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Hipertermide Tuba Uterina Yapisi

The Structure of Tuba Uterina in Hyperthermia
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OZET

Amag: Vicut sicakhigi 41°C ya da daha Ust bir degere yikseldiginde
hipertermi olusur ve bu isi denetim dizeneklerinin bozulmasina yol agabilir.
Tuba uterinada sicakhgin artmasi silli hicrelerin apoptozisine, epitel
hiicrelerinde oksidatif stres gelisimine ve erken embriyonik 6limlere neden
olur. Slperoksit dismutaz (SOD) serbest oksijen radikallerini ortadan
kaldirarak oksidatif stresi engelleyebilen ve apoptotik slreci geri
dondirebilecegi dislnilen bir antioksidandir. Bu galismada; hipertermi ile
olugturulan 1si stresinin ve stres dncesinde kullanilan SOD’ un, tuba uterina
tizerindeki koruyucu etkilerinin apoptotik ve oksidatif stres belirtegleri
kullanilarak imminohistokimyasal olarak belirlenmesi amaglanmistir.
Yontemler: Calismada kullanilan 18 adet Wistar-albino cinsi disi siganlar, her
grupta 6 denek olacak sekilde 3 gruba ayrilmistir. Kontrol grubundaki
denekler, sicakligi 22° C’'ye ayarlanmis havuzda 20 dakika stire ile tutulmus ve
24 saat sonra kesilmis, ikinci ve Uglincl gruptaki denekler ise; sicaklig 42°C’
ye ayarlanmis havuzda 20 dakika bekletilerek sirasiyla 30. dakika ve 24.
saatte kesilerek tuba uterina dokulari alinmistir. Hipertermi uygulamasi
yapilan gruplara, uygulamadan 1 saat énce NaCl+Katalaz+SOD enjeksiyonu
yapilmistir.  Alinan dokulara, hiperterminin neden oldugu apoptozisi
belirlemek icin Kaspaz-3, Kaspaz-8 ile Kaspaz-9 protein yapilarina etkisinin
belirlenebilmesi  amaciyla  HSP-70  primer  antikorlariyla  indirekt
immiinohistokimyasal ydntem uygulanmistir.

Bulgular: Yapilan degerlendirmelerde; Kaspaz-9 tutulumunun daha belirgin
oldugu saptanmistir. immiinoreaktivitenin  6zellikle epitelde, hiicre
sitoplazmasinda ve silyalarda, hipertermi uygulamasina kosut arttig
izlenmistir. Kaspaz-3 tutulumunun hipertermi ile ¢ok belirgin artmadig
saptanmigtir. Tim kaspazlar igin SOD uygulamasinin siireye kosut tutulumu
azaltuig gozlenmistir. HSP-70 tutulumunun genelde epitel hiicrelerinde
sitoplazmik dlizeyde ve orta dereceli oldugu, SOD uygulamasi ile tutulumun
sureye kosut arttigi belirlenmistir.

Sonug: Sonug¢ olarak apoptotik programin merkezi bilesenleri olan
kaspazlarin aktivasyonuyla, hiperterminin 6zellikle epitel hicrelerinde dis
yolaktan apoptozisi baglattig yargisina varilmistir. Ancak SOD uygulamasinin
stireye kosut apoptozisi baskiladigi, bunun da artan HSP-70’in koruyucu etkisi
araciligiyla gergeklesmis olabilecegi sonucuna varilmigtir.

Anahtar Sozciikler: Hipertermi, tuba uterina, apoptozis, HSP-70,
immunohistokimya.
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ABSTRACT

Objective: When the body temperature reaches the value of 41°C or higher
hyperthermia occurs and this may lead to the destruction of heat regulation
mechanisms. The rise of temperature within the fallopian tubes (tuba
uterina) leads to apoptosis of ciliated cells, development of oxidative stress
and early embryonic death. Superoxide dismutase (SOD) is an antioxidant
believed to be able to prevent oxidative stress and reverse apoptotic process
by removing free oxygen radicals. This study aims to immunohistochemically
detect protective effects of heat stress caused by hyperthermia, SOD used
before the stress on tuba uterina by using apoptotic and oxidative stress
markers.

Methods: 18 Wistar-albino female rats used within the study were separated
into 3 groups, with 6 rats in each group. Test subjects within the control
group were held for 20 minutes in the pool of 22°C and dissected 24 hours
later. Subjects of second and third groups were held for 20 minutes in the
pool of 42°C, and respectively dissected 30 minutes and 24 hours later, and
their tuba uterina tissues removed. Groups where hyperthermia was applied
were injected with NaCl+Catalase+SOD one hour before. In order to
determine apoptosis caused by hyperthermia, removed tissues were
subjected to indirect immunohistochemical method with HSP-70 primary
antibodies to detect impact on Caspase-3, Caspase-8 and Caspase-9 protein
structures.

Results: Through conducted assessments it was determined that Caspase 3
retention was more evident. It was tracked that parallel to hyperthermia
application immunoreactivity increased especially in epithelia, cell cytoplasm
and cilias. It was detected that Caspase 3 retention does not increase
significantly with hyperthermia. It was observed that for all caspases SOD
application reduces retention parallel to time. It was identified that HSP-70
retention occurs generally in epithelia cells on cytoplasm level moderately,
and with SOD application retention increases parallel to time.

