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OZET

Over Iskemi-Reperfiizyon Modeli Olusturulan Sicanlarda Viteksin’in
Etkisinin Histokimyasal, Immunohistokimyasal ve Biyokimyasal Yéntemlerle
Arastirllmasi

Amag: Over IR hasar disilerde iireme yetenegini etkileyen 6nemli bir saglik
sorunu sorunudur. Bu yiizden erken tan1 konulmasi ve tedaviye en kisa siirede baglanmasi
onemli rol oynamaktadir. Viteksin, antioksidan, anti-kanser ve anti-inflamatuar etkileri
olan bir flavonoidtir. Bu ¢alismada; disi sicanlarda deneysel olarak olusturulan over iR
modelinde viteksinin olasi etkilerinin histolojik, immiinohistokimyasal ve biyokimyasal
yontemlerle arastirilmasi amaglandi.

Materyal ve Metot: Calismada, 40 adet Sprague-Dawley cinsi disi sigan
kullanildi. Siganlar, sham, 3 saat over iskemi+3 saat reperfiizyon, 3 saat over iskemi+3
saat reperfiizyon (1 ml serum fizyolojik i.p), 3 saat over iskemi+3 saat reperfiizyon
(15mg/kg viteksin i.p) ve 3 saat over iskemi+3 saat reperfiizyon (30mg/kg viteksin i.p)
seklinde bes gruba ayrildi. Siganlara over IR modeli uyguland: ve belirlenen dozlarda
viteksin uygulamalar1 gergeklestirildi. Deney sonunda, siganlardan alinan over
dokularinda histokimyasal, immiinohistokimyasal ve biyokimyasal incelemeler yapildi.

Bulgular: IR gruplarina ait overlerin H-E ile boyanmis kesitleri 151k mikroskobik
olarak incelendiginde vaskiiler konjesyon ve yogun hemoraji alanlar1 belirlendi, viteksin
uygulanan gruplarda konjesyon belirgin sekilde azalmisti ve hemoraji minimal
diizeydeydi. Immiinohistokimyasal olarak, IR gruplarinda IL-6, Beclin-1, BNIP-3 ve
kaspaz-3 immunreaktivitesinin belirgin sekilde arttigi, Bcl-2 immunreaktivitesinin
azaldigi gozlendi. Viteksin uygulanmasinin kaspaz-3, IL-6, BNIP-3 ve Beclin-1
ekspresyonunu azalttigt ve Bcl-2 ekspresyonunu artirdigi belirlendi. Biyokimyasal
parametreler degerlendirildiginde, MDA ve 8-OHdG seviyesinin IR hasarinda anlaml
derecede arttigi, SOD seviyesinin azaldigi saptandi. Viteksin uygulanmasinin ise bu
degerleri sham grubundaki degerlere yaklastirdig: belirlendi.

Sonug: Elde ettigimiz bulgular 1s18inda, viteksinin inflamasyon, oksidatif stres,
otofaji ve apoptozu azaltarak sican over IR hasarinda tedavi edici etkisinin olabilecegi
sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, Iskemi-reperfiizyon hasari, Otofaji, Over, Viteksin



ABSTRACT

Investigation of the Effect of Vitexin on Rats with Ovarian Ischemia-Reperfusion
Model via Histochemical, Immunohistochemical and Biochemical Methods

Aim: Ovarian IR damage is a significant health problem that affects the
reproductive ability in females. Therefore, early diagnosis and treatment as soon as
possible play an important role. Vitexin is a flavonoid with antioxidant, anti-cancer and
anti-inflammatory effects. In this study, it was aimed to investigate the possible effects of
vitexin on histological, immunohistochemical and biochemical methods in ovarian IR
model experimentally created in female rats.

Materials and Methods: Forty Sprague-Dawley rats were used in this study. Rats
were divided into five groups as sham, 3 hours ovarian ischemia + 3 hours reperfusion, 3
hours ovarian ischemia + 3 hours reperfusion (1 ml saline), 3 hours ovarian ischemia + 3
hours reperfusion (15mg/kg vitexin) and 3 hours ovarian ischemia + 3 hours reperfusion
(30 mg/kg intraperitoneal vitexin). Rats were applied ovarian IR model, and vitexin
applications were performed at determined doses. At the end of the experiment,
histochemical, immunohistochemical and biochemical examinations were performed on
taken ovarian tissues.

Results: When H-E stained sections of the ovaries of the IR groups were
examined microscopically, the areas of vascular congestion and severe hemorrhage were
determined. Congestion was significantly reduced, and hemorrhage was minimal in the
groups which vitexin was applied. Immunohistochemically, it was observed that 1L-6,
Beclin-1, BNIP-3 and caspase-3 immunoreactivity increased significantly, and Bcl-2
immunoreactivity decreased in IR groups. It was determined that administration of vitexin
reduced IL-6, Beclin-1, BNIP-3 and caspase-3 expression and Bcl-2 expression
increased. When biochemical parameters were evaluated, it was found that MDA and 8-
OHdG levels increased and SOD levels decreased significantly in IR damage. It was
detected that the application of vitexin brought these values closer to the values in the
sham group.

Conclusion: In the light of our findings, it was concluded that vitexin might have
a therapeutic effect on rat ovarian IR damage by reducing inflammation, oxidative stress,
autophagy and apoptosis.

KeyWords: Apoptosis, Autophagy, Ischemia-reperfusion mjury, Ovary, Vitexin
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1. GIRIS

Over torsiyonu, dogurganlik ¢agindaki kadinlarda sik goriilen ve cerrahi islem
gerektiren bir problemdir.! Overin etrafinda bulunan, iginde overin arteriyel ve vendz
damarlarinin bulundugu destekleyici ligamentlerin biikiilmesi veya kendi etrafinda
dontisleri sonucu, over arterinin tikanmasina bagli olarak meydana gelen ve iskemi ile
sonuglanan bir durumudur.? Bu durum kan akisindaki azalmaya bagli olarak hayat tehdit
eden kalici doku hasarina neden olur.! Over torsiyonu sonucu, biikiilmiis adneksin
detersiyonu ve doku reperfiizyonunun degerlendirilmesi, kisirligin 6nlenmesi agisindan
biiyiik 6nem tasir.> Over torsiyon-detorsiyon islemi, iskemi-reperfiizyon (IR) hasari
olarak adlandirilir.*

Swhweichel ve Merker’in hiicre 6liimiinii yapisal olarak ele alan ¢aligmalarina ek
olarak Clarke, dogal olarak gelisen hiicre 6liimii ve toksine maruz kalma sonucu olusan
ti¢ tip hiicre 6liimii varligindan bahsetmistir. Clarke; apoptozu tip | hiicre 6liimii, otofajiyi
tip 1l hiicre 6liimi, lizozoma bagl olmayan hiicre dliimiintide tip III programli hiicre
oliimii seklinde tamimlamustir.”> ® Otofaji, tip II programli hiicre o6liimii olup;
organogenezde, metabolizmada, hiicre farklilasmas1 ve Oliimiinde, yaslanmada,
bagisiklik sisteminde ve hiicre i¢i patojenlerin yok edilmesinde ©Onemli bir rol
oynamaktadir.” 8 Otofajiye bagh hiicre dliimiinde, iki veya daha fazla sayida zarla cevrili
sitoplazma pargalar1 ile endoplazmik retikulum ve mitokondri gibi organelleri igeren
keseciklerin olusmasi en belirgin morfolojik degisikliktir.® ° Otofajinin farkli
asamalarinda, 30’a yakin gen rol oynar ve bu genler, otofajik vezikiillerin lizozomlarla
birlesmesini ve par¢alanmasini saglar. Ayrica vezikiil olusumunda ve genislemesinde de
gorev alirlar.!! Son yillarda yapilan ¢alismalarda, otofaji baslatma siirecinde ULK1 ve
Beclin 1’in iki anahtar kompleks olarak otofajiye aracilik ettigi gdsterilmistir.'> Mayada

filogenetik olarak otofajik fonksiyonlar: korunmus ATG genleri iizerinde yogun olarak



calistimistir.’® 2 Bu ailenin en 6nemli iiyelerinden biri ATG 6’nin memelilerdeki
homologu Beclin 1°dir.*> 1® Molekiiler diizeyde apoptoz ve otofaji arasindaki karsilikli
etkilesim anlasilmaya baslanmis ve bazi faktorler her iki yolun ortak diizenleyicileri
olarak tanimlanmistir. Anti-apopitotik yapida Bcl-2 ve Bcl-XL proteinleri hem apoptoz
hemde otofaji mekanizmasini baskilayabilmektedirler. Beclin-1 iizerindeki BH3 alanina,
Bcl-2 ya da Bcl-XL baglanabilmekte ve Beclin-1’in otofaji iizerindeki etkisini yok
edebilmektedir.t” 1 Apoptoz ve hipokside rol alan Bcl-2 protein ailesinden olan BNIP-
3°{in otofajiyi aktive ettigi ve ¢ogu sistemde Beclin-1 ile etkilestikleri ortaya konmustur.®
Ayrica otofaji mekanizmasinin diizenlenmesinde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) etkili
oldugu gosterilmistir.?° Buna ek olarak hiicrede ¢ok fazla ROS birikimi, katalaz denilen
ROS yakalayict enzimin otofaji sonucu yok olmasina neden olmaktadir. Sonug olarak
otofaji ile katalazin yok edilmesi ile ROS birikiminin hiicre 6liimiine neden oldugu
gdsterilmistir.?* Bazal otofaji seviyelerinin varlig1, hiicrelerin aglik veya hipoksi gibi stres
donemlerinde enerji taleplerini karsilamak icin hiicre i¢i materyalleri sindirebileceklerini
gosterir. Akut organ yaralanmasinda ve reperfiizyon gibi agir kosullar altinda hiicrelerin
Oliimiine neden olabilecek otofajik vakuol birikimi goriiliir. Yapilan bir calismada
otofajinin; ndronal iskemi sonrasi protein agregatlarinin veya hasarli organellerin yok
edilmesinde etkili oldugu bildirilmistir. Otofajinin yetersiz olmasi durumunda hiicrede,
protein agregati ve hasarli organellerin birikimi gdzlenmistir.??2 Sican akcigerinde
deneysel IR modeli kullanilarak yapilan bir ¢alismada; 3-metil adenin (3-MA) otofajiyi
inhibe edebilecegi, akciger dokusunda otofaji ile apoptozu azaltabilecegi ve akciger
fonksiyonunu 1iyilestirebilecegi ortaya konmustur. Buna bagli olarak IR, akciger
dokusunda otofaji seviyesini arttirdigini, asir1 otofajinin hiicre i¢i homeostazi tahrip edip
apoptozu indiikledigini ve IR’yi agirlastirdigim gosterir.?® Bununla birlikte, Suzuki ve

arkadaslari, otofajiyi inhibe etmek i¢in 3-MA kullaniminin bdbrek tiibiiler hiicrelerinde



apoptozu ve IR hasarini arttirdigii bulmuslardir.?* in vivo ve in vitro olarak yapilan
calismalarda, otofajinin kardiyak IR iizerindeki koruyucu etkileri rapor edilmistir®> 2
Ancak yapilan bir diger calismada da yiiksek diizeyde otofaji seviyesinin kardiyak IR
hasarin1 artirabilecegi gosterilmistir.?’ Beyin, karaciger, kalp ve bobrek gibi dokularda
deneysel olarak olusturulan iR hasarinda, belirli otofaji seviyesinin apoptozu basariyla
diizenleyerek akut IR hasarim azalttig1 gézlemlenmistir, 3 2°

Bcl-2 etkilesimli protein olan Beclin 1, otofajinin regiilasyonunda rol oynayan
memeli proteinidir.®® Beclin 1 ayrica Bcl-2 ve Bcl-xL veya Mcl-1 gibi diger Bcl-2
homologlari ile etkilesime giren BH3 alanina sahip proteindir.3! Yapilan bir ¢alismada
Beclin 1'in BH3 bdlgesinin veya Bcl-2’nin BH3 reseptdr alaninin mutasyonu sonucu
Beclin 1'e bagl otofaji engelinin ortadan kalktigi goriilmiistiir. Ayrica Bcl-2 protein
ailesinden olan BNIP-3’iin hipoksi ve apoptozda rol oynadigi, Beclin-1 ile etkileserek
otofajiyi aktive ettigi ortaya konmustur.!® Yapilan bir calismada hipoksi durumunda
BNIP-3’1lin; Beclin 1'i Bcl-2 / Beclin 1 kompleksinden uzaklagtirarak Beclin 1’1 serbest
birakarak otofajiyi baslattig1 ortaya konmustur.3% 3

