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OZET
PREPUBERTAL DONEMDEKI DiSI RATLARIN OVARYUMLARI UZERINDE
ELEKTROMANYETIK ALANIN ETKISINE KARSI LiPOIiK ASIDIN KORUYUCU
OZELLIGININ BIYOKIMYASAL, ISIK MIK ROSK OBIiK VE
ULTRASTRUKTUREL DUZEYDE INCELENMESI
CEYDA YILDIZ

Calismamizda elektromanyetik alanin ovaryumda meydana getirdigi degisimler ile ve
bu degisimler Uzerine lipoik asidin antioksidan etkisi incelenmistir. EMA’nin ovaryumda
beklenen apopitozdaki roll, ayrica oksidatif stres parametreleri Uzerine olan etkisi de
calisilmis ve ultrastrikttrel incelemelerle desteklenmistir.

Dokuz Eylul Universitesi Saglik Bilimleri Engtitiisti Etik Kurulu’ nun 21/03/2008 giin
ve 33 sayili karar1 ile caligmaya baslanmustir.

CGalisma gruplarimiz; 1. grup: Kontrol grubu. EMA’ya maruz kalmamis ve p.o.serum
fizyolojik almis grup (n=7), Il. grup: EMA grubu. EMA’ya maruz kalan ve p.o. serum
fizyolojik uygulanmis prepubertal disi sicanlar (n=7, 6 hafta), 111. grup: EMA+LA grubu.
EMA maruziyeti + Lipoik Asit uygulanmis sicanlar (n=10, 100 mg/kg Lipoik Asit p.o. 6
hafta) olmak Uzere 3 gruba ayrilmistir. Butun gruplardaki hayvanlarin sag ovaryumlar: GPX
ve MDA odlgumleri igin spektrofotometrik yontemle incelendi. Gruplar arast primer ve
sekonder follikil sayilar1 karsilastirildi, TUNEL yontemi uygulanarak DNA fragmantasyonu
degerlendirildi. Transmisyon elektron mikroskobu ile granitiloza hicreleri, oosit ve zona
pellusidadaki ince yap:1 diizeyindeki degisiklikler incelendi.

Gruplar arast follikil sayilar karsilastirilmasinda EMA’ ya maruz kalan grupta primer
ve sekonder follikil sayillarinda diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli azalma
saptanmistir. DNA hasarinin degerlendirilmesinde Kontrol ve LA+EMA gruplart arasinda
primer ve sekonder folliklllerdeki TUNEL pozitif boyanan graniiloza hicrelerinde anlamli
fark gozlenmezken, EMA grubunda primer ve sekonder follikillerde tunel pozitif hicre
sayisi kontrol grubuna goére anlamli olarak yiksek bulundu. Hem EMA grubunda hem de
EMA+LA grubunda MDA duzeyi ortalamalart EMA’ min verdigi hasardan dolay: kontrol
grubuna gore anlaml: derecede yiksek bulundu. Ancak EMA ve EMA+LA gruplar: arasinda
MDA duizeyleri agisindan bulunan fark istatistiksel olarak anlaml: degildi.
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Hem EMA grubunda hem de EMA+LA grubunda GPx dizeyi ortalamalart EMA’ nin
verdigi hasardan dolay1 kontrol grubuna gore anlamli derecede distk bulundu. Ancak EMA
ve EMA+LA gruplart arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi. Elde ettigimiz
bulgulardan antioksidan olarak kullandigimiz lipoik asitin oksidatif stres parametreleri Gizerine
etki etmedigi sonucuna vardik.

Yaptigimiz bu galismada lipoik asidin, elektromanyetik alamin ovaryum dokusunda
neden oldugu hasara kars1 kullanilmast literattrde bir ilktir.

Anahtar kelimeler : Elektromanyetik alan, Lipoik asit, Ovaryum, Apopitoz, ROS,
Ultrastriktir
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1.

GIiRIS VE AMAC

Gelisen teknoloji ile birlikte yasam elektrige bagimli hale gelmistir. Elektrik, ev
gereclerinden is makinelerine kadar hayatimizda birgok alanda kullamimaktadir. Evlere
dagitilan elektrigin frekanst 50-60 Hz'dir. Bu frekanslardaki elektriksel gug, cok disuk
frekansli elektromanyetik alan (EMA) meydana getirmekte ve farkinda olunmadan
istenmeyen etkilerle kars karsiya kalinmaktadir.

EMA’ nin canli dokulardaiki temel etki mekanizmas: bulunmaktadir. Birincisi termal
etkiler, digeri ise kimyasal etkiler olarak bilinmektedir. Organizmamin EMA’ya maruz
kalmasiyla birlikte nasil bir etkinin meydana gelecegi merak konusu olmustur. Bunlarin, insan
sagligina zararl olduklarina dair bugliine kadar yapilan bilimsel arastirmalarda ¢ok kiguk
siddet ve guclerde dahi elektromanyetik alan ve dalgalarin biyolojik etkilerinden soz
edilmektedir. Glnimizde bu dalgalarin insan saghigi Uzerine zararl etkilerinin oldugunu
bildiren calismalar incelendiginde, bu konunun 6nemli bir saglik problemi haline geldigi
gorulmektedir. EMA’ya maruz kalma, vicutta birgok biyolojik streci etkileyerek DNA’datek
veya ¢ift zincir kiriklarina yol acabilmekte, bu durum karsinogenesis gelisimi icin potansiyel
risk olusturmaktadir.

Hucrede olusan reaktif oksijen tirleri (ROS), "antioksidan savunma sistemleri” veya
kisaca "antioksidanlar" olarak bilinen mekanizmalarla ortadan kaldirilirlar. ROS, direkt veya
indirekt yollarla apopitotik veya nekrotik hticre 6lumini baslatabilir. Bazi calismalarda EM A
ve statik manyetik alanlarin, lipid peroksidasyonunun ve serbest radikallerin indiklenmesine
neden oldugu bildirilmistir.

Thioktik asit olarakta bilinen Lipoik Asit’in (LA), LA ve redukte LA [dihidrolipoik
asit (DHLA)] olmak Uzere iki formu bulunmaktadir. LA min bu iki formu oksidasyon ve
redilksiyon reaksiyonlariyla birbirine donusebilir. In vivo ve in vitro galismalarda lipid
peroksidasyonunu inhibe ettigi belirlenen LA’ min; asir1 toksik olan nitrik oksit ve hidroksil
radikallerini, hidrojen peroksiti, hipoklor6z asiti ve nitrit anyonunu yakalayarak, singlet
oksijeni etkisizlestirdigi bilinmektedir.

Bu ¢alisgmada EMA’ nin ovaryumda meydana getirdigi degisimler ile ve bu degisimler
Uzerine lipoik asidin koruyucu antioksidan etkisi incelenmistir. EMA’mn ovaryumda
beklenen apopitozdaki roll, ayrica oksidatif stres parametreleri Uzerine olan etkisi de
calisilmis ve ultrastrikttrel incelemelerle desteklenmistir.



2. GENEL BiLGIiLER
2.1. OVARYUM YAPIS|

Cocuk dogurmamis kadinlarda ovaryum bir cift, bademe benzer sekilde, pembemsi-
beyaz gorinimde, 3 cm uzunlugunda, 1,5 cm genisliginde ve 1 cm kalinlhigindadir.
Puberteden Once ovaryum diizgiin yiizeylidir. Ureme hayat1 boyunca tekrar eden
ovulasyonlardan dolay: dizensiz bir hal alir. Menapoz sonrasi kadinlarda ovaryum, Ureme
periyodundaki buyukligunun ¥4 lik halini alir (1).

Ovaryumun fonksiyonlarr;

Disi gamet Uretimi
Steroid hormanlarin (Ostrojen ve progesteron) salgilanmast;
Dogumdan sonra Ureme organlarimin biytmesinin regiilasyonu

Sekonder seks karakterlerinin gelismesinden sorumludur (2).

Ovaryum korteks ve medulladan olusur;

Medulla/M edullar Bélge; Ovaryumun merkezi bdlgesidir. Medulla da gevsek bag doku,
yogun kivrintili kan damarlar1 ve sinirler bulunur. Medulla stromasi fibroblastlari, elastik
lifleri ve duz kas hucrelerini igerir.

KortekgKortikal Bolge; Medullay: kusatan periferal kissmdir. Hicrece zengin bag dokuya
goémult ovaryal foliklllerden olusur (1). Korteks stromasi fibroblast benzeri hicreleri ve
retikuler lif agini igerir (3). Folikillerin etrafindaki stromada diiz kas lifleri bulunur. Medulla
ve korteks arasinda keskin bir sinir yoktur.

Ovaryumun yizeyi tek katl kibik ve bazi kisimlarinda yassi hiicrelerle cevrilidir. Bu hiicresel
tabaka germinal epitel olarak adlandirilir ve mesovaryumu gevreleyen mezotelyumla devam
eder (1) . Ovaryum hilusunda mesovariuma yakin bolgede biyik epiteloid hiicre gruplar:
gorulur. Bunlar kan damarlar1 ve miyelinsiz sinir lifleriyle iliskidedirler ve hilus hicreleri ya
da sempatikotropik hilus bezi olarak adlandirilirlar. Bu hiicrelerin kromaffin hiicreleri oldugu
dustnulmus fakat kromeatlarla boyanmadiklarindan sitolojik ve histokimyasal 6zelliklerinden
dolay1 Leydig htcrelerine daha ¢ok benzedikleri bulunmustur. Lipidlerden zengin lipokrom
pigmenti ve Reinke kristallerine benzer kristalleri vardir (3). Yogun bir bag doku tabakasi
olan tunika albuginea, germinal epitel ile korteks arasinda yer alir.



Ovaryum folikulleri ve gelismekte olan oosit icin gerekli mikrogevreyi olusturur.
Ovaryum folikulleri korteksin stromasinda bulunur ¢esitli buyukltklerdedir ve her biri tek bir

oosit igerir (1).

2.2. OVARYAL DONGU

FSH (folikdl stimilan hormon) ve LH (luteinizan hormon), hormonlarinin etkisiyle
ovaryumda, folikdl gelisimi, ovulasyon, korpus luteum olusmasi gibi siklik degisiklikler
meydana gelir, buna ovaryal dongu denir. (4) Ovaryal dongu folikiler evre, ovulasyon evresi
ve luteal evre olarak 3 kisimda incelenebilir; (2)

2.2.1. FOL/KULEREVRE

2.2.1.1.Prenatal Maturasyon

Gelisimin Uguncli  haftast  bitiminde vitellus (yolk) kesesi duvarinda beliren
primordiyal germ hticrelerinden, olgun erkek ve disi treme htcreleri gelisirler. Bu hticreler
vitellus kesesinden, gelismekte olan gonadlara ameboid hareketlerle go¢ ederek, gonadlara
dordiinct  haftamn sonu veya besinci haftamn basinda ulasirlar (5). Primordiyal germ
hicrelerinin cogalmasi ve izledikleri yol, kendileri tarafindan tretilen ve bir tirozin kinaz olan
c-kit reseptort ve onun ligandi olan kok hicre faktorl ile etkilesimine baglidir. Bunlarin
eksikligi, gonad yetersizligi ile sonuglanir (2).

Primordiyal germ hucreleri disi gonada ulastiklarinda oogoniumlara farklanirlar.
Ardarda mitoz geciren oogoniumlar kiimeler olusturur ve Uglincll ayin sonunda yassi epitel
hicreleriyle gevrelenirler. Bir kiimedeki oogoniumlarin tumu tek bir primordiyal germ
hicresinden gelisirken, folikil hicreleri veya grantloza hicreleri olarak bilinen
oogoniumlarin gevresindeki yassi epitel hucreleri ovaryumun ytizey epitelinden koken alirlar.
Oogoniumlarin gogu mitozla bolinmeye devam ederken, bir kismi blyUyerek primer oositlere
farklanirlar. Olusan primer oositler hemen DNA’larint bir kat arttirarak, birinci mayoz
boltinmenin profaz safhasina girerler. Oogoniumlarin sayisi hizla artar ve gelisimin besinci
ayinda sayilar1 yaklasik yedi milyona ulasir. Bu donemden sonra dejenerasyon baslar.
Oogoniumlarin bir ¢ogu ve primer oositler atrezik hale gelir. Yedinci ayda ylzeye yakin
yerlesimli olan birkagi disinda oogoniumlarin cogunlugu artik dejenere olmustur.



Geriye kalan primer oositlerin timu, birinci mayoz bdlinmeye girmis ve her biri ayr
ayr1 tek katli yass: epitel tabakasiyla gevrelenmistir. Bu primer oosit ve gevresindeki yassi
epitel hicreleri birlikte primordiyal folikul adin alir (5).

2.2.1.2.Postnatal Maturasyon

Dogumda, tum primer oositler birinci mayoz bolinmenin profaz safhasindadir.
Normalde bolinmenin metafazla devam etmesi gerekirken, gekirdek kromatinin seyrek ve
dizensiz bir yapilasma gosterdigi diploten donemi olarak adlandirilan istirahat donemine
girerler. Primer oositler, puberteye kadar 1. Mayoz bdlinmenin profaz safhasinda beklerler.
Bu sire zarfinda, oositin olgunlasmasi folikll hicreleri tarafindan salgilanan oosit
maturasyon inhibitorti olan OMI tarafindan baskilamir. Dogumda overlerdeki primer oosit
sayisinin yaklasik 700.000 ile 2.000.000 arasinda degistigi bilinmektedir. Puberteye kadar bu
oositlerin gogu atreziye ugrar, puberte baslangicindaki bu say:r 400.000'e diuser ve ancak
500’ den daha az1 menapoza kadar ovulasyonla gonad disina atilir.

Pubertede her siklusta 5 ile 15 kadar primordial folikil olgunlasmaya baslar. Diploten
evresinde olan primer oosit blyumeye baslar, oositi kusatan yassi epitel hicreleri 6nce
kubiklesir, sonra cogalarak cok katli bir epitel tabakasi olusturur. Bu cogalan hiicrelere
grantloza hucreleri denir. Bu folikullere de primer folikul denir. Grantloza hucreleri bir
bazal membran Uzerine otururlar. Grantloza hicreleri ve oosit, glikoprotein yapisinda zona
pellusida denilen tabakay: olusturur. Folikil buylmesine devam ederken teka folikulu
hilcreleri, teka interna ve teka eksterna denilen iki tabaka seklinde farklanirlar. icte teka
interna salgi1 yapan hiicrelerden, distaki teka eksterna ise fibroblast benzeri hiicreler ve bag
dokusundan olusur. Oositi gevreleyen folikll hicrelerinin sitoplazmik uzantilari zona
pellusiday1 gegerek oositin hiicre membramimn mikrovilluslariyla yakin temasta bulunur.
Folikul gelisimi ilerledikge graniloza hticreleri arasinda ici sivi dolu bosluklar belirir. Bu
bosluklar birleserek antrumu olusturur bu folikile de sekonder foliktl denir. Baslangicta
antrum hilal seklindedir, fakat zamanla genisler. Oositi cevreleyen graniloza hicreleri
bozulmamis olarak kalarak kiimulus ooforus'u olustururlar. Olgunlasmis folikilin ¢apr 10
mm veya daha fazladir ve tersiyer, vezikuler veya graaf folikulu olarak bilinir (Sekil 1).

Her bir siklusta birden fazla folikil gelismeye baslasa da, bunlardan sadece bir tanesi
tam anlamiyla olgunlasir. Digerleri dejenere olarak atretik hale gelirler.



Follikll olgunluga eristiginde, primer oosit 1.Mayoz bolinmesini tamamlar ve
blyUklUkleri farkli, her biri 23 ¢ift kromozom igeren iki yavru hicre olusturur. Bélinme
sonunda, sitoplazmanin hemen hemen timund alan, sekonder oosit ve sitoplazmaca fakir
1.polar cisim olusmustur. Polar cisim, oositin hiicre membraniyla zona pellusida arasindaki
perivitellin aralikta yer alir. Boylece birinci mayotik bdlinme ovulasyondan hemen Once
tamamlanir.

Birinci mayoz bolinme tamamlandiktan sonra, sekonder oositin nukleusu istirahat
doneminden ©6nce, DNA replikasyonu olmadan ikinci olgunlasma bolinmesine girer.
Sekonder oositte bélinme mekigi olusup, kromozomlar metafaz plaginda dizildikleri zaman,
ovulasyon gerceklesir ve oosit disar: atilir. Ikinci mayoz béliinme ancak, oositin bir spermium
tarafindan dollenmesinden sonra tamamlanir. Dollenmeyen oosit ise 24 saat icinde dejenere
olur (5).

Copyrighl © The McGraw-Hill Companies, Inc. Permizsion required lor reproduction or display.
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2.2.2. OVULASYON
Ovulasyon sirasinda Graaf folikultinden atilan sekonder oosittir. Ovulasyon esnasinda,
folikll germinal epitele yaklasir. FSH seviyesinin dusUst ve LH seviyesinin artis1 folikull
ovulasyona géturur (6).
Ovulasyondarol oynayan faktorler; (1)
Folikdl sivisimin hacminin artist ve i¢ basingta oynadig rol
Plazminojenin aktivasyonu ile folikdl duvarinin enzimatik proteolizi
Oosit-kumulus kompleksinde glikozaminoglikanlarin hormonlara etkisi
Teka eksterna nin diiz kas hticrelerinin prostaglandinler tarafindan aktive edilisi
Folikdl etrafindaki bag dokusunun dagilis
Iskemi olusmasi, kan akiminin kesilmesi

Ovulasyon oncesinde, folikilin germinal epitele yakin ve epitelle temasda olan
kisimlarinda kan akis1 kesilir, germinal epitel ovaryum yizeyine dogru siskinlik (macula
pellucida= stigma) yapar ve folikul catlar (1). Sekonder oosit ile birlikte bir miktar folikul
hlicresi disartya atilir ve ovulasyon gergeklesir.