Conclusion: It was concluded that with the activation of caspases, the central
components of apoptotic program, especially in epithelia cells hyperthermia
starts apoptosis from the external pathway. It was deduced that
SOD+Catalase application represses apoptosis parallel to time, which
probably happens due to the increased HSP-70's protective effect.

Key Words: Hyperthermia, fallopian tube, apoptosis, HSP-70,
immunohistochemistry.
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GiRiS

insan organizmasi tim yasamsal islevlerini, ancak belirli viicut i1sisinda
surdirebilir. Viicutta yer alan derin dokularin isilari, cinsiyet, kisinin hareket
etme durumu, yeme-igme tlketimi, glinin saati, kadinlarda menstruasyon
evresi ve atesli bir hastalik olmadikga 37°C’ de sabit tutulmaya calsilir. Bu
deger siganlar igin de 37,5-38,5 °C’ dir. Normal deger gin iginde +0,6°C’ lik
sapmalar gosterebilir. Vicut isisi 41°C ya da daha Ust bir degere
yukseldiginde ise hipertermi olusarak ve isi denetim dizeneklerinin
bozulmasina yol agabilir. Vicut isisinin yikselmesiyle organizmada doku
hasarlari olusur. Ureme organlari yiiksek i1siya karsi ¢ok duyarl olduklari igin
hipertermi bu organlari ve dogum 0&ncesi evrede embriyon kalitesini
etkilemektedir (1).

Tuba uterinalar Greme islevinde birgok 6nemli role sahiptirler. Bunlardan
en oOnemlisi ise Uremenin ilk asamasi olan dollenmenin burada
gerceklesmesidir. Dollenmeden sonra tuba uterinalar olusan zigot ve erken
donem embriyonun uterusa iletiimesinde ve bu iletiime sirasinda
embriyonun beslenmesinde de oOnemli islevler (Ustlenirler. Maternal
hipertermi tuba uterinalarda oksidatif stres olusumuna neden olur.
Hipertermi uygulanan siganlarin embriyonlarinda iki hicreli evrede Cdc-2
aktivitesinde olan bozuklukla ilgili olarak gelisimsel vyetilerde kayip
izlenilmektedir (2). Maternal hiperterminin zigot, morula ve blastosistte
toplam hiicre sayilarini dnemli dlglide azalttigl bilinmektedir. Ayni zamanda
hipertermiye maruz kalmis farelerin iki hicreli evrede olan embriyonlarinda
DNA hasari ¢ok yiksek bulunmustur (3). Bu nedenle hiperterminin maternal
vicuttaki redoks durumunda sistematik degisikliklere neden oldugu ve tuba
uterinada oksidatif stresin artmasini tetikledigi, bunun da erken embriyonik
olumlerle ilgili oldugu dusunilmektedir.

Hipertermi gametogenezis Uzerinde gosterdigi olumsuz etkisini
apoptozisi indukleyerek gergeklestirir. Bu durum molekiler dizeyde
oositlerde ve Leydig hicrelerindeki membran butinlGginl  bozarak
sfingomyelinazlar aktive eder. Sonugta Bcl-2 yolag Gizerinden sitoplazmadaki
APAF-1 aktivitesi artar ve apoptozis olaylanir (4). Yuksek sicaklikta tim
organizmada yaygin olarak bulunan isi sok proteinleri (HSP) ise koruyucu bir
mekanizma olustururlar. Isiyla organizmadaki birgok protein yapilarin
denatiire olmasi ve hiicrelerde lipid peroksidasyonun arttirmasi sonucunda,
¢ogu organda geri donlsimli ya da donlsimsuz hasarlar ortaya cikar.
Sicaklik artmasi sonucu organlardaki ribozomlarda HSP sentezi de artarak,
denatiire proteinlerin renatlire olmasina aracilik eder (5). SOD ise serbest
oksijen radikallerini ortadan kaldirarak oksidatif stresi engelleyebilen ve
apoptotik sireci geri dondirebilecegi dlsiniilen antioksidan bir maddedir
(6). Tum bu nedenlerle, oksidatif metabolizma sonucu olusan serbest oksijen
radikallerinin enzimlerle, viicuttaki antioksidan mekanizmalar ya da disaridan
verilen antioksidan maddeler ile yok edilebilecegi diistinilebilir. Buna kosut
olarak galismamizda hipertermi ile olusturulan isi stresinin ve stres dncesinde
kullanilan SOD’un, tuba uterina lGzerindeki koruyucu etkilerinin apoptotik ve
oksidatif stres belirtegleri kullanilarak immunohistokimyasal olarak
belirlenmesi amaglanmistir.