Ozellikle apopitotik hiicre 6liimiiniin inhibe edildigi durumlarda otofaji aktive
olarak, hiicrelerin 6liimiine yol agabilir. Ayrica, otofaji ve apoptoz arasinda tii¢ farklr iligki
ortaya konmustur. Otofaji ile apoptoz beraber hiicre liimiine neden olabilecegi gibi,
otofaji apoptozu inhibe ederek hiicrenin yasamasini saglayabilir veya apoptoz i¢in 6n
durum olabilir.®* Otofaji ve apoptoz arasindaki baglantiy1 igeren ¢ok sayida calisma
bulunmaktadir. Etopositin; apoptozu artirarak fare embriyonik fibroblast hiicrelerinde
(MEF), seramidin ise kolon ve meme karsinomalarinda ve TRAIL reseptorii-2’ nin;
kanser hiicrelerinde, apoptoz ile otofajinin birlikte aktivasyonuna neden oldugu ortaya

konmustur.® 3



Otofaji ve apoptoz bazi durumlarda hiicrede, birbirine ters etkiler yapabilmektedir.
Bu durumda, otofaji zit mekanizma olarak calisarak, apoptozun durdurulmasina neden
olmaktadir.®” Beyin, karaciger, kalp ve bobrek gibi dokularda yapilan iskemi reperfiizyon
hasarinda, otofaji mekanizmasimnin apoptozu basariyla diizenleyerek akut iskemi
reperfiizyon hasarini azalttig1 gézlemlenmistir.? 2

Literatirde, IR hasarinin olusumunda oksidan/antioksidan —maddelerin,
proinflamatuar ve anti-inflamatuar sitokinlerin de rolii oldugu rapor edilmistir.® Iskemi-
reperfiizyon hasari, nekroz, hiicre apoptozu, iltihap hiicrelerinin gogalmasi, doku ve hiicre
hasarina yol agan aktif maddelerin salinimini igeren hiicresel olaylar1 takiben ortaya
cikar.® Yapilan bir calismada detorsiyon islemi sonrasinda over dokusunda, serbest
oksijen radikallerin ve TNF-a gibi cesitli sitokinlerin arttig1 izlenmistir.*® Artmis serbest
radikallerin, mitokondrial lipit ve hiicre membrani peroksidasyonuna neden olarak,
iskemik doku hasarini artirdig1 ortaya konmustur.*! Son calismalarda, over IR hasarinda
over dokusunda LPO ve kaspaz 3 diizeylerinin belirgin bir sekilde arttig1, oksidatif stresin
biyo belirteglerinden olan malondialdehitin (MDA) salindig1 gdsterilmistir.*? Yuan ve
ark’mnin yaptig1 deneysel bir calismada; hepatik IR hasar1 olusturulan gruplarda oksidatif
stres belirteclerinden olan MDA diizeylerinin yiikseldigi, stiperoksit dismutaz (SOD),
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katalaz  aktivitelerinin  azaldig1  gosterilmistir.
giderilmesine yonelik antioksidan, anti-inflamatuar ve kalsiyum kanallarini inhibe eden
ilaglarin  kullamldig1 bircok ¢alisma bulunmaktadir.*® Dolayisiyla IR hasarindan
korunmak amaciyla antioksidan ve anti-inflamatuar farmakolojik ajanlarin reperfiizyon
sirasinda veya dncesinde kullaniminin yararli olabilecegi diisiiniilmektedir.*

Viteksin; mimoza, alig, bambu, mas fasulyesi, bugday yapraklar1 ve hayat agaci

gibi ¢esitli sifali bitkilerin tohumlarinda, meyvelerinde, ¢i¢eklerinde, yapraklarinda ve

koklerinde bulunan, antitiimor, antioksidan, antiviriis, antienflamatuar ve antibakteriyel



etkiler gibi birgok farmakolojik etkileri olan dogal olarak elde edilmis bir flavonoiddir.*®
47Yapilan bir calismada solucanlarda, viteksin maddesinin siiperoksit dismutaz-3 (SOD-
3) ve 1s1 soku proteini (HSP) gibi bazi oksidan strese direngli proteinleri arttirdig1 ve doza
bagl bir sekilde hiicre i¢ci ROS’da azalmaya neden oldugu rapor edilmistir.*® in vivo
calismalarda, viteksinin, akcigerde ve periton boslugunda nétrofil infiltrasyonunu inhibe
ettigi gosterilmistir.*® Karagenan ile indiiklenen bir plérezi fare modelinde, viteksinin (10
mg / kg), plevral sivida TNF-a ve IL-17 seviyelerini énemli dlgiide azalttigi ortaya
konmustur.®® Miyokard kaynakli IR hasarinda MDA, SOD ve NADPH gibi oksidatif stres
belirtegleri kullanilarak yapilan arastirmada, viteksin tedavisinin miyokard IR kaynakli
MDA olusumunun azalmasi ve artmis antioksidan enzimleri olan SOD ve NADPH 1n
aktivitesi ile de kanitlanmistir.®® Over IR hasarinda 6zellikle reperfiizyon sonrasi
oksijenlenmeye bagli olarak reaktif oksijen molekiillerinin dretilmesi hiicreyi 6liime
gotiirmektedir. Hiicre 6limii ise genellikle apoptoz ve otofaji seklinde olmaktadir. Over
IR hasarinda flavonoidlerin kullanimi ile ilgili yapilan calismalar mevcut olmakla
birlikte, hala altta yatan mekanizmalar ve biyolojik aktiviteler hakkindaki bilgi ¢cok sinirl
kalmaktadir. Bir flavonoid olan viteksinin antioksidan, anti-kanser ve anti-inflamatuar
etkileri mevcut olup®® miyokardiyal IR hasarinda apoptoz ve otofajiyi azalttigi rapor
edilmistir.>* Baska bir calisma, viteksinin, beyin IR yaralanmasmna kars1 p-ERK1 / 2
reglilasyonunu azalttigi, p-JNK ve p-P38 ekspresyonunu artirdigi, ayrica korteks ve
hipokampusda Bcl-2'yi arttirdign ve Bax ekspresyonunu azalttig1 gosterilmistir.>
Iskemik hastaliklar ve pek ¢ok hastalikla baglantis1 olan otofaji ile ilgili
arastirmalarin 6nemi giin gectikce artmaktadir. Otofaji mekanizmalarinin nasil ¢alistigi,
hangi sinyal yolaklar: tarafindan kontrol edildiginin aydinlatilmasi, tani, takip ve tedavi
yontemlerinin bulunmasina biiyiik katki saglayacaktir. Yaptigimiz literatiir taramalar

sonucunda over iskemi ve reperfiizyon hasarinda otofaji mekanizmasinin rolii ile birlikte



viteksin maddesinin etkisini aragtiran herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu doktora
tez caligmasinda, over IR hasari {izerinde, viteksin kullanimi sonucu overlerde goriilecek
histopatolojik degisikliklerin 151k mikroskobik olarak arastirilmasinin yanisira bu dokuda
otofaji, apoptoz, inflamasyon ve oksidatif stresle iligkili olarak gelisebilecek olasi
degisikliklerin immiinohistokimyasal ve biyokimyasal olarak da ortaya konulmasi
miimkiin olacaktir. Calisma sonucunda elde edilecek bulgular, over IR hasarmn

azaltilmasi ve hatta tedavisinde yeni protokollerin olusturulmasina katkida bulunacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Over Anatomisi ve Fizyolojisi

Insanlarda ovaryumlar, yaklasik olarak boyutlar1 1.5 cm genisliginde, 1 cm
kalinliginda, 3 cm uzunlugunda ve 4-8 gr agirhginda badem seklindeki organlardir. %%
Cavitas pelviste uterusun her iki yaninda intraabdominal ve intrapelvik olarak
yerlesmis, rektumun Oniinde, broad ligamentin arkasinda, fossa ovarica igerisinde sagl
sollu bulunan bir ¢ift organdir.>® Arteria iliaca interna ile arteria iliaca externa arasinda
bulunan fossa ovarica, anteriordan, ligamentum uteri, posteriordan ise arteria iliaca
interna ve iireterler ile smirlandirilmis olup peritonla ortiiliidiir.?® Ovaryumlarin facies
lateralis ve facies medialis isimli iki yiizli, ekstremitas uterina ovarii ve ekstremitas
tubaria ovarii isimli iki ucu ile margo mesovaricus ovarii ve margo liber isimli iki kenar1
bulunmaktadir.®® ¢! Ovaryumlar erkeklerdeki testislerin karsiligidir. Ovaryumlarin yiizey
kism1 ovulasyondan dnce diizgiindiir, ovulasyondan sonra ise diizgiinliik kaybolur.>” 8

Ovaryumlardan salgilanan iki temel hormon vardir, bunlar Ostrojen ve
progesterondur. Ostrojen ve progesteron, memelilerde oviilasyonu, iireme hiicrelerinin
gelismesini, hamileligin baslamasin1 ve devamliligini saglarken bununla beraber meme
bezlerinin ve ikincil cinsiyet organlarinin, gelismelerini ve biiylimelerini kontrol
etmektedirler. Hipotalamusta sentezlenen gonadotropin serbestlestirici hormona (GnRH)
karsilik olarak 6n hipofiz bezinden luteinizan hormon (LH) ve folikiil uyarict hormon
(FSH) ve salgilanmaktadir.2% FSH, folikiiler hiicrelerden dstrojen salgilanmasini ve
folikiillerin gelismesini saglamaktadir. LH ise yumurtlamay1 tetikler ve oviilasyon
sonrasinda folikiilii korpus luteuma doniistiirerek buradan progesteron salgilanmasini

saglar.56 67



2.1.1. Over Anjiyogenezisi

Ovaryumlarin beslenmesi ve oksijenlenmesi iki 6nemli arter ile saglanmaktadir.
Bunlardan bir tanesi, uterusun beslenmesinden sorumlu olan uterin arterden ayrilan ramus
ovaricus’dur. Digeri ise abdominal aortadan 1. lumbal vertebra hizasindan dallanan, asic1
bag icindeki ovaryan arterdir. Ovaryan arter, ovaryumun medulla-korteks sinirinda
dagilim gostererek, organin kanlanmasini saglar. Bu iki arter mezovaryumda
anastomozlasir ve halka seklinde kivrilarak dallanir. Bu halka seklindeki iki artere
heliksin arter denilmektedir. Arterler ovaryumun hilus kismindan girerek pleksus
olustururlar ve bu pleksusdan ayrilan dallar folikiillerin etrafini sararak kilcal bir damar
ag1 olustururlar. %71

Ovaryumlarin venleri ve lenf damarlar1 arterler ile birlikte seyrederler.
Ovaryumun lenf damarlar1 1.lumbal vertebra hizasindan para-aortik lenf nodlarma
acilmaktadirlar. Venler ise, karin boslugunda sol ovaryan ven; sol renal vene, sag ovaryan
ven, inferior vena kavaya agilarak kalbe geri dsnmektedirler.”> 73

2.2. Over Embriyolojisi

Memelilerde gonadlar embriyogenez esnasinda genital ¢ikintt veya lirogenital
kabart1 olarak adlandirilan alandan gelisirler. Erken embriyonik donem esnasinda erkek
ve disi gonadlara doniisebilme potansiyeli oldugundan “bipotansiyel” veya
“farklilasmamis” gonad seklinde isimlendirilirler. Genetik sinyallere gore erkek (testis)
veya disi (ovaryum) gonadlar1 olarak gelisirler. Yolk kesesinden genital c¢ikinti
bolgesinde primordiyal germ hiicreleri kolonize olmadan gonadal farklilasma olusmaz.
Farelerde primordiyal germ hiicrelerinin farklilagmamis gonadlarda kolonizasyonu ve
tirogenital kabartiya yerlesmesi embriyonel donemin 9,5. ve 11,5. giinler arasinda

olusur.”*



Kolonize olan germ hiicreleri mitoz boliinmelere ugrayarak, ovaryumda Kist
seklindeki yapilar1 olusturur. Bu yapilar oogonia olarak isimlendirilir.”® Mitoz boliinme
farelerde embriyonal dénemin 13,5. giiniinde baslar.”” Mitoza giren germ hiicreleri
embriyonal donemin yaklasik 17,5. gilinlinde mayoz boliinmenin diploten evresine
ulasarak beklemeye gecerler. Oogonia mitoz bdliinmeyle ¢ogaldiginda, tamamlanmamis
sitokinezisin sonucu olarak mitotik kopriiler olustururlar. Bu sinsisyum daha sonra
cinsiyet kordonlarini ve somatik hiicre Onciillerini olusturmak i¢in bir araya gelip
ovaryum folikiillerinin &nciillerine gelisirler.”® 7