Ovulasyondan sonra fertilizasyon gerceklesmezse sekonder oosit, [l. Mayoz

bolunmesini tamamlayamadan dejenere olur (6).

2.2.2.1. Atrezi

Insan ovaryumunda, her ovaryal siklus boyunca bilylimeye baslayan folikillerden
genellikle bir tanesi gelisimini tamamlarken digerleri foliktler blyUmenin herhangi bir
safhasinda geriler, buna atrezi denir. Atrezi fetal hayatta ovaryum gelisimi esnasinda baslar,
erken postnatal hayat, puberte ve puberteden sonraki eriskin donemde yavaslayarak devam
eder. Her ovaryal siklusta olgunlasmasim tamamlayan bir folikil ovulasyona ulasirken
digerleri programlanmis 61tm geregi parcalanir ve kaybolurlar.

Hormonal etkinin yetersizligi, folikdlleri blylUmenin herhangi bir zamaninda
gerilemeye go6turdr. Primordial hiicreden buytyen folikul safhalarina kadar gerilemede oosit
parcalanir ve dejenere olurken graniloza hiicreleri daha geg sirecgte ortadan kalkar. Buna
benzer degisiklik 6nce graniloza hicrelerinde ve daha sonra oositte de olabilir. Pargalanan
hlicreler grantiloza hticreleri tarafindan fagosite edilir. Atretik folikul ovaryum stromasi iginde
zamanla kaybolur.



Buyutk folikullerin gerilemesinde interstisyel hicrelerin ortaya cikmasi, sekonder
dejeneratif degisikliklerin oldugunu gosterir. Teka internamn hicreleri, teka interna
tabakasinda ve folikdl icinde farklilasarak lipid, lipofuksin pigmenti ve lizozom yapilariyla
ayird edilir. Bu hiicrelere interstisyel hiicreler denir. Interstisyel hiicreler stromada nadir
bulunur ve steroid hormonlar: Urettikleri, ostrojenlerin ve bazi turlerde de progesteronun
kaynag1 olduklart ileri strtlmektedir. Ayrica bu hicrelerin sekonder seks organlarinin
gelisiminden sorumlu olduklar1 distntlmektedir.

Atretik foliklllerde graniloza hicrelerinde mitotik ve enzimatik aktiviteleri durur.
Antrum iginde graniiloza hiicre etkisi azalir, teka internada hipertrofi ve foliktlin kollaps hale
gecmesi ve folikdl icine bag dokusunun invazyonu gibi degisiklikler izlenir. Nétrofil ve
makrofajlar graniiloza hiicrelerini baski altina alir. Bag dokusunun hakimiyeti artar (6).
Yapilan son calismalar, ¢esitli gen drdnlerinin folikuler atrezi sirecini  dizenledigini
gostermektedir. NOral apoptozis inhibitor proteini (NAIP) bu gen trtnlerinden biridir. NAIP
grantloza hticrelerinde olabilecek apopitotik degisimleri inhibe eder. NAIP, bilyumekte olan
folikullerin tim safhalarinda eksprese edilirken, atreziye giden folikullerde eksprese edilmez.
Y uksek seviyedeki gonadotropinler NAIP ekspresyonunu arttirarak ovaryum folikdllerinin
apoptozu inhibe ederler.

Oositde otolize benzer degisiklikler gozlenir. Zona pellucida da katlanma, buzilme ve
kirlmalar meydana gelir. Bitin bu dejeneratif degisiklikler sonucu ortaya gikan zona
pellucida kalintilar1 bag dokudaki makrofajlar tarafindan fagosite edilir.

Folikdl bazal membran teka internadan ve folikiler hticrelerden ayrilma gosterir. Bu
bazal membran kalinlasarak dalgali bir hyalin tabaka haline gelir. Buna camsi membran
(membrana vitrea) ach verilir. Bu yapilar atrezinin son safhalarimn karakteristik bir
Ozelligidir. Baz1 atretik folikillerde teka interna hticre tabakasindaki hucrelerde buyume
gozlenir. Bu hicreler teka lutein hiicreleriyle benzerlik gosterir ve 1sinsal diizenlenmeleriyle
bag dokudan ayrilirlar. Bag dokuda zengin kapiller ag1 gelisir. Bu atretik folikiller corpus
luteuma benzerlik gosterdiginden dolay: corpora lutea atretica adh verilir (1).



2.2.3. LUTEAL EVRE (CORPUSLUTEUM - SARI C/ISM)

Luteal faz ovulasyondan sonra baslar. Folikulin graniloza ve teka hticreleri corpus
luteumu olusturmak Gzere morfolojik degisime girer. Corpus luteumdan az miktarda 6strojen
ve bol miktarda progesteron salimir. Bu iki hormonun 6zellikle progesteronun etkisiyle
endometrium sekresyon safhasina baslar. Uterus implantasyona hazir hale getirilir. Menstruel
siklusta corpus luteumun olusumu ve gelisiminden LH sorumludur. Fertilizasyon olmazsa,
corpus luteum’un hormonal sekresyonu diser ve birkag gin icinde dejenere olur. Sayet
fertilizasyon olursa corpus luteum daha da geliserek progesteron, dstrojen ve human koryonik
gonadotropin (hCG) salgilamaya devam eder. Corpus luteum gebelikten sorumlu olurken

bunun yerini dahaileride plasenta alir.

2.2.3.1.Menstruasyon Corpus Luteumu

Ovulasyondan sonra graaf foliklli corpus luteuma donustr. Baslangicta graaf
foliktlunin teka internasindaki hticreler ile burada bulunan kan damarlari, bizilen ve yer yer
kopukluk gosteren folikll duvarindan igeri girerler. Kanamanin foliktl merkezine ulasmast ile
kanama odakl1 bir yap izlenir. Bu duruma cor pus hemoragicum denir.

Foliktlun buyuyup, derin katlanmalarla kollaps bir hale gegmesi esnasinda bu yap:
icinde granlloza hucreleri, teka interna hiicreleri, kanin sekilli elemanlar: ve stromadan gelen
bag dokusu elemanlar: yer alir. Kirmizi bir leke seklindeki bu yapiya corpus rubrum adh
verilir,

Graniloza ve teka internanin hiicreleri morfolojik degisiklikler gosterir. Bu hiicrelerin
sitoplazmalar1 lipid, lipokrom pigmenti, bol miktarda agraniler endoplazmik retikulum ve
tubuler tip mitokondriumla karakterizedir. Bu ultrastriktirel gorunim onlarin steroid
sentezleyen hiicrelerin ozelliklerini tasidigin gosterir.

Luteal hicreler graniloza htcrelerinden olusan 30 mikrometre ¢apindaki graniiloza
lutein hicreleri ile 15 mikrometre ¢apinda olan ve teka interna hicrelerinden olusan, teka
lutein hicreleri olarak iki tiptir. Teka lutein hiicrelerinin nukleusu ve sitoplazmas: daha koyu
gorllir ve corpus luteum parankimasinin az bir miktarint (%15) olustururlar. Corpus
Rubrumun serbest kan hticreleri fagosite edildiginden artik bu yapilar sar1 cisim * Corpus

Luteum’ ismini alirlar.



Corpus luteum’da kan ve lenf damarlarindan olusan zengin bir vaskiler ag belirir.
Bdylece corpus luteum icinde ve disinda vaskiler bir yapr gorilir. Ovaryum korteksinde
yerlesmis olan corpus luteumlar progesteron ve 0strojen sekresyonundan sorumludurlar.

Bu hormonlar uterus endometriumunun bllyiimesini ve sekresyon aktivitesini uyarir.
Fertilizasyon sonrasi gelisen zigotun implantasyonu igin endometriumu hazirlar. Fertilizasyon
ve implantasyon olmamasi halinde corpus luteum sadece 14 gun aktif kalabilir. Buna
menstruasyon corpus luteumu’u (Corpus Luteum Periodicum- Corpus Luteum spirium)
isimleri verilir. Insan hCG ve diger Iuteotropinlerin eksikligi veya yoklugu progesteronu ve
0gtrojen sekresyon miktarim disurdr. Bu durumda mestruasyon corpus luteumu ancak 10-12
gun kadar etkinligini devam ettirebilir. Daha sonra hticrelerde lipid eksilir, vakuoller olusur,
otolize girerek dejenere olur ve zamanla da tamamen ortadan kalkar. Corpus luteum beyaz bir
lekeye, Corpus Albicans a dontsur. Hucreler arasinda biriken hyalin materyel zamanla
ortadan kalkarak kaybolur (6).

2.3. OVARYUMUN KAN DAMARLARI VE SINIRLERI

Ovaryum damarlari, ovaryum ve uterus arterlerinin ovaryum dallaridir. Ovaryumun
kan ve lenf damarlari ile sinirleri hilusdan organa girer, medullada kivrimli bir sekil alir. Bu
damara Arteriae helicinae denir. Korteks medulla sinirinda arteriyel bir pleksus olusturur.
Buradan kortekse uzanan dallar kapilleri yaparlar. Folikillerin teka internasinda ve olusan
corpus luteumun hticre kordonlar1 arasinda bu zengin kapiller aga rastlanilir. Venalar daima
arter yollarim izler. Medulladaki venalar hilusa dogru kivrimlar yaparak ovaryumu terk
etmeden kalin ven pleksuslart olusturur. Ovaryumun lenf damarlari olgunlasmakta olan
folikullerin teka eksternalarinda ve corpus luteumunda kapillerleri yaparlar.

Sinirler damarlar: takip ederek hilusta ovaryum medullasina girer. Burada miyelinli ve
miyelinsiz lifleri iceren bir pleksus olusur. ince sinir dallar1 ise kan damarlar1 etrafinda,
corpus luteumda, germinal epitel altinda ve folikillerin etrafinda izlenirler. Genis arterler
dallanir ve kivrimli hale gelir. Venler arterlere eslik eder ve pleksuslar olusur (pampiniform
pleksus). Ovaryum venleri bu pleksustan orjin alir.

Ovaryumun kortikal bdlgesinde teka tabakasinda, atretik folikil ve corpora lutea

etrafinda lenfatik damar ag1 gozlenir.



2.4. OVARYUMUN HORMONAL REGULASYONU
Ovaryum her menstruel siklusta siklik degisikliklere girer. Bunlar folikuler ve luteal
fazlardir. Folikiler fazda 10 ila 20 arast primer folikil FSH etkisi ile gelismeye baslar.
Siklusun 8 ila 10. gunu iginde folikuller buytime ve farklilasma gosterir. Graniloza ve teka
interna hiicreleri steroid hormonu ve 6zellikle 6strojen sentez ederek folikl [imenine verir.
Foliktler fazda ovulasyon ©ncesi progesteron seviyesi LH etkisi ile ylkselmeye
baglar. Sirktlasyondaki FSH miktar: adenohipofiz tarafindan diizenlenir. LH artis1 ovulasyona

sebep olur (6).

2.5. APOPITOZ

2.5.1. APOP/TOZ UN TANIMI VE TAR/HCEY

Apopitoz; organizmanin ihtiyag duymadigi, biyolojik gorevini tamamlamis veya
hasarli hiicrelerin, zararsiz bir sekilde ortadan kaldirilmasini saglayan genetik olarak kontrol
edilen programl1 hiicre 6lumudr (7).

Apopitoz 1842 yilinda Vogt tarafindan hicrelerin normal gelisimleri strecinde
meydana gelen 6lim olarak tammlanmistir. Programlanmis hticre 6lumu terimi ilk kez 1965
yilinda kullanilmistir. Apopitoz terimi ise ilk kez 1972 yilinda Kerr ve arkadaglar: tarafindan
kullanilmistir. Yunanca bir kelime olan apoptosis apo = ayri, ptosis = disen kelimelerinden
olusur ve agactan disen yapraklar olarak tarif edilmistir (8). Kerr fizyolojik olarak 6lu
hiicrelerin gekirdeklerinde yogun kromatin pargalarint ve bu hicrelerin organellerinin iyi
korundugunu gozlemleyerek bu olay: bliziisme nekrozu olarak adlandirmustir (9).

2.5.2. APOP/TOZ VE NEKROZ ARASINDAK/ FARKLAR

Y tksek organizmalarda hiicre 61imu nekroz ve apopitoz olmak tzere iki farklt mekanizmaile
gerceklesmektedir. Nekroz patolojik bir 6lum sekli iken apopitoz hem fizyolojik hem de
patolojik durumlarda meydana gelebilir (Tablo 1), (10). Nekrozda hicre icine asir1 Sivi
girmesi sonucu hicre siserken apoptotik hiicre tam tersine kigultr. Nekrozda kromatin
paterni normal htcredekine benzer bir gorinimdedir oysa apoptotik hiicrenin kromatini
nikleus membranminin gevresinde toplanir ve yogunlasir (11). Nekrotik hticrenin membram
bitinlG-ginl kaybettiginden, hticre igcinden disina hiicre i¢i materyallerin ¢ikist gergeklesir.
Hucre igeriginin dis ortama ¢ikmast sonucu inflamasyon uyarilir. Apoptotik hiicre membram
ise saglamdir ve Gzerinde kiglik cebcikler olusur (Sekil 2).
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Nekrotik hlcre sonradan lizise ugrar ama apoptotik htcre kicik cisimciklere
parcalanmir. Bu apoptotik cisimcikler membranla kaplidir ve farkli miktarlarda niikleus veya
diger organelleri icerirler. Apoptotik cisimciklerin plazma membrani korundugu igin
inflamasyona neden olmaz ve komsu hiicrelerle makrofajlar tarafindan fagosite edilerek
ortadan kaldirilirlar (12).

Apopitozun en Onemli 6zgin yoni DNA’nin internikleozomal bdlgelerden
parcalanmasidir. Bu durum agaroz jel elektroforezinde merdiven gorintisi ortaya ¢cikmasina
neden olur. DNA’y1 parcalayan bir Ca/Mg-bagimli endonukleazdir. Ayrica DNaz | ve II" de
DNA pargalanmasindan sorumludur (13).

mitachondrial morphalogical membrane breakoown

Nekroz

mitochondrial -‘nr:-rphulngy
preserved

mlact membranes

Apopitoz

apaptotic bodies

nuelgar changes

Sekil 2 Apopitoz ve Nekrozun sematik gor inumu (14)
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Tablo 1 Nekroz ve apopitozun karsilastirilmas (14)

OZELLIK

NEKROZIS

APOPITOZIS

Yol Agan Nedenler

* [skemi

* Hipertermi

* Hipoksi

* Litik viral enfeksiyon

* Y Uksek konsantrasyondaki
toksik maddeler

*Asin oksidatif stres

* Bliytime faktori eksikligi

* Hicre yaslanmasi

* HIV

* Kanser ilaglarn

* Radyasyon

* Y iksek doz glukokortikoid

* Fas veya TNFR-1 resepttrlerinin
aktivasyonu

* Sitotoksik T lenfositler

* Asirt olmayan oksidatif stres

Morfolgjik Ozellikler

* Hicre membran bittinl iginin kayb
* Hicre sismesi

* Organdlerin disntegrasyonu

* Endoplazmik retikulumun dilatasyonu
*Buytk vakuollerin olusumu

* Hicrelizis

* Intakt hiicre membram ancak
membranda cepciklerin olusumu

* Kromatinin niikleer membran civarinda
toplanmasi ve yogunlasmasi

* Hucre kictlmesi

* Organdlerde disintegrasyonun olmamasi
* Hucrenin intact mitokondri, ribozom,
nukleus pargalar: ve diger organelleri
iceren membranla kapl: apoptotik

cismciklere parcalanmasi

Biyokimyasal Ozellikler

* Bozulmus iyon hemostazis

* ATP gerekmez +4 Cede gerceklesebilir
* DNA rastgele parcalanir

* DNA fragmentasyonu 6lUmiin geg
safhasinda meydana gelir

* Enzimatik basamaklarin gergeklesebil-
mesi icin ATP gereklidir.

* DNA interntiklozomal alanlarda 180 kb
Giftinin katlar1 olacak sekilde kirilir mono
ve oligonuikleozomlara ayrilir

* DNA fragmentasyonu erken evrede
gerceklesir

Diger Ozdllikler

* Hilcreler gruplar halinde ol dr

* Fizyolgjik olmayan patolojik etkiler
sonucu gergeklesir

* Lizozoma enzimler salinir

* Inflamasyona neden olur

* Hicreler tek tek veya birkac bir arada
olar

* Fizyolojik sartlarda da gergeklesebilir
* Komsu hiicreler veya makrofagjlar
tarafindan fagosite edilirler

* Inflamasyon goriilmez
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Apopitozun erken safhasinda hiicrelerin birbirleriyle olan baglantilar1 kesilir, 6zellesmis
ylzey organellerini kaybederler ve yapilarinda belirgin sekilde blzilme gozlenir. Dakikalar
icerisinde hacimlerinin 1/3'Unu kaybederler (15). Hucresel bizulmenin nedeni Na, K, Cl
tastyict sisteminin etkisiz hale gelmesiyle hiicre i¢i ve dis1 arasindaki sivi transportunun
olmamasidir (16). Isik mikroskobik incelemelerde bu blzilmelerden dolay: apopitotik
hiicrelerin cevreleri agik ve parlak bir gorinumdedir (17).

2.5.3. APOP/TOZUN GORULDUGU OLAYLAR
Apopitoz canlilarin bazi doku ve hiicrelerinde stirekli olmakta ve d6mir boyu devam
etmektedir. Glnde yaklasik bir milyon hticre apopitoza ugrayarak olur ve yerine yeni hiicreler
yapilir. Bu hizda bir hiicre 61imu ve yeniden yapimi bir insanin viicut agirligimn her 24 ayda
bir yenilenmesi anlamina gelir. (14,18).