YONTEM

Deney Hayvanlari ve Gruplandirma:

CGalismada Wistar albino cinsi disi siganlardan olusan ve her birinde 6 denek
bulunan 3 grup olusturuldu. Hiperterminin olusturulmasi amaciyla siganlar 42°C
sicak su banyosunda 20 dakika siireyle bekletildi. SOD’un antioksidan etkisinin
incelenebilmesi amaciyla 1ml % 0.9’ luk NaCl igerisinde 50.000 U/kg SOD ve 90
U/kg katalaz g¢ozilerek hazirlanan sivi, isi stresi olusumundan bir saat 6nce
deneklere subkutan olarak uygulandi. 1. Grup: 222 C sicak su banyosu
uygulanan ve 24 saat sonra dokularin alinacagl kontrol grubu, 2. Grup:
Hipertermi uygulamasindan bir saat 6nce NaCl+Katalaz+SOD uygulamasi yapilan
ve hipertermi sonrasi 30. dakikada dokularin alinacagi grup, 3. Grup: Hipertermi
uygulamasindan bir saat Oonce NaCl+Katalaz+SOD uygulamasi yapilan ve
hipertermi sonrasi 24. saatte dokularin alinacagi grup olarak belirlendi. Sure
sonunda her denekten alinan sag tuba uterina ornekleri %10’luk notral
formaldehite alinarak dokularin tespit edilmesi saglandi. Ahlgsilmis 11k
mikroskobik izleme yontemlerinden gegirilerek parafin bloklar olusturuldu.

immunohistokimyasal Yéntem

Dokulara immunohistokimyasal yo6ntem olarak peroksidaz anti-
peroksidaz (PAP) indirekt immunohistokimyasal yontem uygulanarak Kaspaz-
3 (Cat: RB-1197, Lot: 1197P08A, NeoMarkers, USA), Kaspaz-8 (Cat: RB-1200-
P, Lot: 1200P708C, Neomarkers, USA), Kaspaz-9 (Cat: RB- 1205-P,
Lot:1205P306, Neomarkers, USA) ve HSP-70 (Cat: Sc-66048, Lot: J1408, Santa
Cruz, USA) primer antikorlari uyguland.

Sekonder kit olarak Kaspaz-3, 8, 9 igin Ultravision Detection System (Cat: TA-
125-UB, Lot: AUB70803, Lab Vision, Fremont, USA) ve HSP-70 igin HRP kit
(Cat: 85-9043, Lot: 1396691, Zymed, Frederick, USA) kullanildi. Elde edilen
bloklardan polilizinli camlara 4 pum’ luk kesitler alinarak deparafinize ve
dehidrate edildiler. Sonrasinda %3’ lik hidrojen perokside etkin birakilarak
doku igerisindeki endojen peroksidaz aktiviteleri bloke edildi. Formaldehitin
kapattigl epitel bolgelerini agiga ¢ikartmak amaciyla Kaspaz-3, 8 ve 9
uygulanacak kesitlere “retriver” uygulamasi yapildi. HSP-70 igin bu islem
uygulanmadi. Daha sonra, camlar PBS (Phosphate Buffer Saline, pH: 7.4) ile
yikandiktan sonra 6zgin olmayan baglanmalarin engellenmesi amaciyla
Kaspaz-3, 8 ve 9 icin 5 dakika ve HSP-70 icin 10 dakika Ultra V Blok uygulandi.
Blok asamasinin ardindan kesitler Kaspaz-3, 8, 9 igin 1 saat ve HSP-70 igin
+4°C’ de bir gece primer antikorlara etkin birakildi. Bu siirelerin sonunda
camlar PBS ile yikandiktan sonra 10 dakika biyotinli sekonder antikor
uygulanarak primer antikora baglanmasi saglandi. Yeniden PBS ile yikanan
camlar, enzimin biyotine baglanmasi amaciyla 10 dakika streptavidin
peroksidaz enzim kompleksine etkin birakildi. Kromojen olarak Kaspaz-3,
Kaspaz-8, Kaspaz-9 antikorlari igin AEC (3-amino-9-ethylcarbazole, Cat:TA-
007-HAC, Lot: 007HAC13565, Lab Vision, Fremont, USA) uygulanarak gozle
gorilebilen immun reaksiyonun agiga c¢ikmasi saglandi. HSP-70 primer
antikoru icin kromojen olarak DAB (3,3’iaminobenzidine Tatrahyrochloride-
Plus kit, Cat No; 00-2020, Lot; 421138A, Zymed, Frederick, USA) kullanildi.
Zemin boyamasinda Kaspaz-3, 8 ve 9 igin Mayer’ in hematoksileni (Cat:TA-
125-MH, Lot: AMH70809, Lab Vision, Fremont, USA) ve HSP-70 igin Harris’ in
hematoksileni uygulandi. AEC ile boyanan camlar Ultramount (Cat: TA-125-
UG, Lot: VM13518, Lab Vision, Fremont, USA), DAB ile boyanan camlar
entallan ile kapatildilar. Tim preparatlar Leica DM 4000 (Leica, Weetlar,
Germany) mikroskobunda kamera atagmanli (DFC280 Plus Camera, Leica,
Weetlar, Germany) bilgisayar destekli gorlintiileme sisteminde, Leica Q Vin 3
programinda degerlendirilerek fotograflandirildi.

BULGULAR

Kaspaz-8 imminboyamalarinda 1. grupta; immin tutulumunun 6zgiin
olmadigi gozlemlendi. Silyali hiicrelerde silyalar tzerinde ve yer yer apikal
sitoplazmada nadiren belirlenen tutulum zayifti (Resim 1A). 2. grupta;
Kaspaz-8 tutulumu epitel hiicrelerinde, apikal sitoplazmada ve silyalarda
orta-zayif dizeydeydi (Resim 1B). 3. grupta; Kaspaz-8 tutulumunun epitel
hiicrelerinde apikal sitoplazmada ve silyalarda orta-zayif dizeyde oldugu
gorildl. Lamina propria ve kas dokusunda da immdinreaktivite zayifti (Resim
1C) (Tablo 1).

