmelidir. HSG
islemi sonrasi spontan gebeliklerin izlenmesi, HSG’nin teshis kadar tedavi edici
yoniinii de ortaya koymaktadir. Baz1 caliymalarda aksi belirtilse de (106) yagda
eriyebilen kontrast madde kullanilan olgularda suda eriyen kontrast madde kullanilan
olgulara gore gebelik oranlar1 anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur (107). Uzun
donem gebelik oranlarinin arastirildigi Rasmussen ve ark. yaptigi kapsamli
randomize kontrollii prospektif bir calismada HSG cekildikten 4-6 ay sonra elde
edilen gebelik oranlar1 karsilastirilmis ve yagda eriyen kontrast maddeler kullanilarak
cekilen filmler sonrasi elde edilen gebelik oranlar1 anlamli sekilde yiliksek
bulunmustur (108). Giiniimiizde HSG ¢ekimlerinde yagda eriyen kontrast maddeler
tercih edilmektedir (109).

Histerosalpingografi islemi i¢in en uygun zaman adet kanamasinin bittigi ilk
giinlerdir. Bu donemde uterusun istmus kisminda ve tubalarda dilatasyon kapasitesi
arttig1  icin enstrumantasyon kolaylagsmaktadir. Ayrica gebelik ihtimalinin
olmamasiyla birlikte gelisen bir ovumun radyasyona maruz kalmasi da engellenmis
olur (110). Servikal mukus bu siirecte daha az miktarda ve incedir. Periovulatuvar

donemde ¢ekilen HSG esnasinda servikal mukusun kavite i¢ine itilmesi miimkiindiir
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ve bu durum hem kavite i¢cinde artefakt olusmasina hem de endometrite sebep
olacaktir. Islem sirasinda genelde sedasyona ihtiya¢ duyulmaz. Kontrast maddenin
verilmesi sirasinda gelisebilecek tubal spazmi 6nlemek i¢in bazi antispasmotik ilaglar
kullanilabilir. Ancak hi¢biri spazmi engellemekte tam olarak basarili degildir.
Hastanin stresli olmasi durumunda 5-10 mg diazem verilebilir.

Gentital enfeksiyon varliginda, uterin kanama durumunda, gebelik siiphesinde
ve kontrast maddeye karsi alerjisi olmas1 durumunda HSG kontrendikedir.

Histerosalpingografi ¢ekimi sonrasi pelvik enfeksiyon, endometriozis
riskinde artig, vajinal kanama, vazovagal atak, kontrast maddenin intravaze olmasi
gibi komplikasyonlar goriilebilir. Hidrosalpenks durumunda, 6zellikle tuba duvarinin
cok ince oldugu durumlarda radyoopak maddenin 180 mmHg’dan fazla basingla
verilmesi tubal riiptiire neden olabilir. Overler ve diger pelvik dokular HSG ¢ekimi
esnasinda radyasyona maruz kalir. Yapilan bir caligmada HSG islemi swrasinda
overlerin maruz kaldig1 ortalama radyasyon dozu 500-1000 mRad olarak
saptanmistir (111). Hem yagda eriyen hem de suda eriyen kontrast maddelerde
graniilom olusabilmesine ragmen yagda eriyen kontrast maddelerde bu
komplikasyon daha sik goriiliir (109). Kullanilan kontrast maddenin iyot igerigi
nedeni ile HSG sonras1 yapilan tiroid fonksiyon testleri degerlendirilirken, bu durum
g0z oniinde bulundurulmalidir.

Histerosalpingografide; uterin kavite kenarlar1 diizgiin, tepesi asagida, tabani
yukarida bir liggene gibidir. Korpus serviksin 2 kati kadardir. Fundal bolgedeki hafif
bir ¢okiintli normal bir goriintii olarak degerlendirilir. Endometriyal polipler ile
submiik6z myomlar dolum defekti olusturabilirler. Bu defektler diizgiin ytlizeylidirler
ve sebat ederler. Ik filmlerde daha net izlenir ve kavitenin distansiyonu arttik¢a
goriintli alanindan silinirler. Uterin septum ve bikornuat uterusta ¢ift kavite izlenir
ancak uterusun dis konturlar1 izlenmedigi i¢in bu iki anomalinin ayirici tanisinda
baska yontemler kullanilmalidir. Intrauterin sinesilerde kavite konturlar1 diizensizdir.
Diizensiz sinirli dolum defektleri izlenebilir.

Histerosalpingografi hem tubalarin luminal yapis1 ve acik olup olmadiklarini
gostermesi ve hem de uterin kavitenin yapisini gostermesi nedeni ile infertil

olgularda yaygin kullanim alani bulmustur. HSG isleminin dezavantajlar1 ise, bazen
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agrili ve rahatsiz edici bir islem olmasmin yaninda, az miktarda da olsa iyonizan

radyasyona maruziyettir (1, 2).

1.1.6. Radyoprotektif Ajanlar ve Mekanizmasi

Radyoprotektorler, canliyr radyasyona karst koruyan maddelerdir. Bazi
maddeler hiicrelerin radyasyon duyarhiliklarmi etkilemedikleri halde canliy1 biitiin
olarak korurlar. Ciinkii bunlar vazokonstriksiyona yol acar ya da normal metabolik
siregleri etkilerler ve kritik organlarin oksijen konsantrasyonlarini diisiiriirler.
Hiicreler hipoksik kosullarda X 1smlarina karsi direng kazanacaklari i¢in, bu olay
bir koruma saglayabilir. Sodyum siyantir, karbon monoksit, epinefrin, histamin ve
serotonin bu tiir maddelere Ornektir (3, 74, 112-114). Birgok radyoprotektor
mevcuttur. Bunlarin ortak 6zelligi iki ya da {li¢ karbonlu bir diiz zincir ile, bu
zincirin bir ucunda serbest bir siilfidril grubu, diger ucunda da amin ya da guanidin
gibi kuvvetli bazik bir gruptan olusmalaridir. Stlfidril grubunun X ve y 1smnlara
kars1 etkin bir koruyucu oldugu bilinmektedir ve bu etkinin radikal yakalama
ozelligine bagl oldugu kabul edilmektedir. Siilfidril gruplar1 oksijen yerine serbest
radikalle birlesirler. Bu sebeple, koruyucu etkileri serbest radikalleri yakalama
ozellikleridir ve oksijen etkisi ile paralellik gosterir (112, 115-117).

Tiol igeren antioksidan etkili bilesiklerin antioksidatif aktivitesinde hem
molekiillerdeki tiol sayis1 hem de molekiillerdeki siilfiir atomlarmin oksidasyon

durumu etkilidir.

SH-CH2-CH(NH2)-COOH Sistein
SH-CH?2-CH2-NH?2 Sisteamin

NH2(CH2)3-NH-CH2-CHS2-PO3-H2WR2721

Radyoprotektif etki ve ajan tanimlamalar1 ilk olarak Dale (1942) tarafindan
terminolojiye sunulmustur. Insanlarda kullanilabilecek radyoprotektif etkili ilaglara
yonelik ilk calisma ise Patt ve ark. (1949) (118) tarafindan gergeklestirilmistir.
Siganlar tlizerindeki bu ¢alismada 6liimciil dozda 1simnlamadan 15 dk once intravendz
(1v) yolla siilfiir iceren sistein aminoasidi uygulamasimin siganlarin yasam siirelerinde

artis sagladig gozlenmistir.
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Radyoprotektif etki mekanizmasi ile serbest radikal iirlinleri etkisiz hale
getirilmeye c¢alisilmigtir. Serbest radikallerin etkisizlestirilmesi siireci, H202, O2°
ve OH’ gibi radyasyon etkisiyle olusan su metabolitlerinin, eksojen ya da endojen
bir takim ajanlar1 okside etmeleri ve diger hiicre i¢i yapilarla etkilesime
girememeleri, kararl yapili bilesiklerin olusmasi ile sagalanmaktadir (113, 119).

Diger bir radyoprotektif etki mekanizmasi, serbest radikale hidrojen atomu
baglanmasidir. R-H seklinde sembolize edilen bir molekiiliin radyasyon etkisiyle
radikal R metabolitine doniigmesi halinde, koruyucu etkili ajan, R radikalinin
yapisina bir hidrojen atomu ekleyerek kararli yapidaki R-H formunun yeniden
olusmasmi saglar. Karisik disiilfid bilesiklerin olusumu, hiicre bdoliinmesinin
yavaglatilmas1 ve dokularda hipoksi gelisiminin uyarilmasi diger bir mekanizmadir.
Aminotiollerin koruyucu etkisi, radyasyon alinmasi1 sonrasinda hiicresel proteinlerin
yapisindaki siilfidril bilesiklerinde okside ve rediikte formda siilfiir atomlarinin
olusumu iizerinden gergeklesir. Bu durum hiicresel proteinin serbest radikal
hasarindan %350 oraninda korunmas1 anlamina gelir (113, 119, 120).

Tiol ve distilfidler niikleer materyale de baglanabilir. DNA molekiiliine
baglanmalar1 halinde reversibl olarak replikasyonu inhibe eder ve genetik
materyalin yapisini stabil vaziyette tutar. Bu durum DNA yapisindaki bozulmanin
diizeltilmesine yonelik pozitif bir adimdir. Koruyucu etkili tiol gruplarinin serbest
radikallerce oksidasyonu ortamda oksijenin yeterli diizeyde bulunmas1 ile saglanir.
Oksijenin oksidasyon siirecinde tiiketilmesi 6zellikle hiicre i¢i ortamda oksijen
doygunlugunda bir diisiise yol ag¢ar ve bunun sonucunda tiol gruplarinin ve hiicresel
proteinlerin yapisindaki siilfiir atomlarinin oksidasyonu azalir. Ortamin hipoksik
hale getirilmesinin radyoprotektif etkili olabilmesi ve/veya tiol bilesikleri gibi
ajanlarin koruyucu etkilerine katkida bulunabilmesi acisindan 6nemlidir (74, 76-78,
120).