Insanlarda dogumdan 6nce olusan germ hiicre sinsisyumlarmin yikilmasi ve
primordiyal folikiillerinin olusmasi, farelerde farklidir ve dogumdan sonra olusur.”
Prenatal donemde sinsisyumlarin yikilarak oosit sayisinin altt milyondan, bir milyona
diismesi germ hiicre kaybiyla ilgilidir.”*? Dogumdaki toplam primordiyal folikiil, {ireme
donemi siiresince mevcut olan germ hiicrelerinin toplamidir.®

Ovaryumun embriyonel gelisimi sirasinda baslangigta prefolikiiler hiicreleri ve
germ hiicrelerini kapsayan ovariyel kordonlar sekillenmektedir. Ovariyel kordonlarin
farklanmasiyla ovaryumun yiizey epiteli olusurken, ovariyel kordonlarin ¢evresindeki
intersitisyel bag dokudaysa mezensimal hiicreler bulunmaktadir. Ovariyel kordonlarin
yikimiyla prefolikiiler hiicreler germ hiicrelerinin ¢evresinde yerlesmeye baslarlar. Germ
hiicrelerinin mayotik profaza girmesiyle ¢ok sayidaki germ hiicresi de apoptoza gider.
Mayotik profazda bekleyen germ hiicreleriyle onlar1 ¢cevreleyen tek katli yassi folikiiler
hiicrelerden olusan folikiiller sekillenir. Folikiillerin etrafinda mezensimal hiicreler ve
bazal membran bulunur. Bu esnadaki oosit, primer oosit; folikiil ise primordiyal folikiil
ismini alir. Primer oosit ovulasyon oluncaya kadar mayozun diploten evresinde

beklemektedir.84 8



2.3. Over Histolojisi

Ovaryumlar, steroidogenez ve oogenez ile endokrin ve ekzokrin fonksiyona sahip
badem seklinde ¢ift organlardir.%® Memelilerde ovaryumlar tek katli kiibik ya da tek kath
yassi epitelden olusan germinal epitel ad1 verilen hiicre tabakasiyla ortiiliidiir. Germinal
epitel viseral peritonun mezotelyumuyla devam eder. Yogun diizensiz siki bag dokusu bu
tabakanin altindadir ve tunika albuginea olarak adlandirilmaktadir. Ovaryum genel olarak
medulla ve korteks olmak iizere iki boliime ayrilir.®” Medulla ovaryumun merkezinde
bulunmaktadir ve kan ve lenf damarlari, sinirler ve gevsek bag dokusu i¢ermektedir.
Ovaryumu askiya alan mezovaryum, medullanin devamidir.Bu yap1 ovaryumun germinal
epiteli ve peritonun mezoteli ile kaplanmustir.®

Over korteksi tunika tunika albugineanin hemen altinda bulunan ve ¢ok sayida
ovaryan folikiilleri ve oositleri, korpus albicans, korpus luteum igerir. Ayrica gevsek
aereolar bir stroma ile ortiiliidiir.8% % Fetal gelisimin ii¢iinci ayinda ortaya ¢ikan
primordiyal folikiiller, ovaryumda tunika albugineanin hemen aliinda yer almaktadirlar.
Oosit, tek tabaka halinde yassi folikiil hiicrelerinden olusur. Primordiyal folikiil,
gelismekte olan folikiile doniistiigiinde, oosit biiyiir ve oositi ¢evreleyen yassi hiicreler
cogalarak kiibik seklini alarak primer folikiile doniisiirler. Oosit biiyiidiikge proteinde
yapisinda olan zona pellusida, folikiil hiicreleri ile oosit arasinda ortaya ¢ikar.’! Daha
sonra folikiil hiicreleri mitozla ¢ogalarak ¢ok katli primer folikiilii meydana getirir.

Folikiil epiteli graniiloza tabakasi olarak adlandirilir. Bu degisiklikler meydana
gelirken folikiiliin etrafini saran stroma farklilasarak; icte salg1 6zelligindeki teka interna
ve dista bag dokusu ile folikiilii ¢cevreleyen teka eksterna olmak {izere iki tabakada
olusur.*? Graniiloza hiicreleri mitoza devam ederken multilaminar 6zellikteki sekonder
folikiil (SF)olugsmaya baslar. Folikiil genisledikce graniiloza hiicreleri 8-12 tabakaya

ulagir, folikiil artik son bilylikliigline ulasmaya baglar ve groniiloza hiicrelerinin arasinda
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sivi igeren bosluklar olusur. Sivi igeren bu bosluklar birleserek antrum denen tek bir
bosluk olusturur. Bu 6zelliklerinden dolay1 sekonder folikiil, antral ya da vezikiiler folikiil
olarak da isimlendirilir.%® Folikiil boslugunun genisliginde artis sonucu oosit graniiloza
hiicrelerinden olusturulan bir sap ile folikiil duvara baglanir. Oositi folikiile baglayan
bu yaprya kumulus ooforus adi verilir. **Oositi saran zona pellusida ile oositin etrafindaki
graniiloza hiicreleri birleserek ve oosite kimlik kazandiran korona radiatay1 olustururlar.
Ovaryum i¢inde atreziye olmus folikiillere de rastlanmaktadir. Oviilasyonun
gerceklesmesi ile birlikte teka interna hiicreleri ve graniiloza hiicrelerinin tamami, korpus
luteum olarak isimlendirilen steroid hormon salgilayan bir beze degismeye baslar. Eger
dollenme gergeklesmemigse korpus luteum geriler. Daha sonra folikiil korpus albikans
olarak adlandirilan fibrotik dokuya degisir.%® 8 %4

2.4. Ovaryum Torsiyon ve Detorsiyonu

Ovaryum torsiyonu, ovaryumlarin herhangi bi nedenden dolayr kendi ekseni
etrafinda donmesiyle olugmaktadir. Torsiyon sonucunda kan akimi kesintiye
ugramaktadir. Bir diger adi adneksiyel torsiyon olarak bilinmektedir. Akut abdominal
agrimin nedenlerinden olup, agir morbidite ile sonuglanmakta ve seyrek olarak
goriilmektedir. Acil jinekolojik cerrahi vakalarin %2,7’sini olusturmaktadir.®> Ovaryum
torsiyonu ilk olarak Sutton tarafindan 1890 yilinda tespit edilmistir.%

Ovaryum torsiyonunun tanisinda abdomenin alt kisminda devamli ve 0zel
olmayan bir agr1 goriilmektedir. Tespit edilemeyen ve gecikmis tan1 oldukca sik olarak
goriilmekte ve bu durumlar over ile fallopian tiipiin kaybina neden olabilmektedir.%” %
Muayene bulgular1  ve klinik semptomlarin yaninda ultrasonografi (USG)

degerlendirmeleri ve renkli doppler ¢aligmalari ovaryum torsiyonunun tanisinda yardimet

olmaktadir. Tan1 konulduktan sonra ise acilen cerrahi miidahale yapilmalidir.*®
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Ovaryum torsiyonunun nedenleri tam olarak bilinmemektedir. Normal sartlarda
ovaryumlarda torsiyon goriilmesi c¢ok nadir bir durumdur. Olgularin ¢ogunda
ovaryumlarda bir kitleye rastlanmaktadir. Ozellikle bening kistik teratom gibi kitlelere
sahip ovaryumlar ve polikistik overler torsiyona meyillidir. Ayrica gebelik de risk
faktorleri arasindadir.1%% 101

Ovaryum torsiyonu, infindibulo-pelvik ve ovaryen ligamentlerin hareketliligi ile
de olusmaktadir. Torsiyon durumunda baglar birbiri etrafinda donerek kan akimina engel
olmaktadir. ilk olarak vendz kan akimi kesilir ve daha sonra arteriyel kan akiminin
durmasiyla 6dem, iskemi, dokusal hasar, renk degisikligi ve son olarak da nekroz
goriilmektedir. 102

Siddetli hasar goriilen ovaryum torsiyonlarinda bile miidahale sonrasinda over
fonksiyonlariin devam ettigi goriilmistiir. Bu tip vakalarda arteryel kan akiminin tam
olarak kesilmedigi tespit edilmistir.1%

Hastalarin ¢ogunda teshiste ge¢ kalinmakta olup semptomlarin ilk goriilmesinden
taninin konulmasi saatler hatta gilinlerce siirebilmektedir. Bu nedenle gecikmis tani
dontigiimsiiz hasara neden olabilmektedir. Ovaryum torsiyonlarinda erken tani ve
miidahaleyle overde gelisebilecek irreversible hasara engel olunabilmektedir.%

2.5. iskemi ve Reperfiizyon (IR)

2.5.1. iskemi

Iskemi, dokularin oksijen ve diger metabolik ihtiyaglarinin yeterli diizeyde
karsilanamamasi1 ve olusan atik tiriinlerinin uzaklastirilamamasi olarak tanimlanmaktadir.
Organ veya dokulara gelen kan akimindaki yetersizlik sonucunda geri doniisiimii olan
veya olmayan hiicre ya da doku hasarlar1 olusabilmektedir.1%% 106

Hiicrelerin fonksiyonlarini diizgiin bir sekilde devam ettirebilmeleri i¢in oksijen

mutlaka gereklidir. Iskemi sirasinda dokulara gerekli miktarda oksijen tasmnamaz.
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Dokularda yeterli miktarda oksijen bulunmamast durumuna hipoksi
denilmektedir. iskemi, hipoksinin en sik goriilme durumudur. Dokularda oksijen
yetersizliginden dolay1 hipoksi ile birlikte hiicresel fonksiyonlarin bozulmasina bagl
hiicre 6liimiiyle sekillenen bir dizi kimyasal olay meydana gelmektedir. Iskeminin siiresi,
yogunlugu, organ ve hiicre tiplerinin metabolik ihtiyaclar1 iskemi hasarinin siddetini
belirlemektedir, 107 108

Iskemi nedeniyle hipoksi olusan hiicrelerde oksidatif fosforilasyon ile ATP
tiretimi sekteye ugrar veya durur. Ama hiicrelerde ATP tiiketimi devam eder ve ATP,
adenozine ve AMP’ye parcalanir.®® Adenozin hiicre disina diffiize olarak, hipoksantin
ve inozin olugmaktadir. Hipoksi durumlarinda ksantin dehidrogenaz enzimi aktif hale
gelemez ve bu nedenle hipoksantin, ksantin oksidaz (XO) ile metabolize olarak ksantin
olusur. Tiim bu reaksiyonlardan sonra ortaya serbest oksijen radikalleri ¢ikar.'° Sodyum-
potasyum (Na-K) pompalar1 da ATP sentezinin bozulmasi sonucunda durmaktadir.
Boylece hiicrenin elektrolit dengesi de bozularak hiicre igine kalsiyum (Ca*?) iyonlar
girmeye baslar. Hiicre i¢inde Ca*? artisiyla beraber proteolitik enzim ve fosfolipazlar
aktive olmaya baslar. Fosfolipazlarin aktivasyonu arasidonik asit olusturur. Bu asit de
mitokondriyal enzimleri inhibe ederek serbest radikal olusumunda artisa sebep
olmaktadir.!! 112 [skeminin erken sathasinda, dokuda gergeklesen bu metabolik olaylar
sonucunda 6dem ve konjesyon kanama goriilmektedir.!*®

2.5.2. Reperfiizyon

Reperfiizyon, iskemi sonucu organ veya dokuda olusan enerji ihtiyacinin
karsilanmasi ve toksik metabolitlerin uzaklastirilmas: i¢in organ ya da dokuya kan
akimmin yeniden baslamasi olayidir. Iskemik dokunun reperfiizyonu, iskemi ile olusan

hasara oranla dokuda paradoksal olarak ¢ok daha ciddi hasarlara yol agmaktadir,0% 114
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Iskemi ve iskemiyi takip eden reperfiizyon hasarinm ikisine birden iskemi-
reperfiizyon (IR) hasar1 ad1 verilmektedir. IR iizerine yapilan calismalarda reperfiizyon
sirasinda iskemiye gore daha fazla toksik metabolit olustugu tespit edilmistir.!t

Reperfiizyon hasarinda rol oynayan humoral ve hiicresel olaylar heniiz tam olarak