Resim 1A,B,C: A: 1. grup, B: 2. grup, C: 3. grupta Kaspaz-8 boyamasi yapilan
tuba uterina dokusunda; immunreaktivitenin epitelde (EP), silyalarda (<) ve
lamina propriada (LP) son derece zayif oldugu gériiliiyor (immiinperoksidaz-
Hematoksilen A,B,CX1000).

Kaspaz-9 imminreaktivitesinin ise 1. grupta; silli hiicrelerde apikal hiicre
zari, apikal sitoplazma ve silyalarda oldugu izlendi. Bag dokusu hiicrelerinde
ve kas dokusunda tepkime zayifti (Resim 2A). 2. grupta; tutulum tim epitel
hiicre sitoplazmasinda yaygindi. Apikal sitoplazmada, hiicre zari ve silyalarda
ise yogun reaktivite ilgiyi ¢ekti. Lamina propria ve kas dokusunda yer yer orta
dereceli tutulum izlendi (Resim 2B). 3. grupta tutulum kontrole esdesti ve
epitelde, apikal hiicre zan ile silyalarda belirgindi. Lamina propria ve kas
dokusu tutulumu kontrole benzerdi (Resim 2C) (Tablo 1).

Nk A
s 1 \ : N ;
Resim 2A,B,C: A: 1. grup, B: 2. grup, C:3. grupta Kaspaz-9 boyamasi yapilan
tuba uterina dokusunda; epitelde (EP), siller (<) Uzerinde ve lamina

propriada (LP) immiinraektivite (%) izleniyor (immiinperoksidaz-
Hematoksilen A,B,CX1000).
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Birinci grupta Kaspaz-3 immdinreaktivitesi genelde belirsizdi. Epitelde
ozellikle silli hucrelerin  apikal sitoplazmalarinda, hicre zarlarinda ve
silyalarda yer yer zayif tutulum vardi. Bazi salgi hiicrelerinde de tutulum orta
dereceliydi. Lamina propria ve kas dokusunda genelde immunreaktivite ayirt
edilmezken, bazi bolgelerde zayif sitoplazmik tutulum izlendi (Resim 3A). 2.
grupta; tim epitel hiicrelerinde ortadan kuvvetliye degisen yaygin tutulum
vardi. Apikal hiicre zarinda ve silyalarda kuvvetli immunreaktivite goraldi.
Lamina propria ve kas hiicrelerinde reaktivite orta dereceliydi (Resim 3B). 3.
grupta ise; doku genelinde Kaspaz-3 tutulumunun kontrole benzer gérinimu
dikkati g¢ekti. Tutulum hiicrelerin apikalinde ve silyalarda zayiftan ortaya
degisiyordu. Kas ve bag doku hiicrelerinde ise Kaspaz-3 tutulumu son derece
zayifti (Resim 3C)(Tablo 1).

Resim 3A,B,C: A: 1. grup, B: 2. grup, C:3. grupta Kaspaz-3 boyamasi yapilan
tuba uterina dokusunda; epitelde (EP), siller (<) Uzerinde ve lamina

propriada (LP) imminraektivite (%) izleniyor (immiinperoksidaz-
Hematoksilen A,B,CX1000).

HSP-70 immiinreaktivitesi 1. grupta; epitel hiicrelerinde sitoplazmik
diizeyde ve zayiftl. Lamina propria ve kas dokusunda belirgin bir tutulum
izlenmedi (Resim 4A) 2. grupta; epitel hiicrelerinde orta dereceli sitoplazmik
tutulum belirlendi. Tutulum epitel hiicrelerinde bazi bélgelerde apikal hiicre
zarinda kuvvetliyken lamina propriada zayif, kas hiicrelerinde ise kuvvetliden
ortaya degisiyordu (Resim 4B). 3. grupta; HSP 70 tutulumu epitel dlzeyinde
2. gruba benzerdi ve tutulum sitoplazmik orta dereceliydi. Lamina propriada
da zayif tutulum izlenmesine karsin bazi kas hiicrelerinde kuvvetli bazilarinda
orta dereceli tutulum ilgiyi ¢ekti (Resim 4C) (Tablo 1).

Resim 4A,B,C,inset: A: 1. grup, B: 2. grup, C, inset:3. grupta HSP-70 boyamasi
yapilan tuba uterina dokusunda; epitelde (EP), siller (<) tizerinde ve lamina
propriada (LP), kas tabakasinda (inset) immdinraektivite (%) izleniyor
(immiinperoksidaz-Hematoksilen A,B,CX1000).

Tablo 1: Tuba uterina kesitlerinde gruplara gore, Kaspaz-8,9 ve 3 ile HSP-70
antikorlarinin skor tablosu.

Kaspaz-8 Kaspaz-9 Kaspaz-3 HSP-70

1.GRUP -[+ ++ -[+ -
2. GRUP + ++[+++ ++[+++ ++
3. GRUP + ++ + +++

(-):  tutulum vyok, (+): zayif imminreaktivite, (++): orta duzeyde
immunreaktivite,

(+++): kuvvetli dizeyde immunreaktivite olarak belirlenmistir.

(/) 6nlndeki ve arkasindaki degerler iki deger arasinda degisen tutulumu
ifade etmektedir.

