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OZET

Over transplantasyonunda ¢oziilmemis en 6nemli konulardan birisi iskemi re-
perfiizyon hasarmin 6nlenmesidir.Bu nedenle, serbest radikal iiretimini azaltmak
iizere antioksidanlar uygulanmasi over naklinden sonra iskemi ve reperflizyon
hasarinin sonuglarma karsi onemli bir ila¢ hedefi olarak kabul edilebilir.Bu
calismada over transplantasyonunda N-asetilsistein ve benfotiamin kullanilarak
transplantasyon sonrasi olusacak hasara karsi benfotiamin ve N-asetilsistein etkileri
arastirildi

N-asetil sistein dogal bir aminoasit olan L- Sisteinin N-asetillenmis tiirtidiir.
Asetil sistein mukolitik bir ajan ve sistein proglutatyan yapisinda olan serbest radikal
tutucu endojen bir antioksidandir. Oksidatif streste glutatyon havuzunu bir glutatyan
prekiirsorii olarak besler, glutatyon redoks siklusu, endoteli korumada 1yi bir defans
sistemi saglar. Benfotiamin Vitamin B1’in yagda ¢dziinen halidir. Benfotiaminin
reaktif oksijen tiirleri tizerinde baskilayici oldugu bazi ¢alismalarda gosterilmistir.

Calismada, 28 adet 12-14 haftalik Wistar albino cinsi disi siganlar kullanildi.
Deney hayvanlar1 4 gruba ayrildi. . Grup I: Kontrol grubu olarak kullanildi Grup II:
Transplantasyon grubu olarak kullanildi Grup III: Transplantasyon grubuna
transplantasyonda 1 giin once ve sonrasinda 3 hafta boyunca 75 mg/kg/giin
benfotiamin oral gavaj yoluyla uygulandi Grup IV: Transplantasyon grubuna
transplantasyondan 1 giin once ve sonrasinda 7 giin boyunca 150 mg/kg/giin N-
asetilsistein intraperitoneal uygulandi.

Deney siiresi sonunda tiim gruplardaki siganlar anestezi altinda dekapite
edildi. Dekapitasyonun ardindan sicanlarin over dokular1 hizla ¢ikarilip uygun
fiksatiflerle tespit edilip ardindan histolojik takip serilerinden geg¢irilip parafin
bloklara gomiildii. Parafin bloklardan alinan doku kesitlerine Masson-Trikrom boyas1
yapilarak gruplar arasi histopatolojik farkliliklar incelendi. Ayrica bu kesitlere
TUNEL teknigi uygulanarak apoptotik hiicreler tespit edildi. Ayrica dokularda
Toplam Antioksidan Durum (TAS)-Toplam Oksidan Durum (TOS) aktivitesine
bakilacagindan dokular calisma giiniine kadar -80 'C’de saklandi.

Over dokusunda kontrol grubu ile kiyaslandiginda transplantasyon yapilan
grupta apopitotik hiicreler, fibrozis, oksidatif hasar, inflamatuar hiicre diizeyinde

belirgin artis izlendi, transplantasyon yapilan grupla kiyaslandiginda ise benfotiamin
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ve NAC verilen gruplarda bu degisikliklerde anlamli bir azalma izlendi. Over rezervi
acisindan kontrol grubu ile kiyaslandiginda tiim gruplarda primordial folikiil sayis1
azalmist1 tedavi gruplar1 arasinda anlamli fark yoktu, sekonder, primer folikiil,
corpus luteum acgisindan gruplar arasinda fark yoktu. Sonug olarak; Transplantasyon,
over dokusunda iskemi-reperflizyona bagli oksidatif hasar sonucu apopitozis, nekroz,
fibrozisde artisa neden oldu. Benfotiamin ve NAC bu hasar1 azaltmada esit derecede
ve etkili bulundu.

Anahtar kelimeler: Over transplantasyonu, N-asetilsistein, Benfotiamin



ABSTRACT

THE EFFECT OF BENFOTIAMINE AND N-ACETYLCYSTEINE IN
AUTOLOGOUS INTRAPERIYONEAL TRANSPLANTATION OF THE
OVARY IN RATS

One of the most important unresolved issues in the ovary transplantation is
prevention of ischemia reperfusion injury. Therefore, application of antioxidants to
reduce free radical generation after ovarian transplant can be regarded as an
important drug target against the consequences of ischemia and reperfusion injury. In
this study, using N-acetylcysteine and benfotiamine over tranplantation effect of N-
acetylcysteine and benfotiamine were investigated against injury induced by
transplantation.

N-acetylcysteine, is a N-acetylated species of natural amino acid L-cysteine.
Acetylcysteine is a mucolytic agent and endogenous antioxidants, free radical
scavengers the structure of sisteinproglutaty. As a glutathione precursor feeds
glutathione pool during oxidative stress, glutathione redox cycle, provides a good
defense system in the endothelium protection. Benfotiamine is a fat-soluble form of
Vitamin B1. Benfotiamine as inhibitor on reactive oxygen species it has been shown
in some studies.

In the study, total number of 28 Wistar Albino 12-14 week old female rats
used and were divided into 4 groups. Group I was used as the control group. Group 11
was used as the transplant group. Group III 1 day before and after the transplantation
for 3 weeks was administered by oral gavage 75 mg / kg / day benfotiamine. Grup IV
1 day before and after the transplantation for 7 days 150 mg/kg/day N-acetylcysteine
was administered intraperitoneally.

The all group rats were decapitated under anesthesia at the end of the
experimental period. After decapitation ovarian tissues of the rats removed quickly,
then detected by appropriate fixative passed through the histologic follow-up series
and embedded in parafin wax. The tissue sections from paraffin blocks Masson
trichrome stain by applying analyzed histopathological differences between the
groups. In addion to apoptotic cells were detected by applying the TUNEL technique
in this section. Also with the aim look at the total antioxidant status (TAS) -Total
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oxidant status (TOS) activities in tissues, tissues were stored at -80 © C until the
working day.

When compared with the control group in the transplant group was observed
apoptotic cells in ovarian tissue, fibrosis, oxidative damage, a significant increase in
levels of inflammatory cells. When benfotiamine and NAC-treated group compared
with transplantation group, observed by a significant decrease at these changings. In
terms of ovarian reserve in all groups compared with the control group, the number
of primordial follicles was reduced but no significant difference between treatment
groups. There was no difference between groups in terms secondary and primary
follicles, corpus luteum.

As a result; the ovarian transplantation caused increased apoptosis, necrosis,
fibrosis as a result of oxidative damage caused by ischemia-reperfusion.
Benfotiamine and NAC applications were found equally and effectively reduce this

damage.

Keywords: N-acetylcysteine, Benfothiamin, Ovarian transplantation
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1. GIRIS

Serviks kanseri i¢in uygulanan radyoterapi veya ¢ocukluk cagi tiimorlerinde
kullanilan kemoterapi ve radyoterapiye bagl olarak over yetmezligi gelisebilir (1-3).
Pelvik radyasyonda uygulanan doz ¢ok Onemlidir. Pelvise uygulanan doz 50 Gy
oldugunda %60, 80 Gy ve iizerindeki dozlarda ise % 100 siklikta over yetmezlik
ortaya cikar (4). Over transplantasyonu kemoterapi ve radyoterapi alan lireme
potansiyeli olan kanser hastalarinda dogurganligin korunmas: i¢in gelecek vaat eden
bir teknoloji olarak kullanilir (5-6). Over yetmezligi gelisen vakalarda estrojen
eksikliginin giderilmesi i¢in Omiir boyu hormon replasmani zorunlulugu vardir. Oysa
otoimmiin hastalig1 olmayan, hipotalomohipofizer aksi diizenli islev géren vakalarda
over transplantasyonu kronik ila¢ kullanimina etkili bir secenek olabilir (1).

Over transplantasyonunda iskemi-reperflizyon hasarinin  Onlenmesi
¢oziilmemis en Onemli konulardan birisidir (7). Nakledilen overin
neovaskiilarizasyonu sirasinda reperfiizyon periyodunu takiben iskemi baslangicinda
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asir1 {iretimi olur.Endotel hasarindaki neden sitokin
iretimindeki artis ve adezyon molekiillerinin aktivasyonunu takiben inflamatuar
cevabin baslamasiyla dokudaki sisme ve mikrovaskiiler gecirgenligin artmasidi (8,
9). ROS iiretimi ayrica iskemik dokulardaki lipidler, proteinler ve niikleik asidler gibi
hiicresel makromolekiillerinin oksidatif hasar1 ile direk iliskilidir (10). Tim bu
olaylar transplante edilen over dokusunda masif folikiiler kaybina yol agar (6, 8, 11,
12). Bu nedenle, serbest radikal liretimini azaltmak {lizere antioksidanlar uygulanmasi
over naklinden sonra iskemi ve reperfliizyon hasarmin sonuglarma karst 6nemli bir
ilag hedefi olarak kabul edileblir.

N-asetil sistein dogal bir aminoasit olan L- Sisteinin N-asetillenmis tiirtidiir.
Asetil sistein mukolitik bir ajan ve sistein proglutatyan yapisinda olan serbest radikal
tutucu endojen bir antioksidandir (13). Oksidatif streste glutatyon havuzunu bir
glutatyan prekiirsorii olarak besler, glutatyon redoks siklusu, endoteli korumada iy1
bir defans sistemi saglar (14).

Molekiiler yapis1 ile hiicre igine kolayca girebilen Asetilsistein, burada
deasetillenerek L-sisteine doniisiir. L-sistein bir glutatyon prekiirsoriidiir ve glutatyon
sentezini artirir. Glutatyon ise endojen ve eksojen sitotoksik maddelerin, oksijen

radikallerinin hiicreye zarar vermesini Onleyen hiicre biitiinliigliniin ve islevlerinin



devamlilig1 icin ¢ok Onemli, endoselliiller mekanizmada temel rolii olan yiiksek
reaktiflikte bir tripeptittir. Glutatyon rediikte (GSH) ve okside (GSSG) olmak iizere
iki sekilde bulunur. Glutatyonun rediikte formu (GSH) oksidatif hasara karsi
korumada ¢ok 6dnemli rol oynar (15).

Benfotiamin; B1 vitamininin yagda eriyen tiriidiir. Normal suda
cOziilebilen B1 vitaminine tiamin, 6zel yagda ¢oziilebilen B1 vitaminine ise
benfotiamin denilir. Benfotiamin transketolaz aktivitesinde artisa neden olarak
pentoz fosfat yolunu aktive eder. Bu yolagin aktive olmasiylada vaskiiler hasar
olusumuna neden sayilan hekzosamin yolagi, hiicre ici AGE olusum yolu ve
DAG/Protein kinaz C yolaklarinin etkilerinin azalmasina sebebiyet verir (16).

Hayvan deneylerinde uygulanan yiiksek doz tiamin ve benfotiamin
kullaniminin, hayvanlarda transketolaz aktivetisinde artisa ve bununla birlikte
albuminiiri diizeyinde azalmaya neden olmustur (17).

Tiamin kokenli birlesimlerin essiz kaynaklarindan biri olan Benfotiamin,
allitiamin olarak isimlendirilen, sogan, taze sogan, kizarmis veya ezilmis

sarimsakta ve pirasa gibi sebzelerde eser miktarda bulunur (18).
1.1. Genel bilgiler
1.1.1. Overler

1.1.1.1. Over Anatomisi

Overler, lateralde infundibulopelvik ligament, medialde uteroovayan ligament
ile asili olarak uterus ile pelvik duvar arasinda bulunan bir ¢ift gonadal organdir.
Over agirlig1 2-8 gr arasinda ve boyutu genellikle 5x3x3 cm civarindadir. Korteks ve
medulladan olusan Overler mezoovaryum ile devam eden yassilasmis tek kat
kuboidal epitelden meydana gelmistir. Kortekste 6zellesmis bir stroma ve degisik
fazlarda follikiiller bulunur.

Medulla, fibromiiskiiler tabaka ile kan damarlarini i¢eren kiiciik bir alan olan
hiler bolgede yer alir. Overler, arteria ovaricadan beslenir (22).

Aortanin bir dali olan arteria ovarica, infindibulopelvik ligament {izerinden

overin mezoovaryal smirinda arteria uterinanin ovaryan dali ile anostomoz yapar ve



buradan ¢ikan yaklasik 10 arterial dal ile medullaya over hilusundan girer (Sekil 2)
(23-26).

Overin venleri, arterlerini izleyerek hilusta bir araya gelerek pleksus meydana
getirip vena ovaricalara agilir. Sol vena ovarica renal vene, sag vena ovarica vena

cava inferiora agilir (23).