17 Bu siiregte serbest oksijen

aydinlatilamamis  fizyopatolojik bir siirectir.}*®
radikallerinin ve nitrik oksit sentaz diizeylerinin artmasi, lipid peroksidasyonunun
gerceklesmesi,!® 16kositlerdeki integrinlerin olaya karismasi,''® endoteldeki selektin
ekspresyonunun goriilmesi,’?° Na-K iyon pompasinin bozulmasiyla beraber hiicre igi Ca
iyonunun artigi ve protein kinaz C’nin aktivasyonu, mitojen aktive edici protein kinaz ve
fosfotidil inositol 3 kinaz-protein kinaz B yolaklarinin ¢aligmasi gibi heniiz tam olarak
aydinliga kavugmamais ¢esitli mekanizmalar sonucunda hiicrede programli hiicre 6liimii
veya nekroz seklinde patolojik durumlar ortaya ¢ikmaktadir. 12l 122

Reperfiizyon sirasinda olusan serbest oksijen radikalleri (SOR), dokuda nitrik
oksit (NO) sentezinin azalmasi ve endotel hiicreleri tarafindan sentezlenen endotelin artisi
gibi faktorler reperfiizyon endotel disfonksiyonuna neden olmaktadir.'?®

2.5.2.1. inflamatuar Yanit

Inflamatuar yamt, reperfiizyon ile ortaya ¢ikmakta olup, Polimorf niiveli 16kositler
(PMNL), endotel ve kompleman aktivasyonuyla karakterizedir. Eger inflamatuar yanit,
viicudun temel bir organini veya reperfiizyonla iliskili organi etkilerse, bircok kemokin,
sitokin ve proinflamatuar metabolitler dolasima gecerek inflamasyon tiim viicuda
yayilabilmektedir. Bu proinflamatuar durumun yansimalari, baslangigtaki inflamasyonun
siddetine bagli olarak her organda farklilik gostermektedir. Akciger gibi kapiller

yogunlugu fazla olan organlar bu enflamasyona c¢ok daha hassastir. Aktive olan

notrofiller, iskemiye ugrayan diger organlarin parankimini infiltre ederek daha ileri
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hasarlara neden olmaktadir. Bunun sonucunda lokal disfonksiyondan organ yetmezligine
kadar gidebilen sonuglar gériilebilmektedir.'?*

Kompleman Sisteminin Aktivasyonu

Kompleman sistem, dogal bagisiklikta gorev alan karacigerde sentezlenen
yaklagik 30 proteinden olugsmaktadir. Kan plazmasinda inaktif sekilde bulunan enzimler
inflamasyona bagli olarak kademeli bir sekilde etkilegsmesiyle kompleman sistem aktif
hale gelmektedir. Aktif hale gelen proteinler, inflamasyon bolgesinde vaskiiler
permeabilitenin artmasinda, vazodilatasyonda ve fagositlerin endotele yapigsmasinda
uyarici bir etki olusturmaktadir.'?> Kompleman sistemin aktivasyonuyla C3b, C5a, C5b-
9 ve C3a gibi onemli proinflamatuar komponentler meydana gelmektedir. C3a ve Cba
anaflatoksinlerden olup, lokositleri aktive etmektedirler. C5a kemotaksisi ve 16kosit
aktivasyonunu uyarmakla beraber, monosit kemoatraktan protein (MCP)-1, TNF-a ve IL-
6, IL-1 makrofaj inflamatuar protein (MIP)-2, MIP-1a, MIP-1b iiretimlerini uyararak

inflamatuar yamti arttirmaktadir.?®

iC3b endotel yiizeyinde bulunan noétrofillerin
adhezyonunda goérev almaktadir. C5b-9 ise endotelde IL-8 ve monosit kemoatraktan
protein-1 sentezizi uyararak kemotaksisi ve l6kosit aktivasyonunu aktive etmektedir.
Tiim bunlarm yaninda kompleman sistemin IR hasarindaki rolii tam manasiyla
aydinlatilamamigtir. 12129

Sitokin ve Diger Faktorlerin Rolii

Sitokinler, cok sayida biyolojik fonksiyonlar1 diizenleyen ve hiicreler arasi
iletisimde rol alan polipeptit yapisindaki proteinlerdir. Sitokinler 6zellikle aktive olmus
lenfositler, makrofajlar ve pek ¢ok hiicre tarafindan sentezlenmektedir.*® 13 1k olarak
Dupont ve arkadaslari tarafindan tanimlanan sitokinlerin, basta immun sistem hiicreleri

olmak iizere pek ¢ok hiicre tarafindan salgilandigi ve hiicre gelismesi, doku tamiri, hiicre

cogalmasi, bagisiklik gibi ¢ok sayida gorevi oldugu tespit edilmistir.**? Sitokinler ilk
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tespit edildiklerinde salgilandiklar1 yere gore farkli isimler ile anilmislardir. Monositler
tarafindan salgilanan sitokinlere monokin, lenfositler tarafindan salgilananlara lenfokin,

3 Daha sonraki

16kositler tarafindan salgilananlara ise interlokin denilmistir."®
calismalarda ise birgok farkli hiicre tarafindan benzer sitokinlerin salgilandigi belirlenmis
ve sitokinlerin hiicreler iizerinde yaptigi etkilere gore antiinflamatuar sitokinler,
kemotaktik sitokinler, bliylime faktorii sitokinleri, proinflamatuar sitokinler ve immun
diizenleyici sitokinler olmak iizere 5 gruba ayrilmislardir.!3*

Sitokinler pek ¢ok yonden hormonlara benzese de hormonlar gibi 6zellesmis bir
dokudan degil, farkli hiicrelerden sentezlendigi icin hormon olarak kabul edilmezler.1®
Sitokinler, yakinindaki hiicreye etki ediyorsa parakrin, salgilandiklar1 hiicreye etki
ediyorsa otokrin, uzaktaki bir hiicreye etki ediyor ise endokrin etki olarak
tanimlanmaktadir.**

TNF-a, IL-6 ve IL-1B dogal bagisikliga etki eden baslica sitokinlerdendir.
Bunlardan 6zellikle TNF-o IR’da inflamatuar yanitin olusmasinda ¢ok onemli rol
oynamaktadir.®®” TNF-a, damar endotel hiicreleri ve tek cekirdekli fagositik hiicreleri
uyararak IL-1B ve IL-6’nin dolasima geg¢mesini uyarmaktadir.®®® TNF-a, yiiksek
konsantrasyonlarda kan basincini ve doku perfiizyonunu azaltip, damar diiz kaslarini ise
gevsetmektedir.

IL-18’nin temel kaynagi aktive mononiikleer fagositlerdir ve TNF-a ile yakin
biyolojik etkileri vardir. IL-1p’nin etkinligi dolasimda bulunan sitokin miktarina baglh
olup diisiik konsantrasyonda bolgesel inflamatuar yanita aracilik etmektedir. Ayrica IL-
6’nin sentezini de tetiklemektedir.®

IL-6 Sitokininin Rolii

IL-6; sitotoksik T hiicre farklilagsma faktorii, B hiicre farklilsma faktorii, hepatosit

farklilasma faktorii, monosit uyarici faktor-2, hibridoma/plasmasitoma biiyiime faktorii,
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interferon B-2 ve trombopoietin olarak da isimlendirilmektedir. IL-6, B hiicreleri
araciligiyla immunglobiilin iiretimini ve akut faz yanitinda rol alan plazma proteinlerinin
sentezi i¢in hepatositleri uyarmaktadir. Ayrica in vitro primitif hematopoietik hiicrelerde
hiicre siklusunun baglamasinda bir kofaktor olarak rol oynamaktadir. Hiicrelerde IL-6’nin
reseptor sayist 50-2000 arasinda olup, T hiicreleri, plazma hiicreleri, epitel hiicreleri,
makrofaj, monosit, B hiicreleri, hepatosit, fibroblast ve noral hiicreler gibi degisik
hiicrelerin membranlarinda bulunmaktadir.}*° IL-6; ICAM-1, VCAM-1 ve E-selektin gibi
adhezyon molekiillerinin miktarin1 artirarak 16kositlerin endotel hiicre yiizeylerine
yapismasina neden olurlar. IL-6, PMNL’lerin de kemotaksisini artirmaktadir.1*% 14 Stres
veya travma esnasinda, kan diizeylerinin yiikselmesi nedeniyle IL-6’nin sistemik
inflamatuar cevabin gostergesi olarak kullanilabilecegi bildirilmistir.2*? Over torsiyonu
ile ilgili ¢aligmalarda, serum IL-6 diizeylerinin arttig1 ve aralarinda énemli bir iliskinin
bulundugu tespit edilmistir.'*® Ayrica periferik kanda TNF- a ve IL-6’nin artistyla
iskemiye bagli kardiak hasar arasinda bir iliskinin varlig1 bildirilmistir.}44

2.5.2.2. Oksidatif Stres ve Antioksidan Sistemler

Oksidatif stres, hiicredeki biyokimyasal olaylar sirasinda olusan, hidrojen
peroksit, siiperoksit radikali, alkil radikali, hipoklordz asit radikali, singlet oksijen
radikali, nitrik oksit, lipid peroksit ve hidroksil radikali gibi reaktif oksijen tiirlerinin
artig1 (ROS) ile onlar1 detoksifiye eden antioksidanlarin azalmasina bagli olarak oksidatif
dengenin bozulmasidir*> 46, Oksidatif stres sonucu olusan ROS’lar hiicrede bulunan
protein, lipit, karbonhidrat, niikleik asit ve enzimler tizerindeki etkisi sonucu oksidatif
doku hasar1 olugmaktadir’*’. Serbest radikallerin canli viicudunda artmasina bagli olarak
hiicre hasarlar1 ve birgok hastalik meydana gelmektedir. Serbest radikallerin miktari ile
baglantili olan bu hasar ve hastaligin engellenmesi icin oksidan maddelerin

antioksidanlarla dengede tutulmas1 saglanmaya calisiimalidir'®®,
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Biyolojik sistemlerde serbest radikal hasarin1 onlemek icin organizmada
antioksidanlar olarak bilinen savunma sistemleri mevcuttur. Diisiik konsantrasyonlarda
substratin oksidasyonunu geciktiren veya inhibe eden tiim maddelere antioksidan
denilmektedir.**

Antioksidanlar, oksidatif hasarin  yayilmasini  Onleyen  molekiillerdir.
Organizmanin farkli organ, hiicre ve hiicre organellerinde bulunan ve reaktif oksijen
tiirlerine(ROS) kars1 savunmada rol alan gesitli antioksidanlar vardir.’®® Bu savunma
mekanizmalart etkilerini ¢esitli sekillerde gdsterebilmektedir. Mesela bazilar1 hasarl
hedef molekiillerini onarip metal iyonlarmi baglarken, bazilari ise hasarli hedef
molekiillerinin yerini alip reaktif oksijen tiirleri olusumuna engel olmaktadir.™!
Antioksidanlarin gruplandirilmasi farkli sekillerde olmaktadir. Bunlar kaynaklarina gore
ekzojen ve endojen olanlar; yerlesimlerine gore ekstraselliiler ve intraselliiler olanlar;
yapilarina gore enzim olanlar ve olmayanlar; ¢oziiniirlikklerine gore ise yagda ¢oziinenler
ve suda ¢dziinenler seklinde siniflandirilmaktadir.4®

Malondialdehit (MDA)

MDA, lipid peroksidasyonunun gostergesi olarak kullanilan ve lipid peroksitlerin
toksik bir yikim iriniidiir. Dolasimda lipid peroksidasyon {irlinlerinin artmasiyla
endotelyal hiicre hasari olusmaktadir.’®>® Lipid peroksidasyonu sirasinda MDA ile
birlikte alken aldehitler, alkan aldehitler ve hidroksialken aldehitler de meydana
gelmektedir. Fakat bunlarin 6l¢iimleri uzun siireli islemler gerektiren, pahali ve pratik
olmayan yontemler oldugundan tercih edilmemektedir.1®> MDA, membran bilesenlerinin
polimerizasyonuna ve ¢apraz baglanmasina neden olmaktadir. Bu olay sonucunda iyon
transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin agregasyonu gibi intrensek zar
ozellikleri degisime ugramaktadir. Olusan bu degisiklikler MDA’nin genotoksik,

karsinojenik ve mutajenik oldugunu gostermektedir.>®
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Siiperoksid Dismutaz (SOD)

Antioksidan savunma sisteminin ilk basamaginda O,’in H202’e dismutasyonunu
katalize eden SOD enzimi bulunmaktadir.