Radyoprotektif ajanlar Tablo 1’deki gibi 4 grupta incelenir. Bunlar tiol
bilesikleri, siilfidril iceren bilesikler, analjezikler ve tranklizanlar gibi farmakolojik
ajanlar ve WR-1065, WR-2721, vitamin C ve E ve glutatyon gibi diger
radyoprotektif etkili bilesiklerdir (113).
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Tablo 1. Radyoprotektif etkili ajanlar (113)

Tiol bilesikleri

Siilfidril
bilesikler

igeren Farmakolojik ajanlar

Diger radyoprotektif ajanlar

e Sisteamin

e Tiourasil

e Analjezikler

o ATP gibi niikleik asid

o Sistamin o Sulfoksidler o Trankilizanlar tiirevleri
o Sistein o Tiazolinler o Kolinomimetikler e Sodyum fluoroasetat
°2- o Tiotireler e Alkol e Paraaminopropiopen
mercaptoethyl e Sulfonlar o Sempatomimetikler o Melittin ve diger ar1
guanidine ¢ Dopamin zehiri bilesenleri
o Histamin ¢ Endotoksinler
o Serotonin e Adenozin
e Hormonlar e cCAMP
o Kolsisin o Antibiyotikler
e Kalsiyum  kanal e Lipidler
blokorleri e Eritropoetin
e Siyanid
e Hidroklorik
merkaptoetilamin
* WR-638
e WR-2721
o WR-44923
1.1.6.1. Amifostin

Amifostin  (S-(N-(3-aminopropil)-2-aminoetiyol) sisteamin benzeri bir
molekiildiir. Soguk savas doneminde Amerikan ordusuna bagli Walter Reed Ordu
Arastirma Enstitlisii tarafindan yiiriitiilen ve askerleri cephedeki niikleer silah
kaynakli radyasyondan korumak amaciyla yapilan caligmalarm iirliniidir. Bu
program cercevesinde gelistirilen ve tiyol iceren bilesikler Walter Reed’in
kisaltilmasiyla “WR” 6n eki ile tanimlanmislardir. Diisiliniilen amagla kullanima
uygun olmadigi anlasilan amifostin tibbi arastirmalarda kullanilmaya baslanmus,
bunun sonucunda radyoterapi (RT) ve kemoterapiye (KT) bagli normal doku
hasarlarinin 6nlenmesinde etkili oldugu tespit edilmistir (121, 122).

Amifostin, ilk kez sisplatin uygulanan ileri evre over kanserli ve kiigiik
hiicreli olmayan akciger kanserli hastalarda sisplatinin olusturdugu kiimiilatif renal
toksisiteyi azalttigi tespit edildigi i¢in, 1996 yilinda Amerika’da gida ve ilag¢ dairesi
(FDA) tarafindan onaylanmistir. Amifostin bir 6n ila¢ olup normal dokularda alkalen
fosfataz ile defosforile olarak aktif metaboliti olan tiyole doniisiir (123, 124).

Yapilan caligmalarda normal dokularin, 6zellikle kapiller seviyede olmak

iizere, daha fazla alkalen fosfataza sahip olduklar1 gosterilmistir (125, 126). Alkalen
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fosfataz enziminin kapiller endoteldeki yerlesimi, amifostinin serbest tiyole doniisiip
normal dokular igerisine lokal olarak hizli bir sekilde alinmasini saglar (127).
Optimum alkalen fosfataz aktivitesi i¢in notral pH saglanmalidir. Tiimor dokusunun
pH’s1 asidik iken normal dokularin pH’st ndtrdiir. Bunun i¢in amifostin tiimor
dokusundaki asid fosfatazca defosforile edilemez (125).

Bir 6n ilag olan amifostin WR-2721 olarak da bilinir ve a¢ik formiilii; H2N-
(CH2)3-NH-(CH2)2-S-PO3H2 seklindedir (Sekil 1). Yapisindaki fosfor amifostini
inaktif formda tutarken, siilfiir ise amifostine serbest radikalleri temizleme 6zelligi
kazandirir. Amifostin (WR-2721), plazma endotelinin bulundugu tiim dokularda
membran bagimli enzim olan alkalen fosfataz tarafindan defosforilasyona ugrayarak
aktif formu olan WR-1065’e doniiserek normal doku i¢ine girer. WR-1065 normal
hiicre icine girer ve serbest radikal temizleme 6zelligi olan metabolitlere doniisiir.
WR-1065’in oksidasyonu ile en fazla olusan metabolit WR-33278 (simetrik
distilfid)’ dir (122, 128). Serbest tiyol olan WR-1065"in normal hiicreyi sitotoksik
tedavilerin etkilerinden korumasi c¢esitli mekanizmalar ile saglanmaktadir. Serbest
tiyol, intraselliiler ortamda direkt olarak alkilleyici ajanlarin veya sisplatinin aktif
iirliniine baglanir ve hasarli hedef molekiillere hidrojen iyonu vererek sitoproteksiyon
saglar. Yapisindaki siilfidril atomu sayesinde, KT ajanlar1 ve RT tarafindan
olusturulan serbest radikaller ortadan kaldirilmadiginda meydana gelen ve DNA
hasarma yol acan, reaktif niikleofilleri yok eder. Selektif olarak normal dokular1
koruma 6zelligi, normal dokularda tiimdr hiicrelerinden daha fazla miktarda WR-

1065 olmasina baghdir (122).

HO
S\/\N/\/\NHZ
HO™ \\ H

Sekil 3. Amifostinin biyokimyasal yapisi.

Molekiiler seviyede amifostin, sensitif transkripsiyon faktorlerinin redoksunu,
gen ekspresyonunu, kromatin stabilizasyonu ve enzimatik aktiviteyi etkiler. Hiicresel
boyutta hiicre biliylimesinin regiilasyonunda ve hiicre dongiisiiniin progresyonunda
rol oynar. Amifostin farkli hiicre dizilerinin proliferasyonunun saglanmasinda ve

normal hiicrelerin apopitozisten korunmasinda etkilidir (129).
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Serbest radikal temizleme 6zelligi WR-1065"1n iki metaboliti olan sisteamin
ve simetrik disiilfit olan WR-33278 ile gerceklesir. WR-33278’in radyoterapinin
indiikledigi sitotoksisite ile birlikte mutajenik etkisine karsi da koruyucu oldugu
gosterilmistir. Amifostin tarafindan korunan normal dokular; bobrek, akciger, yemek
borusu, periferik sinirler, kemik iligi, ince bagirsak, kalin bagirsak, immiin sistem,
tiikiiriik bezleri, agiz mukozasi, kalp ve testisdir (130).

Over dokusundaki alkalen fosfataz varhi§i deneysel c¢alismalarda
gosterilmistir ve teka hiicrelerinde daha fazladir, graniiloza hiicrelerinde ise
bulunmamaktadir. Alkalen fosfataz varligi follikiil sivisinda da tespit edilmistir (131-
133). Kopek over ylizey epitelinde plasental alkalen fosfatazla boyanma tespit
edilmistir (134).

Insanlarda amifostinin intravenéz (IV) verilmesini takiben ilk 6 dakikada
amifostinin %90’1 metabolize edilmektedir. Yapilan c¢alismalarda amifostinin
dagilim yar1 6mriiniin 1 dakikadan kisa eliminasyon yari1 dmriiniin ise yaklasik 8
dakika oldugu gosterilmistir (1). WR-1065 metaboliti enjeksiyondan 10-30 dakika
sonra en yiiksek diizeyine ulasir ve 30 dakikadan sonra dokudaki diizeyi azalir. Bu
nedenle, normal dokularin sitoproteksiyondan optimum yarar saglayabilmesi i¢in
radyoterapt ya da kemoterapi uygulamasindan 20-30 dakika Once amifostin
uygulanmasi gerektigi belirlenmistir (135, 136). Yapilan bir ¢alismada 200mg/kg
dozdaki radyoaktif olarak isaretli amifostinin intraperitoneal olarak uygulanmasindan
sonraki 10-30 dakikada bobrek, akciger, kalp ve dalak gibi normal dokularda
amifostin konsantrasyonu tiimor dokusuna gore 50-100 kat daha fazla oldugu
gosterilmistir (137).

Amifostin genel olarak 1yi tolere edilir ancak doz bagimli olarak kisa siireli
gecici yan etkileri olabilir. Bunlar hipotansiyon, bulanti, kusma, higkirik, samnolans,
infiizyon sirasinda metalik tat ve nadiren allerjik reaksiyonlar (cilt dokiintiisii, ates ve
anafilaktik sok) seklindedir. Klinik olarak anlamli yan etki c¢ogunlukla
hipotansiyondur. Hastalarin %60’inda gecici hipotansiyon geligebilir, fakat nadiren
tedaviye ara verilmesine gerek duyulur (<%5). Bulanti, kusma gibi semptomlar,
amifostin Oncesi antiemetik ila¢ uygulanmasi ile giderilebilir. Gegici hipokalsemi
paratiroid hormon salgilanmasinin inhibisyonuna baglhidir ve amifostin tedavisinin

cok nadir goriilen bir komplikasyonudur (138).
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Amifostinin yetiskinlerde Onerilen baslangi¢ dozu 910mg/m*’dir ve ilacin
verilmesine kemoterapiden 30 dakika &nce baslanmasi gerekmektedir. Intravendz
inflizyon seklinde 15 dakikada verilmelidir (139, 140). Yan etki olarak en sik
hipotansiyona neden oldugu bilindiginden, hastalar tedaviden once yeterince hidrate
edilmeli, 24 saat dnceden antihipertansif ilaglar kesilmelidir. Ayrica her 5 dakikada

bir hastanin tansiyonu olciilmelidir (141).