Ovaryum arteti
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Sekil 2. Over anatomisi ve kanlanmasi (2)



1.1.1.2. Over Embriyolojisi

Kompleks bir siire¢ olan cinsiyetin farklanmasiin bir kismida otozomal
olmak {izere ¢ok sayida geni icerir. Testis belirleyici faktor genini tasiyan Y
kromozomu anahtar rol oynar. Bu faktoriin varligi veya yoklugu gonadal farklanma
iizerinde dogrudan etkili olur ve bir selale gibi Y kromozomundan asagi dogru,
rudimenter cinsiyet organlarmin kaderini belirlemek i¢in bir¢ok baska genin harekete
gecmesini saglayacak diigmeye basar (19).

Fertilizasyon asamasinda genetik ac¢idan daha embriyonun cinsiyeti
belirlenmis olmasina ragmen, gelisimin 7. haftasina kadar gonadlarmn disi veya erkek
morfolojik 6zellikleri yoktur (28).

(Colomik epitelin proliferasyonu ve altindaki mezensimin yogunlasmasiyla
olusan, gonadlar bir c¢ift gonadal kabariklik selinde olusurlar. Gelisimin erken
evrelerinde, primordiyal germ hiicreleri yolk kesesinin allontoise yakin duvarindaki
endoderm hiicreleri arasinda gelisir. Barsagin mezenterinin dorsali boyunca ameboid
hareketler yaparak ilerleyerek primitif gonadlara 5. haftanin basinda ulasir ve genital
kabarikliklar1 da 6. haftada isgal ederler. Germ hucreleri gelisimin 6. haftasina kadar
genital kabarikliklar icinde bulunmaz.

Gonadlarin over veya testise farklanmasinda, primordiyal germ hucrelerinin
indiikleyici etkisi vardir ve genital kabarikli§a ulasamazlarsa, gonadlar gelisemez
(29).

Primordiyal germ hiicrelerinin primitif gonadlara ulasilmasindan hemen 6nce
ve ulagmasi swrasinda, genital kabarikligin ¢6lomik epiteli prolifere olur ve epitel
hiicreleri altindaki mezensim doku i¢ine girerek, burada primitif cinsiyet kordonlar1
denen irregiiler sekilli kordonlar1 olustururlar ve bu kordonlar yilizey epiteline
baghdir. Farklilanmamigs gonad olarak bilinen bu donemdeki erkek veya disi
gonadlarmin birbirinden ayirt edilebilmesi miimkiin degildir (29).

Baslangicta ¢6lom epitelinden mezensim igine uzanan primer seks kordonlari
farklilanmamis gonadin korteksinde, bulunur (30).

Primitif cinsiyet kordonlar, XX cinsiyet kromozomuna sahip disi
embriyolarda diizensiz hiicre kiimelerine ayrilir. Bunlar, daha ¢cok overin medullar
bolgesinde yerlesir ve sonradan, kaybolarak yerlerini over mediillasin1 meydana

getiren vaskiiler bir stromaya birakir.



Disi gonadin yiizeyel epiteli erkeklerdekinin aksine ¢ogalmaya devam eder.
Yedinci haftada bunlardan alttaki mezensim i¢ine girmesine ragmen, gene de yiizeye
yakin kalmay1 siirdiiren, kortikal kordonlar denen ikinci nesil kordonlar meydana
gelir.

Bu kordonlar doérdiincii ayda, bir veya daha ¢ok sayidaki primitif germ
hiicresini saran izole hiicre topluluklarina ayrilir. Zamanla bu germ hiicreleri
oogoniaya doniisiirken, ylizey epitelinden asagiya gocen ve germ hiicrelerini saran
epitel hiicrelerinden de follikiiler hiicreler olusur. Cinsiyet spermatositin X veya Y
kromozomu tasty1p tasimamasina baghdir ve fertilizasyon swrasinda belirlenir. XX
kromozomu tasiyan bir embriyoda, kortikal kordonlarin sekonder generasyonu
meydana gelirken gonadin meduller kordonlar1 geriler. XY kromozomu tasiyan
embriyolarda ise, sekonder kortikal kordonlar gelisemez ve meduller kordonlar, testis

kordonlara doniisiir (29).

1.1.1.3. Over Histolojisi

Overlerin, gametlerin iiretilmesi (gametogenez) ve steroid yapidaki
hormonlarin (6strojen ve progesteron) sentezlenip salgilanmasi olmak {izere baslica
iki 6nemli fizyolojik gdrevi vardir. Kadnlar puberteden itibaren, lireme ¢ag1 boyunca
devamli olarak aylik tireme sikluslarmma girerler. Bu olaylarda hipotalamus, hipofiz
bezi, overler ve uterus islevleri dnemlidir. Hipotalamustaki nérosekretuar hiicreler,
gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) sentezler ve bu hormonu hipofiz bezinin 6n
lobuna hipofizyal portal sistem araciligiyla iletir. Hipofizde iiretilen ve overler
iizerine etkili iki hormonun salimmasini GnRH uyarir. Bunlar; ovulasyonu tetikleyen,
follikiil hiicreleri ve korpus luteumu uyararak progesteron lretimini saglayan
Luteinlestirici hormon (LH) ve over folikiiliiniin gelisimini ve folikiil hiicrelerinden
Ostrojen salmimini uyaran Follikiil stimiile eden hormon (FSH) *dur (29, 31).

Overlerin yiizeyindeki germinal epitel genglerde tek kath kiibik, ileri yaslarda
ise tek katli yassi epitelden olusur. Cogu histolojik preperatlarda germinal epitel
kolaylikla dokiildiiglinden ya bir boliimii goriiliir ya da hi¢ goriilmez. Germinal epitel
ultrastriiktiirel olarak incelendiginde peritona benzer. Germinal epitel hiicrelerinde
glikojen, epidermal biiylime faktorleri, mukopolisakkaritler, progesteron ve Ostrojen

reseptorleri bulunur (20, 21, 24, 30, 32-34).



Germinal kok hiicreleri, germinal epitel i¢inde bulunur. Biiyiik, oval sekilli ve
mitotik olarak aktiftir ve ayrica oosit ve onu c¢evreleyen graniiloza hiicrelerinin
bipotent kaynagidir (35, 36).

Tunika albuginea, germinal epitelin hemen altinda zayif olarak damarlanmas,
kollajen fibrilleri over yiizeyine paralel yerlesen ve yogun, diizensiz bag dokusudur.
Makroskobik olarak, overlerin pembemsi-gri renkte goriinmesi bu tabakadan
dolayidir. Tunika albuginea ileri yaslarda gencglere gére daha kalindir (20, 30-32, 37)

Over kesitlerinde i¢te medulla (substania medullaris), dista korteks (substania
corticalis) goriliir. Bu iki tabaka arasinda kesin bir sinir yoktur (20, 32, 33, 38-40).

Gelisimin farkli evrelerinde olan folikiiller overin korteksinde izlenir.
Kortekste puberteden 6nce sadece primordiyal folikiiller, puberteden sonra ise
primer, sekonder ve antral folikiiller bulunur. Kortekste cinsel olgunluk doneminde
bu folikiillerden bagka korpus luteum ve atretik folikiiller de bulunur. Menopoz ile
birlikte folikiillerin sayis1 oldukga azalir (34, 39, 41, 42).

Kortekste folikiiller arasinda yer alan gevsek bag dokusunda, ¢ok sayida bag
dokusu hiicreleri, kollajen ve retikulum lifleri bulunur. Elastik liflere germinal
epitelin hemen altinda ve kan damarlarinin ¢evresinde rastlanir (32, 34, 30, 40).

Over medullasinda kollajen lif demetleri, elastik lif aglari, biiyiik kan
damarlari, lenf damarlari, sinir demetleri ve diiz kas lifleri bulunur ve gevsek
fibroelastik bag dokusu yapisindadir. Elastik ve kollajen liflerin sayis1 medullada
kortekse gore fazladir. Bunlarin yaninda medullada interstisiyel ve hilus hiicreleri de
bulunur. Folikiillerin atreziye ugramasindan sonra teka interna hiicreleri tek tek ya da
gruplar halinde kalir ve interstisyel hiicreler ya da bezler olusur. Insanda
menstruasyondan once bazi interstisiyel hiicreleri dstrojen veya progesteron salgilar.
Ik menstruasyonda interstisiyel hiicrelerin ¢ogunlugu involusyona ugrar ve
fonksiyonlar1 azalir. Hilus hiicreleri ise testisin Leydig hiicrelerine benzer organel
yapisinda olup, lipit bakimindan zengin ve Reinke kristallerine benzer yapilar hiicre
icinde bulundurur. Hilus hiicrelerinden steroid hormon olarak androjen salgilanir (20

24, 32, 34, 39, 40)
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Sekil 3. Ovaryumun histolojisi (43)

1.1.1.4. Follikiiler Gelisim (Follikiilogenez)

Overin korteks tabakasinda follikiilogenez meydana gelir. Disi germ
hiicreleri, overlerin farklilagmasmnin ardindan fetal donemde oogonia adini alir. Bu
hiicreler insanda her bir overde yaklasik 500.000 primordiyal follikiiliin bulundugu
bir rezerv meydana getirecek sekilde mitoz boliinme ile ¢ogalirlar (44).

Follikiilogenez, biiyiiyen follikiil havuzundan primordiyal follikiiliin
secilmesi ile baslayan ve ovulasyon veya atrezi ile biten bir siirectir. Birinci faz,
oositin biiyiimesi ve farklilasmasi ile karakterizedir ve preantral follikiil veya
gonodotropinden bagimsiz faz denir. Preantral faz, otokrin ve parakrin mekanizmalar
ile lokal olarak sentezlenen biiyiime faktérleri tarafindan kontrol edilir. ikinci faza,
antral veya gonadotropin bagimli faz denir ve burda follikiiliin boyutunda olduk¢a
fazla bir artis meydana geldigi goriiliir. Gonadotropin bagiml faz ise FSH (Folikiil
Uyarict Hormon) ve LH (Liiteinlestirici Hormon) ile biiylime faktorleri ile kontrol

edilmektedir (45).
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Sekil 4. Follikiiler gelisim (Follikiilogenez) (46)

Hiicre proliferasyonu ve farklilagsmasi nedeni ile follikiilogenez, iist diizey bir
organizasyon niteligindedir. Follikiilogenezin dort biiyiik gelisim evresi vardir:

1. Primordiyal follikiil se¢ilimi,

2. Preantral follikiil geligimi,

3. Antral (Graaf) follikiil gelisimi ve se¢imi,

4. Follikiil atrezisi (45)

1.1.1.5. Primordiyal Follikiil Secilimi (Primordiyal Follikiilden Primer
Follikiile Gegis)

Primordiyal follikiiller overin temel reprodiiktif birimleridir. Se¢ilim veya
primordiyal follikiilden primer follikiile gecis, gelisim sirasinda duraklamis olan
primordiyal follikiiliin biiyliyen follikiillerin oldugu havuza girmesi olarak
isimlendirilir.

Mayozun profaz I evresinde duraklayan primer oositin etrafini tek katli yassi
follikiil hiicreleri ¢evreleyip bazal lamina ile birlikte primordial folikiilleri meydana

getirir.



Oosit ve follikiil hiicreleri, bazal lamina sayesinde mikrogevre ile direk olarak
temas etmezler. Primordiyal follikiiller bagimsiz bir kanlanmalar1 olmadigindan
endokrin sistemden daha sinirli olarak etkilenirler (45).

Follikiil hiicrelerinin mitotik fonksiyon kazanmasi ve sekillerini yassi
epitelden kiiboidal epitele doniistiirmeleri, follikiil seciliminin histolojik gostergesi
olarak gosterilir (Sekil 9). Bunu gen aktivasyonu ve oositin gelisimi izler.
Memelilerde secilimi pozitif veya negatif yonde etkileyen faktorler, granuloza
hiicresi kaynakli kit-ligand ve yiiksek pitiiiter FSH diizeyi gibi aktivatorler, teka
hiicresi kaynakli Bone Morphogenic Protein (BMP) ve Mullerian Inhibition
Substance (MIS) gibi inhibitorlerdir. Kadinda follikiil seg¢iliminin nasil kontrol

edildigi ile ilgili heniiz yeterli bilgi bulunmamaktadir (45).
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Sekil 5. Primordiyal, primer ve sekonder follikiiliin morfolojik goriiniimii (47)

1.1.1.6. Primer Follikiil

Primer follikiil, primer oosit ve onun etrafinda dizilen tek kath kiiboidal

follikiil hiicrelerinden olusur. FSH reseptorii ekspresyonu ve oosit biiyiimesi ve

farklilagmas1 gibi major olaylar primer follikiilde meydana gelir. Primer follikiil



unilaminar ve multilaminar olmak iizere ikiye ayrilir. Unilaminar primer follikiilde,
oosit etrafinda tek sirali follikiiler hiicreler bulunurken, multilaminar primer
follikiilde, follikiil hiicreleri oosit etrafinda en az 2 ve daha fazla sayida sira meydana

getirirler (45).