2072 + 2H*— H202 + O3

Tepkimesi “oksidatif strese karsi ilk savunma” diye adlandirilmaktadir. Bu
reaksiyon sayesinde hiicresel kompartmanlardaki siiperoksit diizeylerinin kontrol edildigi
bildirilmistir. Hepatit, respiratuar distres sendromu, akciger enfeksiyonlari, 16semi,
muskuler distrofi, bobrek yetmezligi, motor néron hastaliklari, iskemi ve fanconi anemisi
gibi ROS ¢ikaran hastaliklarda koruyucu rol aldigi tahmin edilmektedir. Ayrica lipid
peroksidasyonuda SOD tarafindan inhibe edilmektedir. SOD aktivitesinin, fazla O>
kullanan hiicre ve dokularda yiiksek oldugu tespit edilmigtir.?>: 158

8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdG)

8-OHdG, oksidatif DNA hasar1 gostergesinin en ¢ok calisilan parametrelerinden
bir tanesidir. Cogu arastirmaci ROS’un mutasyon yapabilme kapasitesinin tamamini
6lgmek igin her bir DNA modifikasyonunu g¢alismak istemektedir. Fakat 8-OHdG
olusumu, ROS tipine, organizmaya ve etkiye maruz kalma siiresini gozetmeksizin diger
DNA modifikasyonlartyla orantilidir. Bu nedenle 8-OHdG o6lgiilerek, oksijen
radikallerinin indiikledigi hasarin hesaplanmasi daha kolay olmaktadir.>®

Karsinojen ve mutajenin DNA bilesikleri ile metabolik aktivasyon olsun veya
olmasin reaksiyona girdigi bildirilmistir. Bu reksiyon sonucunda adenin, guanin, timin ve
sitozin ile yeni bilesikler olusturmaktadir. Tiim bu hedefler iginde en reaktifi guanindir.*®
In vitro DNA sentezi ¢aligmalarinda 8-OHdG, DNA replikasyonu sirasinda nokta
mutasyon olusturdugu i¢in yanlis okunmasindan dolay1 potansiyel mutajen oldugu tespit
edilmistir. Okside guanin, in vitro ¢alismalarda DNA replikasyonu sirasinda A-C ve G-T

degisimine sebep olmaktadir. Bu ¢alisma in vivo ortamda hiicre DNA’sinda 8-OHdG
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olusumunun karsinogenez ile irtibatli oldugunu gostermesi agisindan Onem arz
etmektedir. Farelerde yapilan bir ¢alismada biitiin viicuda radyasyon verilerek karaciger
hiicre DNA’sinda 8-OHdG olusumu tespit edilmis ve agiga ¢ikan 8-OHdAG’in in vitro
deneye gore yaklasik 1000 kez daha az oldugu bildirilmistir.6!

2.5.3. Apoptozis: Programh Hiicre Oliimii

Cok hiicreli canlilarda, hiicre bdliinmeleriyle artan hiicre sayilart hiicre 6limi ile
dengelenmektedir. Organizma ihtiyact olmayan hiicreleri, hiicre i¢i haberci sistemleri
sayesinde intihar siirecine sokmaktadir. Sonu¢ olarak, apoptoz veya programli hiicre
oliimii gerceklesmektedir. 62 163

Apoptozis, organizma i¢in fizyolojik bir olay olup, dokuda hiicre yapisinin
korunmasi, gelisim, yaglanma gibi homeostatik dengenin korunmasina katki sunmaktadir.
Ayrica, hastalik ve zararli ajanlar yoluyla hiicreler dejenere oldugunda veya immiin
sistemlerde koruyucu bir mekanizma olarak apoptoz devreye girmektedir.164 165

Hiicrelerde apoptoz sinyalinden sonra biyokimyasal ve fizyolojik birtakim
degisiklikler meydana gelmektedir. Bu asamada hiicreler kiigiilerek kondanse olur ve
hiicre iskeletleri dagilarak ¢ekirdek zarinda erimeler baslar, DNA parcalara ayrilir.1%

Programli hiicre 6liimiinde 6nemli bir rol oynayan kaspazlar, sistein proteaz grubu
enzimlerinden olup multigen ailesinden olusmaktadir. Kaspazlar hiicre sitoplazmasinda
bulunmaktadir. Uygulayict ve baslatici kaspazlar olarak iki ayri enzim grubundan
olusmaktadir.*®’

2.5.3.1 Apoptotik Marker Kaspaz-3

Kaspaz "Cysteine Aspartate Specific Proteases-CASPASE-3" olup, sisteinproteaz
grubu bir enzimdir. CPP32, Yama, apopain olarak bilinen kaspaz-3, 12 kDa ya da 17 kDa

altbirimlerinden olusan 32 kDa zimogeninden olusmaktadir.168 169
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Insanlarda kan ve endotel hiicrelerindeki  vezikiiller = “Kaspaz-3”
bulundurmaktadir. Kaspaz-3’ii ihtiva eden bu vezikiillerin inhibisyon ve salinimi,
apoptozisin indiiksiyonunu engelleyebilmektedir. Ayrica kaspaz-3 DNA polimerazi
inaktive ederek hiicreyi apoptozise gondermektedir.®” Apoptotik hiicrede, hem intrinsik
hem de ekstrinsik yollarla aktive edilen kaspaz-3 zimojen 6zelligindedir. Bunun nedeni;
Kaspaz aktivitesinin hiicreleri herhangi bir ayrim géstermeden 6ldiirmesidir.*"

Kaspaz-3, oldiiriicii kaspazdir ve zimojen apoptotik sinyal olaylari sonucu bir 6ncii
Kaspaz tarafindan béliiniinceye kadar inaktif olarak bulunmaktadir.!”* Bu ekstrinsik
aktivasyon, kaspaz-3’iin etkin oldugu apoptotik olaylarin 6nemli kaspaz kaskadlarini
tetiklemektedir.}’? intrinsik aktivasyondaysa, mitokondriyumda bulunan sitokrom c,
procaspaz-3’ti islemek igin, kaspaz-9 apoptoz aktivasyon faktorii 1 ve ATP ile
koordinasyonlu bir sekilde ¢calismaktadir. 131" In vitro kosullarda bu molekiiller kaspaz-
3’4 aktif hale getirebilir fakat diizenleyici diger proteinler ise in vivo olarak
gerekmektedir.t’*

2.5.4. Otofaji

Otofaji ilk olarak 1963 yilinda Cristian de Duve tarafindan farelerin karaciger
epitel hiicrelerinde kesfedilmistir.}’® Otofaji, hasarli hiicre organellerini ve proteinleri yok
eden bir siirectir.!’’ Otofajide hiicre ici molekiillerin ve organellerin dongiisiiyle
fizyolojik sartlar altinda homeostaz saglanmaktadir. Bununla beraber, artan hiicre stresi
esnasinda hiicrenin hayatta kalmasini saglamaktadir.}’® 17® Hiicre iceriginin parcalanmasi
ile otofaji uyarildigi zaman, bozunuma ugrayan organeller ve sitoplazma vezikiil igerisine
alinarak mayalarda vakuole, memelilerde ise lizozoma gonderilir.’®® Son zamanlardaki
calismalarda otofajinin farklilagma, yaslanma, hiicre 6liimii, morfogenez, metabolizma

ve bagisiklik sisteminde de rol oynadig: tespit edilmistir.”®
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Mikrootofaji, makrootofaji ve saperon aracilikli olmak iizere 3 farkli otofaji
mekanizmas1 olmasina ragmen otofaji denildiginde makrootofaji kastedilmektedir. ilk
olarak otofajiyle baglantili proteinler (otofaji ile ilgili protein) yani ATG’ler mayalarda
yapilan ¢alismalarda tespit edilmistir. Giiniimiizde 30°dan fazla ATG geni bulunmakta
olup bu proteinlerin bir kism1 otofagozom ve izolasyon membraninin olusumunda gorev
almaktadir. Mayalarda bulunan ATG proteinlerinin anologlart memeli hiicrelerinde
bulunmaktadir. Bu anolog proteinler, memelilerde otofaji basamaklarinin diizenli olarak
ilerlemesine yardime1 olmaktadir.!4

Otofaji mekanizmasi baglica 5 basamaktan olusmaktadir;

1. Baslatma evresi; ATG/ULK (unc5-benzeri kinaz) proteinin aktif hale

gelmesi,

2. Cekirdeklenme evresi; Beclin-1/simif III PI3K (fosfotidilinositol-3 kinaz)

cift tabakali membran olusumu baslatilmasi,

3. Zar Uzama evresi; ATG8/LC3 ve ATG12 proteinlerinin kompleks

olusturmasi,

4. Toplanma Basamagi evresi; fagofor olusumu i¢in ATG protein ve

transmembran ATG9 proteinlerin birlesmesi evresi,

5. Lizozom ile birlesme ve yikim evresi; lizozom ve otofagozom birlesmesi,

RAB7 ve LAMP2 proteinler gorev alir. Sonug olarak lizozomal hidroliz olur
ve yikim gerceklesir. 8!

Hiicrelerdeki otofajik aktiviteyi hipoksi, acglik ve c¢esitli stres faktorleri
baslatmaktadir. Target of rapamycin (TOR), otofajik aktivitenin denetlenmesinde 6nemli
rol oynayan protein kompleksidir. TOR hiicrenin biiyiimesini ve protein sentezinin
kontroliinii saglayan kinazdir. Bu TOR proteininin baskilanmasiyla memelilerde ve

mayalarda otofaji aktif hale gelmektedir. Bu nedenle mammalian target of rapamycin
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(mTOR) yolag: otofajiden sorumlu olarak kabul edilmektedir.'®? hiicrelerde mTOR
mekanizmasimin diizenlenmesinde Beclin-1, Bcl-2, PI3K-Akt-mTOR, LKB1-AMPK-
mTOR ve P53 yolaklar1 gérev almaktadir.'8®

2.5.4.1. Beclin-1

Beclin-1 insan dokularinda ifade edilir ve mitokondri, endoplazmik retikulum ve
periniikleer aralikta bulunmaktadir. Beclin-1 otofaji ve tiimoér gelisiminin
baskilanmasinda gorev almaktadir. Otofajide, otofaji icin gerekli olan ¢ift zarl
otofagozom olusumunda gorevlidir. Beclin-1’in kaybi insanlarda ovaryum, meme ve
prostat kanserlerine neden olmaktadir.'® Beclin-1, hiicrelerde otofajiyle ilgili Bcl-2, p150,
Bifl, Rubicon, Vps34, UVRAG ve Atgl4L gibi diger proteinlerle birlesip biiyiik bir
kompleks olusturarak otofajide gérev iistlenirler.'®® Bcl-2 familyasindaki proteinler ise
Beclin-1’in aksine otofaji ve apoptozisi inhibe ettikleri tespit edilmistir.’®* Ornegin,
antisens RNA kullanilmasiyla Bcl-2 susturularak kanser hiicrelerinde otofajinin
indiiklendigi gosterilmis'® ve yine Bcl-2’nin susturulmasiyla meme kanseri hiicrelerinde
otofajinin tekrar indiiklendigi tespit edilmistir.*8°

Beclin-1, otofajide 6nemli rol oynamakta ve otofaji aktivitesinin gostergesi olarak
kabul edilmektedir.'®" 188 Beclin-1 temel sinyal baslatma kompleksinin(Beclin 1, stif 111
PI3 kinaz ve p150 proteini) bir parcast olup, otofagolizozom olusumunda bulunan bir
protein dizisini tetikleyerek direk olarak etki edecek sekilde gorev almaktadir.8 Beclin-
1’in otofaji baslatmasindaki rolii, kendi alanlarindaki kendine 6zgii proteinlerin varligina
baglidir. Bu alanlardan ¢ift sarmal alani(CCD) ve evrimsel olarak korunmus alan(ECD)
icerisindeki en dnemli protein Saccharomyces cerevisiae mayasinda tanimlanmis olan,
siif 111 fosfatidilinositol-3 kinaz(PI3K IIT)’dir.'*® Memeli hiicrelerinin siif I, 1T ve III
PI3 kinaz igerdigi bildirilmistir.!®® Simif III PI3 kinaz, yalniz Beclin-1 ile birlesip

kompleks olusturarak faaliyet yiiriitmektedir. PI3K-111/Beclin-1 kompleksi trans-golgi
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aygitinda lokalize olup artan fosfotidilinositol 3-fosfat(PIP3) iiretimine destek vererek
fagoforun uzamasimi arttirmaktadir. PI3K-111/Beclin-1 kompleksi ayrica diger Atg
proteinlerinin fagoforlara katilmasma izin vermektedir.!®? Beclin-1, otofagozom
olusumundan baglayarak otofagozom/endozom olgunlasmasina kadarki siirede otofajik
yolaklarda her temel adima miidahalede bulunabilmektedir. Bu miidahalelerin ¢ogunda
otofajik inhibitorler ve otofajik indiiktorler dahil olarak, spesifik Beclin-1 baglayici
proteinlerin aktivasyonu aracilik etmektedir. Ayrica Beclin-1 komplekslerinin birlesmesi
hiicreye veya dokuya bagl olarak degismektedir.'%