1.1.7. Antioksidanlar

Canli hiicrelerdeki protein, lipid, karbonhidrat ve DNA gibi okside olabilecek
maddelerin oksidasyonunu Onleyen veya geciktiren maddelere antioksidan denir.
Serbest radikal ve antioksidanlarin diizeylerinin dengesi korunamadiginda, hiicre
hasarma kadar giden bir¢cok degisiklik ortaya ¢ikmaktadir. Endojen antioksidanlarin
yetersiz kaldig1 durumlarda diyetle alinan antioksidanlara gerek duyulur.Kimyasal
ajanlar tarafindan organizmanin radyasyondan korunmasi, radikal siipiiriicii
reaksiyonlar oldugu diisiiniilmektedir. Serbest radikaller pek ¢ok hastaligin gidisinde,
yaslanma, karsinogenezis ve kanserin, cerrahi ve cerrahi disi tedavileri siiresince
komplikasyonlarin olusumunda etkilidir. Bu nedenle, serbest radikallere bagli
hastaliklarin tedavisinde antioksidanlar 6nemli bir tedavidir (77, 78, 142, 143).
Antioksidan etki mekanizmalar;; ROM olusumunun engellenmesi, enzimsel
reaksiyonlar araciligiyla veya dogrudan serbest radikal temizlenmesi, metal
iyonlarinin baglanarak radikal olusumunun 6nlenmesi, hedef molekiillerin hasar
sonrasi tamiri ve temizlenmesi gibi ¢esitli sekillerde olabilmektedir.

Organizmanin {i¢ tiir antioksidan stratejisi vardir:

1. Serbest oksijen radikallerini daha az toksik {iriinlere doniistiiren
antioksidan enzim sistemleri: Siiperoksid dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve
glutatyon peroksidaz (GSHPx) gibi enzimlerin miktarinin artmasi ya da in vitro
aktivitelerinin artirilmasi:

SOD oksijen yikimini katalize eder ve hidrojen peroksid aciga ¢ikar:

200 + 2HJr — H2O2 + 02

CAT ise asagidaki reaksiyonla peroksidazi yikar:
2H202 — 2H20 + 02
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GSHPx asagidaki reaksiyonu katalize eder:
H2 +2GSH — GSSG + 2H?20

Glutatyon rediiktaz (GRD) asagidaki reaksiyonu katalize eder:

GSSH + NADPH + H™ — 2GSH + NADPH"

02” serbest radikal olmasina ragmen fazla reaktif degildir, lipid zar igine
gecemez, Uretildigi hiicre i¢i bolme igerisinde kalir. 02, SOD antioksidan enzimi ile
H202’ye yikilir. H202, O2"den daha zayif bir oksitleyicidir. Onemi biyolojik
zarlardan gegebilmesinden kaynaklanmaktadir. H202, ROM olusumunda ara madde
olarak gorev yapar ve yiiksek konsantrasyonlarda memeli hiicrelerindeki
peroksizomlarda CAT araciligiyla H2O ve oksijene, diisilk konsantrasyonlarda ise
selenyum igeren GSHPx araciligryla H2O’ya doniistir (76, 85, 86).

2. Vitamin A, C, E, selenyum, karnitin, curcumin gibi antioksidan maddeler
ile radikallerin notralize edilmesi: Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu
engelleyerek veya ROM’lar1 siipiirerek lipid peroksidasyonunu ve serbest
radikallerin meydana getirdigi hiicre tahribatini1 dnlerler (75).

3. Radikal olusmasmi Onleyen ve olusan radikallerin yayilmasini
engelleyen sistemler: H202 ve 02~ anyonundan OH" olusmasini saglayan Haber-
Weiss reaksiyonunu katalize eden demir ve bakir iyonunu hiicrede ve plazmada
baglayan ferritin, transferin, laktoferin ve seruloplazmin ve mitokondrilerde
dogal olarak olusan radikalleri H20’ya indirgeyen mitokondriyel sitokrom

oksidazdir.

1.1.7.1. Endojen antioksidanlar

Enzim olanlar: SOD, GSHPx, glutatyon-s transferaz (GST), CAT,
hidroperoksidaz, mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemidir. Enzim olmayanlar
ise melatonin, seruloplazmin, transferrin, miyoglobin, ferritin, hemoglobin,

billuribin, glutatyon, sistein, methiyonin ve albiimindir.

1.1.7.2. Eksojen antioksidanlar

Vitaminler, ilaglar, gida antioksidan sisteminin parcalaridir. Vitamin E ve

C, folik asit, PB-karoten, ksantin oksidaz inhibitorlerii NADPH oksidaz
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inhibitorleri, rekombinant siiperoksit dismutaz, asetilsistein, demir redoks
dongiisii inhibitorleri, noétrofil adezyon inhibitorleri, sitokinler, barbitiiratlar,
demir selatorleri, sodyum benzoate eksojen antioksidan sisteminin parcalaridir

(77).

1.1.7.3. Total Antioksidan Kapasite (TAK, TAC)

Total antioksian kapasite, giiclii serbest radikallere karsi viicudun total
antioksidan kapasitesini 6lgen bir metoddur (88, 144). Bu yontemde; Fe -o-
dianisidin kompleksi hidrojen peroksid ile Fenton tipi reaksiyon olugturarak OH’
radikalini olusturur. Bu giiclii reaktif oksijen turu indirgenerek diisiik pH’da renksiz
o-dianisidin molekiiliiyle reaksiyona girerek sari-kahverengi dianisidil radikallerini
olusturur. Dianisidil radikalleri ileri oksidasyon reaksiyonlarmna katilir ve renk
olusumunu artirr. Ancak antioksidan ajanlar bu oksidasyon reaksiyonlarini
bastirarak renk olusumunu durdurmaktadirlar. Bu reaksiyon otomatik analizorde
spektrofotometrik olarak Olgiiliir ve sonuca bu sekilde ulagilmaktadir. Yarilanma
Oomiirleri olduk¢a kisa oldugundan serbest oksijen radikallerinin varligmin
gosterilmesi kolay degildir. Antioksidan sistemlerin ayri1 ayr1 gosterilmesi ise, bu
sistemler arasinda sinerjik etkilesim oldugu i¢in tercih edilmemektedir. Bu nedenle
viicut sivilarmin Total Antioksidan Kapasitesini (TAK), (Total Antioxidant Capacity
(TAC) olgen yontemlerin klinik ortamlarda antioksidan cevabi belirlemede yararli

oldugu ispatlanmistir (145).

29



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kullanilan Deney Hayvanlar1 ve Hayvan Bakim

Bu deneysel calisma Firat Universitesi Deneysel Arastrma Merkezi
(FUDAM) laboratuvarinda yapilmustir. Tiim islemler Firat Universitesi Etik onayi ile
veteriner hekim kontrolunde gergeklestirilmistir.

Sunulan ¢aligmada 40 adet diizenli siklusa sahip, 190-220 gr agirliginda, 4
aylik, erigkin disi Winstar Albino cinsi rat kullanildi. Ratlar 12 saat 151k (08-22), 12
saat karanlik fotoperyodunda ve 21-23 Cesabit sicakliktaki odada beserli kafeslerde
tutuldu, standart pellet yemi ve sehir suyu ile beslendi. Deneyden 18 saat 6nce oral
beslenme kesilerek, sadece su i¢melerine izin verildi. Ratlarin beslenmesinde

kullanilan yemin bilesimi Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 2. Standart rat yemi

Yem Bilesimi

Su (en ¢ok) % 12

Ham protein (en az) % 24

Ham seliiloz (en ¢ok) % 7

Ham kiil (en ¢ok) % 8

HCI’de ¢oziinmeyen kiil (en ¢ok) % 2

NaCl (en ¢ok) % 1

Mineral Karmasi* % 1.25
Vitamin Karmasi** %1.25
Metabolik enerji 2650 kcal/kg
*Mineral Karmasi: Kalsiyum (% 1.0-2.8), Fosfor (% 0.9), Sodyum (%0.5-0.7), Mangan (10 mg/kg),
Cinko (4 mg/kg).

**Vitamin Karmasit: Vitamin A (300 [U/kg), Vit. D; (1000 IU/kg), Vit. E (60 mg/kg), Vit. B, (4
mg/kg).

2.2. Deneyin Yapihsi

Calisma, deney hayvanlarinin se¢imi esnasinda ve yapilan uygulamalar
sirasinda Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu (17.09.2014 tarih, Toplant1
Sayist: 2014/19, Karar No: 179) onay1 alinarak Firat Universitesi Deneysel
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Aragtirmalar Birimi'nde (FUDAM) standart deneysel hayvan calismalar1 etik
kurallarina uygun olarak yiiriitiildii.

Arastirmamizda 40 adet diizenli siklusa sahip, 190-220 gr agirhiginda, 4
aylik, eriskin disi Winstar Albino cinsi rat, estrus fazinda rastgele, prospektif, tek kor
olarak 4 gruba ayrild1.

Grup 1 (n=10): Batin agilip kapatilan ve X- ray uygulanmayan grup.

Grup 2 (n=10): Batin agilip kapatilan ve X- ray uygulanan grup.