1.1.1.7. Sekonder Follikiil

Follikiiliin yapist preantral follikiil gelisimi sirasinda degismeye baslar.
Sekonder follikiil gelisimi swrasinda biiyiik degisiklikler gozlenir. Sayica artis
gosteren follikiil hiicrelerine graniiloza hiicresi denir. Sekonder follikiiliin olusumu
ile bazal lamina ¢evresinde stroma hiicresi benzeri, teka hiicresi ad1 verilen hiicreler
meydana gelir. Primer follikiilden tam gelismis bir sekonder follikiil gelisiminde
otokrin ve parakrin etki gosteren ve oosit tarafindan iiretilen biiylime faktorleri
etkilidir. Sekonder follikiiliin gelisiminin devam etmesi ile teka interna ve teka
eksterna olarak adlandirilan iki primer teka tabakasi meydana gelir. Teka internanin
hiicreleri tamamen farklilagip graniiloza hiicre tabakasina tasinan bir steroid hormon
olan androstenedionu iiretirler. FSH hormonu etkisi ile graniiloza hiicreleri de
androstenedionu Gstrojene ¢eviren aromataz enzimini sentez ederler. Folikiilii saran
stromaya donen Ostrojen, kan damarlar1 ile kana gegerek tiim viicuda yayilir. Teka
eksterna ise, teka internanin ¢evresinde organize olan fibroblast katmanlarindan
meydana gelir. Her iki teka tabakasi arasinda kesin bir sinir bulunmaz (48).

Icteki teka interna tabakasi interstisyal hiicrelere ve teka eksterna tabakasi diiz
kas hiicrelerine doniisiir. Teka tabakalarmin gelismesi ile ¢ok sayida kiiciik damar
yapilar1 da anjiyogenez yolu ile gelisir. Folikiil ¢evresi kan dolasimi baslar ve bu
sayede; gonadotropinlerin ve besinlerin buraya tasinmasi, atiklar ve sekrete edilen
maddelerin buradan uzaklastirilmasi saglanir (Sekil 5), (45, 48).

Oosit genomu preantral gelisim siiresince tekrardan aktive olur ve oosit
bliylimeye baglar. Oositin biiyiime ve farklilasmasinda, bazi oosit mRNA’larinin
genetik okunmasi ile meydana gelen proteinler etkilidirler. Ornegin zona pellusida
(ZP) proteinlerini kodlayan ZP-1, ZP-2, ZP-3 ve ZP-4 genlerinin aktivasyonu ile
sekrete edilen ZP proteinleri, etrafinda oositi korumak i¢in bir tabaka meydana

getirirler (44).
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1.1.1.8. Antral (Graaf) Follikiil

Granuloza hiicrelerinin sayis1 ve biiyiikliglinde artis; follikiiler gelisim devam
ederken, FSH hormonu salgilanmasi sonucu, meydana gelir. Bu sirada hyaluronik
asitten zengin bir siv1 follikiil igerisinde granuloza hiicreleri arasinda olusan
bosluklarda birikmeye baslar. Bu asamadaki follikiile preantral follikiil ad1 verilir.
Follikiil icerisinde bu biriken sivi1 arttik¢a birbirleriyle birleserek sivi dolu biiyiik bir
bosluk meydana getirir. Bu bosluga antrum ve bu donemde biiyliyen follikiile de
antral follikiil ad1 verilir. Oosit, follikiiler kavite igerisinde kumulus hiicreleri adi
verilen bir miktar hiicre ile birlikte kumulus ooforus adi verilen bir yap1 meydana
getirir. Oositin ¢evresinde bulunun tek sirali prizmatik hiicrelere korona radiyata
denir.

Tersiyer veya graaf follikiil olgunlasma asamasindaki follikiile denir. Teka
interna tabakasi, kan damari bakimimdan zengindir, graaf follikiiliinii ¢evreler ve
steroid salgis1t yapar. Teka eksterna tabakasi ise destek gorevi goriir ve ovaryan

stroma ile yakin iligkidedir (Sekil 9) (44, 45).

1.1.1.9. Folikiil Atrezisi

Follikiiler atrezi, gelismekte olan bir follikiiliin, gelisiminin herhangi bir
doneminde, saglikli yapisini kaybederek gelisimini durdurmasidir. Apoptozun aktive
olmas1 oosit ve granuloza hiicrelerinde atrezide temel olandir. FSH’in apopitozu
onlemedeki 6neminden dolayr FSH’n folikiiliin yasamasin1 saglayici faktor oldugu
diistincesi vardir. Memelilerde follikiillerin %99’u atreziye ugrar. Atreziyi yoneten

mekanizma ya da mekanizmalar glinlimiizde halen tam olarak anlagilamamuistir (45).

1.1.1.10. Ovulasyon

Geligimini tamamlamig olgun bir oositin overlerden atilmasma ovulasyon
denir. Memelilerde puberteden menopoza kadar siiren siklik bir siirectir. Insanda
menstrilasyonun baglangicindan itibaren 13-14. giinlerinde ovulasyon olur. Her bir
overden bir oosit atilip, ortalama her 28 giinde bir tekrar eden bu olaya ovariyal
siklus ad1 verilir. Overlerde her ay 7 ile 12 follikiil gelismeye baglar, fakat diger
follikiiller atreziye ugrarken sadece biri dominant follikiil olarak secilerek tam

olgunluga ulasir. Menstruel siklusun folikiiler fazi siiresince Ostrojen salgilayan
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dominant follikiil, ovulasyondan sonra siklusun luteal fazi boyunca progesteron
sentezinden sorumlu olan korpus luteuma doniisiir. Embriyonun implantasyonu i¢in

uterus lizerinde, dstrojen ve progesteron etkilidir (44).

1.1.1.11. Oogenez

Gelismekte olan follikiil, preantral donemden ovulasyon dncesi doneme FSH
hormonunun etkisiyle gecer. Menstrual siklusun ortasma denk gelen ge¢ follikiiler
donemde, luteinlestirici hormonun (LH) ovulasyondan hemen 6nce pik yapmasi ile
oositte germinal vezikiil yikilir (Germinal Vesicle Break Down (GVBD)). Oositte,
kromozomlar metafaz I evresinden telofaz I evresine gecerek, ovulasyondan hemen
oncel.mayoz bdliinme olur.l.mayoz bolinme sonucu kromatin iki kardes hiicre
arasinda esit olarak dagilirken, hiicrelerden biri hemen hemen tiim sitoplazmaya
sahip biiyiik bir hiicre olarak kalirken, digeri zona pellusida ile oosit arasindaki
perivitellin aralikta kiigiik bir hiicre olarak kalir ve buna 1.kutup cisimcigi ya da 1.
polar cisimcik denir. Oosit de sekonder oosit olarak isimlendirilir ve sekonder oosit
haploid kromozoma sahiptir. Bu olaylar sonucu ¢ekirdek 2.mayoz bdliinme evresine
girer. Fertilizasyon gerceklesirken spermin oosite girmesi ile oosit 2.mayoz
boliinmesini tamamlar ve 2. kutup cisimcigi atilir. Ovulasyon ile atilan oosit metafaz

IT (MII) oosit ya da olgun oosit olarak adlandirilir (44).

1.1.1.12. Korpus Luteum

Folikiil duvarinda kalan teka interna ve granuloza hiicreleri ovulasyonun
ardindan, vaskiilarize olurlar. Bu hiicreler LH etkisi ile luteal hiicrelere doniiserek
teka lutein ve granuloza lutein hiicreleri olarak adlandirilir. Olusan bu yap1 korpus
luteum admi alir ve progesteron salgilanmasindan sorumludur. Endometriyumda,
follikiillerden salgilanan Ostrojenin etkisi ile ovulasyondan oOnce proliferasyon
goriiliir, ovulasyondan sonra salgilanan progesteronun etkisi ile sekretuvar faza
gecerek implantasyona hazir hale gelir. Eger fertilizasyon olusmazsa korpus luteum
dejenere olur, fibrotik bir doku olan korpus albikans olusur ve progesteron
salgilanmasinin azalmasi ile implantasyon i¢in hazirlanan endometriyum menstrual
kanama ile dokiiliir (menstruasyon). Fertilizasyonun olmast durumunda ise gelisen

embriyodaki trofoblast hiicrelerinin salgiladigi hCG (Human Chorionic
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Gonadotrophin) hormonunun etkisi ile korpus luteum dejenere olmaz ve gelisimini

stirdiirerek gebelik korpus luteumuna doniisiir (45).

1.1.1.13. Over Rezervi

Dogumdan itibaren over rezervinde, yasla beraber azalma olmakta, oosit
kalitesinde de 35 yasindan itibaren bozulma olmaktadir. Bu rezerv azalmasmin
mekanizmas1 tam anlamiyla bilinmemektedir. Fakat folikiilii atreziye gotiiren
nedenlerin, ¢evresel faktorler ve hormonal dengesizlik nedeniyle olusan oksidatif
hasar oldugu diisiiniilmektedir. Zarar géren yaslt oositin hiicre siklusu bozulmakta,
mayotik ayrilmama, mozaisizm, anoploid oositler ve gebelik kayiplari meydana
gelmektedir (49).

Infertilitenin giderek artan énemli bir nedeni over rezervinde azalmadir. Over
dokusunda follikiilogenez ve steroidogenez fonksiyonlarini yerine getirecek
follikiillerin sayisi, yeterliligi ve kalitesi over rezervi ile tanimlanir. Kadinin yasi
ilerledikce primordiyal follikiillerin apopitoz ile kaybina bagli olarak over rezervinde
azalma goriiliir. Intrauterin ddénemde, 20. gebelik haftasindan itibaren over
rezervinde azalma baglar. Bu doneme kadar hizli mitoz ile ¢ogalan oogonialarin
cogalmas1 durmakta, daha sonra sayilarinda azalma olmakta, yenidogan doneminde
1-2 milyona, puberte baslangicinda 300-400 bin civarma diismektedir. Bunlarin
arasindan her ay yaklasik olarak 1000 tanesi, follikiiliin ovulasyona gidisinin farkli
donemlerinde, atreziye ugramaktadir. Fakat oositlerin kayip hizi populasyonlara gore
degiskenlik gosterir ve bu nedenle overin biyolojik yas1 kronolojik yasini
yansitmayabilir. Oositlerin prematiir kaybi i¢in risk faktorii tagimayan ve menstruel
sikluslar1 diizenli olan cogu kadinda over rezervinde azalma goriilebilir (50, 51).

Overin yaglanmasi da over rezervinde azalmada onemlidir. Ge¢ yasta ¢ocuk
sahibi olma, kadmimn {retkenliginde azalmaya neden olmaktadir. Sonunda
primordiyal follikiiller azalmakta, oosit kalitesi bozulmakta, implantasyon orani
azalmakta, embriyoda kromozomal anomali orani ve bunun sonucunda abort
oraninda da artiglar olmaktadir. Over rezervinin bir tarama testi ile Onceden
degerlendirilmesi infertilite tedavisine baglanmadan 6nce onemlidir (52).

Prematiir over yetmezligi etyolojisinde bir¢ok teori ortaya atilmistir.

Bunlardan bazilar1 bozulmus graniiloza hiicrelerine kars1 olusan otoantikorlar,
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anjiogenesis, patolojik apoptotik aktivite, otokrin ve parakrin faktorlerin etkisidir.
Ayrica ailesel yatkinlik ve genetik temelde 6nemlidir. Prematiir over yetmezligi
olanlarda yapisal ve sayisal kromozomal anomali goriilme siklig1 gergekten artmistir
(49).

Over rezervini etkileyen baslica parametreler sunlardir:

I-Yas

2-Gegirilmis over cerrahisi

3-Siddetli endometriosis

4-Obesite

5-Sigara icimi

6-Cevresel Faktorler (Oksidatif Hasar)

7-Anatomik bozukluklar (adezyon gibi)

8-Latent veya prematiir over yetmezligi

9-Daha 6nce yardime1 iireme tekniklerine kotii yanit

1.1.1.14. Over rezervini belirlemek i¢cin kullanilan testler;

Statik testler:
e Kadin Yasi
e Bazal serum FSH
e Bazal serum Gstradiol
e Bazal serum inhibin-B
e Bazal serum AMH
e Bazal ovarian voliim
e Bazal antral follikiiil sayimi1
e Ovarian stromal kan akimi1
e Ovarian biopsi
Dinamik testler:
e Klomifen sitrat challenge test (CCCT)
e GnRH agonist stimulasyon test (GAST)
e Egzojen FSH ovaryan reserv test (EFORT)
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Yas:

Over rezervinde yasla birlikte azalma olmasina ragmen biolojik yas,
kronolojik yastan daha 6nemlidir (53).

Yas, over rezervi i¢in kesin bir epidemiyolojik tahmin yontemi degilse de,
spontan ya da yardimci lireme teknikleri ile elde edilen gebeliklerin prognozun da

onemlidir (53).
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Sekil 6. Yasla azalan follikiil havuzu (54).

Sekil 6’da fertilite durumu belirtilerek yasa bagh azalan follikiil oranlar1
bulunmaktadir (54).