2.5.4.2. BNIP-3

BNIP-3, Bcl-2 protein ailesinden olup, apoptozis ve hipokside gorev alan bir
proteindir ve otofajiyi aktif hale getirdigi gesitli sistemlerde gosterilmistir. BNIP-3 ve
Beclin-1’in etkilesim icinde olduklari bazi sistemlerde belirtilmistir.!® Yapilan bir
calismada hipoksi durumunda BNIP-3’iin; Beclin 1'i Bcl-2/Beclin 1 kompleksinden
uzaklastirarak Beclin-1"i serbest birakip otofajiyi baslattig1 tespit edilmistir.3? 33

BNIP-3, hipoksik durumlarda upregiile olan Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik
iiyelerindendir.%* 1% BNIP-3"{in asir1 ekspresyonu mitokondride reaktif oksijen tiirleri
iiretimi, membran potansiyelinin kaybi ve gecirgen transisyon porlarin agilmasi ile
karakterizedir. BNIP-3 ile olusan hiicre 6liimi, fibroblast ve epitelyal hiicrelerdeki kaspaz
aktivasyonundan ve mitokondrideki sitokrom-c salinimindan bagimsiz bir sekilde
gerceklesmektedir.!® BNIP-3, diger Bcl-2 aile iiyelerinde de olan ve ayni dizilimdeki
Bcl-2 homology3 (BH3) domainine sahiptir fakat diger Bcl-2 aile iiyelerinden farkli
olarak BH3 domainindeki delesyon BNIP-3’iin 6ldiirme aktivitesini etkilememektedir.%
BNIP-3 ile gerceklesen hiicre 6liimii, Bcl-2’nin asir1 ekspresyonuyla bloke edilmektedir.
5

Fakat diger pro-apopitotik Bcl-2 aile iiyelerinde bu durum gézlenmemektedir.!®

Hipoksik hiicre cevabindaki gen ekspresyonunun regiilasyonunda Hipoxia-inducible

24



factor-1 (HIF-1) transkripsiyon faktorii olarak rol oynamaktadir.*®” BNIP-3’{in promotor
bolgesi HIF-1 duyarli element(HRE) igermekte olup hipoksiyle veya HIF-1 alfa
ekspesyonunun artmasiyla aktif hale gelmektedir. Hipokside BNIP-3 ekspresyonu HIF-1
alfa’nin kontrolii altinda olup transkripsiyon ile kontrol edilmektedir.!%

2.5.4.3. Bcl-2

Bcl-2 ailesi, apopitoziste onemli rol oynayan ve bir kismi1 proapopitotik, bir kism1
da anti apopitotik etkiye sahip protein ailesidir.2%2%! Proapopitotik etkiye sahip olanlar
sitokrom-c’nin mitokondriden sitoplazmaya ¢ikisini indiiklemektedir.!®® Kaspaz-9’un
aktive olmasi i¢in olduk¢a sitokrom-c o6nemli olup, kaspaz-9’un kaspaz-3’i
aktiflestirmesiyle apopitoz baslamaktadir.?? Anti apopitotik Bcl-2 ise sitokrom-c’nin
cikisin1 baskilamaktadir ve apopitozisi baskilayici etkiye sahiptir. Mitokondri zari
tizerinde bulunan Bcl-2 proteini, mitokondri porlarinin gegirgenliginin kontroliinii
saglamaktadir,200 203

2.5.5. Viteksin

Viteksin, apigenin(apigenin 8-C-glukozit) dogal tiirevi olup, ali¢, tutku ¢igegi,
bambu yapraklar1 ve chasteberry bitkisi gibi cesitli bitki tiirlerinde dogal olarak olusan
flavonoid ve lignan bilesigidir. Viteksin’in antienflamatuar, antikanserojen, antioksidan,
antimetastatik ve noroprotektif etkiler dahil, ancak bunlarla smirli olmayan genis
yelpazedeki farmakolojik dzelliklere sahip oldugu bildirilmistir.*® 204

Yapilan c¢alismalarda, viteksinin, hiicre Oliim fosforilasyonunu, gen
transkripsiyonunu modiile ettigi ortaya konmustur.2®® 2% Viteksinin oral kanser
hiicrelerinde p53, p21, Bax ve WAF1’1 yukar1 dogru diizenleyerek hiicre canliligin
azalttig1 ve apoptozu indiikledigi bildirilmistir.2%* Viteksin, insan U937 16semi hiicreleri

tizerinde apoptozun mitokondriyal yolla indiiklenmesi ile iligkili oldugu belirlendi. Bcl-2

asag1 regiilasyonu, kaspaz-3 ile kaspaz-9’un yukari regiilasyonu viteksin tedavisi
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uygulanan hiicrelerde tespit edilmistir.?%” Viteksin tedavisi uygulanan MDA-MB-231
gdgiis kanseri hiicrelerinde apoptozis ile sonuglanmustir.’® Bir diger calismada
viteksin’in kaspazlar1 aktive ettigi, apoprozu indiikledigi ve meme kanseri ksenogreft
modellerinde genis antitiimor aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir.?®® Ayrica,
yapilan ¢alismalarda viteksinin; kanser, biligsel bozukluklar, depresyon, beyin ve kalpteki
IR hasari, kardiyak hipertrofi, hipertansiyon, diyabet, obezite, enfeksiyonlar ve metabolik
bozukluk gibi bir¢ok problemi tedavi etme potansiyeline sahip ¢ok cesitli biyolojik
aktivitelere sahip oldugu da gosterilmistir.?!% 2! Tan ve arkadaslar1 viteksin bilesiginin
hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi, apoptozu indiikledigi ve insan koriokarsinomu JEG-
3 hiicre hattinda mTOR sinyalini inhibe ettigi bildirilmistir.?*> Miyokard iskemisi /
reperfiizyon hasart modeliyle yapilan bir ¢alismada 6, 3, 1.5 mg/kg doz viteksin
uygulanan gruplarda Rapl1 Bax, ve Epacl protein ekspresyon diizeyinde 6nemli bir diisiis
oldugu ve Bcl-2 protein ekspresyon diizeyinde azalma goriildii. Sonug olarak viteksinin
miyokard hiicrelerinin apoptozdan korudugu lipid peroksidasyon diizeyini azalttigi
izlendi.®® Viteksinin; in vivo veya in vitro olarak olusturulan akut miyokard IR hasari
tizerinde koruyucu bir etkisinin oldugu ve miyokardiyal hiicrelerin hipoksi sonrasi
regiilasyonunu sagladig1 bildirilmistir.?® Min, J, W. ve arkadaslarinin sigan yavrulari
tizerinde yaptiklari bir calismada, hem akut hem de uzun vadeli néroprotektif etkileri olan
hipoksi-iskemi (HI) hasar1 sistematik olarak degerlendirilmistir. Hipoksi-iskemi
yaralanmasindan sonra viteksinin HIF1-a inhibitorii olarak, beyin ddemi ve ndronal
yaralanmay1 azalttig1 rapor edilmistir.?**Hiicre Kkiiltiiriiyle yapilan bir ¢alismada, IR
yaralanmasina maruz kalan izole edilmis si¢an kalbinde, vitexin (50, 100, 200 mmol / L)
tedavisi sonucu kan akisinin 6nemli l¢lide arttig1 ve histopatolojik bulgularin azaldigi
goriildii.2’®Koroner iskemi/reperfiizyon hasari olusturulan farelere 1,5, 3 ve 6 mg/kg

olacak ti¢ farkli dozda uygulanan viteksinin 6 mg / kg vitexin ile tedavi edilen grupta
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etkili oldugu ortaya konmustur. Serum, Kreatin Kinaz (CK) ve MDA diizeylerinin,
viteksin gruplarinda azaldig1, SOD aktivitesinin viteksin grubunda artti1 izlenmistir.?*®
Viteksinin néroprotektif etkilerinin yaninda IR hasarinda beyin endotel gegirgenligi iligili
bir calismada insan beyindeki mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde IR yaralanma
modelinde altta yatan mekanizmalar tizerindeki etkileri arastirilmistir. Viteksinin,
enflamasyon, LDH, kaspaz 3 seviyesini onemli dl¢iide azalttigi, ayn1 zamanda kan beyin
bariyer biitiinliigiinii korudugu ortaya konmustur.?!® Orta serebral arter tikanikligina bagh
olusan serebral IR modelinde, diisiik konsantrasyonlardaki viteksinin (3.25, 7,5 ve 15. mg
/ kg), serebral enfarktiis hacmini azalttig1, kortikal ve hipokampal hiicreleri korudugu
ortaya konmustur. Ayrica, ERK1 / 2 protein kinaz fosforilasyonunu artirarak
noroproteksiyon etki gostermistir.?t’ Hiicre kiiltiirii calismasinda calismada, farelerinin
kortikal noronlarinin primer kiiltlirleri viteksinle muamele edilmis daha sonra oksijen
yoksunluguna maruz birakilmistir. Hiicre canliliginin arttigi, LDH (laktat dehidrogenaz)
ve Ca2 * miktarmm azaldig1 goriilmiistiir.?*® Fokal serebral IR hasarinda viteksinin,
serebral enfarktiis hacmini 6nemli &lgiide azaltip iyilestirdigi izlenmistir.>® Yukarida
belirttigimiz 6zelliklerinden dolayi, over IR hasarmin tedavisinde, terapotik bir ajan
olarak viteksinin etkisini incelemek biliyiilk 6nem tasimaktadir. Simdiye kadar birgok
aragtirma in vitro ve in vivo olarak viteksinin giivenligine odaklanmig ve viteksinin
sitotoksisite gdstermedigi ortaya konmustur.*® In vivo olarak yapilan bir galismada,
yiiksek diizeyde viteksin kullaniminin siganlarda belirgin akut ve subkronik toksisite ve
genotoksisiteye neden olmadig1 rapor edilmistir.®® Ayrica, karaciger ve mide mukozasi
yaralanmalarinda, yedi giin boyunca viteksin ile tekrarlanan tedavide hicbir sitotoksite

goriilmedigi de ortaya konmustur.?%
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Etik Kurul Onay1

“Over Iskemi-Reperfiizyon Modeli Olusturulan Sicanlarda Viteksin’in
Etkisinin Histokimyasal, Immunohistokimyasal ve Biyokimyasal Yontemlerle
Arastirilmas1” adli doktora tez calismasinin etik kurallara uygunlugu, Atatiirk
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Baskanhiginm, 27.06.2019 tarih ve
7/108 no’lu karariyla onaylanmistir.

3.2. Deneklerin Temin Edilmesi ve Deney Gruplarinin Olusturulmasi

3.2.1. Deneklerin Temin Edilmesi

Mevcut calismada 40 adet 10-12 haftalik, ortalama 250-300 gr agirliginda
Sprague-Dawley cinsi disi sigan kullanildi. Siganlar, Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel
Uygulama ve Arastirma Merkezi (ATADEM)’ nden temin edildi.