Grup 3 (n=10): Batin acilip her bir uterin horna 0.1 ml ioheksol (Omnipaque
350mg/100 ml flakon ) verilerek X- ray uygulanan grup.

Grup 4 (n=10): Batin agilip 1sinlamadan 30 dakika 6nce 200 mg/kg
amifostin (Redoxon-Roche) intraperitoneal (i.p.) yoldan verilerek her bir uterin horna
0.1 ml ioheksol (Omnipaque 350mg/100 ml flakon) verilerek X- ray uygulanan grup.

Ratlardaki 0Ostrus donemlerini belirlemek icin Mallenby ve ark (146)nin
kullandiklar1 vajinal smear yontemi uygulandi. Vajinal smear alinmadan once
siganlarin vulva ve perianal bolgeleri %70’lik alkolle silinerek temizlendikten sonra
steril ve disposable tahta ¢cubuklarla vajinal duvardan tahris etmeyecek sekilde smear
alindi. Alman siiriintlii temiz bir lam lizerine yayilarak, iizerine %70’lik etilalkol
damlatilarak 5 dakika bekletilerek tespit edildi. Havada kurutulan siiriintii
preparatlar1 %1°lik metilen mavisi ile 5 dakika boyandi. Vjinal sitoloji takibinde
Ostrus fazinda tespit edilen ratlara anestezi saglamak amaciyla intramiiskiiler yoldan
70 mg/kg ketamin (Ketalar-Eczacibasy/Tiirkiye), 10 mg/kg xylazine (Rompun-
Bayer/Tiirkiye) verilerek uyutulduktan sonra supin (sirtiistil) pozisyonunda
sabitlendi. Steril cerrahi islem i¢in batin % 10’luk batikonla temizlendi. Ratlar, sirt
istli pozisyonda operasyon masasina yatirilip batin, orta hat insizyonla acildi
Batimnlar1 agilip kapatilan G2, G3, G4’ deki ratlara 2’ser dakika ara ile 3 kez tiim
viicut radyasyonu uygulandi (Toplam doz =15-20 miliRad, Villa-Genius HF-80. Cift
masa, ¢ift tiip rontgen cihazi. 1994, Italya), (Sekil 4). F.U. Veterinerlik Fakiiltesi
Hayvan Hastanesinde teknisyen tarafindan 15-20 miliRad dozunda uygulandi. Batin
tabakalar1 ve cilt 3/0 ipekle kapatildi. Ratlar ¢aligma siiresince kan basinci, kalp atimi1

ve ates Ol¢limii i¢in monitdrize edildi.
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Sekil 4. HSG ¢ekilen ratlar

2.3. Orneklerin Ahnmasi ve Hazirlanmasi

Ratlar deney sonuna kadar ayr1 ayr1 beserli olmak iizere kafeslerde tutuldu.
Deney siiresi sonunda hayvanlar steril aletler kullanilarak sakrifiye edildi. G1, G2,
G3, G4 ° teki her gruptan rastgele bes rat secildi erken donem etkilerin arastirilmasi
icin 3 saat sonra, geri kalan her gruptaki diger bes ratin ise 1 ay sonra batimlar1 tekrar
acildi. Histolojik ve biyokimyasal analizler i¢in hayvanlarin abdominal kaviteleri
acilarak, Histolojik ve Biyokimyasal degerlendirmeler i¢in over dokular1 %0,9’luk
soguk (+4°C) sodyum kloriir (NaCl) ile yikandi ve kurutma kagidi ile kurutuldu.
Daha sonra dokular homojenizator ile (Ultra TurraxType T25-B, IKA Labortechnic,
Germany) 0,01M’IikPBS c¢ozeltisi i¢cinde (1;9,w;v), 16000 rpm’de 3 dakika
homojenize edildi. Homojenizasyon bir buz kabinin igerisinde gerceklestirildi.
Homojenat 5000xg’de 1 saat (+4°C’de) santrifiijlenerek siipernatantlar1 ayrildi ve
analiz zamanina kadar -80°C’de bekletildi. TNF-a, TAS, TOS, MDA ve NO
seviyeleri slipernatantta kendilerine uygun metodlarla tayin edildi.

Cikartilan overlerin biri histolojik ve immiinohistokimyasal inceleme icin
%10’luk formaldehitle fikse edildi, ikinci over dokuda biyokimyasal parametreler
calismak {lizere aliminyum folyoya kuru halde sarilip -80 derecede saklandi.
Intrakardiak alinan kan ornekleri analizler igin jelli biyokimya tiiplerine alindi.

Alinan kanlar 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek (HeraeusBiofugeStratos;
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KendoLaboratoryProducts, Osterode-Germany) serumlar1 ayrildi. Ayrilan serumlar

eppendorf tiiplere porsiyonlanarak -80°C’de AMH olgiimleri i¢in sakland:.

2.4. AMH Diizeylerinin Olciimii

AMH diizeyleri, rat AMH (Anti-Mullerian Hormone) ELISA kiti
(Elabscience, katalog no; E-EL-R0640) kullanilarak kit prosediiriine uygun olarak
hem serum oOrneklerinde hem de over doku orneklerinde ¢alisildi. Absorbanslar
ELX800 ELISA okuyucusunda spektrofotometrik olarak 450 nm’de okutuldu. Plate
yikamalarinda ise otomatik yikayici olarak Bio-tek ELX50 (BioTeklnstruments,
USA) kullanildi. Sonuglar ng/mL olarak belirtildi. Over doku AMH sonugclari
sulandirma oram1 goz Oniine alinarak diliisyon faktorii ile carpilarak hesaplandi.
Olgiim aralig1 0,16-10 ng/mL, minimum 6l¢iilebilir diizeyi 0,1 ng/mL ve CV<%10
idi.

2.5. TNF-a Diizeylerinin Ol¢iimii

TNF-a diizeyleri, rat TNF-a ELISA kiti (Boster Immuno leader, Boster
Biological Technology Co.,Ltd. Pleasanton, CA, katalog no; EK0526) kullanilarak
kit prosediiriine uygun olarak calisildi. Absorbanslar ELX800 ELISA okuyucusunda
spektrofotometrik olarak 450 nm’de okutuldu. Plate yikamalarinda ise otomatik
yikayict olarak Bio-tek ELX50 (BioTekInstruments, USA) kullanildi. Sonuglar
pg/mL olarak belirtildi. Over doku TNF-a sonuclar1 sulandirma orani géz Oniine
almarak diliisyon faktorii ile ¢arpilarak hesaplandi. Kitin 6l¢tim araligi 15,6-1000
pg/mL, sensitivitesi<l pg/mL idi.

2.6. TAS Diizeylerinin Ol¢iimii

TAS diizeyleri Firat Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari’nda
otoanalizorle (Siemens Advia 2400 ChemistrySystem, Siemens, Tokyo, Japonya) Rel
Assay Total Antioxidant Status Test Kiti kullanilarak 6lgiildii. Sonuglar
mmolTroloxEquiv./L olarak belirtildi. Kitin lineeritesi 0-2,75 mmolTroloxEquiv./L,
Olciim araligr ise 1,20-1,50 mmol/L idi. Over doku TAS sonuglar1 diliisyon katsayis1
ile carpilarak hesaplandi.
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2.7. TOS Diizeylerinin Ol¢iimii

TOS diizeyleri Firat Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari’nda
otoanalizorle (Siemens Advia 2400 ChemistrySystem, Siemens, Tokyo, Japonya)
RelAssay Total Oxidant Status Test Kiti kullanilarak 6l¢iildii. Sonuglar umol H,O,
Equiv./L olarak belirtildi. Kitin lineeritesi 0-33,52,75 umol H,O, Equiv./L, 6l¢iim
aralig1 ise 4-6 umol/L idi. Over doku TOS sonuglar1 diliisyon katsayis1 ile carpilarak
hesaplandu.

2.8. MDA Diizeylerinin Ol¢iimii

Serum ve siipernatantta MDAdiizeyleri lipid peroksidasyonunun bir
gostergesi olarak Olglildii. Serum ve doku Orneklerindeki proteinler asitle
coktiiriildiikten sonra4500x g de 5 dakika santrifiijlendi. Elde edilen supernatant
iizerine TBA ayiraci eklenerek 45 dakika 90°C su banyosunda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi elde edilen TBA-MDA iiriinii isobutanol ile ekstrakte edildi.
Biitanol fazindan 20ul high-performance liquid chromatography (HPLC) sistemine
enjekte edilerek dlciimler gergeklestirildi.1,1,3,3-tetracthoxypropane MDA standardi

olarak kullanild1 ve sonuglar nmol/mL olarak verildi.