Menopoz’un baslama yas1 40 ile 60 yaslar1 arasindadir. Yapilan bir
calismaya gore ortalama perimenopoz yast 47.5 ve ortalama menopoz yast 51.3
oldugu goriilmiistiir (55).

Serum FSH:

Gonadotropik bir hormon olan FSH, over follikiillerinin gelisimini uyarir.
Over rezervinin azalmasi ile follikiiler gelisim bozulmakta ve bunun sonucu olarak
kan FSH diizeyi artmaktadir. Siklusun 2 veya 3. giinlerinde 6l¢iilen FSH degeri 12
mlU/ml ve istiinde ise overin ovulasyon indiiksiyonu veya kontrollii ovaryan
hipertimulasyona yanit1 zayif olacaktir. Bu iist sinir degisebilecegi gibi en yliksek
deger 25 mlU/ml kabul edilmektedir. FSH degerinde sikluslar arasinda
dalgalanmalar olmaktadir, bununla beraber en az bir kez yliksek bulunmasi zayif

over rezervi yoniinden anlamhidir (56, 57).
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Serum E2:

Siklusun 2 veya 3. giinlerinde 6lciilen E2 degerlerinin <20 pg/ml nin lizerinde
olmasi siklus iptali i¢in riskin arttigini gosterir (58).

Serum E2‘nin ideal degeri <45 pg/ml’dir ve FSH ile beraber
degerlendirildiginde anlamlidir. Sadece bazal E2 diizeyi ile tedavi sonuclar1 arasinda
anlamli korelasyon yoktur, ayn1 zamanda yiliksek E2 degeri, FSH iizerinde negatif
feedback etkili oldugundan FSH’1n yanlis olarak diisiik saptanmasima yol agar.

Serum Inhibin-B:

Inhibinler ~doniistiiriicii  biiylime faktorii-beta (TGF-P) siiperailesinin
glikoprotein igerikli bir liyesidir. Graniiloza ve teka hiicrelerinden salmarak hipofiz
bezinin FSH sekresyonunu inhibe etmektedirler. Inhibin B, gelismekte olan folikiiller
lizerinde parakrin etkiyle bunu gergeklestirmektedir. inhibin B folikiiler fazda,
Inhibin A ise daha ¢ok luteal fazda salgilanmaktadir (59).

Serum inhibin B konsantrasiyonu normal ovulatuar sikluslarda FSH
konsantrasiyonu ile ters iligkilidir. Folikiiler fazin ortasina kadar artar, ardindan
progresif bir diisiis gosterir. LH pikinden sonraki kisa bir artis disinda luteal faz
siiresince bu diisiik konsantrasiyonlarda seyreder (60).

Inhibin B diizeyi ilerleyen yas ve azalan over rezervi ile paralel olarak
azalmaktadir.

Antimiillerian Hormon (MIF):

Antimiillerian Hormon (Miillerian Inhibing Faktdr), 72 kDa agirhgimnda,
dimerik bir glikoproteindir. Disiilfit baglariyla baglanmis iki monomerden meydana
gelir (61).

AMH; Transforming Growth Faktor-B ailesinin bir iiyesidir ve inhibin,
aktivin glikoproteinlerinin de burada yer alir (62).

Bunlar, doku biiylimesi ve farklilasmasinda etkili olurlar (63).

AMH, kadinda overin graniiloza hiicrelerinden, erkekte ise testisin sertoli
hiicrelerinden salgilanir. Erkek fetusun gelisiminde Miillerian kanallarin gerileyip
normal erkek iireme sisteminin gelismesini saglar. Sertoli hiicrelerinde AMH

sekresyonu embriyogenezis ile baslar 0miir boyu siirer (62, 64).
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Kadinda serum AMH seviyeleri erkege gore daha diisiiktiir. AMH’in kan
degerleri 2-5 ng/ml arasindadir. Puberteden sonra menstriiel siklusla birlikte
sirkiilasyondaki AMH seviyeleri giderek azalir ve menopozda izlenmez (62).

AMH, klinik ¢aligmalarda over rezervinin degerlendirilmesinde, granuloza
hiicreli tiimorlerin tespitinde ve takibinde, puberta prekoks ve gecikmis pubertanin
taninmasinda, kriptoorsit ve anorsit tanisinda, her yasta erkek gonad fonksiyonunun
degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (62, 65).

Bazal over volumiiniin élciilmesi (OOV)

Sik kullanilan transvajinal ultrasonografi ile over volum 6l¢iilmiiniin kolay,
ucuz, dogru olarak yapilabilmesi, over rezervini belirlemek icin bu yOntemin
kullanimini hizla artirmistir (66).

Over volumii 6l¢iimii: Overin antero-posterior, longitidunal ve transvers
olarak ii¢ plan boyutlar1 transvajinal probla dl¢iiliip V= D1 x D2 x D3 x 0.523
elipsoid formiilii ile over voliimii hesaplanip, her iki overin aritmetik ortalamasi
alinip olgiilebilir (66).

Over volumii kadin hayat: siiresince degisiklikler gosterir. Over voliimii 10
yasinda 0, 7 cm3, 18 yasinda 5 cm3’tiir. Ortalama over volumiiniin 35 yas iizeri
kadinlarda, 35 yas alt1 kadinlara gére anlamli derecede azaldig1 bulunmustur (67).

Bazal antral follikiil sayimi (AFS)

Bazal antral follikiil sayimi, her iki overdeki antral folikiiller (2-9mm) erken
folikiiler donemde sayilarak elde edilir. IVF programlarinda gonadotropinlerle
ovulasyon indiiksiyonuna baslamadan 6nce, siklus iptal oranlarini ve ovaryan cevabi
tahmin etmede non-invazif ve kolay uygulanabilen bir yontem olarak bildirilmistir.
Reuss ve ark. (68) tarafindan antral follikiil sayisinda yasa bagli azalma meydana
geldigi gosterilmistir.

Bazal antral follikiil sayim1 <3 olan hastalarda serum FSH daha yiiksek
seviyede bulunmus, Ol i¢in daha yiiksek doz ekzojen gonadotropin verilmek zorunda
kalinmasma ragmen gebelik elde edilememistir (69).

Ovarian stromal kan akim

Genel populasyon ii¢ boyutlu power doppler ultrasonografi ile incelendiginde
artan yagsla birlikte overin stromal vaskiilaritesinde azalma meydana geldigi

gosterilmigtir (70).
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Ovaryan Biyopsi

Yapilan ¢alismada folikiil sayis1 ile artan yas arasinda negatif bir korelasyon
oldugu gozlenmistir (71).

Overyan biopsinin over rezervi degerlendirilmesinde yeri; invazif bir islem
olmasi, islemin kendisinin ileri de fertiliteye olumsuz etkisinin olabilecegi ayrica
fertiliteyr saglayacak esik follikiil degerinin bilinmemesi gibi nedenlerden
terkedilmistir.

Klomifen Sitrat Testi (CCCT)

Klomifen Sitrat Testi (CCCT)’de, siklusun 3. giini FSH ve E2 o&l¢iimi
yapilir, 5-9 giinlerde ise klomifen sitrat 100 mg/giin uygulanir, 10. giinde Slgiilen
FSH degerinin bazal degerlere gore artmis olmasi, E2 degerlerinde ise anlamli bir
artis olmamasi zayif over rezervini gosterir.10. giin dl¢iilen FSH degeri > 26 mIU/ml
ise, gebelik oran1 %0 ‘dir (72) . Normal over rezervi olan kadmlarda, klomifen sitrat
tarafindan indiiklenen FSH artisi, folikiillerden salman E2 ve inhibin-B tarafindan
sinirlandirilir. Bu test, sadece bazal FSH 6lgiimleri ile tanimlanamayan azalmis over
rezervli kadmlar1 ortaya ¢ikarir (53, 73).

GnRH Analogu Stimiilasyon Testi (GAST)

Gonadotropin salgilatict hormon Analogu Stimiilasyon Testi (GnRH) analogu
verilmesini takiben ilk 4-6. giinii icinde FSH, LH ve bunlara bagli olarak E2 artis1
meydana gelir. Siklusun 2. giinii 1 mg leuprolide asetat sc uygulanarak 3. giin E2
seviyelerine bakilir (74). Buna flare etki denmektedir. Uygulama zorlugu ve pahali
bir test olmasindan dolay1 pratikte pek uygulanmamaktadir. Dort farkli E2 paterni
izlenebilir. Hizl1 E2 yiikselmesi ve 4. giinii azalma, gecikmis E2 yiikselmesi ve 6.
giin diisme, persistan E2 ylikselmesi, E2 cevab1 olmamasi (49).

Bu gruplarda klinik gebelik oranlar1 oldukca farkhdir, sirasiyla % 46, % 38,
%16 ve % 6 (75).

Gonadotropin Stimiilasyonuna Cevap Testi (EFORT)

Gonadotropin Stimiilasyonuna Cevap Testi (EFORT) (Exogenous FSH
Ovarian Reserve Test/ Eksojen FSH Ovaryan Rezerv Testi), IVF sikluslarinda iyi ve

diisiik cevapli hastalarin saptanmasi i¢in gelistirilen bir tarama testidir (76).
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Siklusun 3. giinii 300 IU FSH intramiiskiiler uygulanir. Once ve 24 saat
sonra E2, FSH degerlerine bakilir, artis oranlar1 sirasi ile > 25-30 pg/ml, <9 mIU/ml

olursa iy1 cevap olarak degerlendirilir (57).

1.1.1.15. 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 (77). i1k folikiil dalgasinin antral folikiile kadar gelisimi {i¢ haftay1
bulur (78). 1yi gelismis sekonder folikiiller yedinci giinde gdzlenir. Minimal ovaryan
hiicre apopitozisi ancak 18. giinde olusur (77, 79). Bu dénemde erken antral
folikiiller gdzlenir. 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 ostrus siklusu). Primordiyal folikiiliin sekonder folikiile gelisim asamasi
30 giinden uzundur. Sekonder asamadan ovulasyona kadar olan geligim siiresi 28+2-
3 giindir. Bu durumda erken folikiil gelisimi, insanlardakine benzer sekilde

rodentlerde de uzundur (78).

1.1.1.16. Ostrus Siklusu

Farelerde genital siklus (Ostrus siklusu) post-natal 28-42. giinlerde (77, 78,
80) wvajinal acikligin gozlenmesiyle, vajinal smear yOontemi kullanilarak takip
edimektedir. Ostrus siklusu yaklasik 4-5 giin siirer (80-82). 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. Prodstrus fazi 12 saat, Ostrus fazi 12-24 saat, metdstrus fazi
6-8 saat, diostrus fazi ise 52-60 saat stirmektedir (83, 84).

Ostrus siklusu boyunca cinsiyet hormonlarinin siklik degisimleri vajinal
epitelin histolojik goriiniimiinde belirgin degisiklikler olusturur. ilk defa 1917°de

Stockard ve Papanicolou tarafindan, guinea pig’lerde baslayan Ostrus siklusu
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calismalarindan bugiine kadar, farkli memeli tiirlerinde 6strus asamalarini belirlemek
icin kabul edilen yontem ‘vajinal smear’dir (85, 86). Bu yontem, vajinal duvardan
siirlintii alimmasi1 ya da vajinal yikama sonucu elde edilen preparatlar {izerinde, 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, kizgmlik déonemi (davranigsal Gstrus) ve gebeligin

tespiti i¢in de kullanilan pratik bir yontemdir (83, 87-89).

1.2. N-Asetilsistein

Acik formiilii:
o ;\ NH
HO
O SH

Sistematik ismi: (2R)-2-acetamido-3-sulfanylpropanoic acid (90)

Sekil 7. N-asetilsistein kimyasal yap1 formiilii

N-asetilsistein’mn bir GSH prekiirsorii olarak bilinmesi, radikal giderici
etkisinden faydalanma fikrini giindeme getirmistir. Ilk kez 1963 yilinda Sheffner,
mukolitik tedavi amaciyla sistein derivelerini klinikte kullanima sunmustur. L-
sistein’in sodyum tuzu olan NAC derivasyonunun dogal sisteinden daha az irritatif
olmas1 ve goreceli olarak daha az toksik ve daha cok siilfidril grubu igermesinden
dolay1 klinik kullaniminin daha etkili ve uygun olacagi belirtilmistir.