25.3.1. Fizyolojik Olaylar
Embriyogenez ve metamorfoz strecinde (Muller ve Wolf kanallarinin involtisyonu, kalp gibi
bazi i¢i bosluklu organlarin Iimenlerinin olusmasi).
Vertebralarin ndron gelisimi sirasinda. Barsak kripta epiteli gibi siirekli proliferasyon gosteren
hiicre gruplarinda hiicre sayisimin dengelenmesinde.
Menstruel siklusta endometriyum hiicrelerinde, menapozda folikul atrezisi, laktasyonun
kesilmesinden sonra meme bezlerinin rejenerasyonu gibi olaylarda.
T lenfositlerinin kontroliinde, matir T lenfositlerinin antijene bagimli dizenlenmesinde,
immatUr B lenfositlerinin gelisi gibi immun sistemin diizenlenmesinde.
Epidermisin en st tabakasi olan stratum korneumun strekli dokultp yenilenmesinde gorultr
(19).

2.5.3.2. Patolojik Olaylar

Her tUrlu neoplastik olusumda, hipertermi, disuk doz sitotoksik ilaglar, iyonize radyasyon,
hafif travma, hafif hipoks gibi hafif siddette fiziksel ve toksk uyaranlara maruz kalan
dokularda.

Hormonlara bagli dokularda patolojik atrofide, otoimmun hastaliklar sitotoksik T hiicreleri ile
olusturulan hiicre 6liminde.

Pankreasta ve bobrek tubullerindeki gibi parankimden zengin dokularda duktus tikanmasi
sonrasi patolojik atrofide apopitoz gorilmektedir (19).
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2.5.4. APOP/TOZUN REGULASYONU

2.5.4.1.Apopitozun Baslat/imas:

Apopitoz hiicre dist uyaranlar tumor nekroz faktori (TNF), koloni uyarict faktorler
(CSF), néron buyume faktorti (NGF), insiilin benzeri biyime faktora (1GF), 1L-2 (interlokin-
2) gibi bazi1 ditokinlerin ortamda azalmas, elektromanyetik alan, radyasyon,
glukokortikoidler, ilaglar, cesitli antijen gibi uyaranlarla tetiklenebilir (20). Hucrelerin
apopitoza gitmesine neden olan bazi sitokinler hiicre zarindaki reseptérlere baglanarak
apopitozu tetikleyen sinyaller tiretebilirler. Bu uyarilar intraselliller Ca™ artisina neden olup
cAMP gibi hiicre ici ikincil habercileri aktive edebilmektedir. Ornegin sitoplazmada Ca'*?
miktarinda hafif artis gbzlendiginde c-fas, c-myc ve sicak soku proteini gibi yeni mRNA
basamaklarim harekete gegirebilmektedir. Bununla birlikte, apopitozda etkili endonikleaz,
transglutaminaz gibi enzimlerde aktive olup kromatinin parcalanmasina, hiicre iskeletinde ve
sitoplazmik proteinlerde degisikliklere neden olabilmektedirler. Sitoplazmadaki kalsiyumun
kalmodulin ile baglanmasiyla bu degisikliklerin dniine gegilip apopitoz inhibe edilebilir (17).

1999'da Horvitz tarafindan memelilerde apopitozun genetik mekanizmasinin
anlasiimasinda Coenarhabditis Elegans adli nematod kullanilmistir. Baslangigctaki 1090
somatik hiicreden 131 inin programli bir sekilde 6ldigini ve bunun genetik olarak kontrol
edildigi ortaya konulmustur.

Burada 3 kilit gen tammlamuslardir. Bunlar ced-3, ced-4 ve ced-9 dur. Ced 3 bir sistein
proteazdir. Ced 3 geni Ced 4 tarafindan aktive edildiginde hiicrenin apopitoza gitmesine
neden olur. Insanda Ced 3'Un homologu, interl6kin 1 donistiriicti enzim benzeri (ICE)
gendir. Ced 4, Ced 9 a baglandiginda, hiicre yasamina devam edebilmektedir. Ced-4 geninin
homologu memelilerde proteini de aym adli olan apaf-1 (apoptotik proteaz aktivasyon
faktori-1) genidir. insanda Ced 9'un homologu ise Bcl-2' dir. Canli organizmalarda

apopitozu uyaran birgok gen bulunmaktadir (17).
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Tablo 2 Apopitoz ve genetik kontrolti (17)

Apopitozu baskilayan genler Apopitozu indukleyen genler
Bcl-2 ailesi grubundan; Bcl-2 ailesi grubundan;
BHRL-1, Bcl-xlI, Bcl-w, Bfl-1, Brag-1, Bad, Bax, Bak, Bcl-xS, Bad, Bik, Hrk1
mcl-1, Al C-myc
C-abl geni p53, p21
A20 Fas (CD95/APO1) FADD/MORT,
Cozunebilir fas RIP, FAST
P35 Interl6kin doniistiriict enzim
Ras onkogeni benzeri proteinler (ICE)

LOH ( MTS1/CDK41)

Insanda apopitoz p53 ile baslayan, kaspazlara kadar devam eden bir sirectir. Bir timor
slpresdr gen olarak calisan p53 mutasyona ugradiginda veya bulunmadigi zaman hiicre
yasami uzar. Genotoksik olaylarda meydana gelen hiicre hasar1 p53 genini aktive eder. P53
protein Urint direk olarak DNA’ ya baglanarak hasari tamdiktan sonra ya G1 fazindaki hiicre
siklusunun durmasini indikleyerek tamir icin gerekli zaman kazanir ya da hasar fazlaysa
apopitoza yonlendirir (21). Apopitozun regilasyonu Bcl-2/Bax gen ailesi ile saglanir. Bu
ailenin 20 tyesi tammlanmistir; bunlardan bazilar1 antiapopitotik bazilar: ise proapopitotik
genler olarak tammlanir (Sekil 3). Bunlardan antiapopitotik olanlar Bcl-2 Bcl-xI Boo Bcl-w
A1l Mcl-1 ve proapopitotik olanlar ise Bax, Bod, Blk, Bak, Bcl-xs, Bid, Bim'dir. Bcl-2/Bax
gen ailesinin drdnleri mitokondri, gekirdek ve endoplazmik retikulum zarinin Gzerinde de yer
alirlar ve homodimer yada heterodimerler seklinde kompleks olusturarak calisirlar (22).
Antiapopitotik Bcl-2 Uyeleri, aminoasit siralari en az ¢ dort bolgede Bcl-2'ye benzerlik
gogterir. Proapoptotik Bcl-2'lerin hepsinde BH3 bolgesi vardir. Antiapoptotiklerde bu bolge
yoktur (23).

Apopitoz sirecinde mitokondri de ©6nemli role sahiptir. Mitokondriler ¢ift zarl
organellerdir. Bcl—2, 24-26 kDa'luk protein kodlayan bir proto-onkogendir ve urettigi
protein, mitokondrinin sitoplazmaya donik dis zar1 Uzerinde ve endoplazmik retikulumun bir
bolumu olan gekirdek zarinda yerlesmistir (24). Bu proteinler iyon alig verisini diizenleyerek
zarin pargalanmasina engel olurlar.
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Ozellikle antiapoptotik genler icinde yer alan Bcl-xL’in mitokondriyal hasari
engelleyerek  mitokondriyi  korudugu ileri  surdlmektedir. Bu sayede apopitoz
engellenebilmektedir (25). Bcl-2 ailesinin bir baska 6zelligi de reaktif oksijen dizeylerinin
apopitoz tzerindeki etkilerini pro-oksidan gibi davranarak kontrol etmesidir. Bax proteinleri
sitoplazmada da bulunur. Apopitotik sinyal alindiktan sonra Bax proteinleri, mitokondri
zarinin ‘permeabilite gegis poru’na dogru ilerlerler ve buraya baglanirlar. Bu baglanma iyon
gecirgenligini azaltabilir (26). Zardaki bu degisiklikler nedeniyle sitokrom c ve AIF
(Apoptozis Inducing Factor) gibi mitokondri zar: iginde yer alan faktorler sitoplazmaya
gegerler. AIF dogrudan kromatini yogunlasan ve nuklear fragmentasyona ugrayan gekirdege
dogru yonelirken, sitoplazmadaki sitokrom ¢ apopitozun en son basamaginda gorev alir.
Sitokrom c¢’de sitoplazma proteini olan Apaf-1'e baglanarak prokaspaz—9' u aktive eder ve
olusan bu kompleks ‘apoptosom’ olarak adlandirilir. Apaf—1 aym zamanda ATPye de
baglanir. Bu olay apopitozun neden enerji gereksinimi duydugunu agiklamaktadir. Prokaspaz-
9 un aktivasyonuyla da bir seri kaspaz aktivasyonunu baslatilir (16).
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Sekil 3 Bcl-2 ailes tarafindan apopitozun regtlasyonu (27)

Apopitoz sureci; hiicre membram tarafindan 6lum sinyallerinin - alinmasiyla
(ekstrensek), DNA hasarina genlerin yantiyla (intrensek) veya proteolitik enzimlerin
dogrudan hiicreye girisiyle (Perforin — Granzim) 3 farkli sekilde gelisebilir (28). Ozetle
apopitoz mekanizmasindaki 3 temel grup 6lUm reseptorleri, adaptdr proteinler ve proteolitik
enzimlerdir (22). Apopitozda gorevli en Onemli reseptor grubu TNF reseptor (TNFR)
ailesidir. Bu reseptdr ailesinden bazilari apopitoza neden olurken bazilari da hicrelerin
proliferasyonunda gérev alir. TNFR icinde apopitoza neden olan reseptdrlerden en dnemlileri
Fasve TNFR1'dir.
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Diger 6lum reseptorleri ise DR3, DR4, DR5 ve DR6'dir. Bu reseptorler Fas ligand,
DR3 ligandi veya TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) olarak isimlendirilen
ligandlariyla stimule edildiginde, hicrenin sitoplazmasinda bulunan parcgalari, adaptor
proteinlere baglanirlar. Adaptor proteinlerin 6lim efektor pargalar: ise kaspazlara baglanip
kaspaz kaskadin aktive ederlerler (29).

Fas ligandinin, hiicre ytizeyindeki Fas reseptériine (CD95, APO-1) baglanmas ile Fas
reseptorunin hicre icindeki parcasi, Fas adaptor proteiniyle (FADD-Fas adapter protein with
adeath domain) birleserek apopitozu indikleyen sinyal kompleksini (DISC-Desath inducing
signal complex) olusturur. Bu da prokaspaz 8’ in aktiflesmesini saglar.

TNF nin, reseptdrleriyle (TNFR1) baglanmasi sonucunda da reseptorin hiicre iginde
bulunan parcas;, TNFR adaptor protein ( TRAAD-TNFR adapter protein with a death
domain) ile etkilesir. TRAAD daha sonra FAAD ile birleserek prokaspaz 8'i aktive ederek
apopitoza neden olur (Sekil 4).

Ligand
(FasL, TNF-a, TRAIL)

Death Receptor
{Fas, TNFR1, DRS, ...}

Adaptors
{FADD, TRADD)

=~ Activation of
Caspases-3,-6,-7 =& ApOPTOSIS

active Caspase-8

Sekil 4 Reseptor aracih Kaspaz aktivasyonu (30)

Sitotoksik T lenfositlerin araciligiyla meydana gelen apopitoz ise sitotoksk T
lenfositlerin yabanci antijeni tammasiyla yiizeylerinde olusan Fas ligandinin, hedef hiicrelerin
Fas reseptorlerine tutunmasiyla baslar (29). Sitotoksik T lenfositlerin ve dogal katil hiicrelerin
sitoplazmalarinda perforin ve granzimler (serin proteaz) adl: proteinleri iceren salg: grantlleri
bulunur. Sitotoksik T lenfositlerin ytzeyindeki reseptor hedef hiicreye baglandiginda, hiicre
ici kalsiyum seviyesinde artis meydana gelir. Granzim B, reseptor araciligi ile bir vezikul
icinde agilan delikten hedef hiicreye girer.
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Hucre igine giren perforin proteini, vezikilden granzim B’ nin serbest kalmasin saglar.
Serbest kalan granzim B hizli bir sekilde DNA pargalanmasini ve prokaspaz aktivasyonunu
baglatir. Ayni sekilde granzim A’da, perforinle sinerjik olarak kaspaz bagimsiz apopitozda rol
alir (16,31) Ancak bu mekanizma ile saglikli komsu hicrelerin de apopitoza gitme riski
artmaktadir (14).

2.5.4.2 Hiicre Ici Proteazar:n (Kaspazar:n) Aktivasyonu

Ic ve dis sinyallerle hiicre icinde bulunan bir grup proteaz aktive olur. Bu proteazlara
kaspaz (caspase=cysteine-containing aspartate spesific proteases) adi verilir. Kaspazlar,
proteinleri yalmzca aspartik asit bulunan bolgelerden keser, bu nedenle c-asp-ases adini
amislardir. Boylece kaspazlarin kisitli proteolizisi nedeniyle, hiicrede lizis gerceklesmez ve
apoptotik cisimcikler olusur (32).

Kaspazlar inaktif olan proenzim (zimojen) olarak salinirlar. Buyiuk (20
kilodalton=kDa), kugtik (10kDa) ve inaktif N-terminal prodomain olmak Uzere t¢ kimyasal
alandan olusan kaspazlar iki bolinme ile tamamen fonksiyonel proteazlara aktive olurlar.
Kaspazlar bagslatict ve sonlandirici olmak Uzere ikiye ayrilirlar.  GuUnumize dek kaspaz
ailesinin 14 Uyesi tespit edilmitir. Kaspaz 2, 3, 6, 7, 8, 9 ve 10 hicre olumuyle iliskilidir.
Bunlardan en yaygin ve apopitozdan asil sorumlu olam kaspaz 3'tir. Kaspaz 14 ise sadece
deride bulunmaktadir (29).

Kaspaz aktivasyonunda iki 6nemli uyar1 yolu vardir. Biri 6lim reseptorleri aracili-
ekstrinsik yol, digeri ise mitokondri aracili-intrinsik yoldur. Baslatici kaspazlar aktive edilince
zincirleme olarak diger kaspazlar aktive olur. i¢ sinyallerle olusan apopitozda mitokondri
daha 6nce anlatildig: gibi 6nemli rol oynamaktadir (29).

Apopitotik programin merkezi bileseni kaspazlardir. Kaspaz aktivasyonu hiicreye
Ozgudur ve kaspaz inhibitorlerinin (IAP) effektor kaspazlari inhibe ederek apopitozu
engelledigi gosterilmistir (27). Ayrica AP (Inhibitors of Apoptosis) ailesinin kaspazlardan
ayr1 olarak transkripsiyon faktorlerin modulasyonu ve hiicre siklusunun kontroliinde de yer
alarak apoptozu inhibe ettigi bilinmektedir (32).
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2.5.4.3.Biyokimyasal Ve Morfolojik Degisiklikler

Apopitoz  ¢esitli  morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerle karakterize
edilebilmektedir (33). intraniikleozomal DNA yikimi, apopitoza giden hiicreler icin
karakteristik morfolojik bir degisimdir.  Intraniikleozomal DNA yikimi apopitozun
biyokimyasal bir belirtecidir (34). Apopitozin diger bir belirteci normalde hiicre membraninin
i¢ yuzeyinde yerlesmis olan fosfatidilserinin dis yuzeye ¢ikmasidir. BOylece makrofajlar
tarafindan tamnma sinyali verilmis olur (35) .

Morfolojik degisikliklerin ilk belirtisi apoptotik kromatin yogunlasmasidir (34)
Hucreler diger hicrelerle olan baglantilarim kaybederler. Su kaybederek kagultr ve
blzusUrler. Sitoplazmalar1 yogunlasir ve organeller birbirlerine daha yakin konumlanirlar.
Bazen ribozomlarda ¢okme gozlenir. Sitoplazmada ytizeye paralel yerlesimli mikrofilaman
kimelesmeleri ve endoplazmik retikulumda gegici genislemeler goralir. Genellikle
mitokondriler yapilarim korurlar. Apoptotik sireg ilerledikge hiicre membranla gevrili

sitoplazmik pargalara boltnur. Bunlara ‘ apoptotik cisim’ adr verilir. (17)

2.5.4.4 Ultrastriktirel Degisiklikler

Apopitozda en erken gozlenen olay kromatinin kondensasyonudur. Kromatin keskin
sinirl;, ince granuler hilal seklinde cekirdek zarina bitisik, yogun bir kitle olusturur.
Kondanse kromatinin niikleusa orani, hticre tipine gére degisir. Bu oran lenfoid hiicrelerde
yuksek, az heterokromatinli hiicrelerde dustktir. Bu nikleer degisiklikleri gosteren hiicrelerin
komsu hticrelerle arasindaki desmozomlarda ayrilma gozlenir. Hicre yizeyindeki mikrovillus
gibi hucre ylzey Ozellesmeleri  kaybolur. Hucrenin hacmi azalir ve yogunlugu artar.
Sitoplazmik organeller kompakt hale gecer. Nukleus gogu cift membranla gevrili ayri
fragmana parcalanabilir. Bunlar hiicre ylzey kabartilarinin sirasinda ayrilabilir. Her
fragmandaki kromatin igerigi ve ebat1 farklidir (36).

2.5.5. APOP/TOZ VE OVARYUM
Ovaryumda ilk apopitoz 1885 yilinda Flemming tarafindan tavsan ovaryumunun antral
folikullerindeki grantulloza hticrelerinde gozlenmis ve kromatolizis olarak adlandirilmistir (37).
Ovaryumda hticre dejenerasyonunun gozlendigi baslica 2 safha vardir. Birincisi prenatal

donemdeki germ hiicre dejenerasyonu digeri ise postnatal donemdeki folikiler atrezidir.
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Prenatal donemde primordiyal germ hticrelerinin gogu, proliferasyonu ve canliliklarim
sirdurebilmeleri bazi faktdrlere baglidir. Bunlar kok hticre biyume faktort (SCGF) ve temel
fibroblast blyime faktori (bFGF)' dir. Bu faktorlerdeki yetersizlik germ hicrelerinin
apopitozuyla sonuclanmaktadir. Bcl-2 gen delesyonu gerceklestirilmis transgenik farelerde
cok yiiksek miktarlarda germ hticre kaybimn oldugu gézlemlenmistir (38).