2.9. NO Diizeylerinin Olgiimii

Nitrik oksit diizeyleri kolorimetrik nitrik oksit Ol¢iim kiti (Oxford Biomedical
Research, Inc. Oxford, MI 48371 USA, Lot no: 150129) kullanilarak ger¢eklestirildi.
Absorbanslar ELX800 ELISA okuyucusunda spektrofotometrik olarak 540 nm’de
okutuldu. Sonuglar standart egri grafiginden yararlanilarak ve diliisyon faktorii ile

carpilarak hesaplandi. Sonuglar uM olarak belirtildi.
2.10. immiinohistokimyasal inceleme

Over dokusunda bax immiinreaktivitesinin belirlenmesi i¢in Avidin-Biotin-
Peroksidaz Kompleksi yontemi uygulandi. Boyama metodu asagidaki Tablo 2’de

ayrmtili olarak verilmistir.
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Tablo 3. immiinohistokimyasal boyama prosediirii

Sira islem Siire

1 Xylol I 10 dakika
2 Xylol I 10 dakika

3 Xylol 10 dakika
4 % 100 Alkol 10 dakika

5 % 96 Alkol 10 dakika
6 % 80 Alkol 10 dakika
7 Distile su 5 dakika

8 Mikrodalga 7+5 dakika
9 Oda 1s1sinda sogutma 20 dakika
10 PBS (PhosphateBufferedSaline) 3X5 dakika
11 H202 10 dakika

12 PBS 3X5 dakika
13 Normal blok soliisyonu 5 dakika

14 Primer antikor 60 dakika
15 PBS 3X5 dakika
16 Sekonder antikor 30 dakika
17 PBS 3X5 dakika

18 Strepavidin ALP(Alkalenfosfataz) 20 dakika
19 PBS 3X5 dakika
20 Fast Red 5 dakika
21 Distilesu 5 dakika
22 Z1t boya olarak Mayer’s hematoksilen 10 saniye
23 Akarsu 5 dakika
24 Ozel kapatma maddesi ile kapatma ...

Parafin bloklardan 5-6 pm kalinliginda almnan kesitler polilizinli lamlara
alind1. Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden gecirilerek dehidrate
edildikten sonra endojen peroksidaz aktivitesini onlemek icin H,O, ile muamele
edildi. Zemin boyasini engellemek i¢in Ultra V Block soliisyonu ile muameleden
sonra primer antikor (Monoclonal Mouse Anti-Proliferating Cell Nuclear Antigen,
MO0879, Dako, Baltimore, MD, USA) ile 60 dakika inkiibe edildi. Primer antikor
uygulanmasindan sonra sekonder antikor (biyotinli anti-mouse /rabbitlgG,
Diagnostic BioSystems, KP 50A, Pleasanton, USA), Strepavidin ALP ve 3 Fast Red
kromojeni uygulandiktan sonra Mayer’s hematoksilenle zit boyama yapildi. PBS ve

distile sudan gecirilen dokular uygun kapatma soliisyonu ile kapatildi. Hazirlanan
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preparatlar Novel N-800M mikroskobunda incelenerek degerlendirildi ve
fotograflandi.

Boyamada immiinreaktivitenin yaygimnligi (0.1: <%25, 0.4:%26-50, 0.6:%51-
75, 0.9:%76 -100) ve siddeti (0:yok, +0.5: ¢cok az, +1:az, +2: orta, +3: siddetli) esas
almarak histoskor olusturuldu. Histoskor = yayginlik x siddet.

2.11. TUNEL Metodu

Parafin bloklardan 5-6 pm kalmliginda alinan kesitler polilizinli lamlara
alind1. Uretici firmanm talimatlar1 dogrultusunda Apop Tag Plus Peroxidase In Situ
Apoptosis Detection Kit (Chemicon, catno: S7101, USA) kullanilarak apoptoza
giden hiicreler belirlendi.

Xylene ile deparafinize edilen dokular, dereceli alkol serilerinden gegirilerek
phosphate buffered saline (PBS) ile yikandi. 0.05% ‘lik proteinase K ile 10 dakika
inkiibe edilen dokular, endojen peroksidaz aktivitesini engellemek i¢in % 3 hydrogen
peroxide ile 5 dakika inkiibe edildi. PBS ile dokular yikandiktan sonra, 6 dakika
Equilibration Buffer ile inkiibe edilip, 37°C’de nemli ortamda c¢aligma soliisyonu
(%70ul Reaction Buffer + %30 TdT Enzyme) ile 60 dakika inkiibe edildi.
Stop/WashBuffer’da 10 dakika bekletilen dokular, Anti-Digoxigenin-Perosidaz ile
30 dakika muamele edildi. Diaminobenzidine (DAB) substrati ile apoptotik hiicreler
gortintiilendi. Harris hematoksilen ile zit boyasi yapilan kesitler uygun kapatma
soliisyonu ile kapatildi. Pozitif kontrol i¢in meme dokusu kullanild.

Hazirlanan preparatlar Novel N-800M mikroskobunda incelenerek
degerlendirildi ve fotograflandi. TUNEL boyamanmn degerlendirilmesinde Harris
hematoksilen ile maviye boyanmis ¢ekirdekler normal, kahverengi niikleer boyanma
gosteren hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi. Kesitlerde 10' luk biiyiitmede
rastgele segilen alanlarda, normal ve apoptotik en az 500 hiicre sayildi. Apoptotik
hiicrelerin, toplam (normal + apoptotik) hiicrelere oranlanmasi ile Apoptotik indeks
(AI)’1 hesaplanarak istatistiksel analizleri yapildi. Skala bar: 50um. Boyama metodu
asagidaki tabloda ayrmtili olarak verilmistir (Tablo 3).
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Tablo 4. TUNEL boyama prosediirii

islem Siire
1 60°C etiiv Bir gece
2 Xylol 3X15 dakika
3 %100, %96, %80, %70 etil alkol 3'er dakika
4 PBS 5 dakika
5 Kesitlerin ¢evreleri sinirlayici kalem ile ¢izilir. ...
6 1:500 diliisyondaki Protinaz K soliisyonu 20 dakika
7 PBS 3X5 dakika
8 Endojen peroksit blokaji (% 3 H,0,) 3 dakika
9 PBS 3X5 dakika
10 Equilibration tampon soliisyonu 10 dakika
1 Calisma soliisyonu (%70 ul ReactionBuffer + %30 60 dakika
TdTEnzyme) 37°C’de
12 Stop/V\fashBuffer (2ml) + Distile su (68ml) Oda 10 dakika
sicakliginda
13 Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika
14 PBS 3X5 dakika
15 DAB DilutionBuffer + DAB Substrate 5-10 dakika
16 PBS 3X5 dakika
17 Distile su 5 dakika
18 Harris hematoksilen 1-5 dakika
19 Distile su 5 dakika
20 %80, %96 ve %100 etil alkol 1'er dakika
21 Xylol 2X5 dakika
22 Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma. ...

2.12. istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme SPSS 22,0 paket programi kullanilarak yapilmistir.

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Her degisken i¢in normallik

testi uygulanmistir. Normal dagilima uyan veriler i¢in parametrik olan Tek Yonli

Varyans Analizi (ANOVA) ve onu takiben Tukey Post Hoc Testi uygulanmstir.

Normal dagilima uymayanlarda nonparametrik olan Kruskal Wallis Varyans Analizi

ve onu takiben Mann-Whitney U Testi kullanilmistir. Ayrica iliskili degiskenler i¢in

Wilcoxon testi uygulanmastir.

37



3. BULGULAR
3.1.Biyokimyasal Bulgular

3.1.1. MDA Diizeyi Sonuclar:

Deneyin sonunda, anestezi altindaki ratlardan alinan over dokularinda MDA
diizeyleri Olgiildi. MDA diizeyleri tablo 5’°de gosterilmistir. Overlerden 3. saatte
alman dokulardaki MDA diizeyleri arasinda anlamh farklilik izlenmezken (p>0,05),
1. ayda MDA seviyelerinde kontrol grubuna gore radyasyon (p<0,01) ve HSG
gruplarinda anlamli (p<0,001) sekilde yiiksek bulundu. Amifostin grubundaki MDA

seviyeleri ise kontrol grubuyla benzer bulundu (p>0,05).

Tablo 5. MDA Diizeyi Sonuglar1

MDA (pmol/L)

Gruplar 3. Saat 1. Ay
Kontrol (n:5) 6.30£1.42 6.22+0,44
Radyasyon (n:5) 5.91+0.51 15.73£1.21*¢
HSG (n:5) 6.61+1.21 20.2142.91°¢
Amifostin (n:5) 5.62+0.30 7.00+1.21

Degerler, ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
?p<0,01, kontrol ile karsilastirildiginda

®p<0,001, kontrol ile karsilastirldiginda

°p<0,01, amifositin ile karsilastirildiginda

3.1.2. NO Diizeyi Sonuclan

Gruplardan alinan over dokularinda NO diizeyleri 6l¢iildii. NO diizeyleri
tablo 6’da gosterilmistir. Overlerden 3. saatte alinan dokulardaki NO diizeyleri
arasinda anlamh farklilik izlenmezken (p>0,05), 1. ayda NO seviyelerinde kontrol
grubuna gore radyasyon ve HSG gruplarinda anlamli (p<0,05) sekilde yiiksek
bulundu. Amifostin grubundaki NO seviyeleri ise kontrol grubuyla benzer bulundu

(p>0,05).
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Tablo 6. NO Diizeyi Sonuglar1

NO (uM)
Gruplar 3. Saat 1. Ay
Kontrol (n:5) 7049+527 6232+526
Radyasyon (n:5) 73204390 6927+350°
HSG (n:5) 71824250 7719515
Amifostin (n:5) 6542+1002 5469+1057

Degerler, ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
?p<0,05, kontrol ile karsilastirildiginda

3.1.3. TOS Diizeyi Sonuclan

Gruplardan aliman overlerin homojenizasyonu ile dokuda TOS diizeyleri
Olciildii. TOS diizeyleri tablo 7°de gosterilmistir. Overlerden 3. saatte alinan
dokulardaki TOS diizeyleri gruplar arasinda MDA ve NO diizeylerinde oldugu gibi
anlaml degildi (p>0,05), 1. Ayda alman over dokularinda TOS diizeylerinde kontrol
grubuna gore radyasyon (p<0,01) ve HSG(p<0,001) gruplarinda anlamli sekilde
yiiksek bulundu. HSG grubunda TOS diizeyi radyasyon grubuna gdre anlamli
diizeyde (p<0,05) daha yiiksekti. Amifostin grubundaki TOS seviyeleri ise kontrol
grubuyla benzer bulundu (p>0,05).