TARTISMA

Hipertermi, vicut isisi 41°C ya da daha yuksek bir degere yukseldiginde
ortaya ¢ikan ve isi diizenleme mekanizmalarinin bozulmasina yol agabilen bir
olgudur. Hiperterminin genital sistem (zerinde olumsuz etkileri
bulunmaktadir. Son yillarda gelisen teknolojiyle birlikte diz Gstl bilgisayar,
uzun sureli araba ve gocuklarda plastik igerikli bezlerin kullanilmasiyla olusan
hipertermi sonucu infertilitenin de arttigi vurgulanmaktadir (7). Déllenmenin
gergeklestigi organlar olan tuba uterinalar da i1siya karsi oldukg¢a duyarhdirlar.

Kaynaklarda hiperterminin genital sistem (zerine olan etkileri ve bunun
sonuglari ile ilgili calismalar bulunmasina karsin, hiperterminin dogrudan
tuba uterinalar Uzerine olan etkileri ve bu etkilerin énlenmesine yonelik
arastirmalar bulunmamaktadir.

Yapilan c¢alismalarda hiperterminin apoptozisi artirdigi ve hipertermi
suresince bu olayin artarak surdGgu belirlenmistir. Tedaviye baslama
zamaninin ve hipertermide kalig siresinin de bu durumu etkiledigi
bildirilmistir Son galismalar iskemiyi izleyerek gorilen hiicre 6limunin isiya
bagimli olarak artis ya da azalis gbsterebilecegini ortaya koymaktadir (8).
Ureme islevinde dnemli bir role sahip olan tuba uterinalarda da sicakligin
artmasi, silli hiicrelerin apoptozisine, epitel hicrelerinde oksidatif stres
gelisimine ve erken embriyonik o©limlere neden olur. Ozawa ve
arkadaglarinin yaptiklari ¢alismada, maternal 1si stresine etkin kalan
embriyonlarda hiicre ici oksidatif stresin, hidrojen-peroksit duzeyinin
arttirdigl, GSH dlzeyini azalttigi ve 1s1 stresinde tuba uterinada ROS
Gretiminin arttig) belirlenmistir. (1, 2, 9).

SOD serbest oksijen radikallerini ortadan kaldirarak oksidatif stresi
engelleyebilen ve apoptotik slireci geri dondirebilecegi dustnilen bir
antioksidandir. Tim bilgiler 1s1i§inda bu ¢alismada; hipertermi ile olusturulan
11 stresinin ve stres oncesinde kullanilan SOD’ un, tuba uterina Uzerindeki
etkilerinin apoptotik ve oksidatif stres belirtegleri kullanilarak belirlenmesi
amaglanmigstir.

Apoptozisin genel 0Ozelligi oksidatif stresin olugmasidir. Sitosolik bir
antioksidan olan SOD, lipid peroksidasyonunu engelleme ve serbest oksijen
radikallerini ortadan kaldirabilme o6zelliklerine sahiptir. Oksidatif stresi
engelleme 0zelligi, bu enzimin apoptotik sireci geri dondirebilecegini
dustndurmektedir. SOD stperoksit radikaline karsi devreye giren ilk savunma
sistemidir ve superoksit radikalinin hidrojen peroksit ile molekiler oksijene
donigimini saglayarak hicre igindeki superoksit radikali diizeylerini azaltir.
Suiperoksit radikali birgcok ylkseltgenme tepkimesinde yan Urin olarak
Uretilir, ancak olasilikla biytk bir kismi mitokondriyonlardaki elektron tagima
zincirinin bir hatasi sonucunda ortaya ¢ikar. Aerobik hiicreler dismutasyon
reaksiyonunu katalizleyerek siiperoksiti temizleyen ve detoksifiye eden
superoksit dismutazlari icerir (6, 10, 11). Yoshikawa tavsanlarda antitimoral
olarak uygulanmis hipertermide reaktif oksijen tirlerinin (ROS) etkisini
arastirdiklari  galismalarinda, hipertermi sonrasi ROS' un vyarattigl lipid
peroksidasyonunun arttigini  saptamiglardir. ROS Uretimini baskilamak
amaciyla ROS temizleyicileri olan SOD ve CAT kullaniimiglardir. Sonug olarak
bu antioksidanlarin ROS Uretimini énemli 6lglide azalttigini belirlemislerdir
(12).

Bizim calismamizda da hipertermiye etkin birakilan deneklerde, SOD’ un
olasi  koruyucu etkilerinin apoptotik siirece etkisinin olup olmadigini
belirlemek amaciyla yapilan Kaspaz boyamalarinda, o6zellikle 2. grupta
Kaspaz-3 imminreaktivitesinin diger gruplara karsin daha c¢ok oldugu
gorilmistir. imminreaktivitenin apikal hiicre zarinda ve tiim sitoplazmada
kuvvetli oldugu belirlenmistir. Kas hiicrelerinde orta dereceli Kaspaz-3
tutulumu izlenmekle birlikte seroza katmaninda da bag dokusu hiicrelerinde
ve mezotelde belirgin tepkime ayirt edilmistir. 1. ve 3. gruplardaki
tutulumlarin  ise birbirine benzer oldugu ilgiyi ¢ekmistir. Kaspaz-8
immdunreaktivitesinin ise tim gruplarda zayif olmasina karsin, Kaspaz-9
tutulumunun tiim gruplarda daha belirgin oldugu gorilmistir. 2. Grupta
ozellikle Kaspaz- 9 tutulumunun tiim epitel hiicre sitoplazmalarinda yaygin
oldugu, ancak apikal hiicre zari ve apikal sitoplazmada daha da yogun oldugu
ilgiyi cekmistir. DUz kas ve bag dokusu hticrelerinde ise orta dereceli Kaspaz-9
imman tutulumu ayirt edilmistir.