Farmakokinetik

N-asetilsistein, dogal bir amino asit olan L-sisteinin N-asetillenmis tiirevidir.
L-sisteinin sodyum tuzu olarak hazirlanmistir. Sistein, antioksidan etkisi olan birkag
amino asitden biridir. Asetilsistein CSHINO3S seklinde formiile edilebilir. Molekiil
agirhigr 163.2 dir. %22 oraninda suda erir. Alkol ve degisik sivilarda da benzer
oranda erime gosterir (91). NAC karacigerde metabolize olur ve yarilanma 6mrii iki
ile alt1 saattir. Yaklasik %20-30’u idrarla degismeden atilir. Aktif metabolitleri

distilfidler, sistein, sistin, methionin ve indirgenmis glutatyondur (92).
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Etki Mekanizmasi

Asetilsistein mukoproteindeki disiilfid baglar1 ile reaksiyona giren serbest
stilfidril gruplar1 igeren bir thiol bilesigidir. Sonugta siilfidril-distilfid baglarnin yer
degistirmesi ile mukoprotein molekiilleri daha kiiclik parcalara ayrilir ve daha az
visk6z birimler haline gelip infekte sekresyondaki DNA baglarmi belirgin 6nemli
Olciide azaltir. Mukopiiriilan materyal lizise ugrar ve daha az viskdz hale gelmis olur.
Bu primer etki NAC’mn bir mukokinetik ajan olarak kullaniminin ana nedenidir. GSH
major bir serbest radikal giderici bir ajandir. Bir GSH prekiirsorii olan NAC’1n
serbest radikalleri detoksiye edebilme yeteneginin anlagilmasi son yillarda bu ajanin
klinik kullanim1 olduk¢a yaygimlastirmistir (91). NAC, serbest radikalleri ve reaktif
elektrofilleri detoksifiye eder. Reaktif elektrofiller, elektronlara afinitesi oldukga
yiiksek olan ve yeni radikalleri olusturmaya hazirlanan molekiil pargalaridir. NAC
ayrica ortamdaki H202 diizeyini azaltir ve H202 nin toksik etkilerine kars1 hiicreyi
korur. NAC’m toksik radikallere kars1 koruyucu etkisi, GSH biyosentezini arttirmasi
ve GSH prekiirsorii olmasi nedeniyledir (93). NAC alindiktan sonra hizla absorbe ve
deasetile edilerek hiicre i¢i ve hiicre dist GSH depolarmna eklenir. NAC, sistein
derivasyonu olarak daha az toksik ve GSH prekiirsorii olabilme yetenegi en iyi olan
sistein derivasyonlarina doniisiir (94).

Tedavide Kullanimm

1. Akciger hastaliklarimin tedavisinde: NAC mukoproteindeki kimyasal
distilfid baglarim1 parcalayan serbest siilfidril gruplarim1 icermesi sayesinde
sekresyonlari viskozitesini azaltarak mukolitik etki gosterir. Produktif Oksiiriikle
seyreden solunumsal hastaliklarda kullanilmaktadir (91, 95). NAC verilen hastalarin
bronkoalveolar lavajlarinda kontrol gruplarima oranla sistein ve GSH
konsantrasyonlarinda artis gozlenmistir. Ayrica bronkoalveolar lavajda serbest
radikallerin artisina ve oksidatif olaylarmm aktivasyonuna neden olan makrofaj ve
notrofillerin azalmasina neden olur. Bununla beraber lavajdaki laktoferrin ve
eozinofilik katyonik proteinlerin de kemotaktik aktivitesini azaltarak etki gosterdigi
disiiniilmektedir (96). NAC’1n %10-20’lik soliisyonlar1 trakeobronsial sitemde tikag
olusturan sekresyonlar1 agmak icin bolus seklinde endotrakeal tiipten verilebilir.
Muké6z siniis ve fistiillerin temizliginde ve mukusla kontamine olmus yaralarin

debridmaninda da kullanilir. Akut ve kronik bronsit, kardiovaskiiler sistem
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hastaliklar1 gibi temelinde oksidatif stresin yer aldigi hastaliklarda NAC ile tedavi
edilenlerin atak siddetleri anlamli sekilde azalmis, ortalama hastanede yatis ve tedavi
sireleri1 belirgin bicimde kisalmistir (97). Serbest radikal hasar1 diyafram
disfonksiyonunun patogenezinde de Onemlidir. Respiratuar kas yetmezligine
sekonder gelisen ventilasyon yetersizliklerinde NAC kullanimimnin klinik faydalar
getirebilecegi vurgulanmistir (98).

2. Kistik fibroz ve mekonyum ileusu: NAC igeren soliisyonlar oral yada
rektal enema uygulamasi seklinde oOzellikle kistik fibrozlu hastalarin ince
bagirsaklarinda meydana gelen mekonyum ileusu olgularinda basariyla
uygulanmaktadir (91, 99).

3. Septik sok: Deneysel calismalarda NAC’1n hepato-splanik kan akimini
arttirdigr  goriilmiistiir. Septik sokta dogal hiicre ici antioksidan olan GSH’nin
azaldig1 ve bunun da hiicre membranlarin1 oksijen radikallerine karsi bir zafiyet
ortaya ¢ikardigi saptanmistir. Antioksidan ve sitoprodiiktif etkisi olan NAC ayni
zamanda endotel kokenli gevsetici faktorii stimiile edebilir ve mikrovaskiiler kan
akimini arttirabilir. Notrofil ve trombosit agregasyonunu, pulmoner hipertansiyon ve
vaskiiler gec¢irgenligi azaltabilir. Septik sokta NAC’m oksijenizasyonu ve statik
akciger kompliyansin1 24 saatte arttirdigi, bunun mortalite lizerine bir etkisinin
olmadig1 fakat mekanik ventilator gereksinimini kisaltarak daha erken taburcu
olmalara imkan sagladigi bulunmustur (100).

4. Antidot olarak kullannm: NAC altin, kobalt ve diger agir metaller,
karbontetrakloriir, metimerkiir, halotan, arsenik, asetaldehid, kumarin, interferon,
bromobenzen, naftalin ve doxurubisin zehirlenmesinde de antidot olarak
kullanilmaktadir (91, 99).

5. Kardiovaskiiler sistem iizerine etkisi: NAC nitratin vazodilator etkisine
olan toleransi tersine ¢evirerek kii¢iik kan damarlarinda direkt vazodilat6tor etki
yapar. NAC’in ayn1 zamanda pozitif inotrop ve gliclii vazodilatotor etkileri vardir
(101). Hepatik disfonksiyonlu hastalarda karaciger kan akimini diizenler. Sepsisli
hastalarda kardiyak fonksiyonlarda diizelme ve gastrik pH’in azalmasmi onledigi

gosterilmistir (102).
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6. Parasetamol toksisitesi: Yiiksek dozda parasetamol alkilleyici bilesiklere
dontistip GSH’y1 baskilayarak yada karaciger hiicre membranina hasar vererek hiicre
nekrozuna neden olur. NAC reaktif parasetamol metabolitlerin tiikettigi mitokondrial
ve sitozolik GSH depolarint doldurarak etki gosterir. Zehirlenmeden saatler sonra
NAC verildiginde nétrofiller lizerindeki etkisiyle hepatik hasarin ilerlemesine karsi
koyar ve mikrodolasimin yeniden olusmasini saglar. Ayrica prasetamol klirensini,
siilfat konjugasyonu yan yolunu arttirmak suretiyle de etki etmektedir (103).

7. Miyokard infarktiisii: NAC’ i intravendz uygulamasmin miyokard
infarktiislii hastalarda trombolitik ajan olarak kullanilabilecegi ve gliseril trinitritin
periferal ve koroner etkilerini potansiyelize ettigi bildirilmistir. NAC bir thiol bilesigi
olarak kiigiik koroner damarlarmn dilatasyonunu arttirir.

8. Diger klinik kullanim alanlari: Siklofosfamid ile olusan hemorajik
sistitte. NAC’in thiol gruplar1 sistide yol acan akrolenin aldehid gruplar1 ile
reaksiyona girerek toksik molekiilleri notralize eder. NAC kullanimmin romatoid
artrit, vaskiillit ve skleroderma gibi inflamatuar hastaliklarin tedavisinde faydali
etkileri bulunmustur. Nefrolitiyazis ve sistiiniiri profilaksisinde diyetle alinan sistini
daha ¢ok ¢Oziiniir sistin disiilfid haline getirerek yarali etkileri gdsterilmistir (91).
NAC’m giiglii karsinogenler iizerinde farkli dozlarda farkli etkileri goriilebilir.
Yiiksek dozlarda mutajenik metabolitlerin aktivasyonunu engeller. Bu etkisi ile
karsinogenezisin degisik evrelerinde farkli karsinojen ve mutajenlere karsi koruma
saglayabilir (94).

Yan Etkileri

N-asetilsistein’in toksisitesi son derece nadirdir. Cok ender olarak anaflaksi,

tagikardi, lirtiker ve bronkospazm gibi asir1 duyarlilik reaksiyonlar1 gelisebilir (91).

1.2.3.1. Benfotiamin
Acik Formiilii:

NH,

0 CHj
“ "N = "N
I
0 H KN/}\CH
HOI—II3 -0
OH
Sekil 8. Benfotiaminin kimyasal yapisi.
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Goriiniim : Beyaz

Kimyasal Adi : S-[ (Z)-2-[ (4-amino-2-methylpyrimidin-5-yl)
methylformylamino]-5-phosphonooxypent-2-en-3-yl] benzenecarbothioate.

Molekiiler agirligt : 466, 45 g/mol Cas No: 22457-89-2

Ticari adlar1 : S-Benzoylthiamine O-monophosphate (Sigma Chemica

Co. St.Louis, MO.A.B.D.) (18)

Suda c¢o6ziilebilen bir vitamin olan tiamin bakliyatta, hububatta, kuru
fasulyede, findikta, ekmekte, soyada, yagsiz ette ve balikta bulunur. Hiicresel
enerji metabolizmasinda karbonhidratlarin enerjiye doniistiiriilme siirecine
tiamin, yardimci olarak ©Onemli bir rol oynar. Tiamin; kalbin, kaslarin ve
sinirlerin normal durumda calismas1 ig¢in gereklidir ve farkli metabolik
bozukluklarin tedavisi i¢in faydalidir (104, 105).

Allitiamin olarak isimlendirilen tiaminden tiiremis bilesimler; Allium
genusdaki taze sogan, sogan ve pirasa gibi bitkilerde bulunmustur (106).

Tiamin kokenli birlesimlerin essiz kaynaklarindan biri olan Benfotiamin,
allitiamin olarak isimlendirilen, sogan, taze sogan, kizarmis veya ezilmis
sarimsakta ve pirasa gibi sebzelerde eser miktarda bulunur (18).

Yagda-¢oziilebilen bir tiamin tiirdesi olan Benfotiamin; S-
Benzoylthiamine-0-mono fosfat olarak taninan essiz agik tiyaol-halkali bir yapiya
sahiptir ki bu yap1 onun dogrudan bagirsak duvarini gegebilmesini ve kolaylikla
hiicre membranina ve hiicre icine ge¢mesini saglar. Benfotiamin, bu yap1
nedeniyle S-acyl tiamin grubunun tiirevi olarak da tanimlanmistir (107, 108).
Benfotiamin; bagska bir tanima gore B1 vitamininin yagda eriyen tiiriidiir. Normal
suda ¢oziilebilen B1 vitaminine tiamin, 6zel yagda ¢oziilebilen B1 vitaminine ise
benfotiamin denilir (18). Benfotiamin transketolaz aktivitesinde artisa neden olarak
pentoz fosfat yolunu aktive eder. Bu yolagin aktive olmasiylada vaskiiler hasara
olusumuna neden sayilan hekzosamin yolagi, hiicre ici AGE olusum yolu ve
DAG/Protein kinaz C yolaklarinin etkilerinin azalmasina sebebiyet verir (16).

Hayvan deneylerinde wuygulanan yiiksek doz tiamin ve benfotiamin
kullaniminin, hayvanlarda transketolaz aktivetisinde artisa ve bununla birlikte

albuminiiri diizeyinde azalmaya neden olmustur (17).
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Yapis1 nedeniyle hakiki tiamine gore benfotiamin; ¢ok daha yiiksek bir
biyoelverislilige sahiptir. Bu 6zelligiyle benfotiaminin, suda-¢oziilebilen tiamine
gore viicutta daha kolay absorbe edildigi ve oral uygulamada esdeger bir tiamin
dozuna gore en az bes kat daha yliksek tiamin-plazma konsantrasyonuna yani suda
¢Oziilebilen tiamine gore bes kat daha yiiksek plazma diizeylerine ulasabilme
etkinligine sahip oldugu bildirilmistir (109-112). Bundan &tiirii diger yagda
coziilebilen ya da allitiamin ailesindeki lipid tiamin tiirevlerine goére daha iyi
oldugu ve lipitte ¢oziilebilen tiirdesleri icerisinde en gii¢liisii oldugu belirtilmistir
(109).

Benfotiaminin oral uygulamasiyla tiamin, tiamin mono fosfat ve tiamin
difosfat diizeylerinin kanda ve karacigerde 6nemli bir 6l¢lide arttig1 fakat beyinde
olusmadig1 gorilmiistiir. Tiamin eksikligine bagli olarak ortaya ¢ikan akut
periferik sendromunun tedavisi i¢in, benfotiaminin daha iyi bir absorbsiyon
kapasitesinin olmasi nedeni ile dahafaydali olabilecegi bildirilmistir (113, 114).