Tablo 7. TOS Diizeyi Sonugclari

TOS ( mmol/L)

Gruplar 3. Saat 1. Ay
Kontrol (n:5) 733+£93 688+107
Radyasyon (n:5) 671483 879455
HSG (n:5) 706+66 1967206
Amifostin (n:5) 669+32 561+156

Degerler, ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
p<0,05, kontrol ile karsilagtirildiginda

®p<0,001, kontrol ile karsilastirildiginda

°p<0,01, amifositin ile karsilastirildiginda

3.1.4. TAK (TAS) Diizeyi Sonug¢lar

Over dokularinda TAS diizeyleri Olciildii. TAS diizeyleri tablo 8’de
gosterilmistir. Overlerden 3. saatte alinan dokulardaki TAS diizeyleri arasinda

anlaml farklilik izlenmedi (p>0,05). 1. ayda TOS seviyeleri kontrol ve amifostin
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gruplarinda benzer ve radyasyon ile HSG gruplarina goére anlamli sekilde yiiksek

(p<0,05) bulundu.

Tablo 8. TAK (TAS) Diizeyi Sonuclar1

TAS ( mmol/L)

Gruplar 3. Saat 1. Ay
Kontrol (n:5) 48.50+4.31 64.11+£3.30
Radyasyon (n:5) 47.82+15.50 51.32+4.92*°
HSG (n:5) 52.63+2.01 48.13+1.11*°
Amifostin (n:5) 49.81+4.42 67.82+5.20

Degerler, ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
p<0,05, Kontrolle karsilastirildiginda
°p<0,05, Amifostin ile karsilastirildiginda

3.1.5. TNF-a Diizeyi Sonuclan

Gruplardan alinan overlerin homojenizasyonu ile dokuda TNF-a diizeyleri
Olciildii. TNF-a diizeyleri tablo 9’da gosterilmistir. Overlerden 3. saatte alinan
dokulardaki TNF-a diizeyleri arasinda kontrol grubuna gére radyasyon ve HSG
grubunda anlaml sekilde (p<0,05) yiiksek bulundu. Amifostin diizeyi ise kontrol
grubuna benzer ve radyosyon ile HSG grubuna gore sekilde (p<0,05) diisiik bulundu.
1. ayda TNF-a seviyelerinde kontrol grubuna gére HSG grubunda anlamli (p<0,05)
sekilde yiiksek bulundu. Radyasyon grubunda kontrol grubuna gore yiiksek olmasina
ragmen istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05). Amifostin grunundaki TNF-a

seviyeleri ise kontrol grubuyla benzer bulundu (p>0,05).

Tablo 9. TNF-a Diizeyi Sonuglari

TNF-a (pg/mL)

Gruplar 3. Saat 1. Ay
Kontrol (n:5) 40194545 2175108
Radyasyon (n:5) 5040+817* 2856+683
HSG (n:5) 5603+319*° 30804297
Amifostin (n:5) 3861+392 2454+268

Degerler, ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

p<0,05, kontrol ile karsilagtirildiginda
®p<0,01, amifositin ile karsilastirildiginda
°p<0,001, kontrol ile karsilastirildiginda
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3.1.6. AMH Diizeyi Sonuclar

Gruplardan alinan intra kardiak kan orneklerinin santrifisiiyle elde edilen

serumlarinda AMH diizeyleri o0l¢iildii. Serum AMH diizeyleri tablo 10°da

gosterilmistir. Tiim gruplarda AMH seviyelerinde anlamli bir degisilik izlenmedi

(p>0,05).

Tablo 10. AMH Diizeyi Sonuglari

AMH (ng/Ml)
Gruplar 3. Saat 1. Ay
Kontrol (n:5) 1.12+0.21 1.03+0.61
Radyasyon (n:5) 1.16+£0.31 1.08+0.54
HSG (n:5) 1.14+0.42 0.78+0.33
Amifostin (n:5) 1.48+0.40 0.91+0.11

Degerler, ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

3.2. Histolojik Bulgular

Tim gruplarin masson trikrom boyali preparatlarinin 131k mikroskopi altinda

incelenmesi sonucu;

3. Saat i¢in; Kontrol grubu (Sekil 5a) ile karsilastirildiginda radyasyon (Sekil
5b) HSG (Sekil 5¢) ve amifostin grubunda (Sekil 5d) herhangi bir degisiklik

izlenmedi. (siyah ok: germinal epitel)

S - 2l { | 3 e 11
e d A
e b 4 L2

"

Sekil 5. 3. Saat. Masson trikrom. (siyah ok: germinal epitel)
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l.ay i¢in; Kontrol grubu (Sekil 6a) ile karsilastirildiginda radyasyon (Sekil 6b) ve
HSG grubunda (Sekil 6¢) germinal epitel dejenerasyonu (kirmizi ok) belirgindi. HSG
grubu ile kiyaslandiginda ise amifostin grubunda (Sekil 6d) germinal epitel

dejenerasyonunda anlamli bir azalma vardi ve kontrole benzerdi.

Sekil 6. 1. ay. Masson trikrom. (siyah ok: germinal epitel, kirmiz1 ok: dejenere

germinal epitel)

3.3. TUNEL Bulgulan

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi ig¢in yapilan TUNEL boyamanin 1s1k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi tiim gruplarda over
dokusunda stromal hiicrelerde gozlendi.

3. Saat i¢in; Kontrol grubu ile karsilastirildiginda radyasyon grubunda
anlaml1 bir degisiklik gbzlenmezken HSG grubunda anlamli bir artig vardi (p<0.05).
HSG grubu ile kiyaslandiginda ise Amifostin grubunda anlamli bir azalma vardi ve
kontrole yakindi. (p<0.05).

1. ay i¢in; Kontrol grubu ile karsilastirildiginda radyasyon grubunda anlamli

bir degisiklik gozlenmezken HSG grubunda anlamli bir artis vardi (p<0.05). HSG
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grubu ile kiyaslandiginda ise Amifostin grubunda anlamli bir azalma vardi ve
kontrole yakindi. (p<0.05).

Tim gruplarn 3. saati ile 1. ayi, TUNEL pozitifligi ag¢isindan
karsilastirildiginda sadece HSG grubunun 1. ayinda 3. saatine gore anlamli bir artig

izlendi. Tablo 11.

Tablo 11. Apoptotik indeks

Apoptotik indeks (%)

Gruplar 3. Saat 1. Ay
Kontrol (n:5) 1.40+0.54 1.60+0.89
Radyasyon (n:5) 1.60+0.89 1.80+0.83
HSG (n:5) 6.60+0.89"" 14.404+2.51*°
Amifostin (n:5) 1.80+0.83¢ 2.2+0.83¢

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
? Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
°Radyasyon grubuna gore karsilastirildiginda,

“HSG grubuna gore karsilastirildiginda, (p<0.05).

3.4. Immiinohistokimyasal Bulgular

PCNA immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyamanim 1s1k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; PCNA immiinreaktivitesi over dokusunda
stromal hiicrelerde goriildii.

3. Saat i¢in; Kontrol grubu ile karsilastirildiginda radyasyon, HSG ve
Amifostin, gruplarinda anlamli bir azalma vardi.

l.ay i¢in; Kontrol grubu ile karsilastirildiginda radyasyon, HSG (Sekil 22) ve
Amifostin, gruplarinda anlamli bir azalma vardi.

Tim gruplarin 3. Saati ile l.ay, PCNA immiinreaktivitesi a¢isindan

karsilastirildiginda anlamli bir degisiklik gézlenmedi. Tablo 12.

Tablo 12. PCNA immiinreaktivitesi

Histoskor = yayginhk x siddet

Gruplar 3. Saat 1. Ay
Kontrol (n:5) 2.04+0.65 1.86+0.53
Radyasyon (n:5) 0.18+0.08" 0.14+0.05"
HSG (n:5) 0.24+0.08" 0.18+0.08"
Amifostin (n:5) 0.22+0.13* 0.16+0.05"

Degerler, ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
? p<0.05, Kontrol grubuna goére karsilastirildiginda.
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4. TARTISMA

Histerosalpingografi, kadin genital anatomisinin degerlendirilmesinde, fallop
tiiplerinin fonksiyonlar1 hakkinda tahminde bulunmada, yapisal anomalilerin
tespitinde kadin infertilitesine katkida bulunabilecek etkin bir radyolojik prosediirdiir
(147, 148). Histeroskopi, laparoskopi ve magnetik rezonans gibi tan1 yontemlerine
ragmen, kadinlarda infertilite arastirmalarinda jineko-radyolojik olarak ilk basamak
tan1 arac1 hala histerosalpingografidir (149, 150). Infertilite veya tekrarlayan gebelik
kayiplar1 nedeniyle doktora bagvuran hastalarin %90’nma HSG c¢ekildigi tahmin
edilmektedir (147). Ayrica Asherman sendromunun takibi, submuk6z myomlarin
takibinde ve tubal cerrahi dncesi veya sonrasinda tubal acikligin degerlendirimesinde
de kullanilir (147, 151).

Histerosalpingografi floroskopi altinda yapilir. Kontrast madde uterin
kaviteye yavasga verilerek uterin kavitenin ve tubalarin doldurulmasi ve peritoneal
dagilimin degerlendirimesi amaciyla birka¢ poz almir. HSG operatér esliginde
yapilir ve floroskopi altinda en az 3 poz alinir. Literatirde HSG esnasinda veya
hemen sonrasinda olusabilecek komplikasyonlar tarif edilmistir (151).