Folikilogenezin erken safhalarinda apopitotik hticreler nadir olarak gorilir. Sadece
sekonder folikillerde nadiren apopitotik hicrelere rastlanilirken, primordiyal ve primer
folikillerde apopitoza rastlamimamaktadir (39).

2.5.5.1.Follikdl Hiucrelerinde Apopitozun Dizenlenmes

Folikdllerin buylimesi ve gelisimi igin gonadotropinler daha dnce de bahsedildigi gibi
gereklidir. Eger preovulatuvar safhada gonadotropinlerin bloke edilmesi veya
hipofizektomiden sonra serumdaki gonadotropinlerin seviyesinin dismesi folikultn atreziye
gitmesine neden olur. Graniloza ve luteal hicrelerindeki apopitotik DNA
fragmantasyonundan, Ca'? /Mg"? bagiml1 endoniikleaz aktivitesi sorumludur.
Gonadotropinlerin grantiloza htcrelerinin membramndaki reseptorlerine baglanmasi, adenilat
siklazin aktive olmasi, CAMP nin birikimi ve protein kinaz A yolagimn aktivasyonuyla
sonuglanir. Hipofizden salgilanan biyume hormonu (GH) gonadotropinlerin  etkilerini
arttirarak dolayl1 yoldan folikullerin bilytimesine ve farklanmasina yol acar. insiilin benzeri
blyime faktori-1 (IGF-1)'nin de follikilogenezde dnemli role sahip oldugu ve graniloza
hiicrelerinin  bu faktore kars: ylzey reseptorleri eksprese ettigi bilinmektedir. Ayni zamanda
gonadotropinlere benzer sekilde IGF-I’inde folikiler apopitozu baskiladig: bilinmektedir (38).
Immun sistemin sitokinlerinden biri olan interlékin-1p (IL-1 B)’ mn da ovaryum fonksiyonlar:
Uzerine etkisi vardir. Cogu htcre tipinde IL-1 B nitrik oksit (NO) sentezini arttirmaktadir.
Preovulatuvar folikul kilttrtnun yapildigr bir ¢calismada IL-1 § uygulanmis, NO Uretiminin
arttig1 ve apopitozu inhibe ettigi gosterilmistir (40).

Ostrojenler  folikiillerin  buylmesi ve gelisimi icin vazgecilmezdirler. Ostrojen
muamelesi graniloza hicrelerinin bolinmesini ve ovaryumun agirligim arttirmaktadir (38).
Butin bu otokrin ve parakrin etkilesimlerin yam sira radyasyon, elektrik, manyetik ve
elektromanyetik alan gibi stres olusturabilecek dis faktorlerinde folikil gelisimi Gzerine
etkileri vardr.
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Cok dustk frekansli elektromanyetik alanin farelerdeki preantral folikdl gelisimi
Uzerine etkisi arastirilmis ve folikul gelisiminin, antrum olusumunun geriledigi gosterilmistir
(42).

2.6. ELEKTROMANYETIK ALAN

Gunumuizde teknolojinin ve sanayinin gelismesi ile elektrikli alet ve teghizatlarin
kullanim artmustir. Kullamlan bu cihazlar hayatimiza kolayliklar saglasa da olusturduklar:
elektromanyetik alan bize zarar vermektedir.

Elektrik alam, bir gbzlemciye gore duran yuklerin (pargaciklarin) olusturdugu bir alan
cesididir. Manyetik alan ise bir gdzlemciye gore dizgin dogrusal (ivmesiz) hareket eden
yuklerin olusturdugu bir alandir. Manyetik alan da elektrik alam gibi vektorel (buydkltgu ve
yonu olan) bir niceliktir. Manyetik alan vektorl, B simgesiyle gosterilir. Manyetik alan
vektorinun yond, yuklerin hareket yonune diktir. Manyetik alan cizgileri, elektrik alan
cizgilerinin aksine bir yukte baslayip bir yukte son bulmazlar. Tersine, alan cizgileri kendi
Uzerine kapanan egriler olustururlar. Bunun yant sira, elektrik alan gizgileri gibi birbirlerini
kesmezler (42).

Bir elektrik yukunin hareketiyle uzayda olusan degisikliklere elektromanyetik alan
(EMA) denir. Elektrik alam ile manyetik alamn karsilikli etkilesimi sonucu olusur. Durgun
elektrik yuklerinin etrafinda elektrik alanlari olusur. Eger yuk hareketliyse bu elektrik
yuklerinin ¢evresinde bir manyetik alan olusur. Uzayda manyetik alan olmadan elektrik alan
olusabilir, fakat uzayda manyetik alan olusabilmesi igin elektrik alana ihtiyag vardr.

Elektromanyetik alan, belirli kosullar altinda, elektromanyetik enerji tasiyan bir dalga
hareketi olarak da tanimlanabilir. Elektromanyetik dalgalar bigiminde yayilan enerjiye
elektromanyetik radyasyon denir (43). Bir baska tammlamada disik frekansh
elektromanyetik dalgalar "Elektromanyetik Alanlar” ve yiksek frekansli dalgalar ise
"Elektromanyetik Radyasyon" olarak adlandirilabilmektedir (44).
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Sekil 5 Elektrik (E), Manyetik (B) ve Elektromanyetik (Z) alan dalgalari ve vektor yonleri
) ;Dalga boyu Z; Dalgamn har eket yonu I; Akim yoni (42,43)

Boslukta elektrik ve manyetik alan vektdrleri birbirine diktir ve elektromanyetik dalga
bigiminde, dogrultusu her iki alana da dik olarak yayilir. Elektrik alan vektorlerinin degisimi
ile manyetik alan vektorlerinin degisimi sintizoidal egri bigcimindedir (Sekil 5).

Elektromanyetik dalgalarin ideal bogluktaki yayilma hizi (c) evrensel bir sabittir ve
degeri saniyede 299729,458 km'ye esittir (151k hiz1). Elektromanyetik dalgalarin frekanslar:
(saniyedeki titresim sayisi) gok genis bir frekans araligimi kaplar. Elektromanyetik dalgalar
gibi periyodik dalgalarin yayilmasinda, art arda iki periyotta birbirine karsilik gelen noktalar
arasindaki uzaklik dalga boyudur (1). Dalganin ortamda yayilma hizi (v), frekansi (f) ve dalga
boyu arasinda f A = v bagintisi gegerlidir. SI birimler sisteminde frekans hertz (Hz), dalga
boyu metre, hiz da m/s birimleriyle 6lguldr.

Elektromanyetik dalganin frekansint dalgay: olusturan kaynak belirler. Dalganin hizi
ise yayildig1 ortama ve dalga boyuna bagimlidir. Bosluktaki yayilma hizi ¢' ye esit olan
elektromanyetik dalgalarin maddesel bir ortamdaki hizlar: ise ¢' den kiguktar. Belirli bir
ortamdaki hizin ¢' ye orani, o ortamin kirmaindisi olarak bilinir.

Elektromanyetik dalgalar, frekanslarina gore, gruplara ayrilir, buna elektromanyetik
tayf denir (Sekil 6). Bu gruplar arasindaki frekans sinirlart kesin bir bicimde belirlenmis
degildir.
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Sekil 6 Elektromanyetik Tayf (45)

Bitun elektromanyetik dalgalar ayni hiza sahip olmakla beraber frekanslari ile dogru,
dalga boylari ile ters orantili olan enerji seviyelerine gore bir spektruma sahiptirler. Ornegin
AM radyo bandinmin frekansi bir milyon hertz (1 MHz) dir ve dalga boyu yaklasik olarak 300
metredir. Mikrodalga firinlar 2,45 milyar Hertz (2,45 GHz) frekansinda galismaktadir ve
dalga boylar1 12 cm'dir (46). Enerjilerine gore buyukluk siras: Elektrik dalgast > radyo
dalgalar1 > mikrodalgalar > kizil 6tes (infrared) > gorulebilir 151k > mor 6tesi (ultraviole) > X
isinlar: > gama sinlart X vey iginlart iyonlastirici radyasyon olusturur. Diger elektromagnetik
dalgalar iyonlagsma yeteneginden yoksun zayif enerjili radyasyon etkisi olusturur (47).

EMA’lar daha Oncede ifade edildigi gibi canlilara verdigi zararlar bakimindan asiri
yiiksek frekansa ve enerjiye sahip “Iyonlastiran Radyasyon (IR) (Niikleer Radyasyon)” ve
zarar verip vermedigi tartisilan “Tyonlastirmayan Radyasyon (NIR) (Elektromanyetik
Radyasyon)” olarak ikiye ayrilirlar (44,48) .

IR; Yiksek frekansli ve enerjisi oldukca yiksek olan ve iyonizasyon (yani pozitif veya
negatif elektrik yuklu atom veya molekll pargaciklarinin olusturulmasy) meydana getiren
nikleer radyasyondur (Rontgen - gama 1simasi). Bunlar atom baglarim kopararak
hiicrelerdeki molekullerin pargalanmasina neden olur.

Iyonlastiran radyasyon atom ve molekiillerden elektron koparabilen radyasyonlardr.
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NIR: Iyonlastiran radyasyona karsi, iyonlastirmayan radyasyonun biyolojik sissemlere
olan etkisi belirsizdir. Iyonlastirmayan radyasyona 0-300 GHz frekansinda statik ve zamansal
degisimli elektrik ve manyetik alanlar girer. Bu alana statik (0 Hz), gok disuk frekans (ELF, >
0-300 Hz) ve yiiksek frekans alanlar: (HF, 300 Hz - 300 GHz) girmektedir. Iyonlastirmayan
radyasyonun biyolojik etki mekanizmast iki tiptir:

1) Termal Olmayan Etki: Gelen dalgamin alan siddeti yeterince kiicikse 1s1 olusmaz.
Elektromanyetik dalgalarin 1sil olmayan etkilere bagli olarak etkili oldugu iddia edilen
bozukluk ve hastaliklar arasinda beyin aktivitelerinde degisiklikler, uyku bozukluklari, dikkat
bozukluklari, bas agrilart bulunmaktadir. Ancak bu riskler ¢cok yiuksek deneysel dozlar ve
sirelerde gegerli olabilir. Bu etkilerin kimyasal degisikliklere bagli oldugu distinilmektedir.

2) Termal Etki: Cismin EM dalgayla etkilesmesinde, artan molekil hareket ve
sirtinmeden dolay: sistemde 1s1 artisindan "termal etki" ortaya ¢ikar (46). Termal etkiler,
vicut tarafindan yutulan elektromanyetik enerjinin 1siya donismesi ve vicut sicakligim
arttirmast olarak tammlanir. Bu sicaklik artisi, 1simin kan dolasimu ile atilarak dengelenmesine
dek sirer. Dusuk frekans bandindaki elektromanyetik dalgalarin sebep olabilecegi sicaklik
artis1 gercekte cok dusuktir ve blylk olasilikla viicudun normal mekanizmalar: ile kolayca
etkisizlestirilebilir (48,49).

2.6.1. ELEKTROMANYET/K BUYUKLUKLER VE B/RIMLER

Elektrik alan olusumu ortamda yiklerin varligina baglidir. Manyetik alan ise yuklerin
hareketiyle olusur. Elektrik ve manyetik alanlar, dalga boylari, siddet alan yogunlugu ve
frekans ile karakterize edilirler. Daha 6nce deginildigi gibi dalga boyu, dalgamn bir tepe
noktast ile bir sonraki tepe arasindaki  uzakligi  tammlamaktadir.  Frekans,
Hertz (Hz) cinsinden o6lgtlmekte olup 1 saniyelik zaman igerisinde kag adet dalga gectigini
tammlamaktadir. Tarkiye' nin de icinde bulundugu Avrupa tlkelerinde elektrik, her saniyede
50 kez alterne olmakta (dalgalanmakta), ABD ve Kuzey Amerika Ulkelerinde ise 60 kez
alterne olmaktadir. Kisaca Avrupa 50 Hz ve ABD 60 Hz' lik frekansa sahip olmaktadir.
Ortamda bulunan diger bir yike uygulanan kuvvet seklinde tammmlanan elektrik alan birimi
“V/im” dir.

Benzer sekilde manyetik alanlar da ortamdaki yuklere kuvvet uygularlar, ancak tek
kosul yuklerin hareketli olmasidir. Elektrik ve manyetik alanlarin hem siddeti hem de yonu
S0z konusudur, yani vektorel buyukliklerdir.
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Manyetik alandan iki sekilde soz edilebilir. Birincisi manyetik aki yogunlugu (B) olup
birimi “Tesla’ dir (1 Tesla(T)=10.000 Gauss(G)’ dur). ikincisi ise manyetik alan siddeti (H)
olup birimi “A/m” dir. Bu iki buyUkluk ortam manyetik gegirgenligi ile birbirine B=pH
iliskisi ile baglidir (50). (Bos uzayda, havada ve canl1 dokularda p=4px10-7 [Henry/m] olarak
alinir.)

2.6.1.1.ELF (Extremely Low Frequency) 0-300 Hz

Cok Dusuk Frekansli Elektromanyetik Alan (Extremetely Low Frequency —
Electromagnetic Field, ELF-EMF), elektromanyetik tayfin O ile 300 Hz frekanslar: arasindaki
radyasyon bolgelerini tammlar. ELF-EMF, pargacik 6zelligi gbstermeyen, iyonlastirmayan
radyasyon turiine girer. Elektrik dagitim istasyonlarindan evlerimize gelen sebeke elektriginin
frekanst 50 Hz'dir ve neden oldugu elektromanyetik alan bu bdlgededir. 50 Hz cihazlarin
kullaniminin sik olmasi nedeniyle gunlik hayatta daha cok ELF-EMF ile karsilasmaktayiz.
Bu nedenle ELF-EMF maruziyeti bilimsel oldugu kadar toplumsal bir tartisma konusudur.

Y erkiirenin geomanyetik alan blytkltgi 10° mT, viicut manyetik alan degeri 107’ mT
civarindadir. Gunlik hayatta ev ve isyerlerinde kullandigimiz buzdolab:, bulasik makinasi,
kurutma makinasi, TV, bilgisayar, elektrikli 1sitici, Utd, mikser, mutfak robotu, floresan
lamba, elektrikli tras makines, sa¢ kurutma makinesi, elektrikli battaniye gibi aletlerin
manyetik alanlar1 0,1 mT ile 2,5 mT arasinda degismektedir. En fazla manyetik alana 2,5 mT
ile sa¢ kurutma makinesi, 0,5-1 mT ile elektrikli tras makinesi ile floresan lamba sahiptir.
Renkli televizyon ve bilgisayar monitérinin manyetik alant 0,1-0,5 mT arasindadir.
Vicudumuzun manyetik alant ¢cevremizdeki dogal alan olan yerkirenin manyetik alam ile
uyumludur, ancak yuksek elektromanyetik alanlara neden olan elektrikli aletler bu uyumu
bozmaktadir (51) .

2.6.1.2.Elektromanyetik Alanlar:n Biyolojik Etkileri
Elektromanyetik dalgalarin olusturdugu biyolojik etkilerin canli organizma Ustiinde

guvenilir bir simrda kalmasi icin, insan hiicre ve dokularimi temsil eden matematiksel
modeller ile calismalar yapilmaktadir.
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Bu calismalarda EMA’'nin tek bir hiicre veya hiicre sistemlerine etkileri, genetik
mutajenik , teratolojik etkileri metabolizma ve dizenleme sistemleri Uzerine etkilerinin
oldugu gosterilmistir (48).

Delgado, Lactobacillus acidophillus 'un 26 Hz ve 40 Gaussluk darbe bigcimli EMA'ya
tabii tutmus ve Uremenin inhibe oldugunu gozlemistir. Tavuk embriyolarint 10 Hz ve 0.01
Gaussluk darbe bicimli EMA'yatabii tutmus ve teratojenik etkiler gozlemistir (52,53) .

Epidemiyolojik calismalarda yuksek gerilim hatlarinin yakininda yasayan insanlarin

kansere yakalanma sikliginin arttigi ortaya konulmustur (54,55). Hat iscileriyle yapilan
calismalarda, hematolojik degisimler, kan hicreleri sayisinda artislar, sinir, sindirim ve
kardiyovaskiler sistemlerde bozukluklar gdzlenmistir. EMA’min c¢ocuklarda, kan kanseri
riskini arttirdigi, kan degerlerinin degismesine, bas agrilarimin artmasina neden oldugunu
gogteren calismalar yapilmistir (54).
EMA’nin bitin bu olumsuz etkilerinin yam sira olumlu etkileri de vardir. EMA tipta
(6zellikle ortopedide) tedavi amagli kullamlabilmektedir. Kemik kaynamasinin uyarilmasinda,
kikirdak tamirlerinde faydal1 olabilmektedir. Noroloji alaninda da EMA kullamlarak tedavi
yapilmaktadir (56).

2.6.1.3.Cok Dusuk Frekans: EMA’ n:n DNA Uzerine etkileri

Hucre membraninin sabit dielektrik yapisi, distk frekansli elektrik alanlarinin hiicreye
zarar vermesine engel olurken, disuk frekansli manyetik aanlar hicreye zarar
verebilmektedir. 60 Hz manyetik alanda 0.1, 0.25, ve 0.5 mT akima maruz birakilan ratlarin
beyin hucrelerinin DNA zincirlerinde doza bagimli olarak kirilmalarin arttigi gozlenmistir
(51). Elektrik ve manyetik alanlarin hiicre Uzerine etkisinin hiicre membrant Uzerinden
gerceklestirildigi gorusu ortaya ¢ikmistir. Bu gorise gbre EMA’ nin hiicre membranmim gecip
cekirdekte ve DNA’'da degisiklikler olusturmasi, biyokimyasal olarak ikincil mesajcilar
Uzerinden enzim kaskadinin aktivasyonuyla gergeklesmektedir.