Lapointe ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada inek tuba uterinasinda
Ostrus donglsu suresince temel antioksidanlar olan glutatin-peroksidaz
(GPx), superoksid dismutaz (Cu, ZnSOD) ve CAT’ in mRNA ekspresyonu ve
enzimatik aktiviteleri incelenmistir. istmusda yiiksek diizeyde GPx-3, ampulla
ve infindibulumda ise GPx-1 ve GPX-2 ekspresse olmustur. Katalaz, Cu,ZnSOD
mRNA'lari tuba uterina boyunca tutulmustur. GPx ve CAT &strus donguisinin
ortasinda ve sonunda vyiksek dizeyde ekspresse olumustur. SOD
ekspresyonu ise tuba uterinada tim 6strus dongusu siiresince sabit kalmigtir.
Calismada basarili bir dollenme ve implantasyonda bu antioksidanlarin
fizyolojik rollerinin dnemli oldugu vurgulanmistir (13).

Bizim galismamizda ise vyapilan degerlendirmelerde, baslatici
kaspazlardan Kaspaz-8 ve 9 ile ilerletici kaspazlardan Kaspaz-3 proteinlerinin
tutulumlari incelendiginde, Kaspaz-9 tutulumunun daha belirgin oldugu
saptanmistir. immiinreaktivitenin ézellikle epitelde, hiicre sitoplazmasinda ve
silyalarda hipertermi uygulamasina kosut arttigi izlenmistir. Kaspaz-3
tutulumunun hipertermi ile belirgin artmadigl goézlenmistir. Tium kaspazlar
icin SOD uygulamasinin stireye kosut tutulumu azalttigi ilgiyi cekmistir.

HSP’ler ise hipertermiyi de iceren ¢ogu stres kosulunda Uretimi artan
proteinlerdir.
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Hipertermide Tuba Uterina Yapisi

Cogu HSP ayni zamanda hasara ugramamis normal hiicrelerden de salinir ve
proteinlerin katlanmasi, agilmasi ve translokasyonu gibi hayati islevler
Ustlenirler (5, 14, 15). Hipertermiyle birlikte ise organizmadaki bir¢ok protein
yapisi denattire olur. Denatiirasyona ek hiicrelerde lipid peroksidasyonunun
da artmasiyla ¢ogu organda geri donusimli ya da donlsimsiz hasarlar
ortaya ¢ikar. Yuksek sicaklikta tlim organizmada yaygin olarak bulunan
HSP’ler aslinda koruyucu bir mekanizma olustururlar. Bunun temeli sicaklik
artigi sonucu organlardaki ribozomlarda HSP sentezinin artmasi ve denatiire
proteinlerin renatlire olmasina aracilik etmesi esasina dayanir (5). Strese
kosut olarak Uretimi artan esas grup ise HSP-70'tir. Isi stresine kosut olarak
hiicrelerde yapimi artan HSP-70 genlerinin geleneksel aktivasyonu, ¢evresel
sicakhk artimina da tepki géstermektir ve bu durum isi soku transkripsiyon
faktori tarafindan sikica denetlenmektedir (16). Hucresel hasarin onarimi ve
hiicre yenilenmesini saglayan bu proteinler ¢ekirdek, mitokondriyon ve
sitoplazmada bulunur (17). Anti-kanser ilaglariyla tedavi goren hastalarin
timor hicrelerinde yiksek dizeyde HSP-70 salgilanmasi bu proteinlerin
kemoterapi, radioterapi ve hipertermi direnci igin yararli belirtegler
olabilecegini dustindirmektedir (18).

Mariani ve arkadaglan farelerde depresif bozukluklar olusturmak igin
kronik stres uygulayarak yeni dogan gelisimi, 6strus dongtisii ve erken gebelik
suresince, fare tuba uterinasinda immiinohistokimyasal yéntemlerle HSP-25,
HSP-70 ve Ostrojen reseptoril o' nin (ER-a) ekspresyonunu arastirmiglardir.
Kronik stres olusturmak igin farelere 10 dakika sireyle 45°C s
uygulamiglardir. Calismada, erken gelisim sirasinda her iki HSP de tuba
uterina hiicreleri farkhlastigi zaman ekspresse olmustur ve yetiskin tuba
uterinasinda yaygin imminreaktivite dikkati ¢ekmistir. Yine erigskin tuba
uterinasinda HSP-70, HSP-25' ten daha fazla ifade olmustur. Epitel
hiicrelerinde HSP-70 ekspresyonunun didstrus (luteal evre) evresinde en
yuksek dizeyde oldugu ayni zamanda infindibulum ve ampulla bolgesindeki
hormonal degisikliklere daha ¢ok yanit verdigi belirlenmistir. Ancak
diéstrusda ampulla ve infindibulumda HSP-70 pozitif hiicre oraninda 6nemli
artis saptanmamistir. Mezotel hucrelerinde de glicli HSP-70 immin
boyanmasi goriilmesine karsin stroma ve kas hiicrelerinde HSP-70 igin zayif
pozitiflik izlenmistir. Gebelikte ise tim islevsel bolgelerde immiinreaktivite
gozlemlenmistir. Gebe farenin tuba uterinasinda HSP-70 pozitif hiicre orani
gebe olmayanlara kargin ¢ok bulunmustur. Bu bulgulardan HSP-70' in tuba
uterinada 6strus dongisiyle dizenlenen bir protein oldugu, bu proteinin
Ostrus donglisliniin 6zglin evreleri icin protein belirtegi oldugu ve buyluk
olasilikla gebelikle ilgili hormonlar tarafindan dizenlendigi sonucuna
variimistir (19).