HSG c¢ekimi sirasinda kisi radyasyonla yaklasik 63 saniye ( 17-404 saniye )
siireyle karsilagsmakta iken, test sonucunun anormal oldugu bir ¢ekimde bu siire 100
saniyeye kadar (28-172) ¢ikmaktadwr (152). Son zamanlarda HSG isleminin
potansiyel radyolojik zararlar1 hakkinda ortaya ¢ikan ciddi endiseler konu alinmaya
baglanmistir, ¢linkii bu isleme maruz kalan hastalar genelde gebelik planlayan ve
gonadlar1 radyasyona maruz kalan geng hastalardir (147). HSG islemi i¢in bagvuran
kadin hastalar islem nedeniyle maruz kalacaklar1 radyasyonun zararli etkileri
nedeniyle endiseli ve huzursuz olmaktadirlar. HSG islemi sirasinda olusabilecek
radyojenik  zararlar hakkinda hastalara bilgi vermek yine hekimlerin
sorumlulugundadir. HSG esnasinda maruz kalinan radyasyon, kadinda radyasyona
bagl kanser riskini artirirken, muhtemel yakin zamanda olusabilecek gebelik nedeni
ile fetiis icin de risk olusturur (153).

Biyolojik sistemlerde iyonizan radyasyonun =zararl etkileri, cogunlukla
serbest oksijen radikalleri nedeniyle olusur. Iyonize radyasyon nedeniyle ortaya

cikan hasarin tedavi modellerinde elde edilecek kazanimlarin radyasyonun tipine,
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dozuna ve uygulanig sikliima gore degiskenlik gosterdigi pek c¢ok arastirmaci
tarafindan ortaya konmustur (154, 155).

Amifostinin radyasyona bagli ortaya ¢ikan hiicresel hasarin tedavisinde etkin
bir ilag oldugu ve 6zellikle klinik kullanima heniiz girmemis antioksidan 6zellikleri
bilinen bilesiklerin radyasyon hasarina karsi olan etkileri arastirilirken, amifostinin
iyl bir kiyaslamaya imkan verebilecegi ve ila¢ formundaki maddeler kullanilarak
deneysel modellerin gelistirilmesinin anlamli olacag bildirilmistir (156, 157).

Serbest radikallerin olusumunun, antioksidan kapasiteyi astigi durumlarda
metabolik ve fonksiyonel bir¢ok bozukluk ortaya ¢ikar. Dokularda, tek elektronlarin
stirekli oksijene kaymasi endojen oksidatif stresi meydana getirir (158). SOR olarak
bilinen ve oksijenden tiireyen siiperoksid, peroksid, hidroksil ve diger serbest
radikaller ¢ok reaktiftir. Bu nedenle bunlarin dokuda artmasi membran biitiinliglinii
saglayan fosfolipidlerin, proteinlerin, DNA ve RNA gibi molekiillerin biitiinliigiint
bozar (159-162). Bazi biyolojik olaylarda, 6rnegin antiinflamatuvar savunma, kanser,
radyasyon hasar1 ve yaslanmada, serbest oksijen radikalleri devreye girerler. Sonugta
DNA baz hasarlari, protein oksidasyon iiriinleri, lipid peroksidasyon {iriinleri agiga
¢ikar ve hiicrenin dengesi bozularak hasar goriir (158, 161, 163, 164). Ozellikle
hiicre icerisinde artan serbest oksijen radikalleri antioksidan koruyucu mekanizmanin
zayiflamasina ve oksidatif stresin artmasina neden olmaktadirlar (165,166).

Halliwell ve ark. (164) yaptig1 ¢aligmalarda oksidan/antioksidan sistemi su
sekilde agiklamaktadir; belirli bir diizeye kadar olusan oksidan molekiil artis1 viicutta
daima belirli bir seviyede bulunan dogal antioksidan molekiiller tarafindan etkisiz
hale getirilmektedir. Boylece saglikli bir organizmada oksidan diizeyi ve
antioksidanlarin bunlar1 etkisizlestirme giicii bir denge igerisindedir. Oksidanlar
belirli diizeyin lizerinde olusur veya antioksidanlar yetersiz olursa yani denge
antioksidanlar alehine bozulursa s6z konusu oksidan molekiiller organizmanin yap1
elemanlarin1 tahrip ederek hiicre organelleri ve membranmdaki lipid ve protein
yapisini bozarlar, hiicre i¢i yararl enzimleri etkisizlestirirler, DNA'y1 tahrip ederler,
mitokondrilerdeki aerobik solunumu bozar ve hiicrede zararlh etkilere yol acarlar.

Calismamizda, tiim gruplara ait over dokularinda TOS, MDA, NO, TAS ve
TNF alfa degerlerine bakildi. Bulgularimiz Halliwell ve ark. (164).

Oksidan/antioksidan degerlendirmeleri ile uyumluydu. Tiim gruplarin 3. saat over
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dokularinda radyasyona bagli oksidatif hasar gostergesi olan TOS, MDA ve NO
diizeylerinde gruplar arasinda anlamli bir farklilik yoktu. Oysa kontrol grubu ile
karsilastirildiginda radyasyon ve HSG gruplarmin 1.ayda alinan over dokularinda
TOS, MDA ve NO diizeyleri istatistiksel olarak anlamli yiiksekti. Amifostin tedavi
grubunda ise TOS, MDA ve NO diizeyleri kontrol grubuyla benzer olacak sekilde
azalmist. Bu durum radyasyon ve HSG islemi ile overin maruz kaldig1 radyasyonun
oksidatif hasar olusturdugunu ve amifostin tedavisinin over dokusu iizerinde
radyoprotektif ve sitoprotektif etki gosterdigini diislindiirmektedir.

Calismamizda, radyasyon ve HSG gruplarinin 1. ay over doku TAS diizeyleri
hem kontrol hem de amifostin tedavi grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli diisiik izlendi. Bu gruplarda artan oksidatif hasar parametreleri de goz
oniinde bulunduruldugunda radyasyonun oksidan/antioksidan dengeyi oksidatif stres
yoniinde degistirdigini ve antioksidan kapasiteyi diisiirdiiglinii gostermektedir.
Radyasyon ve HSG gruplarma gore amifostinin tedavi ajani olarak kullanildigi
grupta artan TAS diizeyleri amifostinin antioksidan etkinligi artirici, oksidatif hasarin
olusturdugu toksik etkiyi azaltic1 etkinligini a¢iklamaktadir

Calismamizda, radyasyon ve HSG gruplarinda oksidatif hasar gostergesi
olarak kullandigimiz MDA, TOS, NO ve antioksidan total kapasiteyi gosteren TAS
diizeylerinin kontrol ve amifostin tedavi gruplarma gore 6zellikle akut durum olarak
adlandirdigimiz 3. saat yerine kronik durum olarak adlandirdigimiz 1. ayda belirgin
olarak degismesi organizmanim oksidatif hasara karsi erken donemde viicudun
mevcut antioksidan savunma mekanizmalarini kullandigin1 ge¢ donemde azalan
endojen savunma sistemlerinin oksidatif hasara baskin gelemedigini gostermekte ve
endojen savunma sisteminin ancak amifostin gibi antioksidan tedavi ajanlarmin
verilmesi ile siirdiiriilebilecegini gostermektedir.

Chok ve ark. yaptig1 deneysel bir rat modelinde, bobrek dokusunda iskemi-
reperflizyon hasar1 olusturulmustur, amifostinin MDA ve apoptozis iizerindeki etkisi
degerlendirilmistir. Bizim ¢alismamizda da oldugu gibi MDA diizeylerini anlamli
sekilde diisiirdiigii ve apoptozisi % 75 oraninda engelledigi bildirilmistir (167).

Reither (168) yaptig1 deneysel caliymada iyonize radyasyonun olusturdugu
hasarin gostergesi olan MDA seviyelerinin yiikseldigini ve olusan DNA hasarinin

onarilabilmesi icin serbest radikal Onleyici ve antioksidan Ozellikleri olan
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melatoninin tedavi olarak kullanilabilecegi gosterilmistir. Bizim c¢alismamiz da
serbest radikal onleyici ve antioksidan 6zellikleri olan amifostin iyonize radyasyonun

olusturdugu hasarin 6nlenmesinde etkili bulundu.

Calismamizda, TNF-q, 3. saatte alinan over dokularinda tiim gruplarda 1. ay
TNF-a diizeylerine gore yiiksek bulunurken, 3. Saatte; radyasyon ve HSG
gruplarinda kontrol ve amifostin gruplarina gore istatistiksel olarak anlamh diizeyde
daha yiiksekti. 1. Ay TNF-a diizeyleri ise genel olarak 3. Saate gore diisiik iken HSG
grubunda TNF-a diizeyir diger gruplara gore anlamli diizeyde yiiksek bulundu.
Calismamizda tespit ettigimiz bulgularin, TNF-a’ nin hem proinflamatuar hem anti-
inflamatuar cevabin olusmasinda en etkili sitokin olmasindan kaynaklandigini
diisinmekteyiz. Zira TNF-a Monosit, makrofaj ve T hiicrelerinden salman
proinflamatuar sitokinler i¢cinde en erken salgilanan ve konakg1 hiicre cevabindaki en
glicli mediatérdiir. Radyasyona bagli hiicrede olusan travma sonrasi dolasimda
60.dakikada belirlenmeye baslar, 4-6 saatte pik yapar, 15-18 dk da diger sitokinleri
aktive eder ve 10 gilin dolasimda kalmaktadir. TNF-a IL-1 ile birlikte santral role
sahiptir. Travmada erken donemde proinflmatuar sitokinler olan IL-6, IL-8, IFN-
gama’ nin salmimii indiiklerken hiicresel hasarin olusmaya basladigi durumlarda
IL-4, IL-10, IL-13, TGF-p gibi anti-inflamatuar sitokinlerin salinimini indiiklemeye
baslar ve kendi inhibisyonunu tetikler (169-171).