3.2.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Deneyin baglangicinda, siganlar her grupta 8 denek olacak sekilde rastgele bes
gruba ayrildi. Gruplar asagidaki gibi diizenlendi:

1. Grup (8 hayvan): Sham Grubu

2. Grup (8 hayvan): 3 saat over iskemi+reperfiizyon

3. Grup (8 hayvan): 3 saat over iskemi+reperfiizyon (1 ml serum fizyolojik i.p)

4. Grup (8 hayvan): 3 saat over iskemi+ reperfiizyon (15mg/kg viteksin i.p)

5. Grup (8 hayvan): 3 saat over iskemi+ reperfiizyon (30mg/kg viteksin i.p)

3.3. Cerrahi Islemler ve Deney Modelinin Olusturulmasi

Biitiin gruplardaki sicanlara Ketamin hidrokloriir (40 mg/kg) ve Xylazin (5 mg/kg)
ile anestezi uygulandi. 2 cm’lik orta hat kesisi ile laparotomiyi takiben cilt, cilt alt1
dokular ve periton gegilerek sag ve sol adneksler ortaya ¢ikarildi. Sham grubu disindaki

biitiin siganlara atravmatik vaskiiler klempler uygulanarak, overlerde bilateral iskemi
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olusturuldu. Sham grubundaki sicanlarda overler insizyon bdlgesine ¢ikarilip klemp
uygulanmadan tekrar yerine yerlestirildi. Batin ve cilt 5.0 ipek siitiir ile kapatildi. 3 saatlik
iskemi sonrasinda siganlara anestezi altinda eski insizyon yerinden laparatomi uygulanip,
klempler alinarak reperfiizyon saglandi ve overler normal anatomik lokalizasyonuna
yerlestirildi. Batin ve cilt 5.0 ipek siitiir ile kapatildu.

Grup 1 (Sham grubu): Overler insizyon bdlgesine ¢ikarilip herhangi bir
uygulama yapilmadan tekrar yerine yerlestirildi, 3 saat sonra batin agilip kapatildi.

Grup 2 (IR): Overler insizyon bolgesine ¢ikarilip atravmatik vaskiiler klempler
uygulanarak bilateral iskemi modeli olusturuldu, 3 saat iskemi sonrast klempler
c¢ikarilarak reperfiizyon saglandi.

Grup 3 (IR-SF): Overler insizyon bolgesine ¢ikarilip atravmatik vaskiiler
klempler uygulanarak bilateral iskemi modeli olusturuldu, 3 saat iskemi sonrasi klempler
c¢ikarilarak reperfiizyon saglandi. Reperfiizyondan 30 dk. dnce intraperitoneal olarak 1 ml
serum fizyolojik enjekte edildi.

Grup 4 (IR-15V): Overler insizyon bolgesine ¢ikarilip atravmatik vaskiiler
klempler uygulanarak bilateral iskemi modeli olusturuldu, 3 saat iskemi sonrast klempler
cikarilarak reperfiizyon saglandi. Reperfiizyondan 30 dk once intraperitoneal olarak 15
mg/kg viteksin (Sigma aldrich, 10 mg, katalog n0:49513-10MG-F) yarim saat 1 ml serum
fizyolojik karistirilarak enjekte edildi.

Grup 5 (IR-30V): Overler insizyon bbdlgesine ¢ikarilip atravmatik vaskiiler
klempler uygulanarak bilateral iskemi modeli olusturuldu, 3 saat iskemi sonrasi klempler
cikarilarak reperfiizyon saglandi. Reperfiizyondan 30 dk dnce intraperitoneal olarak 30
mg/kg viteksin 1 ml serum fizyolojik ig¢inde karistirilarak enjekte edildi.

3 saatlik reperfiizyon sonrasinda overler cerrahi olarak ¢ikarildi ve kan drnekleri

alindi. Sonrasinda tiim siganlara anestezi altinda dekapitasyon ile dtenazi uygulandi.
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Sag overler histolojik incelemeler i¢in kullanilmak {izere i¢inde %10’ luk tamponlu
formaldehit bulunan etiketli siselere alindi, sol overler ise biyokimyasal analizler igin -80
°C’de saklandi.

3.4. Histolojik Analiz

3.4.1. Doku takibi ve Hematoksilen-Eozin Boyama Prosediirii

Tim gruplardaki sicanlardan alinan sag over dokulari %10’luk tamponlu
formaldehit i¢inde 48 saat boyunca fiske edildi. Iki saat boyunca akan su altinda
yikandiktan sonra doku 6rnekleri yar1 otomatik Leica TP 1050 cihazinda asagidaki sira
ile doku takibi gerceklestirildi:

1. Distile suda 2 saat yikama.

2. Dehidratasyon

a) %50 alkolde 2 saat bekletme.
b) %70 alkolde 1 saat bekletme.
c) % 80 alkolde 1 saat bekletme.
d) % 96 alkolde 1 saat bekletme
e) %100 alkolde 1 saat bekletme
f) %100 alkolde 1 saat bekletme.
3. Seffaflagtirma
a) Ksilol (15 dakika)
b) Ksilol (15 dakika)
c) Ksilol (15 dakika)
4. Infiltrasyon
a) Parafin | (46-48°C; 1 saat)

b) Parafin 11 (56- 58 °C; 2 saat)
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Infiltrasyon isleminden sonra, dokular manuel olarak eriyik parafin icinde
bloklandi ve donmaya birakildi. Her bir bloktan 4-5 mikron kalinliginda kesitler, Leica
RM 2145 mikrotom cihaz1 ile alindi. Histopatolojik degerlendirme yapmak igin,
Hematoksilen-Eozin boyama islemi asagidaki sekilde gerceklestirildi:

1. Ksilende 15 dak. bekletme

2. Ksilende 5 dak. bekletme

3. Ksilende 5 dak. bekletme

4. %100’lik Alkolde 5 dak. bekletme

5. %96°lik Alkolde 5 dak. bekletme

6. %80°lik Alkolde 5 dak. bekletme

7. %70°lik Alkolde 5 dak. bekletme

8. Cesme suyunda 1 dak. yitkama

9. Hemotoksilen boyasinda 2 dak. bekletme

10. Asit-Alkol i¢ine daldirip ¢ikarma

11. Eozin soliisyonunda 1 dak. bekletme

12. %96lik Alkolde 5 dak. bekletme

13. %100°lik Alkolde 5 dak. bekletme

14. Ug farkl1 ksilen serisinde 5 dak. bekletme

Entellan ile kapatma islemi gergeklestirilen kesitler kurumaya birakildi. Boyanan
over Kesitleri, tizerine kamera monte edilmis Nikon Eclipse i50 (Nikon, Tokyo, Japan)
marka 151k mikroskobunda incelendi ve fotograflar ¢ekildi.

3.4.2. Iimmunohistokimyasal Analizler

Immﬁnohistokimyasal boyamalar, kaspaz 3, Beclin-1, Bcl-2, BNIP-3, IL-6

proteinlerinin ekspresyon diizeyini 151k mikroskobik diizeyde incelemek amaciyla
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Ventana BENCHMARK GX otomatik immiinohistokimya boyama cihazinda, asagida
verilen protokole goére yapildi.

1. 75°C’de 4 dakika inkubasyon.

2. EZPRep 4 dakika uygulama.

3. Reaction buffer ile yikama.

4. EZPRep’de 4 dakika inkubasyon.

5. Reaction buffer ile 1 kez yikama.

6. EZPRep ile 4 dakika inkubasyon

7. Reaction buffer ile 1 kez yikama.

8. 75 °C 4 dakika uygulama.

9. Reaction Buffer ile 1 kez yikama.

10. CC 1, 95 °C, 8 dakika yikama.

11. EZPrep / CC 1, 100 °C, 30 dakika uygulama.

12. EZPrep / CC 1, 100 °C ,60 dakika uygulama.

13. Reaction buffer ile 1 kez yikama.

14. °C, 2 dakika inkubasyon.

15. Reaction buffer ile 1 kez yikama.

16. UltraView inhibitor (3% H202) ile 4 dakika inkubasyon.

17. Reaction buffer ile 1 kez yikama.

18. 32 dakika antikor uygulamasi.

19. Reaction Buffer ile 1 kez yikama.

20. UV HRP, UNIV MULTI ile 8 dakika inkubasyon.

21. Reaction buffer ile 1 kez yikama.

22. UV DAB ve UV DAB H202 ile 8 dakika muamele

23. Reaction buffer yikama.
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24. UV Copper ile 4 dakika inkubasyon.

25. Reaction buffer ile 1 kez yikama.

26. Hematoksilen ile 8 dakika uygulama.

27. Reaction buffer ilel kez yikama.

28. Bluing reagent ile 4 dakika inkubasyon.

29. Reaction buffer ile 1 kez yikama. Bu asamadan sonra cihazdan ¢ikarilan

preparatlar asagidaki islemlere tabi tutulur:

30. Deterjanli su ile 2 kez yikama.

31. Distile su ile 2 kez yikama.

32. 100 ‘liikk etanolden 2 kez gegirme.

33. Ksilenden 2 kez gegirme.

34. Entallan ile kapatma.

Bu amagla kullanilacak olan Anti-l1L-6 ( Bioss, 1 pg/ul, Kat No: bs-0782R), Anti-
Beclin-1( Bioss, 1 pg/ul, Kat No: bs-1353R), Anti-BNIP-3( Bioss, 1 ug/ul, Kat No: bs-
4239R),Anti-Bcl-2 ( Bioss, 1 pg/ul, Kat No: bs-4563R), Anti-Caspase-3-3 ( Bioss, 1
ng/ul, Kat No: bs-2593R), primer antikorlart iireticinin 6nerdigi standart protokole uygun
olarak diliie edilerek uygulandi. Immiinohistokimyasal degerlendirmeler; bilgisayar
destekli ve kamera atagmanli 151k mikroskobu (Nikon eclipse 150, Tokyo, Japan) altinda
degerlendirildi ve fotograflar ¢ekildi.

3.5. Biyokimyasal Analiz

Sican serum Ornekleri i¢in kan 6rnekleri alindiktan sonra 4000 rpm’de, 15 dakika
santrifiij ile elde edilen serumlar alikotlanarak -80°C’derecede saklandi. Sigcan over
dokular1 da alindigi anda hizlica petri kabina alinip alikotlanarak -80°C’derecede
donduruldu. Analizlerin yapildigi giin doku ornekleri uygun kosullarda ¢oziilmeleri

saglandiktan sonra PBS (pH= 7.4)’de homojenator ile homozenize edildi. Homojenize

33



hale getirilen 6rnekler 2000-3000 rpm’de 20 dakika santrifiijlendi ve siipernatantlari
analizler i¢in ayrildi. MDA (Kat No: AD2870Ra, AndyGene Biotechnology Co., Ltd 301
Universty Village Drive Richardson,USA), SOD (Kat No:AD2871Ra, AndyGene
Biotechnology Co., Ltd ,301 Universty Village Drive Richardson,TX75081,USA) ve 8-
OHdG (Kat No: AD2694Ra, AndyGene Biotechnology Co., Ltd, 301 Universty Village
Drive Richardson, TX75081,USA) diizeyleri serum ve over doku orneklerinde, ticari
ELISA kitleri kullanilarak {ireticinin dnerdigi standart protokole uygun olarak Atatiirk
Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkez Miidiirliigii Tibbi Biyokimya
Laboratuvarinda bulunan ELISA reader cihazinda (Dynex Technologies Headquarters,
Chantilly, USA) analiz edildi. Kitlerin varyasyon katsayisi intra-assay cofficient of
varyasyon, CV degerleri %8’in, inter-assay CV’si %10’un altindaydi.

3.6. Istatistiksel Analiz

Varyans farklari, Graphpad prizma 5.0 istatistik yazilimi (GraphPad, La Jolla, CA,
ABD) tarafindan tek yonlii bir varyans analizi (ANOVA) testi kullanilarak istatistiksel
olarak analiz edildi. Tukey’in testi post hoc olarak kullanild. Istatistiksel olarak p <0.05
anlaml1 kabul edildi. Kontrol ve IR gruplarini diger ¢alisilan gruplarla karsilastirmak igin
* ve # Ustbilgileri kullanildi. * kontrol ve diger gruplar arasindaki 6nemli farkliliklar
belirtir (*;p<0.05, **;p <0.01, ***; p <0.001). # IR ve diger gruplar arasindaki énemli

farkliliklar ifade eder (#: p<0.05, # #:p <0.01)
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4. BULGULAR

4.1. Isitk Mikroskobik Bulgular

4.1.1. H-E Boyama ile Elde Edilen Bulgular

Sham grubuna ait HE ile boyanmis over dokulari histolojik olarak incelendiginde,
dista korteks icte medulla saglikli olarak gozlendi. Overin yiizeyini saran, tek katl kiibik
epitelden olusan germinal epitel ve altindaki tunika albuginea normal goriinlimiinde
izleniyordu. Germinal epitel bazi alanlarda tek katli yassi hiicrelerden olusuyordu.
Diizensiz siki bag dokusundan olusan tunika albugineanin hemen altinda primordiyal
folikiiller vardi. Farkli gelisim evrelerinde olan primer, sekonder ve tersiyer folikiillerin
icinde zona pellusida ile g¢evrelenmis oositler goézlendi. Folikiillerin arasindaki bag
dokusu hiicreleri normal bir yapi sergiliyordu. Korpus luteum yapilari ve atrezik folikiiller
ise kortekste izlenen diger yapilar idi. Korteksin altinda ve overin i¢ kisminda bulunan
ince medulla tabakasinda, fibroelastik bag dokusu i¢inde soluk boyanan stromal hiicreler,

bol miktarda damar ve sinir yapilari izlendi (Sekil 4.1.)