Bizim calismamizda da 1. grupta yapilan HSP-70 immiin boyamalarinda,
epitel hicrelerinde sitoplazmik diizeyde ve orta dereceli HSP-70 tutulumu
gorilmistir. ikinci grupta ise immiinreaktivitenin, epitel hiicrelerinde bazi
bolgelerde o6zellikle apikal hiicre zarinda oldukga kuvvetli oldugu
belirlenmistir. Bu gruptaki diger 6nemli bir bulgu ise damar duvarinda
endotel hiicre dizeyinde de HSP-70 imminoreaktivitesinin belirlenmesidir.
Uglincii grupta ise HSP-70 immiinreaktivitesinin doku genelinde 2. gruba
benzer oldugu gorilmuistir. Ancak bazi  kas hicrelerinde zayif
imminreaktivite olmasina karsin bazilarinda son derece kuvvetli HSP-70
imminreaktivitesi olmasi dikkati gekmistir.

Arastirmalarda domuz ve tavsan tuba uterinalarinda spermiyumlarin
biriktikleri bolgeler ile dollenmenin olustugu yerler arasinda kiglik 1si
farkhliklarinin bulundugu bildirilmistir. Malayer ve arkadaslari, Brahman ve
Holstein ineklerinden alinip kiltire edilmis endometriyum ve tuba uterina
orneklerinde protein sentezi ve salgilama farkliliklari ve bu dokularin in vitro
IsI stresine olan tepkilerini incelemisler. Her iki cinste 43°C siyla
inklibasyonda kontralateral bolgelerden alinmis tuba uterinalardan
salgilanan makromolekiillerin ¢6ziilmesinde artim olmustur.  Brahman
ineklerinde her iki tuba uterinada sicakligin 43°C olmasi zardan gegemeyen
3H etiketli makromolekillerin salgilanmasini artirmistir. Holstein ineklerinde
ise ovulasyonun gergeklesmesiyle tuba uterinada isi yiukselmesi olmus ve
salgilama durmustur. Melez ineklerden alinan dokularda zardan gegemeyen
makromolekdllerin salgilanmasi bolge ve sicaklik etkilesimi gostermistir.
Kontralateral bolgeden alinmis dokuda sicakhiga tepki olarak salgilama
artmigtir.  Ayni taraftan  alinmig  dokularsa  sicaklik  artimindan
etkilenmemislerdir. Sicakhk uygulandiktan 2,5 saat sonra her iki cins ve melez
ineklerde HSP-70 ekpresse olumustur. Kontrol grubunda ise bu protein ifade
olmamistir. Isiya etkin kalmis dokularda 3-3.5 saat sonra HSP-70 miktari
artmigtir. Ancak sicaklik uygulamasindan 24 saat sonra alinmis dokularda
HSP-70 ekspresyonu azalmistir. Arastirmacilar bunu dokularin siire gegtikge
sicakhga alisarak uyum gostermesiyle agiklamiglardir (20).

Bizim galismamizda HSP-70 tutulumunun genelde epitel hiicrelerinde
sitoplazmik dlizeyde ve orta dereceli oldugu, SOD uygulamasi ile tutulumun
streye kosut arttigi belirlenmistir. King ve arkadaslarn hipertermiye etkin
kalmis farelerde HSP-70 ve antioksidan enzim aktivitesini incelemislerdir.

Olduriici olmayan sicaklik uygulanmis farelerde HSP-70 sentezlenmis ve
kontrol grubuna karsin HSP-70 dizeyi oldukga artmistir. 15 dakika sicakliga
etkin birakilmis deneklerde bu oran %72.2 olarak bulunmustur. 30 dakikalk
hipertermiden 48 saat sonra ise HSP-70 %88.2 gibi oldukga yliksek bir orana
yukselmistir. Sicakliga 45 dakika etkin kalan farelerde %63.5 gibi kontrol
grubundan hi¢ bir farki olmayan bir oran bulunmustur. 48 saat sonra
deneklerdeki hepatik antioksidan enzim aktiviteleri-SOD, CAT, GPx
diizeylerinde 6nemli bir degisiklik belirlenmemistir. Bu  bulgular
dogrultusunda arastirmacilar deneklerin ylksek isiya karsi direnmelerine
HSP-70 duzeylerinde gergeklesen artisin antioksidanlardan daha etkili
oldugunu belirtmislerdir (21).