Reaktif oksijen tiirleri iizerine de benfotiaminin inhibe edici etkisinin
oldugunu gosteren calismalar mevcuttur (115, 116).

Benfotiaminin insan endotel hiicrelerinde ilerlemis glikasyon son {iriinlerin
(Advanced Glycation Endproduct, AGE) artisin1 engelledigi goriilmistiir (117).
Yiiksek glikoz hasarlarinda benfotiamin koruyucu etkiye sahiptir (118). Hiicrede
cevresel oksidan ajanlarin etkisini kendi lizerine ¢eken rediikte glutatyon (GSH),
antioksidan gibi davranarak hiicrenin fonksiyonel proteinlerini okside olmaktan
korur. Bu arada glutatyonun kendisi oksitlenir (GSSG). Bu okside glutatyonun
fonksiyonunu yapabilmesi NADPH ile tekrar rediikte hale gelmesi ile
miimkiindiir. Pentoz fosfat yolu NADPH icin 6nemli bir kaynaktir ve tiamin de
bu yolu aktive edici oldugundan dolayli bir antioksidan olarak kabul edilmistir
(119-121).

Yiiksek glikoz maruziyetinden dolay1 endotel hiicrelerde ve perisitlerde
meydana gelen apoptozisin iki gostergesi olan deoksiriboniikleik asit (DNA)
fragmantasyonu artist ve Caspase 3 aktivitesi benfotiamin tarafindan
engellenebilir (122).

Ayrica diyabetik nefropati, diyabetik noéropatiye baghh agrilarin

giderilmesinde ve diyabetik kardiyomiyopati iizerine etkileri oldugu gosterilmistir
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(123, 124). Benfotiaminin Tip 2 diyabetik sigan bobreklerinde fosfodiesteraz 5 ve
1izoformlarinin ekspresyonu iizerine etkisi incelenmistir (125).

Bir baska calismada da benfotiaminin diyabetli sicanlardaki endotel
hiicrelerde fazla sayida firetilmis reaktif oksijen tiirlerini normallestirdigi
gosterilmigsken (126), bir diger ¢alismada streptozotocin (STZ) indiiklemeli
diyabetik farelerde de oksidatif stresi azalttig1 gosterilmistir (127).

Benfotiaminin insan perisit apoptozisinin engellenmesinde, faredeki
anjiyogenesis ve sonraki apoptosizin engellenmesinde, streptozotosin-bagh
deneysel seker hastaligi olan kardiyomyosit kontraktil disfonksiyonun
engellenmesinde, ilerlemis titresim persepsiyonda, motor fonksiyon ve alkolik
polindropatinin tiim sebeplerinin azaltilmasinda, iskemik diabetik kol ve
bacaklarin iyilesmesinin hizlandirilmasinda, endotoksine bagli  {veitin,
makro/mikrovaskiiler endotelyal disfonksiyon gibi patolojik durumlarin
gelismesinin  Oonlenmesinde ¢ok yoOnlii terapotik potansiyele sahip oldugu
bildirilmistir (128-134). Spermde tiaminin varligina ve erkege 6zgii infertilite,
spermatogenezis, sican testisleri, Sertoli ve Leydig hiicreleri lizerine etkilerine

yoOnelik ¢alismalar yapilmistir (135-138).
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2. GEREC VE YONTEM

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

Sunulan ¢aligmada 28 adet diizenli siklusa sahip, agirliklar1 200-220 gr
arasinda degisen 12-14 haftalik Wistar Albino cinsi disi sicanlar kullanildi.Ratlar 12
saat 151k (08-22), 12 saat karanlik fotoperyodunda ve 21-23 Ce sabit sicakliktaki
odada beserli kafeslerde tutuldu, standart pellet yemi ve sehir suyu ile beslendi.
Deneyden 18 saat once oral beslenme kesilerek, sadece su igmelerine izin verildi.

Ratlarm beslenmesinde kullanilan yemin bilesimi Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Standart rat yemi

Yem Bilesimi

Su (en ¢ok) % 12

Ham protein (en az) % 24

Ham seliiloz (en gok) % 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 Karmasi: 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 (16.12.2015 tarih, Toplant1
Sayisi: 2015/22, Karar No: 202) onayr alinarak Firat Universitesi Deneysel
Aragtirmalar Birimi'nde (FUDAM) standart deneysel hayvan calismalar1 etik

kurallarina uygun olarak yiiriitiildii.
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Arastirmamizda 28 adet diizenli siklusa sahip, agirliklar1 200-220 gr arasinda
degisen 12-14 haftalik Wistar Albino cinsi disi si¢anlar her grupta 7 hayvan olacak
sekilde, estrus fazinda rastgele, prospektif, tek kor olarak 4 gruba ayrild.

Grup I (Kontrol grubu); Batm agilip, over gozlendi ve batin kapatildi.

Grup II (Transplantasyon grubu); Batin acilip, bilateral ooferektomiyi
takiben, overler yag dokusundan temizlendi, 2 esit pargaya ayrildi ve hemen her iki
uterin hornun yanindaki vaskiiler pleksus yakinima mikrocerrahi teknik kullanilarak
5/0 vikril ile dikildi ve batin kapatildi.

Grup III (Transplantasyon + Benfotiamin grubu); Batin acilip, bilateral
ooferektomiyi takiben, overler yag dokusundan temizlendi, 2 esit parcaya ayrildi ve
hemen her iki uterin hornun yanindaki vaskiiler pleksus yakinma mikrocerrahi teknik
kullanilarak 5/0 vikril ile dikildi ve batin kapatildi. Cerrahiden 1 giin 6nce ve
transplantasyondan sonra 3 hafta boyunca benfotiamin 70 mg/kg/glin dozunda oral
olarak verildi.

Grup IV (Transplantasyon + N-asetilsistein grubu); Batin a¢ilip, bilateral
ooferektomiyi takiben, dverler yag dokusundan temizlendi, 2 esit parcaya ayrildi ve
hemen her iki uterin hornun yanindaki vaskiiler pleksus yakinina mikrocerrahi teknik
kullanilarak 5/0 vikril ile dikildi ve batin kapatildi. Cerrahiden 1 giin 6nce ve
transplantasyondan sonra 7 giin boyunca NAC 150 mg/kg/giin dozunda
intraperitoneal verildi.

Deney siiresi sonunda tiim gruplardaki siganlar ketamin (75mg/kg) + xylazine
(10mg/kg) intraperitoneal (i.p) uygulanarak anestezi altinda dekapite edildi.
Dekapitasyonun ardindan siganlarin over dokular1 hizla ¢ikarilip uygun fiksatiflerle
tespit edilip ardindan histolojik takip serilerinden gecirilip parafin bloklara gomiildii.
Parafin bloklardan aliman 4-6 um kalinhigindaki doku kesitlerine Masson-Trikrom
boyasi yapilarak gruplar arasi histopatolojik farkliliklar incelendi. Ayrica bu kesitlere
TUNEL teknigi uygulanarak apoptotik hiicreler tespit edildi. Bununla birlikte over
dokularinda TAS ve TOS seviyelerine bakilacagindan dokular ¢alisma giiniine kadar

-80 °C’de sakland.
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2.1. TAS Diizeylerinin Olciimii

Toplam Antioksidan diizeyleri Firat Universitesi Hastanesi Merkez
Laboratuvari’nda otoanalizérle (Siemens Advia 2400 ChemistrySystem, Siemens,
Tokyo, Japonya) Rel Assay Total Antioxidant Status Test Kiti kullanilarak 6lgiildii.
Sonuglar mmol TroloxEquiv./L olarak belirtildi. Kitin lineeritesi 0-2, 75 mmol
TroloxEquiv./L, 6l¢im araligi ise 1, 20-1, 50 mmol/L idi. Over doku TAS sonuglar1
diliisyon katsayisi ile ¢arpilarak hesaplandi.

2.2. TOS Diizeylerinin Ol¢iimii

Toplam Oksidan durum diizeyler (TOS) diizeyleri Firat Universitesi
Hastanesi Merkez Laboratuvari’nda otoanalizorle (Siemens Advia 2400 Chemistry
System, Siemens, Tokyo, Japonya) RelAssay Total Oxidant Status Test Kiti
kullanilarak 6l¢iildii. Sonuglar pumol H202 Equiv./L olarak belirtildi. Kitin lineeritesi
0-33, 52, 75 pmol H202 Equiv./L, 6l¢iim aralig1 ise 4-6 umol/L idi. Over doku TOS

sonuglar1 diliisyon katsayisi ile ¢arpilarak hesaplandi.

2.3. TUNEL Metodu

Parafin bloklardan 5-6 pm kalmliginda alman kesitler polilizinli lamlara
alind1. Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda ApopTag Plus Peroxidase In Situ
Apoptosis Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, USA) kullanilarak apoptoza
giden hiicreler belirlendi.

Xylene ile deparafinize edilen dokular, dereceli alkol serilerinden gecirilerek
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 calisma soliisyonu
(%70 nl Reaction Buffer + %30 TdT Enzyme) ile 60 dakika inkiibe edildi.
Stop/Wash Buffer 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. Hazirlanan preparatlar Novel N-800M mikroskobunda
incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi. TUNEL boyamanin

degerlendirilmesinde Harris hematoksilen ile maviye boyanmis ¢ekirdekler normal,
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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 (Al)’1 hesaplanarak istatistiksel analizleri yapildi.

Boyama metodu asagidaki tabloda ayrintili olarak verilmistir (Tablo 1).

Tablo 2. TUNEL Boyama Prosediirti.

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 gevreleri sinirlayici kalem ile ¢izilir. .
6 1: 500 d iliisyondaki Protinaz K soliisyonu 20 dakika
7 PBS 3X5 dakika
8 Endojen peroksit blokaj1 (% 3 H,0,) 3 dakika
9 PBS 3X5 dakika
10 Equilibration tampon soliisyonu 10 dakika
11 Calisma soliisyonu (%70 pl Reaction Buffer 60 dakika
+ %30 TdT Enzyme) 37°C’de
12 Stop/Wash Buffer (2ml) +Distile su (68ml) Oda sicakliginda 10 dakika
13 Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika
14 PBS 3X5 dakika
15 DAB Dilution Buffer + 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. ...

2.3. Histolojik Calisma

Her gruptan alinan over dokulari, % 10’luk formaldehit tespit soliisyonunda
24 saat siiresince tespit edildikten sonra musluk suyu altinda yikamaya alindi.
Musluk suyunda 24 saat yikanan dokular daha sonra rutin histolojik takip
serilerinden gegirildi (Tablo 2). Daha sonra dokular parafin bloklara gomiildii. Bu
parafin bloklardan 4-6 pum kalmhginda kesitler alindi. Kesitlere Masson Trikrom

boyasi ile boyandi. Hazirlanan preparatlar arastirma mikroskobunda incelenip
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fotograflandi. Degisiklikler, histopatolojik durumlarma gore yok (0), hafif (1), orta
(2) ve siddetli (3) olarak degerlendirildi. Her bir sican i¢in skorlama yapildi ve her
grup i¢in ortalama degerler saptandi. Over rezervi hesaplanmasinda Mzaud ve ark.

larinin yontemine gore over folikiilleri tanind.

Tablo 3. Histolojik takip serileri

Sira Islem Siiresi

1 %70 Alkol 2 saat

2 %380 Alkol 1, 5 saat
3 %96 Alkol I 30 dakika
4 %96 Alkol II 30 dakika
5 %100 Alkol I 30 dakika
6 %100 Alkol 1T 30 dakika
7 Alkol + Xylol 15 dakika
8 Xylol I 15 dakika
9 Xylol IT 15 dakika
10 Yumusak parafin + Xylol 45 dakika
11 Yumusak parafin 1 saat

12 Yumusak parafin + Sert parafin 1, 5 saat
13 Sert parafin 3 saat

14 Gomme

2.4. istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler ortalama * standart sapma olarak belirlendi. Istatistiksel
analiz i¢in SPSS version 22 programi kullanildi. Gruplar aras1 degerlendirme One-
way ANOVA ve posthoc tukey testi ile yapildi. p<0.05 degerler istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. TAS-TOS Diizeyi Sonuclari

Over dokularinda TAS diizeyleri 6l¢iildii. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda
transplantasyon grubunda TAS degerleri anlamli olarak azalmisti. Transplantasyon
grubu ile kiyaslandiginda transplantasyon+benfotiamin grubunda TAS degerlerinde
artiy gOzlenmesine ragmen istatiksel olarak anlamli degildi.Bununla birlikte
transplantasyontNAC grubunda transplantasyon grubuna gore istatiksel olarak
belirgin bir artis vardi ve kontrol grubuna yakin izlendi. Transplantasyon+
benfotiamin grubu ve transplantasyon+NAC grubu arasinda istatiksel olarak anlamli
bir fark gozlenmedi.