Cok dustk frekansli EMA’larin apopitoz Uzerine etkilerini gosteren sinirlt sayida
calisma yapilmstir. Yapilan bir ¢alismada 50 Hz manyetik alamin transforme insan skuamoz
hiicreli karsinom ve transforme olmayan insan amniyotik sivi hiicre hatt: Uzerindeki etkisi
arastirilmis ve apopitozun belirteci olan mikronukleus formasyonunun anlamli derecede
arttig1 gosterilmistir.
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2.7. SERBEST RADIKALLER VE REAKTIF OKSIJEN TUREVLERI

2.7.1. SERBEST RAD/KALLER

Hucrelere giren oksijen, %1-4 oraminda resktif oksijen turlerine (ROS) donusmektedir.
Bu igerigin bazilar1 dis orbitallerinde bir ya da daha fazla ortaklanmamis elektron igeren
kimyasal yapilardir ve ‘serbest radikal’ olarak adlandirilmaktadir (57).
Bu serbest radikaller, vicuttaki kayip elektronlarim bulmak icin dolasirlar ve cesitli
maddelere atak yaparak bunlar1 deformasyona ugratip asindirirlar. Eslenmemis elektrona
sahip bu molekiller elektronunu baska bir molekiile vererek veya elektron alarak daha kararl
hale gecme egilimindedirler. (58,59,60,61).

2.7.1.1.Biyolojik Sstemlerdeki Radikallerin Snifland:r:imas:

Biyolojik sistemlerdeki radikaller; oksijen kaynakli (Slperoksit anyon radikali,
hidroksil radikali, hidrojen peroksit, singlet oksijen), karbon kaynakli (Triklorometilperoksil
radikali), nitrojen kaynakli (Nitrik oksit (NO) ve fenilhidrazin radikali) stlfur kaynakli
olabilirler. Ayrica transian metal kompleksleri ve Fosfor merkezli radikallerinde bulundugu
bildirilmistir (59).

2.7.2. REAKT/F OKS/JEN TURLER/

Organizmalar igin serbest radikallerin baslica kaynagi molekiler oksijendir. Biyolojik
sistemlerde blyik Oneme sahip serbest radikaller oksijenden olusan radikallerdir. Serbest
radikaller ayni zamanda oksidan molekdiller, serbest oksijen radikalleri veya reaktif oksijen
turevleri (ROS) olarak da adlandirilmaktadir.

Normal metabolizma slirecinde olusan oksidasyon - rediksiyon olaylar1 sonucunda
ROS un biyolojik bozukluklara neden olmamasina ragmen; iskemi, inflamasyon, radyasyon,
elektromanyetik alan, hiperoksi vb. durumlarda daha fazla tretilmeleri sonucu membranlar,
nikleik asitler, polisakkaritler ve enzimler tzerinde farkl: etkiler yaparak, degisik derecelerde
¢esitli dokularda hasara yol agmaktadirlar (62,63). Bunlar (radikaller) ve (radikal olmayanlar)
olarak iki gruptatoplanabilirler (Tablo 3).
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Tablo 3 Reaktif Oksijen Turevleri

RADIKALLER RADIKAL OLMAYANLAR
Slperoksit anyon radikali(O ) Hidrojen peroksit (H20z2)
Hidroksil radikali (OH") Singlet oksijen ( O2)

Peroksil radikal (ROO ) Lipid hidroperoksit (LOOH)
Alkoksil radikal (RO) Peroksinitrit (ONOO-)
Organik radikaller (R) Hipoklordz asit (HOCI)
Organik peroksit radikali (RCOO) Hipohal6z asit (HOX)

Nitrik oksid (NO) Azot dioksit (NO2)
Semikinon radikal (HQ) Ozon (O3)

Hemoproteine bagl serbest radikaller N-halojenli aminler (R-NH-X)

Radikaller elektron eksiklikleri nedeniyle baslica molekillerle kolayca elektron alis-
verisi yapabilirler. Radikal olmayanlar ise elektron eksiklikleri olmadigi halde baska
molekdillerle daha zayif bir sekilde birlesirler.

2.7.2.1.9peroksit Radikali (O ")

Biyolojik sistemlerde en fazla oksijeni tasiyan serbest radikalidir. Bu radikalin en
Onemli kaynaklart mitokondri, kloroplast ve endoplazmik retikulum elektron transport
zincirinden sizan elektronlardir. Cogu aerobik hicrelerde O2'nin bir elektron alarak
indirgenmesiyle kararsiz bir yapi olan (O, ") radikali olugsmaktadir (58,61,64).

Slperoksit radikali, organizmaya direk zarar vermese de bir hidrojen peroksit kaynagidir.
Ayricanitrik oksit ile reaksiyona girerek reaktif oksijen tirevi olan peroksinitriti (ONOQO")
olusturmaktadr.

Superoksit radikalinin baslica kaynaklar: (64,65):

Elektron transport zincirindeki elektron sizintilari,

Sitokrom Pysp tarafindan O,' nin bir elektron indirgenmesi,
Aktive fagositler,

Ksantin ve hipoksantinin ksantin oksidaz tarafindan oksidasyonu,
NADPH’in NADPH tarafindan oksidasyonu,

Dopamin, epinefrin, norepinefrin gibi biyolojik aminlerin otooksidasyonu,
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=2 Arjinin ve tetrahidrobiopterin defektif oldugu zaman eNOS ve nNOS tarafindan O, 'nin bir
elektron aarak indirgenmesi,
=2 [ndirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu da O, meydana getirebilir.

2.7.2.2.Hidrojen Peroksit (H202):

H202 normalde serbest radikal degildir. Fakat serbest elektron icermesi, serbest
hidroksil radikali olusturabilmesi ve hicre membranlarina kolaylikla girebildigi igin
Oonemlidir. H202 gecis metal iyonlarimin varliginda kolayca parcalanarak yuksek oranda toksik
olan hidroksil radikalini olusturmaktadir (58,66).

SOD aktivitesi sonucu ortaya cikan H202 ; katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) enzimleri ile su ve oksijene donusturdlOr.

2.7.2.3.Hidroks| Radikali (Oh’):

Hemen hemen cogu molekiille reaksiyona girdiginden oldukca reaktiftir. Oksidatif
streste en guclu radikal olarak bilinir. OH', DNA hasarina ve iyonize radyasyonun
membranlara zarar vermesine neden olur. Ayrica tiyoller ve yag asitleri gibi cesitli
molekillerden proton kopmasina ve yeni radikallerin olusmasina neden olmaktadir. Lipid
peroksidasyon strecini de baslatmaktadir (58).

2.7.2.4.9nglet Oksijen ( Oz ):

Serbest radikal olmamasina ragmen serbest radikal reaksiyonlarinin baglamasina
neden oldugu icin onemlidir. Slperoksit radikalinin dismutasyonu ve hidrojen peroksitin
hipoklorit ile reaksiyonu sonucunda da olusabilir (58,67).

2.7.3. SERBEST RAD/KALLER/N KAYNAKLARI
Endojen ve eksojen olmak Uzere baslica iki 6nemli kaynag: vardir;
1.Eksojen Kaynaklar:
=2 Cevresel kaynakli; hiperoksijenasyon, pestisitler, sigara, solventler, anestezikler, hava
kirliligi, manyetik alan
= Radyasyon, stres
= Alkol, uyusturucu, karsinojen maddeler, sicak soku gtines 1sinlar
= Antineoplastik ajanlar; nitrofurantoin, bleomisin, adriamisin vb.
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2.Endojen Kaynaklar:

Kiguk molekullerin otooksidasyonu; tioller, hidrokinonlar, katekolaminler,
flavinler, tetrahidropterinler, antibiyotikler vb. (58,60,68,69)

COzunur enzimler ve proteinler; ksantin oksidaz, flavoprotein dehidrogenaz,
triptofan dioksijenaz, dihidroorotat dehidrogenaz, aminoasit oksidaz gibi enzimler,
hemoglobin vb. (58,70)

Mitokondrial elektron transportu

Endoplazmik retikulum ve nikleer membran elektron transport sistemleri;
sitokrom P 4s0, Sitokrom bs (58,70).

Peroksizomlar; oksidazlar, flavoproteinler

Plazma membrani; lipoksijenaz, NADPH oksidaz, prostaglandin sentetaz,
lipid peroksidasyonu.

Oksidatif stres olusturan durumlar; iskemi, travma, intoksikasyon.

Aktive olmus fagositlerdir.

2.7.4. SERBEST RAD/KALLER/N ETK/LER/

Antioksidan savunma mekanizmalarinin yetersiz kaldigi durumlarda serbest radikaller
membran lipidleri, DNA, karbonhidratlar, proteinler ile reaksiyona girerek hiicre hasarina ve
hiicre 6lumine neden olurlar (71,72,73,74).

1.Proteinlere Etkileri

Proteinler aminoasit kompozisyonlarina bagli olarak serbest radikal hasarindan
etkilenirler. Triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi aminoasitlere sahip
proteinler serbest radikal hasarina agiktirlar (58,75) .

2.Nlkleik Asitler ve DNA Uzerine Etkileri

Serbest radikaller DNA’min nukleotid yapisim olusturan purin ve pirimidin bazlar:
Uzerine etki ederek DNA yapisinda mutasyon, karsinogenez ve hiicre 6limune yol agabilirler.
Guanin bazinin radikaller tarafindan hidroksilasyonuyla DNA molekilunin yapist degiserek
mutasyonlar olusmaktadir. Hidroksil radikali deoksiriboz ve bazlarla reaksiyona girerek
yapilarinda degisikliklere yol acar.
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Aktive olmus nétrofillerden kaynaklanan H202 hiicre cekirdegine ulasarak hticre

disfonksiyonuna DNA hasarina ve hatta hticre 6limune neden olabilir (58,76).

3.Karbonhidratlara Etkileri

Fizyolojik pH ve sicaklikta glikoz gibi monosakkaritlerin oksidasyonuyla H20z2,
peroksitler ve okzoadehidler olusmaktadir. Okzoaldehidler DNA, RNA ve protenlere
baglanabilme dzelliginde oldugu icin antimitotik etki gosterek kanser ve yaslanma olaylarinda
rol oynar (58,77).

4 Membran Lipidleri Uzerine Etkileri (Lipid Peroksidasyonu)

Hucre membramndaki lipidler serbest radikallere karst oldukga hassastirlar. Lipid
peroksidasyonu membran yapisimi olusturan fosfolipid, glikolipid, gliserid ve sterol
yapisindaki poliunsature yag asitlerinin (PUFA), reaktif oksijen turleri tarafindan peroksitler,
alkoller, aldehitler, hidroksi yag asitleri, etan, pentan gibi sekonder Urtnlere yikilma
reaksiyonudur (78). Lipid peroksidasyonu dejeneratif bir sirectir ve zincirleme reaksiyonlar
seklinde ilerleyerek membranlarda geri dontisimsiz hasarlara neden olur (58,76) .

Lipid peroksidasyonu oldukca zararli bir reaksiyondur. Membran yapisina direk
olarak, reaktif aldehitler Ureterek de indirekt olarak da hicre bilesenlerine zarar verir. Lipid
radikalleri hidrofobik yapida oldugundan reaksiyonlarin ¢cogu membrana bagli molekillerle
meydana gelir. Membran permeabilitesi blyiuk oranda etkilenir. Peroksidasyonla olusan
malondialdehit (MDA), membran komponentlerinin ¢apraz baglanmasina sebep olur. Bu da
hicre membraninda deformasyon, enzim aktivitesi, iyon transportu, hicre ylzey
bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran o6zelliklerini degistirir. MDA’ mn bu
etkileri karsinojenik, genotoksik, mutajenik oldugunun bir géstergesidir (58).

Tdm bu etkilerinden dolay: serbest radikaller, cogu hastaligin patogenezinde rol
oynamaktadir. Diyabet, ateroskleroz, kardiovaskiler hastaliklar, hipertansiyon, kanser, deri
kas, goz hastaliklari, Alzheimer ve Parkinson gibi nérodegjeneratif hastaliklar, romatoid artrit,
cesitli immun  hastaliklar ile yaslilik gibi birgok hastalik durumunda serbest radikal Gretimi
artmakta ve antioksidan savunma mekanizmalar yetersiz kalmaktadir (73,74,79, 80, 81).
Fakat bu hastaliklarin gogunda hastaliklarimin sebebinin serbest radikallerden dolay: olup
olmadig: tam olarak bilinmemektedir.
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2.7.5. OKS/DAT/F STRES VE OVARYUM

H202"nin etkisiyle, hayvan ve insan graniloza ve luteal hiicrelerinden gonadotropin ve
progesteron salinimi inhibe edilir. Singlet oksijen’in luteal hicrelerdeki antigonadotropik ve
antisteroidogenik aktiviteyi engellemesi H202' nin araciligiyla oldugu gosterilmistir.

H202"nin luteal hiicreleri Gzerindeki etkisi ise DNA hasarina, protein sentezinin inhibe
olmasina ve ATP nin tikenmesine neden olan hidroksil radikalinin araciligiyla gergeklesir.
Resaktif oksijen turlerinin olusumu, 6nemli bir fizyolojik sireg olsada, ovaryumdaki patolojik
ve mutajenik degisikliklerin, ATP tuketimi, inflamasyon, nekroz ve erken apoptozun
olusumunda rol oynayabilirler. Her bir ovaryal siklusta serbest oksijen radikallerinin siklik
Uretimi, uzun vadede giderek artan DNA hasariyla sonuglanabilir (82). Ovaryumda bulunan
antioksidan enzimler ROS u nétralize ederek oositi ve embriyoyu oksidatif stresten korurlar.

Superoksit dismutaz, Cu-Zn superoksit dismutaz, Mn superoksit dismutaz, glutatyon
peroksidaz ve lipid peroksidaz gibi oksidatif stres belirleyicileri immunohistokimyasal ve thio
barbiturik asit yontemleriyle arastirilmis ve tim folikller safhalar Siperoksit dismutaz
ekspresyonu icin degendirilmistir. Antral folikillerin teka interna hicreleri Ad4BP
antikoruyla immunohistokimyasal yontemle yogun bir boyanma gostermistir. Ad4BP,
steroidogenik P450 enziminin transkripsiyonunu indikleyen, steroidogenik traskripsiyon
faktorudur. Ad4BP proteniyle sliperoksit dismutaz ekspresyonu arasindaki bu mekanizma

oksidatif stres ve ovaryum steroidogenezisi ile iligkilidir (83).

2.7.6. ANT/OKS'DAN SAVUNMA S'STEMLER/
Normal kosullarda hiicreler, serbest radikallerden dolay: olusan oksidatif hasara karsi
antioksidan savunma sistemleri tarafindan korunur.
Antioksidanlar etkilerini 2 sekilde gosterirler (58,84) ;
Serbest radikal olusumunun énlenmes:
= Baglatici reaktif tirevlerinin uzaklastirilmasi
= Oksijenin uzaklastirilmasi veya konsantrasyonunun azaltilmasi
= Katalitik metal iyonlarinin uzaklastirilmas
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Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmes

Antioksidanlar, oksidanlara karsi, cesitli mekanizmalarla etki gosterirler. Serbest

oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya daha zayif yeni bir molekile gevirme

islemi seklinde *“stpurtcy” bir etki , serbest radikallere bir hidrojen vererek aktivitelerini
azaltip veya inaktif hale getiren “bastirici”, “giderici” etki, serbest radikalleri kendilerine

baglayarak zincirleme devam eden resksiyonlart kirarak “zincir kirict” bir etki ya da

“onarict”

bir etki seklinde gercgeklestirebilmektedirler. Kiglik molekiller antioksidan

enzimler toplayici 6zellik gosterirken; flavanoidler, antosiyanoidler, vitaminler, trimetazidin

bastirici fonksiyona sahiptirler. Hemoglobin, mineraller ve seruloplazmin ise zincir kirici etki

goderirler (58,77)

Endojen ve eksojen kaynakl1 olmak Uizere antioksidanlar 2 gruba ayilir (Tablo 4-5).

Tablo 4 Endojen Antioksidanlar

‘ Endojen Antioksidanlar
|
I 1
Enzimatik } [ Enzimatik Olmayan J
1
= : | 1
Flie [ Makromolekiiller } [ Mikromolekiller
(20D
Eatalaz (CAT) Seruloplazmin ]— Vitamin E, C, &
Glutatyon Perolsidaz i . . .
(GSH-Px) Transferin ]— Tivol icerenler
™y i ™y
Glutatyon Bediktaz (GE) Ferritin Glukoz
[ Glutatyon-S-tranferaz : e ;
(GST) Hemoglobin Urik Asit
Mitekondrial sitolrom ; ; ] L
iy Ilivoglobin ) Bilirubin
Hidropercksidaz Albumin
Thiguinon
lelatonin
Selenyum
Lipoik &Asit
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Tablo 5 Eksojen Antioksidanlar

EKSOJEN ANTIOKSIDANLAR
- Ksantin oksidaz inhibitorleri -Trolox-C
Allopurinol - Endojen antioksidan aktiviteyi artiran maddeler
Oksipurinol Ebselen, Asetilsistein
Folik asit - Non-enzimatik serbest radikal toplayicilar
- NADPH oksidaz inhibitorleri Mannitol, DMSO
Adenozin - Demir Selatorleri
Lokal anestezikler Desferroksamin, Dimetiltiyoure
Kalsiyum kanal blokorleri - Sitokinler
Non-steroid antiinflamatuarlar TNF, interlokin- 1
- Notrofil adezyon inhibitorleri - Barbituratlar
- Soya fasiilyesi inhibitorleri - Flavonoidler

- Rekombinant human - SOD

2.7.6.1.Enzimatik Antioksidanlar

Siperoksit Dismutaz (SOD)
SOD, sliperoksit anyonunun hidrojen peroksit ve molekiler oksijene dontsttrilmesini

katalizler ve organizmay1 oksijen metabolitlerine karsi korur (81,85,86). Oksidatif strese karsi
olusan ilk savunma mekanizmasidir. Insanlarda SOD enzimi sitozolik Cu/Zn-SOD;
mitokondriyal Mn-SOD; plazma, lenf ve sinoviyal sivilarda bulunan ekstraselliler SOD
olarak 3 formda bulunur (81).