SONUC

Calismamizda sonug olarak apoptotik programin merkezi bilesenleri olan
kaspazlarin aktivasyonuyla, hiperterminin 6zellikle epitel hicrelerinde dis
yolaktan apoptozisi baslattigi yargisina varilmistir. Yer yer salgi yapan
hiicrelerin de etkilenmesine kosut olarak ovariyan siklusun da bozulmus
olabilecegi dustiniilmustir. Doku genelinde olusan apoptozisin dis yolaktan
gerceklesmis olabilecegi yargisina varilmistir. Ancak SOD uygulamasinin
streye kosut apoptozisi baskiladigl, bunun da artan HSP-70’ in koruyucu
etkisi ile gergeklesmis olabilecegi kanisina varilmigtir. Tim bu bulgular
1siginda SOD’un, hipertermi sonucu olusabilecek hasarlardan tuba uterina
yapisini koruyabilecek bir antioksidan oldugu disiinilmekle birlikte bu
konuda daha ilerletilmis galismalar yapilmasinin anlamli olacagl sonucuna
varilmigtir.

Cikar Catismasi
Yazarlar herhangi bir ¢ikar ¢atismasi bildirmemislerdir.

KAYNAKLAR

1. Ozawa M, Hirabayashi M, Kanai Y. Developmental competence and oxidative state of
mouse zygotes heat-stressed maternally or in vitro. Reproduction 2002;124:683-9.

2. Ozawa M, Matsuzuka T, Hirabayashi M, Kanai Y. Redox status of the oviduct and CDC2
activity in 2-cell stage embryos in heat-stressed mice. Biol Reprod 2004;71:291-6.

3. Matsuzuka T, Ozawa M, Nakamura A, Ushitani A, Hirabayashi M, Kanai Y. Effects of
heat stress on the redox status in the oviduct and early embryonic development in mice.
J Reprod Dev 2005;51:281-7.

4. Lue Y, Hikim AP, Wang C, Im M, Leung A, Swerdloff RS. Testicular heat exposure
enhances the suppression of spermatogenesis by testosterone in rats: the "two-hit"
approach to male contraceptive development. Endocrinology 2000;141:1414-24.

5. Eddy EM. Role of heat shock protein HSP70-2 in spermatogenesis. Rev Reprod
1999;4:23-30.

6. Powers SK, Ji LL, Leeuwenburgh C. Exercise training-induced alterations in skeletal
muscle antioxidant capacity: a brief review. Med Sci Sports Exerc 1999;31:987-97.

7. Sheynkin Y, Jung M, Yoo P, Schulsinger D, Komaroff E. Increase in scrotal temperature
in laptop computer users. Hum Reprod 2005;20:452-5.

8. Gilbert ME, Cain DP. A single neonatal pentylenetetrazol or hyperthermia convulsion
increases kindling susceptibility in the adult rat. Brain Res 1985;354:169-80.

9. Ryan DP, Blakewood EG, Lynn JW, Munyakazi L, Godke RA. Effect of heat-stress on
bovine embryo development in vitro. J Anim Sci 1992;70:3490-7.

10. Ranawat P, Bansal MP. Decreased glutathione levels potentiate the apoptotic
efficacy of selenium: possible involvement of p38 and JNK MAPKs--in vitro studies. Mol
Cell Biochem 2008;309:21-32.

11. Lysiak JJ, Nguyen QA, Turner TT. Peptide and nonpeptide reactive oxygen scavengers
provide partial rescue of the testis after torsion. J Androl 2002;23:400-9.

12. Yoshikawa T, Kokura S, Tainaka K, Itani K, Oyamada H, Kaneko T, Naito Y, Kondo M.
The role of active oxygen species and lipid peroxidation in the antitumor effect of
hyperthermia. Cancer Res 1993;53:2326-9.

13. Lapointe J, Bilodeau JF. Antioxidant defenses are modulated in the cow oviduct
during the estrous cycle. Biol Reprod 2003;68:1157-64.

14. Ellis RJ, van der Vies SM. Molecular chaperones. Annu Rev Biochem 1991;60:321-
47.

15. Wu B, Hunt C, Morimoto R. Structure and expression of the human gene encoding
major heat shock protein HSP70. Mol Cell Biol 1985;5:330-41.

16. Mariani ML, Ciocca DR, Gonzalez Jatuff AS, Souto M. Effect of neonatal chronic
stress on expression of Hsp70 and oestrogen receptor alpha in the rat oviduct during
development and the oestrous cycle. Reproduction 2003;126:801-8.

17. Park J, Easton DP, Chen X, MacDonald 1), Wang XY, Subjeck JR. The chaperoning
properties of mouse grp170, a member of the third family of hsp70 related proteins.
Biochemistry 2003;42:14893-902.

18. Calderwood SK, Khaleque MA, Sawyer DB, Ciocca DR. Heat shock proteins in cancer:
chaperones of tumorigenesis. Trends Biochem Sci 2006;31:164-72.

19. Mariani ML, Souto M, Fanelli MA, Ciocca DR.Constitutive expression of heat shock
proteins hsp25 and hsp70 in the rat oviduct during neonatal development, the oestrous
cycle and early pregnancy. J Reprod Fertil. 2000;120:217-23.

20. Malayer JR, Hansen PJ. Differences between Brahman and Holstein cows in heat-
shock induced alterations of protein synthesis and secretion by oviducts and uterine
endometrium. J Anim Sci 1990;68:266-80.

21. King YT, Lin CS, Lin JH, Lee WC. Whole-body hyperthermia-induced thermotolerance
is associated with the induction of heat shock protein 70 in mice. J Exp Biol
2002;205:273-8.