Over dokusunda TOS diizeyleri 6l¢iildii. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda
transplantasyon grubunda istatiksel olarak belirgin bir artis vardi. Transplantasyon
grubu ile kiyaslandiginda ise transplantasyontbenfotiamin grubunda ve
transplantasyon+tNAC grubunda belirgin bir azalma izlendi. Transplantasyon+
benfotiamin grubu ile transplantasyon+NAC grubu arasinda istatiksel olarak anlamli

bir degisim izlenmedi.

Tablo 4. TAS-TOS Diizeyi Sonuglari

TAS (umol/L) TOS (umol/L)
KONTROL 309.16+8.88 170.50+20.38
TRANSPLANTASYON 225.33+61.42° 317.33+28.76°
TRANSPLANTASYON+BENFOTIAMIN 296.33+17.73 207.83+43.46°
TRANSPLANTASYON+NAC 321.16+11.66° 254.66+51.86°

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
? Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
® Transplantasyon grubuna gore karsilastirldiginda, (p<0.05).

3.2. TUNEL Bulgular

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 1s1k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi tiim gruplarda over
dokusunda liiteal hiicrelerde (kirmiz1 ok) gozlendi.

Over dokusunda TUNEL pozitifligi, kontrol grubu (Sekil 9) ile
kiyaslandiginda transplantasyon grubunda (Sekil 10) belirgin olmak iizere

transplantasyon+NAC ve transplantasyon+benfotiamin grubunda (Sekil 11) anlaml
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bir artis vardi (p<0.05). Transplantasyon grubu ile kiyaslandiginda ise
transplantasyon+benfotiamin grubu ve transplantasyon+NAC grubunda (Sekil 12)
TUNEL pozitifliginde anlamli bir azalma vardi. Transplantasyon+benfotiamin grubu
ile transplantasyon+NAC grubu ile kiyaslandiginda transplantasyon+NAC grubunda
TUNEL pozitifliginde anlamli bir azalma varda.

TUNEL pozitif kontrol dokusu olarak meme dokusu kullanildi (Sekil 13,
Tablo 5).

Tablo S. Apoptotik indeks (%)

Apoptotik Indeks (%)

KONTROL 12.16+1.94

TRANSPLANTASYON 34.33+4.45°
TRANSPLANTASYON+BENFOTIAMIN 23.16+3.31%®
TRANSPLANTASYON+NAC 12.83+2.63%

Degerler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.

* Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,

® Transplantasyon grubuna gore karsilastirildiginda,

¢ Transplantasyon+Benfotiamin grubuna gore karsilagtirildigida (p<0.05).

o ¥
f’_ 1 - ‘ y ' -

Sekil 9. Kontrol grubu over dokusu TUNEL pozitif hiicreler (kirmizi ok).
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Sekil 11.Transplantasyon+Benfotiamin grubu over dokusu TUNEL pozitif hiicreler

(kirmizi1 ok).
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Sekil 12. Transplantasyon+NAC grubu over dokusu TUNEL pozitif hiicreler

(kirmizi1 ok).

Sekil 13. Pozitif kontrol. Meme dokusu TUNEL pozitif hiicreler (kirmiz1 ok).
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3.3. Histolojik Bulgular

Over dokusunun Masson’s trichrome ve Hematoksilen-Eozin boyamanin 151k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; Kontrol grubu (Sekil 14, 18) ile diger
gruplar karsilastirildiginda primer-sekonder folikiil, corpus luteumda anlamli fark
yoktu. Primordial folikiil tiim gruplarda azalmisti, transplantasyon+benfotiamin
grubu ile transplantasyon+NAC grubu arasinda anlaml bir fark yoktu.

Fibrozis ag¢isindan degerlendirildiginde; kontrol grubu ile kiyaslandiginda
transplantasyon grubunda anlamli bir artis izlendi, transplantasyon grubu ile
kiyaslandiginda ise transplantasyon+benfotiamin ve transplantasyon+tNAC grubunda
anlamli bir azalma izlendi.

Nekraz agisindan degerlendirildigine ise kontrol grubu ile karsilastirildiginda
transplantasyon grubunda belirgin nekroz (Sekil 15) ve PML (Sekil 15) vardi
Transplantasyon grubuyla karsilastirildiginda ise transplantasyon + benfotiamin
grubunda PML azalmisti, nekroz izlenmedi. Tarnsplantasyon + NAC grubunda ise

nekroz izlenmezken PML artis1 yerine kronik iltihabi hiicrelere (Skil 17) birakmusti.

Tablo 6. Over dokusunun Masson’s trichrome ile boyamanin 11k mikroskopi altinda

mcelenmesi
Primer Sekonder Primordial Corpus
folikiil folikiil folikiil luteum
KONTROL 5,20+2, 28 13, 3345, 60 10, 40+4, 77 22, 80+10, 73
TRANSPLANTASYON 4, 00+0, 00 11, 004, 76 0, 80+1, 78 23, 50+3, 00
TRANSPLANTASYON 4,00+2, 82 14, 80+9, 01 0, 66+t1, 15 22, 00+10, 29
+BENFOTIAMIN
TRANSPLANTASYON 7,504, 12 14, 00+2, 44 2,661, 15 19, 2043, 63
+NAC

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
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Sekil 15. Transplantasyon grubuna ait over dokusu. (Kirmizi yildiz: Nekroz, Siyah
Yildiz PNL artig1)
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Sekil 16. Transplantasyon + Benfotiamin grubuna ait over dokusu. (Siyah Yildiz
PNL artis1)
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Sekil 17. Transplantasyon + NAC grubuna ait over dokusu. (Kahverengi yildiz:
kronik ihtihabi (lenfomonositik) hiicreler)
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Sekil 19. Transplantasyon grubuna ait over dokusu. (Siyah ok: Fibrozis)
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Sekil 20. Transplantasyon+Benfotiamin grubuna ait over dokusu. (Siyah ok:

Fibrozis)
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Sekil 21. Transplantasyon+NAC grubuna ait over dokusu. (Siyah ok: Fibrozis)
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4. TARTISMA

Bu c¢alismada, otolog intraperitoneal over transplantasyonu sonrasi over
dokusu iizerinde NAC ve benfotiamin doku koruyucu etkileri incelendi.

Hem cerrahi hem de o6rnegin ektopik gebelikte kullanilan bazi medikal
metodlar germinal hiicre proliferasyonunun bozulmasi veya overe olan kan
desteginin azalmasi yoluyla ovaryan rezervi olumsuz etkilemektedir (139-141). Biz
de ovaryan ototransplantasyon yaparak ovaryan kan destegini bozmus olduk.

Oksijen-iligkili serbest radikaller ve lipid peroksidasyonu tarafindan
indiiklenen iskemi reperflizyon hasarinin primordiyal folikiil kaybina neden oldugu
gosterilmistir (142). Atilgan ve ark. (141) ise unilateral total slpenjektomi yaptiklar:
deneysel bir calismada sekonder folikiil sayisinin kontrol grubuna gdre anlamli
olarak azaldigmi tespit etmislerdir. Primordial, primer ve tersiyer folikiil sayisinda
ise anlamli bir fark bulamamislardir. Pasa ve ark. (143) ise yaptiklar1 total
salpenjektomi deneyinde primer, primordial, tersiyer ve sekonder folikiil sayilarmin
timiiniin kontrol grubuna goére anlamli olarak azaldigmi gostermislerdir. Bizim
deneyimizin sonucunda ise transplantasyon yaptigimiz grupta primordial folikiil
sayismi1 kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldigini tespit ettik. Korpus luteum,
primer, sekonder, tersiyer folikiil ve korpus luteum sayilarinda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulamadik. Bizim bulgularimiz Atilgan ve ark. (141)
ile Pasa ve ark. (143)  nin bulgular1 ile kismen uyusmaktadir. Bunun nedeni Pasa ve
ark. (143) deneylerinde 5-6 haftalik wistar albino cinsi rat kullanmisken, Atilgan ve
ark. (141) bizim ¢aligmamizda da kullandigimiz gibi ratlar 12-14 haftalik Wistar
Albino cinsi ratlar idi. Zira rat yas1 arttikca over fonksiyonlar1 da olumsuz olarak
etkilenmektedir (144). Bu farkliligin nedeni rat yaslarmin ayni olmamasi olabilir.
Ayrica ovaryan doku transplantasyon deneysel calismalarinda folikiil dansitesinde
%50-%90 civarinda bir azalmanin oldugu gosterilmistir (145, 146). Istenmeyen
folikiil aktivasyonu (folikiillerde sayica artig) (147, 148) ve oosit ve folikiillerde
asenkronize biliylime tespit edilmistir (149). Bizim folikiil sayisindaki farklh
bulgumuz, 6zellikle primordiyal folikiillerin ¢cok fazla azalmasina karsin diger folikiil
sayilar1 ve korpus luteum sayilar1 ile ileri derecede diskordans gdstermektedir.
Yukaridaki tespitler bizim folikiil sayimizdaki diger ¢aligmalarla olan farkliligimizi

aciklayabilir. Bu konuyu daha iyi irdeleyebilmek i¢in bazi bilgilerin gozden
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gecirilmesi gerekmektedir. Over stromasi kollajen, kontraktil ve interstisyel hiicreler
icerir (150). Kan veya lenfatik sirkiilasyon bozuklugunda kollajen neoformasyonu
sitimiile olur (151). Uterin ve tubal lenfatikler broad ligamentde birbirlerine ¢ok
yakin seyrederler (152). Ovaryan transplantasyon esnasinda lenfatik sirkiilasyonda
hasar meydana gelir. Bu da kollajen formasyonunda artisa neden olabilir.
Fibrozisdeki artis, over folikiil rezervindeki azalmayi telafi eden kompansatuar bir
mekanizma olabilir (151). Sekonder, primer ve tersiyer folikiil sayilar1 ile korpus
luteum sayilarmin tiim gruplarda benzer olmasi bu teoriyi desteklemektedir. Bu
yoniiyle bizim bulgularimiz da uyumludur. Ayni sekilde rodentlerdeki folikiiler
gelisimin  kisaca go6zden gegirilmesi konuyu anlamamizda faydali olacaktir.
Rodentlerde primordiyal folikiiller dogumdan sonraki iiglincii giiniin sonunda
olusurlar (153). Ik folikiil dalgasmnin antral folikiile kadar gelisimi ii¢ haftay1 bulur
(154). lyi gelismis sekonder folikiiller yedinci giinde gdzlenir. Minimal ovaryan
hiicre apoptozisi ancak 18. giinde olusur (153, 155). Bu donemde erken antral
folikiiller de gozlenir. Puberte ya da ilk Ostrus 34. giin civarinda meydana gelir.
Diizenli 6strus siklusu, 10-12. aylarda uzayan ve 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 um’den
(primordial folikiil) 500-800 um (preovulatuar folikiil) capa kadar, 60 giinden fazla
bir siirede ulasir (yaklasik 15 dstrus siklusu). Primordiyal folikiiliin sekonder folikiile
gelisim asamasi 30 glinden uzun olabilir. Sekonder asamadan ovulasyona kadar olan
gelisim siiresi 28+2-3 giin olabilir (154). Bu bilgiler 15181nda degerlendirirsek, belki
biraz daha uzun bir siire sonra (2 ay) ratlarin overleri incelense idi gruplar arasinda
folikiil sayilar1 bakimindan anlamli farkliliklar bulabilirdik. Ancak burada da ratlarin
yaslanmasina bagli ovaryan folikiiler havuzdaki azalmayr da g6z Oniinde
bulundurmak gerekir. Clinkli Atilgan ve ark. (141) deneysel bir calismada 6zellikle
sekonder folikiil sayisinin total salpenjektominin 1. ayinda kontrol grubuna gore
anlamli olarak azaldigim1 gostermislerdir. Ayn1 deneyde 6. aym sonunda overlerini
inceledikleri gruplarda ise tiim folikiil sayilarinin hem kontrol hem de salpenjektomi
grubunda anlaml bir farklilik géstermedigini tespit etmislerdir. Fibrozis skorunun ise
1. aydaki ve 6. aydaki gruplarda kontrol grubuna gore salpenjektomi grubunda