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)
Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksitin ve lipid hidroperoksitlerinin indirgenmesini

saglar. GSH-Px enziminin selenyum bagimli ve bagimsiz olarak iki formu bulunur. Selenyum
bagiml1 olan formu H202'ye ve hidroperoksitlere etki etmektedir. Selenyum bagimli olmayan
formu ise hicrenin mitokondri (%30) ve sitozol (%70) tnde bulunup, sadece lipid
hidroperoksitlerinin yikiminda gorev alir (86).



Katalaz (CAT)

Katalaz peroksizomlarda bulunan ve yapisinda 4 ‘hem’ grubu bulunan bir
hemoproteindir (58,81,86). Oksidazlarin aktivitesi ile olusan H202'yi direkt suya cevirir.
Boylece hidroksil radikallerinin sentezlenmesi ve H202'nin viicutta birikimi engellenir.

Glutatyon Rediktaz (GR)
Antioksidan savunmanmin strdirdlebilmesi icin okside glutatyonun tekrar indirgenmesi

gerekir. Glutatyon rediiktaz NADPH varliginda, oksitlenmis glutatyonun (GSSG) indirgenme
reaksiyonunu katalizler.

2.7.6.2.Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Lipoik Asit

Alfa-Lipoik asit (ALA), (a-LA; 1,2-dithiolan-3-pentanoik asit; 6,8-dithio-oktanoik asit
veya thioktik asit) olarak da adlandirilan dogal bir bilesiktir (87,88). Ilk olarak 1937 de,
patates ekstraktinda bulunmus, bakterilerin gelisimlerinde rol oynadig: ortaya konulmus ve bu
maddeye “potato growth factor” denilmistir. Reed ve arkadaslari 1951'de bu maddeyi
tonlarca sigir karacigerinden birkag miligram olarak izole etmisler ve o -lipoik asit olarak
adlandirmiglardir (89,90,91). o- Lipoik asit izole edildikten sonra vitamin olarak sinif-
landirilmistir. Daha sonra 6karyotik ve prokaryotik mikroorganizmalar, tum hayvan, bitki ve
insanlar tarafindan sentezlendigi bulunmustur (92,93) .

Insanda oksidatif glikoz metabolizmasinda ve hiicresel enerji retiminde rol alan bazi
mitokondriyal enzimlerinin dogal kofaktoridur. (94, 95).Ancak terapdtik etki gosteren serbest
lipoik asittir. Plazma yarilanma 6mri 30 dakikadir (96). Esas olarak karacigerde metabolize
olur. Lipoik asit genelde rasemik karisim olarak kullanmlir (97). ALA, hem yagda hem de suda
¢Ozlinen oksijen radikallerine kars1 guclu bir antioksidandir. ALA hem okside formunda hem
de indirgenmis formunda (Dihidrolipoik asit-DHLA) antioksidan aktivite gostermektedir.
DHLA, dihidroaskorbik asidi yeniden askorbik aside gevirebilir, direk olarak C vitamininin,
indirek olarak E vitamininin yeniden olusumunu saglayabilir. Bu 6zelliginden dolay: diger
antioksidanlari da rejenere edebildigi icin antioksidanlarin  antioksidani olarak da
adlandiriimaktadir. ALA bakir, manganez ve ¢inko gibi bazi metalleri baglayarak, onlarla
stabil kompleksler olusturur. Bu etkisi sayesinde agir metal zehirlenmelerine karst metal
selatorii olarak kullanilabilir (98).
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Hem ALA, hem de DHLA, reaktif oksijen turlerini yakalama ve metallerle selat
olusturma yetenegine sahipken, sadece DHLA endojen antioksidanlar rejenere edebilmekte
ve oksidatif hasar1 onarmaktadir (Tablo 6), (99).

Tablo 6 a- Lipoik asit (ALA) ve Dihidrolipoik ast (DHLA) tarafindan yakalanan reaktif oksijen ttrleri

OKSIDAN LA DHLA
Hidrojen peroksit + +
Superoksit radikali - +
Singlet oksijen + -
Hidroksil radikali + n
Peroksil radikali - ¥
Hipoklordz asit + +
Peroksinitrit + +
Nitrikoksit radikali + n

ALA absorbe edildikten sonra mitokondriyal matrikse girer dihidrolipoamid
dehidrogenaz tarafindan NADH’ dan alchg: elektronlar: kullanarak DHLA’ e indirgenir. flging
bir sekilde ALA rediksiyonu mitokondri noksanligi olan insan eritrositlerinde de gozlenmis
ve sitozolde bulunan glutatyon rediktazin, NADPH bagimli ALA’nin indirgenmesinden
sorumlu oldugu bulunmustur (100).

LDso (letal doz) degeri, sicanlarda intraventz uygulamadan sonra ve kopeklerde oral
alinan dozdan sonra 400-500 mg/kg olarak bulunmustur (Tablo 7),(87).

Tablo 7 Lipoik asit uygulanmasindan sonr a, hayvanlarin %50’ sinin dldugi dozlar (99).

VERILIS SEKLI LDso SICAN LDso FARE
p.o. 1,130 mg/kg 502 mg/kg
I.p. 200 mg/kg 160 mg/kg
S.C. 230 mg/kg 200 mg/kg
(AY2 180 mg/kg 210 mg/kg
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a- Lipoik Agit’in R- ve S- Enansiyomerleri

R-a- Lipoik asit, ALA’in biyolojik olarak aktif ve dogal olarak bulunan formudur. S-

formu ise ALA’In sentetik Uretimi ile elde edilir ve tek basina etkili degildir. ALA’in ticari
formu, R- ve S- enansiyomerlerinin 1:1 oranindaki rasemik karigimudir (101).
Dihidrolipoik asidin antioksidan etkisi kanmtlanmis olmasina ragmen 06zellikle demirin
varliginda prooksidan etki gosterebilir. Dihidrolipoik asid invitro hem ferrik hem ferr6z demir
ile selat olusturur. Bu nedenle demirin oksidatif hasarini dnler. Ancak ferritinden demirin
ayrilmasini ve Fe™ iin Fe"™ ye doniisimiinii azaltarak oksidatif hasar arttirabilir (102).Alfa
lipoik asid ve DHLA’in antioksidan ve prooksidan olarak fonksiyon gosterme yetenegi
oksidan stresin tipi ve fizyolojik sartlar tarafindan belirlenmektedir. Tiyol bilesikleri
tarafindan olusturulan prooksidan etkilerin ¢ogu 02, H,O, ve <OH olusmasina
baglanmaktadir (103).

3. GEREC VE YONTEMLER

Bu calismada Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiltess Deney Hayvanlar
laboratuarindan temin edilen, Wistar cinsi prepubertal disi sicanlar kullanmilimistir. Deneklerin
calisma slresince barindirilmast ve bakimlari bu Unite tarafindan yapildi. Dokuz Eyll
Universitesi Tip Fakilltess Deney Hayvanlar1 Laboratuvarinda 12 saat aydinlik, 12 saat
karanlik, 20-22 °C oda sicakliginda barindirildi. Hayvanlar dinlendirilmis musluk suyu ve
standart pelet yem ile ad libitum beslendi.

Tdm siganlar Kontrol, EMA ve hem EMA’ ya maruz kalmig hemde lipoik asit
uygulanmis grup (EMA+LA) olarak rastgele ¢ gruba ayrilmistir. EMA ve EMA+LA
gruplarina 6 hafta sireyle ginde 4 saat EMA uygulanmistir. Bu sire icinde EMA+LA
grubuna, EMA uygulamasi ile birlikte oral gavaj yontemi ile hergiin EMA uygulamasina
baglamadan dnce 100 mg/kg lipoik asit verilmistir. Sicanlarin haftalik olarak kilo artiglart
Olcllerek lipoik asit dozu ayarlanmistir. Kontrol grubu ve EMA grubuna ise oral gava ile
hergtin serum fizyolojik verilmistir.

Calisma gruplari asagidaki sekilde olusturulmustur:
|. grup: Kontrol grubu. EMA’ya maruz kalmamis ve p.o.serum fizyolojik almis grup (n=7)

[1. grup: EMA grubu. EMA’ya maruz kalan ve p.o. serum fizyolojik uygulanmis prepubertal
disi sicanlar (n=7, 6 hafta)
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[11. grup: EMA+LA grubu. EMA’ya maruz kalmis + Lipoik Asit uygulanmis sicanlar (n=10,
100 mg/kg Lipoik Asit p.o. 6 hafta)

3.1. LIPOIK ASIDIN HAZIRLANISI
100 mg/kg Lipoik asit, serum fizyolojik icerisinde vortekslendi. Lipoik asit
¢ozlllinceye kadar 1IMolar NaOH eklendi ve 1 Molar HCl ile pH'1 7.4 e ayarlandi.

3.2. EMA OLUSTURULMASI

EMA olusturmak icin helmholtz bobin sistemi kullamlmistir. Bu sistem belli bir
bolgede dizgin bir manyetik alan olusturmak amaciyla iki bobinden olusturulan bir
diizenektir. Bu isim, unlii Alman fizikgi Hermann von Hemholtz onuruna verilmistir. Ozdes
ve ¢cembersel iki manyetik bobinden olusur. Bobinler, merkezleri aym dogru tzerinde olacak
sekilde yaricaplarina esit uzaklikta yerlestirilir. Her bir bobinden aym yonde ve aym siddette
akim gegirilir.

Bizim kullandigimiz Helmholtz sisteminde ¢aplar1 95 cm olan 6zdes iki bobinden ve
her biri kesiti 5mmx2,5mm olan 320 sariml: izole aliminyum telden olusmustur. Bobinler
arasindaki uzaklik 50 cm olup 20kV A lik 380 V, 800 V, 1200 V ve 1400 V kademeli 50 Hz
aternatif (AC) gerilimle beslenen bir gi¢ kaynag: kullanilmistir. 790 V gerilim altinda
olusan manyetik aki yogunlugu digital teslametre (FW Bell, 5170) ile 3 mT =30 G (Gauss)
olarak dl¢uldi. Bu durumda gekilen akim 6,43 A' di.

EMA ve EMA+LA gruplarimin kafesleri bobinlerin arasina yerlestirildi (Resim 1). Bu
sistemle aynmi anda 2 kafese EMA uygulanabilmektedir. EMA ve deney gruplarindaki sicanlar
gunde 4 saat boyunca 30 G EMA’ya maruz birakildi (Resim 1). Uygulama 6 hafta boyunca
sirduruldi. Maruz kalma sliresince tim sigcanlar metal icermeyen kafeslere yerlestirildi ve
maruz kalma siiresi disinda serbest sekilde su ve yeme ulasabildiler.

EMA olusturmak icin kullanilan sistem gunlik yasamda maruz kalabilecegimiz
sinirlarda EMA  olusturdugu icin herhangi bir gevresel tedbir (deney odasimin duvar
izolasyonu vs. gibi) yada calisanlarin 6zel tedbir almasini gerektirmemektedir.
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Resm 1: 30 Gauss = 3 militesla, 50 Hertz frekansi EM A

3.3. DOKU ORNEKLERININ HAZIRLANMAS]

EMA’ya maruz kalma siiresi biten siganlarin agirliklar: sakrifikasyondan énce tartildi
sonra sicanlar eter anestezisi altinda perfiize edildi. Perflizyonun ardindan ovaryum dokulari
cikarildi. Sol ovaryumlari isik mikroskobik inceleme icin %10’ luk tamponlu formaldehide ve
elektron mikroskobik inceleme igin %2,5'luk gluteraldehide alindi. Sag ovaryumlari da
spektrofotometrik Olciim icin buz icerisinde muhafaza edildi homojenat hazirlandi ve -80
dereceye kaldirildi. %10’ luk tamponlu formaldehitte 2 giin bekletilen ovaryum dokular1 rutin
histolojik takip islemlerinden gegirildi.

3.4. RUTIN DOKU TAKIBI PROTOKOLU

Rutin doku takibindeki tim islemler 60°C ettivde gergeklestirildi.
%70 lik alkol (20 dk.)

%80 lik alkol (20 dk.)

%96’ l1ik alkol (20 dk.)

%96’ Ik alkol (20 dk.)

Aseton 1 (20 dk.)

Aseton 2 (20 dk.)

Aseton 3 (20 dk.)

Aseton 4 (20 dk.)

w w W w W W W W

39



Ksilol 1 (30 dk)
Ksilol 2 (30 dk)
Parafin 1 (1 saat)
Parafin 2 (1saat)

w W w w

Dokular parafine gomuldi. Mikrotom yardimiyla dokulardan 5 pm kalinliginda seri
kesitler alinarak Ornekler lizinli lamlara alindi. Orneklerin bir kismn Hematoksilen-Eosin
(H&E) boyast ile rutin 151k mikroskobunda incelenmek tizere boyandi. Alinan 5’ er um’lik seri
kesitlerden her 7. preparat 24 saat 60°C ettvde bekletildikten sonra TUNEL yontemiyle
boyandh.

3.5. TUNEL PROTOKOLU
DNA fragmantasyonu TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated
deoxyuridine triphosphate DNA nick-end labelling) kiti ile gosterildi. Bu yontemde
biyotinlenmis nikleotid, terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) enzimini kullanarak

DNA'nin 3'-OH ucuna baglanir. Daha sonra isaretlenmis streptavidin bu biyotinlenmis

nikleotidlere baglamir. Bu prosedire gore fragmante nukleuslar koyu kahverengi olarak

boyanir. DNA kirigimin antikor ile terminal uctan isaretlenmesi esasina dayanir.

§ Hazir kit soliisyonlarindan birinci sise Enzim soliisyonu ikinci sise Isaretleme (Label)
soltisyonudur. Boyamaya baslanmadan once bu sollsyonlarin karistirilarak TUNEL
reaksiyon karisimimin hazirlanmast gerekir. Bunun igin ikinci siseden 100ul negatif
kontrolde kullamilmak Uzere ayrildh. Kalan stok soliisyonun Uzerine ilk siseden 50ul
eklendi iyice vortekdendi. Boylece 500pl lik reaksiyon karisimi elde edildi.

§ 400ul %30luk stok H,O.(Hidrojen peroksit) 3,6 ml PBS (Phosphate Buffer Saline) ile
karstirilarak %3lUk H,O, hazirlandh.

§ Boyanacak alanin etrafi PapPen ile cizildi ve lamlar PBS ile yikandiktan sonra belirlenen
alana %3’ lik H20O, konuldu ve 10 dk. oda sicakliginda bekletildi.

8 Preparatlar PBS ile yikandi. Belirlenen alamin etrafindaki fazla sivi alindiktan sonra
reaksiyon karisimu dokunun tamamini kapatacak sekilde konuldu ve 60dk 37°C'de
inktbasyona birakildi.

§ 3 kez PBSile yikanmp fazla sivisi kurulanan lamlarin tizerine 50ul Converted POD (3.sise)
ilave edildi ve 30dk 37°C’ de inkiibasyona birakildi.
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§ Bu dire iginde bir sonraki basamakta kullamlacak olan DAB yarim saat Onceden
hazirlandi. Bunun icin 300 pl DAB substrati 2700 pl DAB dilisyonu ile karistirilarak ve
karanlik bir yerde bekletildi.

§ Inkubasyon siresi sonunda 3 kez PBS ile yikamp fazla suyu alinan lamin lzerine,
hazirlanan DAB soltisyonunu koyulup yaklasik 2dk beklenildi.

8 Preparatlar distile suyla yikandi. Lamlarin Uzerine Harris Hematoksilen konulup 10-15 sn
beklenerek zemin boyamasi yapildi ve yine distile suyla yikand.

§ Lamlar kurutulmadan alkol ve ksilol serilerinden gegirilip entellan ile kapatildi.

3.6. ROSVE ANTIOK SIDAN TAYINi
3.6.1. HOMOJENAT HAZIRLANMAS
Doku ornekleri 2 ml soguk distile su iginde ultrasonik homojenizatérde 1 dk Sireyle
homojenize edildi (Resim 2). Homojenizasyon islemleri sirasinda ornekler buz Ustinde
tutuldu. Homojenat +4°C’de ve 10 000 g devirde 15 dk santriflij edildi ve slipernatandan
enzim ve protein 6lglimi yapildi. Ornekler 6lglim yapilana kadar - 70°C’ de saklandh.

Resim 2: Homojenat Hazirlanmasi
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3.6.2. SPEKTROFOTOMETR/K MDA (MALONDJALDEH/T) OLCUMU
Daha 6nceden —80 °C’ deki doku homojenatlar1 10 dakika oda isisinda ¢ozuldu.
200 pL’lik 6rnekler tuplere konuldu.
Her tipe 10'ar pL probukol eklendi. (Bioxytech, Oxis Research, MDA 586®)
Her tlpe 640 uL R1 soltisyonundan eklendi.
Dikkatlice vortekslendi.
Her tlpe 150 uL R2 soltisyonundan eklendi.
Dikkatlice vortekslendi.
45°C de 60 dakika inkuibe edildi.
Temiz bir slipernatan igin 6rnekler santrifdyj edildi (6r. 10,000 X g 10 dakika).
Temiz slipernatan kisim olgiim kuvetine konularak spektrofotometre ile 586 nm absorbansla
Olculdi (HACH-LANGE DR 5000®).