Bu durumda, 3. saatte yiliksek tespit edilen TNF-a diizeylerinin, tiim
gruplarda olmak iizere radyasyon ve HSG grubunda daha yiiksek olmasi, TNF-a’ nin
erken donemde hizli bir sekilde salinmis olmasi ve beraberinde diger proinflamtuar
sitokinlerinde salinmasini indiikleyerek gerek radyasyon gerekse HSG prosediiriiniin
olusturdugu travmaya akut cevap olarak salinmasma baghdir. 1. ayda TNF-a
diizeylerinin 3. saate gore daha diisik olmasi ve HSG grubunda amifostine gore
anlamli diizeyde yiiksek olmasini iki nedenden kaynaklandigini diisiinmekteyiz; ilk
olarak 1 aylik siire icerisinde yar1 dmriiniin kisa olmasindan dolayr TNF-a, anti-
inflamatuar sistemi devreye sokarak kendi miktarimi azaltmistir. Bu durum tiim
gruplar icin gegerlidir. Tkinci olarak amifostinin tiikenen endojen anti-inflamatuar ve
antioksidan mekanizmaya destek olarak HSG grubuna gore anlamli sekilde TNF-a

diizeylerini diisiik tutup sitoprotektif gérevini yerine getirmektedir.
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Ortiz ve ark. (172) yaptig1 deneysel rat modelinde bleomisinin indiikledigi
akciger hasarma amifostinin etkinligi arastirilmis, bleomisinden dolayr 14. Giinde
yapilan incelemede amifostinin TNF-a diizeylerini anlamli sekilde azalttigini
bulmuslardir.

Onalan ve ark. (173) ratlarda yaptigi deneysel endometriozis modelinde
amifostinin serum ve endometrial TNF diizeylerini anlamli sekilde diisiik
bulduklarini bildirmislerdir

Amifostinin over dokusuna etkisini gosteren literatiirdeki ¢alisma sayisi1 ¢ok
azdir. Yoon YD ve ark. (174). tarafindan yapilan deneysel rat modelinde radyoterapi
sirasinda overde graniiloza hiicrelerinde programlanmis hiicre 6liimiine amifostinin
inhibitor etkisi gosterilmistir Amifostinin aktif metabolitine doniismesi i¢in alkalen
fosfataza ihtiyac1 vardwr, overde de alkalen fosfataz varligi bilinmektedir
(175).Normal dokularin kanlanmas1 daha iyi, alkalen fosfataz aktivitesi daha fazla
oldugu i¢in amifostinin hiicre igerisinde aktif formu olan WR-1065, normal hiicreleri
daha fazla tercih eder (176). Over dokusunun da kanlanmasi fazladir, biz de
calismamizda HSG islemine bagli pelvik bolgeye uygulanan radyonun over
dokusunda olusturdugu hiicre hasarini ve amifostinin etkinligini arastirdik.

Yapilan ¢alismalarda lipit peroksidasyonu sonrasi olusan {iriinlerin hiicre zar1
yapisina ve farkli hiicre bilesenlerinde hasar olustudugu; membran geg¢irgenligini ve
mikrovizkozitesini belirgin sekilde etkiledigini belirtmiglerdir (81, 177). Ayrica
oksidatif streste kalsiyum dengeleri ve mitokondrial membran potansiyeli
degismektedir. Bu degisiklik mitokondriumlarda ve DNA’da hasara yol acarak
hiicreyi programli 6liime yani apoptozise siirtikler (178).

Calismamizda Isik mikroskopisi altinda yapilan histolojik degerlendirmede
radyasyon, HSG ve Amifostin grubunda 3. saatte alinan over dokularinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik izlenmedi. 1. ayda alinan overlerde ise kontrol grubu ile
karsilastirildiginda radyasyon ve HSG grubunda germinal epitel dejenerasyonu
belirgindi. HSG grubu ile kiyaslandiginda ise Amifostin grubunda germinal epitel
dejenerasyonunda anlamli bir azalma vardi ve kontrole benzerdi. Alinan dokularda
apoptotik hcrelerin belirlenmesi agisindan yapilan TUNEL boyama ile 151k
mikroskopisi degerlendirmesinde ise radyasyon ve HSG gruplarindaki artmis

apoptozisin oksidatif hasara bagli olarak gelistigi ve amifostin grubunda azalmis
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apoptozisin amfostinin antioksidan etkisine bagli oldugunu diistinmekteyiz. Zira over
dokusunda radyasyona bagh gerceklesen apoptozisi engellemede amifostinin
etkinligini gosteren ¢ok az caligmalardan biri olan Yoon YD ve ark. nin( 174) yaptig1
calisma bulgularimiz1 desteklemektedir.

Calismamiz ile uyumlu olarak, ratlarda yapilan bir c¢alismalarda
radyoterapiden once amifostin uygulamasinin bobrekte amifostinin fonksiyonel ve
histopatolojik koruma sagladigin1 saptamislardir (179, 180). Yine ratlarda yapilan
deneysel bir modelde radyoterapi Oncesi amifostin uygulanmis 10 hafta sonra
histomorfolojik, immiinohistokimyasal yontemlerle 6zefagus hasar1 degerlendirilmis
ve radyasyona bagli 6zefagus hasarinin amifostin ile azaldigi bulunmustur (181).

Calismamizda PCNA immiinreaktivitesi, kontrol grubunda hem 3.saat doku
orneklerinde hem de 1. ay doku Orneklerinde HSG, radyasyon ve amifostin
gruplarma gore anlamli derecede yiiksek bulundu. Radyasyon ve ilag gibi hiicrenin
strese maruz kaldig1 durumlarda DNA hasar1 olursa, hiicre bu uyariya p53 diizeyini
artirarak yanit verir. p21°in aktivasyonu saglanarak G; kontrol noktasinda Rb
proteinin daha fazla fosforlanmasi 6nlenerek hiicre siklusu durdurulur. p21 siklin-cdk
kompleksini inhibe etmesi yaninda “proliferating cell nuclear antijen (PCNA)’ 1 de
inhibe eder (182). Bu durumda radyasyon ve HSG gruplarinda PCNA
immiinreaktivitesinin diisiik olmasi1 kontrol grubuna gore radyasyonun olusturdugu
hiicresel hasara yanit olarak hiicre proliferasyonun durdugu ve amifostinin de
sitoprotektif (183) etkisinden dolay1 hiicre proliferasyonunu azaltigi kanisindayiz.
Kang Yu ve ark. (184). yaptig1 calismalarda amifostinin farkl hiicre dizilerinin
proliferasyonunun uyarilmasindan ve apoptozisden normal hiicrelerin korunmasinda
onemli rol oynadig: bildirilmistir

Calismamizdaki ratlarm hem 3. Saatte hem 1. Ayda alinan 6rneklerinde tiim
gruplarda kontrol grubuyla karsilastirildiginda AMH diizeyleri agisindan anlamli bir
farklilik izlenmedi. Van Beek ve ark. (185) yaptig1 bir calismada 22 yil boyunca
Hodgkin lenfoma tanisi ile kemoterapi ve radyoterapi alan 32 hastanin AMH’ nin da
icerisinde oldugu over reservi arastirilmis ve anlamh sekilde AMH seviyeleri diisiik
bulunmustur. Bizim ¢alismamizda ise AMH seviyelerinde degisiklik olmamasi hem
alman radyasyonun miktar1 ve siiresinin radyoterapi dozuna goére daha az olmasindan

kaynaklandig diistiniilebilir.
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Gliniimiizde klinik olarak kullanimi miimkiin olan tek radyoprotektif ajan
olan amifostinin, HSG prosediirii esnasinda maruz kalinan radyasyon dozunun over
dokusunda meydana getirdigi hiicre hasarmi biiyiik 6l¢iide 6nlemis oldugunu yapmis
oldugumuz biyokimyasal ve histopatolojik incelemelerimizle ortaya koymus
bulunmaktayiz. Bulgularimizin amifostin ile yapilmis benzer caligmalarla (186, 187)
uyum gosterdigi ve amifostinin beklenen koruyucu etkiyi olusturdugunu gostermis

bulunmaktay1z.
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6.0ZGECMIS

1982 yilinda Diyarbakir’m Kulp ilgesine bagli bir kdyde dogdum. Ogrenim
hayatima Kulp il¢esinde basladim, ilkokul egitimimi ailevi nedenlerden dolay: 3
farkli okulda tamamladim. Ortaokulu Anadolu lisesinde, liseyi Fen lisesinde
Diyarbakir’da okudum. 2001 yilinda liseden mezun oldum, ayni yil Tip egitimime
Cukurova Universitesinde basladim, 2007 yilinda mezun oldum. Mecburi hizmetimi
yapmak tlizere Diyarbakir Silvan ve Lice ilgelerinde toplam 3.5 yil Acil servislerde
calistim. 2010 yilinda evlendikten sonra esim dolayis1 ile Elazig’a yerlestim. 7 ay
Elazig 112 istasyonlarinda calistiktan sonra 2011 yilinda Firat Universitesi Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum kliniginde asitan doktor olarak gorev yapmaya basladim.

Halen bu klinikte gorev yapmaktayim. Evli ve bir cocuk babasiyim.
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