anlamli olarak artmis oldugunu ve bunun 6. ayda da devam ettigini gostermislerdir.
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Bu bulgu da bize yukarida bahsedildigi gibi Souza ve ark. (151)’nin fibrozisin
ovaryan rezervi korumaya yardim eden bir ovarian homeostazis mekanizmasinin
oldugu teorisini desteklemektedir. Folikiil sayilarinin farkli olmasinda belki de
overdeki parakrin etkilesimler de rol oynuyor olabilir. Ciinkii Fu ve ark (156)
mezensimal kok hiicre transplantasyonunun kemoterapinin neden oldugu ovaryan
fonksiyon ve doku hasarmin diizelmesinde 6nemli bir rol oynadigini gostermislerdir.
Hasarlanan overlerin onarilmasinda mezensimal kok hiicre tarafindan sekrete edilen
parakrin mediatorlerin roliiniin oldugunu bildirmiglerdir. NAC ve benfotiamin
verdigimiz grupta ise sekonder folikiil sayisinda transplantasyon ve kontrol grubuna
gore anlamli fark bulamadik. Over rezervinin iyi bir belirtecinin sekonder folikiil
sayist oldugu disiiniiliirse (AMH’ nin baglica salgilandig1 folikiil) NAC ve
benfotiaminin transplantasyonun neden oldugu iskemi-reperflizyon hasarmna karsi en
azindan erken donemde over rezervini korudugunu soyleyebiliriz.
Oksidan/antioksidan sistemde, belirli bir diizeye kadar olusan oksidan
molekiil artis1 viicutta daima belirli bir seviyede bulunan dogal antioksidan
molekiiller tarafindan etkisiz hale getirilmektedir. Oksidanlar belirli diizeyin iizerinde
olusur veya antioksidanlar yetersiz olursa, oksidan molekiiller organizmanin yapi
elemanlarin1 tahrip ederek hiicre organelleri ve membrandaki lipid ve protein
yapisin1 bozarak, hiicre i¢i yararli enzimleri etkisizlestirirler, DNA'y1 tahrip ederler,
mitokondrilerdeki aerobik solunumu bozar ve hiicrede zararli etkilere yol agarlar
(157). Hiicrede radikallerin olusumu bir¢cok primer metabolit {izerinde giiclii etkili
olup, kanser gibi hastaliklarin patogenezinde rol almaktadirlar. Bu maddeler
disaridan uygulandiginda, organizma tarafindan fark edilmekte ve organizma bu
maddelere ve etkilerine karsi defans mekanizmalar1 gelistirmektedir. Daha sonra
organizma bu maddelere karsi stres yonetiminde g¢evrili makromolekiillere zarar
vermeden antioksidan enzimler bu serbest radikalleri temizlemek igin aktive
olmaktadir. Eger bu radikaller hiicreyi irreversible sekilde hasara ugratirsa hiicre
kendini yok etme secenegini kullanabilir ve apoptiotik siire¢ baslayabilir (158).
Reaktif oksijen tiirleri iizerine benfotiaminin inhibe edici etkisinin oldugunu gosteren
calismalar mevcuttur (115, 116). Bir g¢alismada da benfotiaminin diyabetli
sicanlardaki endotel hiicrelerde fazla sayida tretilmis reaktif oksijen tiirlerini

normallestirdigi gosterilmisken (126), bir diger c¢alismada streptozotocin (STZ)
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indiiklemeli diyabetik farelerde de oksidatif stresi azalttigi gosterilmistir (127).
NAC’in oksidatif stresi azaltma ve iskemik reperfuzyon hasarmmda onemli rol
oynayan TNF-a, IL-1b, iINOS ve NO iretimi gibi preinflamatuar sitokinlerin
indiiksiyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (9). NAC ayrica serbest oksijen
radikallerinin temizlenmesi ve intraseliiler glutatyon konsantrasyonunun artmasinda
onemli rol oynar (159). Deneyimizde kontrol grubu ile karsilastirildiginda TAS
diizeyleri transplantasyon grubunda belirgin derecede azalmis iken TOS diizeyleri ise
belirgin olarak artmis idi. Bu bulgu da bize transplantasyonun over iizerindeki
oksidan/antioksidan dengeyi oksidatif hasar yoniinde bozdugunu gdstermektedir.
Transplantasyon grubu ile karsilastirildiginda ise transplantasyontNAC grubunda
TAS seviyesi anlamli olarak azalmig iken transplantasyon+benfotiamin grubunda ise
azalmakla birlikte istatistiksel fark tespit edilmedi. Ancak kontrol ve transplantasyon
+NAC grubu ile karsilastirildiginda ise transplantasyon+benfotiamin grubunda TAS
diizeyleri bakimmdan anlaml fark yoktu. TOS ise transplantasyon grubunda, kontrol
grubuna gore anlamli olarak artmis bulundu. Transplantasyont+benfotiamin ve
transplantasyon+tNAC gruplarinda ise transplantasyon grubuna gére anlamli olarak
azalma tespit edildi. Transplantasyon+NAC ile transplantasyon+benfotiamin gruplar1
arasinda ise anlamli fark yoktu. Bu bulgu da bize benfotiaminin 6zellikle TOS
seviyesini azaltarak, NAC kadar iskemi-reperfiizyon hasarina kars1 overi korudugunu
gostermektedir. Yani benfotiamin ve NAC oksidan/antioksidan dengeyi antioksidan
lehine degistirerek overi koruyucu etki yapmaktadir. Sapmaz ve ark (160) otolog
intraperitoneal over transplantasyonu deneyinde bir antioksidan ajan olan
melatoninin doku MDA diizeylerini diislirdiiglinii ve ovaryan nekroza karsi etkili
oldugunu gostermislerdir. Biz de Sapmaz ve ark.’nin (160) bulgularina benzer olarak
MDA’y1 da iceren TOS seviyelerini transplantasyon+NAC ve transplantasyon
+benfotiamin grubunda anlaml olarak azalmis oldugunu gosterdik.

Over transplantasyonunda iskemi-reperfiizyon hasarinin  Onlenmesi
¢ozillmemis en Onemli konulardan birisidir (7). Iskemi-reperfiizyon olaylarinda
ortaya c¢ikan oksijen radikalleri (siiperoksit, hidroksil, peroksil, alkoksil ve singlet
oksijen radikalleri) tliim membranlardaki lipitler lizerine yikici etkiye neden olur.
Bunlar icerisinde en etkilisi hidroksil radikalidir (161). Ortaya c¢ikan oksijen

radikalleri i1lk 6nce SOD, daha sonra katalaz ve GSH-Px tarafindan temizlenir.
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Oksijen radikal tiretimde bir artis meydana geldiginde bu enzimler asir1 tiiketilir ve
goreceli bir yetmezlik ortaya cikar. Sonucta ortamdan uzaklastirilmayan oksijen
radikallerinin 6zellikle membranlar iizerine hasar olusturucu etkileri ortaya cikar ve
hiicreler nekroza ugrar (162-164). Transplant grubumuzda fibrozis ve apopitozisin
kontrol grubuna gore fazla olmasmi kronik hipoksinin apopitotik etkisine
baglamaktayiz (165). Zira mikroskopik olarak inceledigimizde transplant grubunda
diger gruplara gore belirgin derecede nekroz alanlarmin fazla oldugunu gordiik. Bu
nekroz alanlarmin fazla olmasi ise TUNEL ile boyanacak hiicre ¢ekirdegi sayisinin
daha az olacagim1 gostermektedir. Yani burada apopitozisin ¢ok farkl
sonu¢lanmamasi dokularin korundugu anlamima gelmemektedir. Benzer sekilde
Atilgan ve ark. (141) yaptiklar1 deneyde total salpenjektominin neden oldugu iskemi-
reperflizyon hasarinin folikiiler graniiloza hiicrelerini olumsuz etkiledigini gostererek
PCNA immiinreaktivitesinin salpenjektomi grubunda kontrol grubuna gére anlamli
olarak azaldigmi gdostermislerdir. Ayni calismada apopitozis ve fibrozisin de
salpenjektomi  grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak arttigini
gostermiglerdir. Yani ¢calismamizda transplantasyonun neden oldugu hipoksik siirec,
overlerde ¢ok ileri derecede zararl etkiler yapmustir diyebiliriz. Benfotiamin ve NAC
verilen gruplarda ise apopitotik ve fibrotik ilerlemenin anlamli olarak daha az
oldugunu gosterdik. Bu bulgumuz da bize bu iki ajanin transplantasyonun neden
oldugu total over harabiyetini 6nlemede etkin bir rol oynadigini gostermektedir.
Folikiiler atrezi apoptozis aracili bir siirectir (166). Apoptozis, secici hiicre
azaltic1 bir islem olarak aktif gen ekspresyonuna gerek duyar. DNA fragmantasyonu,
plazma membraninda sisme ve hiicrenin bilizismesi seklinde biyokimyasal ve
morfolojik belirtiler olusturan bir siirectir. Pek ¢cok hormon, sitokinler ve biiylime
faktorleri genelde dokuya spesifik koruma faktorleri olarak aktivite gostererek
apoptozisi Onliiyor olsa da pek ¢ok hormonal faktér de apoptotik siireci indiikleyici
ya da hizlandirict etki gostermektedir (167, 168). Apoptotik uyarim almis bir hiicre
tipik olarak biiziismekte ve c¢evre hiicrelerle baglantisini kesmektedir (168).
Primordiyal ve kiiciik ¢apli gelisen folikiilde oosit kiiciiliir ve dejenere olur. Sonra
benzer degisiklikler folikiil hiicrelerinde gozlenir. Hiicreler sindirilip goriinmez hale
geldiginde, etraftaki stromal hiicreler olusan bosluga gbé¢ eder ve folikiilden iz

birakmaz (169). Transplant grubumuzdaki TAS diizeylerindeki azalma, TOS
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diizeyindeki artis DNA hasar1 yaparak transplantasyon, transplantasyon+benfotiamin
ve transplantasyontNAC grubunda primordiyal folikiillerdeki apopitozisi
hizlandirmaktadir.

Deneyimizde dikkat c¢eken bir diger bulgu, inflamatuar hiicre sayisinin
transplantasyon grubunda kontrol, transplantasyon+NAC ve transplantasyon+
benfotiamin grubuna gore ileri dercede artmis olmasiydi. Bu nedenle NAC’in
antiinflamatuar ve antioksidan etkisinin yanisira hiicre yiizeyindeki tiyol proteinlerin
fonksiyonunu azaltarak ve apopitozisi inhibe ederek iskemik reperflizyon hasarini
azalttig1 sOylenebilir (170, 171). NAC tedavisi sonrasi rat kalp izogreft (171) ve
insan bobrek greft (170) fonksiyonunun daha iyi ve hizli diizeldigini gdsteren
arastirmacilar, Ostrus donglisi ve yumurtalik fonksiyonunun da daha hizli
toparlandigini gostermistirler. Vitamin E (172), allopurinol (173), askorbik asit (174),
melatonin ve oksitetrasiklin (160) gibi diger antioksidanlarin overyan doku
transplantasyonunda potansiyel yararlar1 bildirilmistirSon zamanlarda Benfotiamine
nin makrofajlarda LPS-kaynakli NF-kB-bagimli enflamatuar sitokinlerin ve
kemokinlerin  ekspresyonunu  engelledigi  gdosterilmistir  (175)Ayrica  bizde
calismamizda benfotiaminin de inflamatuar yanit1 baskiladigini gostermis olduk.

Insanlarda reprodiiktif alandaki umut verici sonuglarina ragmen, dondurulmus
over transplantasyonu halen daha ileri caligmalara ihtiya¢ duymaktadir. Giintimiizde
otolog over transplantasyonu sonucu kendiliginden gebelik elde edilen bazi vakalar
vardir (176). Ilk spontan gebelik Donnez ve ark. (177) tarafindan bildirilmistir.
Ancak Oncelikle greftin kisa Omiirlii olmasi hatta hormonal stimiilasyonla bile
gebelik elde edilememesi ile ilgili basarisizlik iizerine bir¢ok goriis vardir.
Fertilitenin yeniden kazanilmasini engelleyen ve transplantasyonu takiben gelisen
iskemi ve fibrozis, folikiil popiilasyonundaki kayip, fertilitenin yeniden
kazanilmasmin dniindeki engeldir (178-180). Ozellikle posttransplantasyonun en son
fazlarinda taze greftlenen overin fonksiyonunu devam ettirebilmesi i¢in iskemik
kosullarn ortadan kaldirilmasinin faydali etkiler gosterdigini bildirmislerdir.
Salpenjektominin bile deneysel ¢alismalarda bu derece overi etkiledigi diistintiliirse,
overin tim kan desteginin bir siireligine ortadan kaldirildigi ve tamamen kendi
kompansasyon mekanizmalar1 ile basbasa birakildigi transplantasyon isleminde,

overyan dokunun ugrayacagi hasarin ne derece biiyiik olabilecegini tahmin etmek zor
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olmayacaktir. Deneysel sonuclarimizla bu hasarlarin siddetini ve iskemi-reperflizyon
hasarmin etkin bir bigcimde Oniine gecilmesinin ise dokular1 korumada son derece
onemli oldugunu da bir kere daha gosterdik. Iskemi reperfiizyon-hasarini azaltmanin
ovaryan dokuyu belirgin derecede korudugunu, NAC ve benfotiaminin ise iskemi-
reperflizyon hasarindan overleri etkin bir sekilde koruyabilecegini de tecriibe ettik.
Sonu¢  olarak ratlarda  yaptigimiz  otolog intraperitoneal over
transplantasyonunda iskemi-reperfiizyon hasarma kars1 ovaryan dokuyu korumada

benfotiamin ve NAC esit derecede ve etkili iki ajandir.
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