3.6.3. SPEKTROFOTOMETR/K GLUTATYON PEROKS/DAZ OLCUMU
Daha 6nceden —80 °C’ deki doku homojenatlar: oda isisinda ¢ozuldi.
Spektrofotometrenin absorbansi 340 nm ye ayarland (sicaklik 23-25°C).
Distile su ile sifirlanarak 6lgtim yapildi.
Cabucak 6rnek tampon soliisyonla 1/10 oraninda diltie edildi (Or 30 pL + 270 pL tampon)
(Bioxytech Oxis research GPx 340®).
Pipetle dlcim kuvetine, 350 uL Tampon soltsyonu, 350 uL NADPH reaktifi, 70 uL drnek
konuldu.
Klvet spektrofotometreye yerlestirildi.
Kivete 350 pL dilte tert-Butyl Hydroperoxide reaktifi eklenerek kopurtmeden pipetle
karstirildi.
3 dakika boyunca A340 nm’de degisim kaydedildi.
Calisma soliisyonu diltie edildi. /100 dilution of tert-Butyl Hidroksit: 0.05 mL tert-Butyl
Hydroperoxide stoktan + 4.95 mL distile su, /100 ara soltisyon diltiesi, 0.2 mL ara solusyon
+19.8 mL distile su) (HACH-LANGE DR 5000®).
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3.6.4. TOTAL PROTE/N OLCUMU
Daha 6nceden —80 °C’ deki folikil sivilart oda 1sisinda ¢ozuldi.
Tipe 1000uL reaktif 1 konuldu.
20 Ornek ilave edildi ve 5 dakika 37 °C ‘ de bekletildi.
Sperktrofotometre ile olgllerek degerler yazildi.

3.7. ULTRASTRUKTUREL INCELEME
3.7.1. ELEKTRON M/KROSKOB/K DOKU TAK/B/
§ Diseksiyon ile ovaryum dokusundan 1 mm? parcalar alinarak %2,5 fosfat tamponlu
gluteraldehid igerisinde fiksasyon yapild.

Ornekler Sorenson fosfat buffer ile 3-4 kez degistirilerek 15-20 dakika yikanch.
(glutaraldehit siselerinden bosaltilip Uzerine tampon soltisyonu konur).

Ornekler 1 kisim PBS+1 kisim osmium tetroksit (OsO4) sollisyonu karisiminda 1 saat
bekletildi. (ependorf tiplerin icine 500 pl OsO4 + 500 pl tampon konuldu).

(Bu islem her sise icin otomatik pipet kullanilarak yapilir. Tupler aliminyum folyo ile

kapatilip oda sicakliginda 1 saat karanlik ortamda bekletildi.)

PBS ile 15-20 dakika yikanir (Ug kiiciik beher icine PBS konur. OsO4’ ten gikan parcalar
calkalamir. Cikan parcalar kurutma kagidinda suzdurdlip en son iginde tampon olan
eppendorf tupe konur.)

Dehidratasyon islemi

% 70 Alkol ..................10 dakika

%100 ( Absolu) Alkal...... 10 dakika

%100 ( Absolu) Alkal...... 10 dakika

Propilen oksit (Merk®).....15 dakika

Propilenoksit .............. 15 dakika

Infiltrasyon islemi

Dokular kurumayacak sekilde 1:1 oraninda hazirlanan propilen oksit + araldit karisimina
alindi. Odasicakliginda 1 saat bekletildi.

Arada hafif hareketlerle karistirild.

Araldite CY 212 Resin (TAAB®) ve DDSA (dodeceny! suuccinic anhdride TAAB® ) (1:1)
oraminda karistirildi her siseye 2 mL konuldu. Dokular yeni araldit karisiminda yaklasik 6-12
saat bekletildi.
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Araldite CY212 Resin (TAAB®) ve DDSA (TAAB®) 1:1 oraminda hazirlanan bu yeni
karisima (gomulecek materyal sayisina gore hesaplanarak) BDMA (Benzyl Dimethylamine
TAAB®) ilave edilerek gomme materyali hazirlandi. Bu karigim icine gdmulen dokular
60°C ‘lik etlivde 48 saat polimerize edildi.

Daha sonra yar1 ince kesitleri alinarak toluidin mavisiyle boyanip alan belirlendi.

Belirlenen alanlardan ince kesitler formuvar kapli gridler Gizerine alind.

Uranil asetat ve kursun sitratla kontrastlamas: yapildi trasmisyon elektron mikroskobunda
(Carl Zeiss Libra 1200) degerlendirildi.



4. BULGULAR
4.1. I1SIK MIKROSK OBiK BULGULAR

Kontrol grubunda ovaryum ince fibréz bag dokudan olusan bir kapsiul ile
cevrelenmisti. Dis kisminda germinal epitel kubik sekilli hiicrelerden olusmaktaydi.
Germinal epitelin bazal membrani dizgin ve dizenli olarak gozlendi. Kapsilden
parankima i¢ine uzanan ince bag dokusu bantlari dizgin olarak izlendi. Kortekste
ovaryum dokusu icerisinde primordiyal folliklller, ¢esitli caplarda primer, sekonder ve
tersiyer follikller ile birlikte farklt miktarda korpus luteum yer almaktaydh. Follikullerde
bulunan oosit ve ona ait zona pellusida diizenli ve normal goruniimdeydi (Resim 3).

Follikdllerin etrafinda bulunan graniloza hiicreleri poligonal, eozinofilik sitoplazmali
olup gekirdekleri kromatinden zengin ve yuvarlak bigimliydi. Vaskuler yapilar normal bir
gorunime sahipti (Resim 3).

EMA grubunda yapilan seri kesitlerde ovaryumu cevreleyen fibroz kapsilden
parankima icerisine giren bag dokusu demetlerinde kalinlasma ve artis goruldi (Resim 7).
Baz1 folliktllerde kicuk genislemeler dikkati cekti EMA grubuna ait preparatlarda
ovaryumun interstisyel dokusu igindeki damarlanmada artis oldugu yer yer damarlarda
dilatasyon, konjesyon ve kapillerlerde genisleme gozlendi (Resim 4,5,6,8).

EMA+LA grubunda ovaryumu gevreleyen fibroz kapsulden parankima igerisine giren
bag dokusu demetlerinde kalinlasma goruldi. EMA+LA grubuna ait preparatlarda kontrol
grubuna gore ovaryumun interstisyel dokusu icindeki damarlanmada artis oldugu ve yer
yer damarlarda konjesyon ve kapiller dilatasyon gbzlendi. EMA grubuna gére bu bulgular
daha az gozlendi. EMA grubuna gore bag dokusunda daha az kalinlasma ve artis goraldi
(Resim 9,10,11,12,13).

Calismamizda gruplar arasindaki  primer ve sekonder follikil  sayilarinin
karsilastirilmasinda One Way ANOVA testi uygulanmistir (Tablo 8). Primer follikil
sayilarinda Kontrol grubu ve EMA grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli ve
EMA grubunda distk bulunmustur (p= 0,029). Kontrol grubu ile EMA+LA grubu
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,574). EMA+LA grubu ve EMA
gruplarimin primer follikul sayilar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli ve EMA+LA
grubunda yuksektir (p=0,009).
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Sekonder follikdil

sayllarimin  karsilastirilmasinda  Kontrol

grubu ile EMA

arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli ve EMA grubunda distk bulunmustur (p=
0.000). Kontrol grubu ile EMA+LA arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir

(p=0.797).

EMA grubunda distk bulunmustur (p=0,000).

Tablo 8 Fallikil sayilarinin kar silastirilmas ( One Way ANOVA testi uygulandi.* p<0.05)

EMA+LA ve EMA gruplart arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli ve

Primer follikul sayilar:

Sekonder follikul sayilary

(Ort + SD) p (Ort + SD) p
Kontrol 55+ 0.99 0.029* 5.66 £ 0.33 0.000*
EMA 2+0.63 2.66 + 0.42
Kontrol 55+ 0.99 0.574 5.66 £ 0.33 0.797
EMA+LA 6.33+1.33 5.5+ 0.56
EMA+LA 6.33£1.33 0.009* 55+ 0.56 0.000*
EMA 2+0.63 2.66 + 0.42

Hr) #
T
R TR

Resim 3: Kontrol grubuna ait ovaryum kesiti

Kontrol grubuna ait normal gériiniime sahip ovaryum. (*) Primer follikuller,

(=) Sekonder follikiller, Korteks (K), Medulla(M). (H& E Boyasi)
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Resim 4: EM A grubuna ait ovaryum kesiti

Follikll sayisinda azalma, hiyalinizasyon (' ), damarlarda dilatasyon (D)
gorulmektedir.

200 pm
e o N it i
Resim 5: EMA grubuna ait ovaryum kesti

Atrezik follikuller( ) Hyalinizasyon (), Bag dokuda ( B ) artis
goralmektedir.
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Resim 6: EM A grubuna ait ovaryum kesiti

Hasara ugramis primordiyal follikuller ().

ST
O A 0o 2

Resim 7: EM A grubuna ait ovaryum kesiti

Bag dokuda artis, Hyalinizasyon () ve damarlardadilatasyon (D)
gorulmektedir.



Resim 8: EM A grubuna ait ovaryum kesiti

Interstisyel doku icindeki damarlarda dilatasyon (D) ,konjesyon ve follikiil
sayisinin azhigi gorulmektedir.

Resim 9: EMA+LA grubuna ait ovaryum kesiti

EMA grubuna gore bag dokusunda daha az miktada artis, damarlarda dilatasyon
(D) ve normal gériniimde primer (*) ve sekonder folliklller (==) gorilmektedir.
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Resim 10: EMA+LA grubuna ait ovaryum kesiti

EMA grubuna gore bag doku demetlerinde daha az kalinlagma goruldd.
Damarlarda dilatasyon (D), farkl1 gelisim evrelerinde primordiyal follikuil (
primer follikiiller (*) ve sekonder follikiil (= ) gériilmekte.

Resim 11: EMA+LA grubuna ait ovaryum kesiti

Normal gorintmli sekonder follikdl.

)
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Resim 12: EMA+L A grubuna ait ovaryum kesiti

Normal gorintmli sekonder follikdl.

Resim 13: EMA+LA grubuna ait ovaryum kesti

Dejenereolmus () ve normal gorunimde primer folliKUl (wp- )
gorulmekte.
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4.2. DNA FRAGMANTASYONU -TUNEL BULGULARI

Graniloza htcrelerindeki DNA fragmantasyonunun degerlendirilmesi igin uygulanan
TUNEL boyama yontemi ile primer ve sekonder follikillerdeki grantiloza hiicreleri incelendi.
Primer ve sekonder follikillerdeki TUNEL pozitif boyanan graniloza hticreleri 3 alt gruba
ayrilarak derecelendirildi (104);

1) Saglikl: follikdller (Hi¢ Tunel pozitif boyanma gostermeyen) (AO);
2) 20 ve 20'den az Tunel pozitif boyanma gosteren follikuller (Al);
3) 21 ve daha fazla Tunel pozitif boyanma gosteren follikuller (A2);

Tablo 9 Primer ve sekonder follikiller deki grantloza hiicrelerinin TUNEL degerlendirilmes

Primer follikul Sekonder follikl
(Ort + SD) p (Ort + SD) p

Kontrol 5.7+8.8 0.002* 51+7.9 0.001*
EMA 20.2+17.0 27.0+ 14.8

Kontrol 5.7+8.8 0.953 51+7.9 0.344
EMA+LA 4.9 +8.6 7.5+9.7

EMA+LA 4.9 +8.6 0.001* 7.5+9.7 0.001*
EMA 20.2+17.0 27.0+ 14.8

Mann Whitney U testi uyguland. *: p<0.05 istatistiksel olarak anlaml:

Gruplar arasi anlamli fark olup olmadigini belirlemek icin yapilan Mann Whitney U
testinde, Kontrol ve EMA gruplarinin primer ve sekonder follikillerindeki TUNEL pozitif
boyanan grantiloza hiicreleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli ve EMA grubunda
yuksek bulunmustur (primer p=0.002, sekonder p=0.001), Kontrol ve EMA+LA gruplarinin
primer ve sekonder follikillerindeki TUNEL pozitif boyanan graniloza hiicreleri arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli degildi (primer, p=0.953; sekonder p=0.344). EMA+LA
grubuyla EMA grubu karsilastirildiginda, EMA grubunda primer ve sekonder follikillerdeki
TUNEL pozitif boyanan hiicre sayisi istatistiksel olarak anlamli ve yiksek bulundu (primer
p=0.001, sekonder p=0.001).
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Resim 14 Kontrol grubunda TUNEL degerlendirilmesi
(==») TUNEL (+) kahverengi boyanan grantloza hiicreleri,
(mmp) TUNEL (-) boyanan grantiloza hiicreleri
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Resm 15 Kontrol grubu TUNEL degerlendirilmesi
(==») TUNEL (+) kahverengi boyanan graniloza hiicreleri,
(mmp) TUNEL (-) boyanan grantiloza hiicreleri



Resim 16 EM A grubu TUNEL degerlendirilmes
(== ) TUNEL (+) kahverengi boyanan graniiloza hiicreleri,
(mmp) TUNEL (-) boyanan grantiloza hiicreleri
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Resim 17 EMA grubu TUNEL degerlendirilmesi
(==») TUNEL (+) kahverengi boyanan graniloza hiicreleri,
(mmp) TUNEL (-) boyanan grantiloza hiicreleri
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Resim 18 EMA+LA grubunun TUNEL degerlendirilmes
(== ) TUNEL (+) kahverengi boyanan graniiloza hiicreleri,
(mmp) TUNEL (-) boyanan grantiloza hiicreleri
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Resm 19 EMA+LA grubunun TUNEL degerlendirilmesi
(== ) TUNEL (+) kahverengi boyanan graniiloza hiicreleri,
(mmp) TUNEL (-) boyanan grantiloza hiicreleri
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4.3. ROS (MDA) ve ANTIOK SIDAN (GPX) DUZEYLERI

Calismamizda ovaryum dokusunda, MDA dizeylerinin karsilastirilmasinda One Way
ANOVA testini kullandik. p<0.05 oldugunda istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi. Gruplar
arasindaki MDA duzeylerinin ortalamast 7,98 = 0,69 uM olarak saptandi. Gruplarin MDA
diizeyleri ortalamalari; Kontrol grubunda 5,18+0,36 uM, EMA grubunda 9,24+1,17 uM,
EMA+LA grubunda 9,05+1,18 uM olarak saptandi (Tablo 9).

Kontrol grubuyla, EMA grubu karsilastirildiginda, EMA’ nin verdigi hasardan dolay:
MDA duzeyleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yuksek bulundu
(p=0,020). Kontrol ve EMA+LA gruplarim karsilastirdigimizda EMA+LA grubunun MDA
degerleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiksek bulundu
(p=0,016). EMA+LA ve EMA gruplart arasinda MDA dizeylerinde istatistiksel olarak
anlaml1 fark bulunamad: (p= 0,898).

Antioksidan kapasitesi GPX dizeyleriyle saptand: ve tiim ¢alisma gruplarinda ortalama
44,37£9,13 mU/mL bulundu. Gruplara baktigimizda, ovaryum dokusu GPx dizeyleri
ortalamalari; Kontrol grubunda 95,72+18,61 mU/mL, EMA grubunda 34,33+6,74 mU/mL ,
EMA+LA grubunda ise ortalama 15,44+4,82 mU/mL olarak saptand: (Tablo 9). Kontrol
grubuyla, EMA grubu karsilastirildiginda, EMA’ nmin verdigi hasardan dolayr GPx dizeyi
ortalamalar1 kontrol grubuna gore anlaml: derecede dusik bulundu (p=0,001). Kontrol ve
EMA+LA gruplarim karsilastirdigimizda EMA+LA grubunun GPX degerleri kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli derecede dustk bulundu (p=0,000). EMA+LA ve EMA
gruplar1 arasinda GPX duzeylerinde istatistiksel olarak anlamli fark bulunamad: (p= 0,211).

Tablo 10 Gruplarin MDA ve GPX degerlerinin kar silastirilmas

MDA Degerleri GPX Degerleri
(Ort + SD) p (Ort + SD) p
Kontrol 5,18+0,36 0,020* 95,72+18,61 0,001*
EMA 9,24+1,17 34,33+6,74
Kontrol 5,18+0,36 0,016* 95,72+18,61 0,000*
EMA+LA 9,05+1,18 15,44+4,82
EMA+LA 9,05+1,18 0,898 15,44+4,82 0,211
EMA 9,24+1,17 34,33+6,74
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4.4. ELEK TRON MIKROSK OBiK BULGULAR

Elektron mikroskobik incelemelerde Kontrol, EMA ve EMA+LA gruplarindan elde
edilen ince kesitlerdeki primordiyal follikulleri degerlendirdik.

Kontrol grubunda: Sitoplazmik organellerden fakir oosit sitoplazmasi, perivitellin
aralikta az sayida mikrovillus, pinositotik vesikil ve caveola yapilanmast olugmamus,
gekirdek kromatin dagilimi normal bir gorintime sahipti.

Resim 20: Kontrol grubuna ait elektron mikr ografi

Primordiyal folliktilt olusturan; Oosit sitoplazmas: (S) organellerden fakir, cekirdek

() kromatin dagilimi normal ve perivitellin aralikta (PV A), az sayida mikrovillus
gorilmektedir.
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EMA grubunda: Cekirdek kromatin dagilimn normal, normal gorunime sahip
mitokondriler, perivitellin aralikta az sayida oosit mikrovillus yapisi ve mikrovilluslarin derin
boliminde caveola gorunimi ve oosit sitoplazmasinda  pinositotik — vezikiller
sekillenmemistir.

Resim 21: EMA grubuna ait elektron mikrogr afi

Primordiyal follikGli olusturan: Oosit sitoplazmasindaki normal gorinime sahip

mitokondriler ( ), Gekirdek (' ) kromatin dagilimi normal, perivitellin aralikta

(PVA), az sayida oosit mikrovillus = yapisi ve mikrovilluslarin derin boliminde

caveola goriniimi ve oosit sitoplazmasinda pinositotik vezikuller sekillenmemistir.
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EMA+LA grubunda: Oosit sitoplazmasinda ¢cok sayida mitokondri, pinositotik
vezikuller, caveolalar ve perivitellin aralikta gok sayida mikrovillus gorulmustir.

Resim 22: EMA+LA grubuna ait elektron mikr ogr afi

Mitokondriler (==*), pinositotik vezikuller (== ), caveolalar (=*),

mikrovilluslar ( ), perivitellin aralik (PVA) gorulmektedir.

62



5. TARTISMA

EMA’ nin canli dokularda termal ve kimyasal etkiler olmak Uzere iki temel etki
mekanizmasi bulunmaktadir. Bunlarin, insan sagligina zararl olduklarina dair bugtine kadar
yapilan bilimsel arastirmalarda ¢ok kiclk siddet ve guclerde dahi elektromanyetik alan ve
dalgalarin biyolojik etkilerinden soz edilmektedir. Glntimizde bu dalgalarin insan sagligi
Uzerine zararh etkilerinin oldugunu bildiren calismalar incelendiginde, bu konunun énemli bir
saglik problemi haline geldigi gorilmektedir. EMA’ya maruz kalma, vicutta birgok biyolojik
sireci etkileyerek DNA’da tek veya cift zincir kiriklarina yol agabilmekte, bu durum
karsinogenesis gelisimi icin potansiyel risk olusturmaktadr.

Elektromanyetik alanlarin erkek treme sistemi Uzerine olan etkilerini inceleyen ¢ok
sayida literatiir olmasina ragmen, disi Ureme sistemi ve ovaryum ile ilgili olan ¢ok az sayida
literatr bulunmaktadir.

Akhras ve arkadagslari, distk frekansli manyetik alanlarin erkek ve disi ratlarin
fertilitesi Uzerine etkilerini arastirmiglar. Ortalama implantasyon sayilar1 ve her bir batinda
yasayan canli fetls sayisi manyetik alana maruz kalan grupta 6nemli derecede dusik
bulunmustur (105).

Cecconi ve arkadaglart memelilerde in vitro follikul gelisimlerine ve graniiloza hiicre
apopitozu Uzerine dusuk frekansli elektromanyetik alanlarin etkilerini arastirmig, EMA’ya
maruz kalan preantral follikil gelisimlerinin geriledigini ve granuloza hiicre apopitozu
Uzerine etkisinin istatistiksel olarak anlaml1 olmadigint bulmuslardir (106).

Bizim calismamizda, TUNEL degerlendirmelerinde; kontrol ve EMA+LA gruplari
arasinda primer ve sekonder follikullerdeki TUNEL pozitif boyanan graniloza hicrelerinde
anlaml1 fark gozlenmezken, EMA grubunda primer ve sekonder follikullerde tunel pozitif
hiicre sayisi kontrol grubuna gore anlamli olarak yuksek bulundu. EMA+LA grubuyla EMA
grubu Kkarsilastirildiginda, EMA grubunda TUNEL pozitif boyanan hiicre sayisi anlamli
olarak yuksek bulundu.

EMA’nmin bu olumsuz etkilerinin yan sira Elbetieha ve arkadaslari, 90 giin boyunca
disi ve erkek ratlara 25 puT ve 50 Hz sinusoidal manyetik alan uygulamslar, fetiis canliliginin
degismedigini ve disi ve erkek ratlarin Uremesi Uzerine olumsuz etkilerinin olmadigin
gbzlemislerdir (107).

Aksen ve arkadaglar1 50 Hz 1 mT manyetik alamin ovaryum ve uterus Uzerine
etkilerini arastirmig EMA’ya maruz kalan grubun ovaryumlarinda MDA konsantrasyonlarinin
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Onemli derecede arttigini, elektron mikroskobik incelemelerde germinal epiteli olusturan
hiicre organellerinde azalma, nikleusun yapisal kaybi, heterokromatik goérunttisii ve hicre
sitoplazmasindaki lipid vakuollerinde artis gozlenmistir (108).

Lee ve arkadaslar1 20 kHz manyetik alana maruz kalms ratlarda timus, mide, barsak,
karaciger, bobrek, testis ve ovaryum dokularinda histopatolojik yonden degisikliklere
rastlamamuslardir (109).

Rashangar ve Soleimani’nin yaptig1 ¢alismada, elektromanyetik alana maruz kalan
ratlarin, ovaryumunda folliktler buymenin inhibe oldugu, oosit maturasyonunun etkilendigi,
apopitozun indiklendigi, ultrastriktirel incelemelerde zona pellusida kalinlhiginda ve
mikrovillus sayisinda azalma oldugu sonucuna varmiglardir (110).

Bizim calismamizda kontrol grubu ile karsilastirildiginda EMA grubunda yapilan seri
kesitlerde ovaryumu cevreleyen fibroz kapsilden parankima icerisine giren bag dokusu
demetlerinde artis ve kalinlasma, interstisyel doku icindeki damarlanmada artis oldugu, yer
yer damarlarda dilatasyon, konjesyon ve kapillerlerde genisleme gozlendi.

Zecca ve arkadaslar1 50 Hz manyetik alana maruz kalan ratlarin karaciger, kalp, testis,
ve kemik iligi dokularinda histolojik ve patolojik yonden degisimlere rastlamamustirlar (111).

Yapilan bazi galismalarda EMA’'nin serbest radikal olusumunun artmasina neden
oldugu, bazilarinda ise bdyle bir etkinin olmadig: dikkat ¢ekmektedir. Bu farkli sonuglar
calismalarda uygulanmis manyetik alanlarin siddetlerindeki ve frekanslarindaki farkliliklardan
kaynaklanabilir.

Boland ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada, EMA’ min oksidatif strese neden
olarak serbest radikalleri arttirip biyolojik sistemleri etkiledigi gosterilmistir (112).

Kula ve arkadaglari, 18 mT, 50 Hz EMA’ya maruz kalmis disi ve erkek ratlarin bobrek ve
karaciger dokularinda SOD, catalase ve GPX antioksidan enzimlerinin aktiviteleri ve
malondialdehit degerlerinin arttigint bildirmislerdir (113).

Zmyslony ve arkadaslar1 da benzer sekilde zayif statik manyetik alanlarin biyolojik
membranlarda lipid peroksidasyonunu stimile ettigini gostermislerdir (114). Buna karsin
Singh ve arkadaslar1, 2mT manyetik alana maruz kalan hayvanlarda lipid peroksidasyonunun
inhibe oldugunu bildirmislerdir (115).

Repacholi ve Greenebaun, dinyanin statik alam (0,03-0,07 mT) ve zayif 50/60 Hz
manyetik alanlar arasinda bir farklilik olmadigini belirtmislerdir (116).



Kuvvetli bir antioksidan olan a-lipoik asidin hidroksil radikali, siperoksit radikali,
lipid peroksil radikali, nitrik oksit radikali ve hipoklordz asidi kapsayan gesitli radikallere
kars1 antioksidan olarak rol oynadigi, ayrica singlet oksijen ve hidrojen peroksit ile de
etkilesime girdigi bilinmektedir (117).

Serbest radikaller yiksek reaktivitelerinden dolayr membran ¢oklu doymamis yag
asitleri ile etkileserek peroksidasyonu baslatmaktadir. Bu sekilde olusan lipit peroksitleri
kolaylikla yikilarak basta MDA olmak tzere farkli sekonder Urlinleri meydana getirmektedir.

Yapilan pek ¢ok in vivo ve in vitro ¢alismada a -lipoik asidin lipid peroksidasyon
duzeylerini azalttig1 ortaya konulmustur. Birbirine paralel olarak yapilan iki ayr1 ¢alismada
lipoik asidin, adriamycin ile ratlarda olusturulan nefrotoksisite ve kardiotoksisiteye karsi
koruyucu etki gosterdigi ve artmus lipid peroksidasyonunu Onemli dizeyde azalttigi
belirtilmistir (118).

Kiz Ogrenciler Uzerinde yapilan bir calismada menstruasyonun farkli fizyolojik
evrelerinde serum malondialdehit seviyeleri arastirilmig follikiler ve ovulatuvar safhalarda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamasina karsin luteal evre siiresince serum MDA
degerleri 6nemli derecede yuksek bulunmustur (119).

Calisma gruplarimizda ovaryum dokularimin MDA dizeyleri karsilastirildiginda; Hem
EMA grubunda hem de EMA’ya maruz kalmis ve koruyucu olarak lipoik asit almis grupta
MDA dizeyi ortalamalart EMA’ nin verdigi hasardan dolay: kontrol grubuna gore anlamli
derecede yuksek bulundu. Ancak yalmzca EMA’ya maruz kalan grup ile EMA+LA grubu
arasinda MDA duzeyleri agisindan bulunan fark istatistiksel olarak anlamli bulunamad:.

Oksidan molekiller organizmada sirekli bir olusum ve antioksidanlar tarafindan
sirekli bir etkisizlestirilme sireci icindedirler. Serbest radikallerin ve antioksidanlarin
diizeyleri arasindaki hassas denge korunamadig: takdirde hticre hasarina kadar giden birgok
patolojik degisiklik ortaya gikmaktadir (120).

Oksijeni metabolize eden tim hicrelerde bulunan sliperoksit dismutaz , glutatyon
peroksidaz ve katalaz enzimleri serbest oksijen radikallerinin hasarina kars1 en 6nemli defans
mekanizmalarint olustururlar. Normal kosullarda hticrelerde bulunan hidrojen peroksit ve
diger peroksitlerin yikimim katalize eden GPX, lipid peroksidasyonunun baslamasim ve
gelismesini engelleyen 6nemli bir enzimdir. (121)

Calismamizda gruplar arasinda GPX duizeylerini karsilastirchigimizda;, hem EMA
grubunda hem de EMA+LA grubunda GPx dizeyi ortalamalart EMA’ nin verdigi hasardan
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dolay1 kontrol grubuna gore anlaml: derecede disuk bulundu. Ancak yalnizca EMA’ya maruz
kalan grup ile EMA+LA grubu arasinda GPx dizeyleri agisindan bulunan fark istatistiksel
olarak anlaml1 bulunamadh.

Vig Varga ve arkadaglar1 C57BL/6 farelerinden izole ettikleri normal ve timorogenik
ovaryum yuzey epiteli hicreleri Gzerinde lipoik asidin etkisini arastirmus, lipoik asidin
timaorogenik ylzey epiteli hiicrelerinin blylmesini inhibe ettigi sonucuna varmiglardir (122).

Ghafli ve arkadaslarinin yaptiklar: ¢alismada lipoik asidin maternal diyabet iliskili
fotal malformasyonlar ve intrauterin buytme geriligi Uzerine etkileri incelenmis, diyabetik
grupta gozlenen intrauterin blyume geriligi, kraniofasiyal malformasyonlar ve iskeletal
hipoplazi gibi anomalilerin lipoik asit tedavisiyle 6nemli derecede azaldigi sonucuna
varimustir (123).

Cosar ve arkadaslarinin ratlarda yapmis oldugu calismada iskemi reperfiizyon hasarina
kars1 lipoik asidin patolojik degisiklikleri azalttig: fakat bu degisimleri timiyle engellemedigi
sonucuna varilmstir (124).

Son yillarda pek cok antioksidan maddenin, prooksidan etkilerinin de oldugu
belirlenmistir. Bir antioksidanin prooksidan aktivitesi, antioksidamn ortamda bulunmadigi
zamankinden daha fazla oksidatif stres olusturdugu durumlardaki aktivitesi olarak
tanmmlanmaktadir. Bir bilesigin oksidan molekile elektron verme yetenegi bu bilesigi
antioksidan yapar. Ancak farkli kosullar altinda bu 6zellik, bilesigi bir prooksidana da
donusturebilir. Bu durum daha ¢ok tiyollerde gorulmektedir. Tiyol terimi, sulfdr iceren
bilesikleri ifade eder. Sulfur, aminoasit, protein, enzim, vitamin ve diger biyomolekdllerin
biyolojik yapitaglart igin gerekli olan 6nemli bir inorganik elementtir (125). Lipoik asitte
bulunan dialilstilfid (DAS), didlildisiilifid (DADS) ve didiltristifid (DATS) gibi tiyol iceren
bilesikler cesitli oksidanlar: indirgeyerek ve temizleyerek biyolojik sistemleri oksidatif strese
kars1 korurlar (126). Tiyoller genellikle antioksidanlar olarak bilinir. Ancak tiyoller O, ile
dogrudan reaksiyona girerek stiperoksit radikali olusumunu tesvik eder (127).

Prooksidan aktivitenin diger bir yolunda ise; antioksidan serbest radikal stpdricu ile
reaksiyona girer ve temizlenecek olan serbest radikalden daha zararli bir Griin olusur (128).

LA ve DHLA’'min prooksidan etkilerini kapsayan calismalar son birkag yildir
yapiimaktadir. LA ve DHLA’min antioksidan veya prooksidan olarak etkileri, oksidan stresin
tipine ve fizyolojik sartlara bagli olarak degismektedir. LA ve DHLA’ nin prooksidan etkisi,
henliz tam olarak anlasilamamis mekanizmalarla gergeklesmektedir.
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LA'nin serbest oksijen radikalleri ile iliskili hastaliklarin engellenmesinde ve
tedavisinde birgok yararli etkileri oldugu bilindiginden, bu hastaliklardaki kullaniminda
uygun farmakolojik dozunun segilmesi kritik bir konudur (129).

Diyabetik ve diyabetik olmayan ratlarin bobreklerinde lipoik asidin antioksidan ve
prooksidan etkisinin arastirildigi ¢alismada ilging olarak diyabetik olmayan ratlara 12 hafta
boyunca uygulanan 30 mg/kg lipoik asit prooksidan etki gosterirken, diyabetik ratlarin
bobreginde LA’ min oksidatif stresi azalttigi saptanmustir (130).

Zaher ve arkadaslarimin yaptiklar: calismada asetaminofenle olusturulmus hepatik ve
renal hasara karst 100 mg/kg lipoik asitin koruyucu etkisi arastirilmis, lipoik asitle tedavi
edilen grupta MDA duzeylerinin distigui ve GPX dizeylerinin yUkseldigi sonucuna
varimustir (131).

Buna karsin Wang ve arkadaglarinin yapmis oldugu calismada kursuna maruz kalan
kalan ratlarin 100 mg/kg lipoik asit ile tedavisinde, beyin dokusunda GPX ve SOD
degerlerinin 6nemli derecede distigini MDA degerlerinin de 6nemli derecede arttigini, bu
degisimleride lipoik asidin prooksidan olarak etki etmesiyle agiklamislardir (132).

Son vyillarda antioksidanlar oldukga 6nem tasiyan konularin basinda gelmektedir.
Antioksidan maddeler ile ilgili galismalar her gegen gun artmaktadir. Alinan besinlerin
diginda disardan takviyelerin yapilmas: ise doz tespit calismalarinin yayginlastirilmasim
gerektirmektedir.

Bizim galismamizda da 100 mg/kg lipoik asit uyguladigimiz grupta MDA degerlerinin
kontrol grubuna goére anlamli ve yiuksek olmasi, EMA grubuna gore de yine yiksek fakat
istatistiksel olarak anlamli olmamasi, lipoik asit uygulanan grupta GPX degerlerinin kontrol
grubuna gore anlamli ve distk olmasi, EMA grubuna gore yine dustk fakat istatistiksel
olarak anlamli olmamasi, uyguladigimiz lipoik asidin prooksidan olarak etki ettiginin
sonucudur.

Literatirlerden elde ettigimiz verilerde lipoik asidin ¢esitli calismalardaki etkileri ele
alinmigtir. Bizim c¢alismamizda lipoik asidin, elektromanyetik alamn ovaryum dokusunda
neden oldugu hasara karsi kullamlmasi literatirde bir ilktir ve calismamizin daha sonraki
calismalar icin kaynak olacagin disuinmekteyiz.
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SONU

EMA’ ya maruz kalan grupta primer ve sekonder follikillerdeki DNA hasarina ugrayan
graniloza hiicre sayilart yoksek bulunmustur. Bu da EMA’min ovaryumda follikdller
Uzerinde DNA hasarina neden oldugunu kanitlamaktadir. EMA grubundan elde ettigimiz
yuksek seviyedeki MDA dizeyi ve disUk seviyedeki GPX dizeyleri EMA’ nin oksidatif
strese de neden oldugunun bir kanitichr.

Gruplar arasindaki folliktl sayilarint karsilastirdigimizda EMA’'min primer follikdl ve
sekonder follikul sayilarinda azalmaya neden oldugu sonucuna vardik.

Calismamizda kullandigimiz dozdaki lipoik asidin oksidatif stres parametreleri tzerine
etkisinin olmadiginm gorduk.

Calismamizda yapilan seri kesitlerde EMA’min ovaryumu gevreleyen fibroz kapstlden
parankima icerisine giren bag dokusu demetlerinde kalinlasmaya, interstisyel doku
icindeki damarlanmada artisa, yer yer damarlarda dilatasyona, konjesyona ve kapillerlerde
genislemelere neden oldugu gozlenmistir.

LiteratUrlerden elde ettigimiz verilere ve ¢alismamizin bulgularina gére daha fazla denek
sayisi kullanlarak ve lipoik asidin farkli dozlarda uygulanmasim gerektiren baska
calismalara ihtiyag vardir.
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