Sekil 4.1. Sham grubundaki siganlardan elde edilen over kesitinin 151k mikrografi. KL:
Korpus luteum, M: Medulla, PF: Primer folikiil, SF: Sekonder folikiil, TA: Tunika
albuginea, GH: Graniiloza Hiicreleri, Ok: Germinal epitel. Bityiitme: A; x4, B; x10, C;
x20, Boya: HE

IR grubuna ait over kesitleri, Sham grubunun HE ile boyanmis over Kesitleri ile

karsilagtirildiginda, over korteksinde ve Ozellikle medullada yogun hemoraji
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alanlarig6riildii. Organda belirgin 6dem ve kan damarlarinda vaskiiler konjesyon dikkat

cekiciydi (Sekil 4.2.).

Sekil 4.2. IR grubundaki siganlardan elde edilen over kesitinin 151k mikrografi. Yildiz:
Hemoraji, PF: Primer folikiil, Kivrimh ok: Vaskiiler konjesyon, GH: Graniiloza
Hiicreleri Biiyiitme: A; x4, B; x10, C; x20, Boya: HE

Reperfiizyondan 30 dk. dnce intraperitoneal olarak 1 ml serum fizyolojik enjekte
edilen IR-SF grubunda over medullasindada yogun hemoraji alanlar1 ve vaskiiler
konjesyon goriildii. Ozellikle medullada, primer ve sekonder folikiillerin etrafinda

belirgin 6dem izlendi (Sekil 4.3.)

Sekil 4.3. IR-SF grubundaki siganlardan elde edilen over kesitinin 151k mikrografi. M:

Medulla, SF: Sekonder folikiil, KL: Korpus luteum, PF: Primer folikiil Kivrimh ok:

Vaskiiler konjesyon, Yildiz: Hemoraji, Ok basi: 6dem. Biiyiitme: A; x4, B; x10, C;
x20, Boya: HE

Reperfiizyondan 30 dk dnce intraperitoneal olarak 15 mg/kg viteksin uygulanan
IR-15V grubunda daha az hemorajik alan gozlendi. Folikiillerde ve korpus luteumda

histolojik yap1 normale yakindi. Hasarin IR ve IR-SF gruplarina kiyasla azaldigi, ancak
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korteks ve medullada yer yer dejeneratif degisikliklerin varlig1 izleniyordu. Bu grupta
stromada ¢ok az 6dem vardi ve vaskiiler konjesyon da belirgin olarak azalmist1 (Sekil

4.4))

Sekil 4.4. IR-15V grubundaki siganlardan elde edilen over kesitinin 151k mikrografi.
KL: Korpus luteum, Yildiz: Hemoraji, TA: Tunika albuginea, Ok basi: Odem, Ok:
Germinal epitel, GH: Graniiloza Hiicreleri. Bityiitme: A; x4, B; x10, C; x20, Boya: HE

Reperfiizyondan 30 dk once intraperitoneal olarak 30 mg/kg viteksin uygulanan
IR-30V grubu diger IR gruplar ile karsilastirildiginda; over korteks ve medullasinda
hemorajik alanlarin ¢ok daha az oldugu gozlendi. Stromal 6dem belirgin sekilde
azalmistt. Bag dokusuda ve bazi folikiillerde goriilen kiicliik kanama odaklar1 disinda
dejeneratif degisiklikler izlenmedi. IR-30V grubunda korteks ve medullanin histolojik
goriinimii IR-15V grubuna kiyasla normal over yapisina daha yakin bir goriinim

sergiliyordu (Sekil 4.5.).

Sekil 4.5. IR-30V grubundaki siganlardan elde edilen over kesitinin 151k mikrografi. SF:
Sekonder folikiil, KL: Korpus luteum, Ok: Germinal epitel GH: Graniiloza Hiicreleri.
Biiyiitme: A; x4, B; x10, C; x20, Boya: HE
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4.1.2. Iimmunohistokimyasal Bulgular

Biitiin gruplara ait over dokularinda, I1L-6, Beclin-1, BNIP-3, Bcl-2 ve kaspaz-3,
antikorlarimin uygulandigi immiinohistokimyasal boyamada pozitif immiinreaksiyon
veren alanlar kahverengi olarak izlendi (Sekil 4.6-4.30).

Sham gruplarindan alinan over kesitlerinde IL-6 antikoru ile yapilan
immiinohistokimyasal boyama sonucunda; primer folikiillerin graniiloza hiicrelerinde ve
stromal hiicrelerde hafif (+) derecede immiin pozitiflik goriildii (Sekil 4.6). Beclin-1
antikoru ile boyanan sham grubu over kesitlerinde hafif (+) immun pozitiflik izlendi.
(Sekil 4.7). BNIP-3 ile yaptigimiz immiinohistokimyasal analiz sonucu sham grubuna ait

over kesitlerinde negatif (-) bir boyanma goriildii. (Sekil 4.8).

Sekil 4.6. Sham grubundaki sicanlarin over dokusunda IL-6 immiin pozitifligini
gosteren 151k mikrograf. Biiyiitme: x10.

Anti-apoptik antikor Bcl-2 ile yapilan immuhohistokimyasal boyama sonucu
sham grubu over kesitlerinde, 6zellikle primer folikiillerde ve korpus luteumlarda orta
derecede (++) immun pozitif boyanan alanlar izlendi (Sekil 4.9). Sham gruplarindan

aliman over doku kesitlerinde Kaspaz-3 antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal
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boyama sonucunda; 6zellikle stromada olmak tizere folikiiller ve korpus luteumda hafif

(+) derecede immiin pozitiflik goriildii (Sekil 4.10).

Sekil 4.7. Sham grubundaki sicanlarin over dokusunda Beclin-1 immiin pozitifligini
gosteren 151k mikrograf. Biiyiitme: X10

‘4,. o £ . . X ~
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Sekil 4.8. Sham grubundaki siganlarin over dokusunda BNIP-3 immiin pozitifligini
gosteren 151k mikrograf. Biiyiitme: x10.
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Sekil 4.9. Sham grubundaki sicanlarin over dokusunda Bcl-2 immiin pozitifligini
gosteren 151k mikrograf. Biiyiitme: X10.

Sekil 4.10. Sham grubundaki si¢anlarin over dokusunda kaspaz-3 immiin pozitifligini
gosteren 151k mikrograf. Biiyiitme: xX10.
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IR grubundaki over kesitlerinde stromada yaygin bir IL-6 immiin pozitifligi
izlendi. Ozellikle folikiiler granoloza hiicrelerinde ve liiteal hiicrelerde siddetli (+++)

derecede immiin pozitiflik goriildii (Sekil 4.11).

Sekil 4.11. IR grubundaki sicanlarin over dokusunda IL-6 immiin pozitifligini gdsteren
151k mikrograf. Biiyiitme: x10.

Beclin-1 antikoru ile immiinohistokimyasal boyama sonucunda over dokusu
genelinde yaygin ve siddetli (+++) derecede immiin pozitiflik goézlendi (Sekil 4.12).
Ayrica BNIP-3’le boyanan over dokusu kesitlerinde de siddetli (+++) derecede immiin
pozitiflik izlenmekteydi (Sekil 4.13). Anti-apoptotik protein olan Bcl-2 ise hafif (+)
derecede immiin pozitiflik gosterdi (Sekil 4.14). IR hasar1 olusturulan grupta kaspaz-3
antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal boyama sonucunda 6zellikle over dokusu
medulla boliimiinde ve graniiloza hiicrelerinde siddetli (+++) derecede immiin pozitiflik

goriildii (Sekil 4.15),
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Sekil 4.12. IR grubundaki siganlarin over dokusunda Beclin-1 immiin pozitifligini
gosteren 151k mikrograf. Biiyiitme: X10

Sekil 4.13. IR grubundaki siganlarin over dokusunda BNIP-3 immiin pozitifligini
gosteren 151k mikrograf. Biiyiitme: x10.
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Sekil 4.14. IR grubundaki siganlarin over dokusunda Bcl-2 immiin pozitifligini gdsteren
151k mikrograf. Biiyiitme: x10.

Sekil 4.15. IR grubundaki sicanlarin over dokusunda kaspaz-3 immiin pozitifligini
gosteren 151k mikrograf. Biiyiitme: x10.
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Reperfiizyondan 30 dk. dnce intraperitoneal olarak 1 ml serum fizyolojik enjekte
edilen IR-SF grubunda IL-6 antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal boyama
sonucunda siddetli (+++) derecede immiin pozitiflik goriildii (Sekil 4.16). Immiin
pozitiflik IR grubuna benzer sekilde folikiiller, korpus luteum ve stromada yani tiim over

dokusunda yaygin olarak izleniyordu.

Sekil 4.16. IR-SF grubundaki siganlarin over dokusunda IL-6 immiin pozitifligini
gosteren 151k mikrograf. Biiyiitme: x10.

Beclin-1 antikoru ile boyanan over kesitlerinde de IR grubundakine benzer sekilde

tiim over dokusunda yaygin ve siddetli (+++) immun pozitiflik izlendi (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. IR-SF grubundaki siganlarin over dokusunda Beclin-1 immiin pozitifligini
gosteren 151k mikrograf. Biiyiitme: X10.

Reperfiizyondan 30 dk. 6nce intraperitoneal olarak 1 ml serum fizyolojik enjekte
edilen IR-SF grubu over dokularinda BNIP-3 antikoru ile boyanan kesitlerde, graniiloza
hiicrelerinde ve liiteal hiicrelerde orta (++) derecede immiin pozitiflik izlendi (Sekil 4.18).
Yine IR-SF grubundan aldigimiz kesitlerde Bcl-2 antikoru ile yaptigimiz
immiinohistokimyasal analiz sonucu hafif (+) derecede immiin pozitiflik goriildii (Sekil
4.19). IR-SF grubunda kaspaz-3 antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal boyama
sonucunda; korpus luteumda daha bariz olmak iizere tiim over dokusunda siddetli (+++)

derecede immiin pozitiflik izlendi (Sekil 4.20).
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Sekil 4.18. IR-SF grubundaki siganlarin over dokusunda BNIP-3 immiin pozitifligini
gosteren 151k mikrograf. Biiyiitme: X10.

Sekil 4.19. IR-SF grubundaki sicanlarin over dokusunda Bcl-2 immiin pozitifligini
gosteren 151k mikrograf. Biiyiitme: xX10.
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Sekil 4.20. IR-SF grubundaki siganlarin over dokusunda kaspaz-3 immiin pozitifligini
gosteren 151k mikrograf. Biiyiitme: X10.

Reperfiizyondan 30 dk dnce intraperitoneal olarak 15 mg/kg viteksin uygulanan
[R-15V grubunda, IL-6 antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal boyama sonucunda IR
ve IR-SF gruplarindaki immiin pozitifligin azaldigi ve hafif (+) derecede immiin
pozitifligin varlig1 goriildii. Hatta graniiloza hiicrelerinde orta derecede olan pozitiflik
stromada hafif derecedeydi (Sekil 4.21). Ayrica Beclin-1 antikoru ile boyanan IR-15V
over kesitlerinde immun pozitiflik azalarak tiim overde hafif (+) derecede izlendi (Sekil

4.22).
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Sekil 4.21. IR-15V grubundaki siganlarin over dokusunda IL-6 immiin pozitifligini
gosteren 151k mikrograf. Biiyiitme: X10.

Sekil 4.22. IR-15V grubundaki siganlarin over dokusunda Beclin-1 immiin pozitifligini
gosteren 151k mikrograf. Biiyiitme: x10.
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Reperfiizyondan 30 dk once intraperitoneal olarak 15 mg/kg viteksin uygulanan
[R-15V grubunda BNIP-3 antikorunun hafif (+) derecede immun pozitif boyandig
izlendi. (Sekil 4.23). Ancak anti-apoptik protein olan Bcl-2 antikoru ile yaptigimiz
immiinohistokimyasal analiz sonucu over dokusunda siddetli(+++) derecede immiin
pozitiflik goriildi (Sekil 4.24). Hatta bu pozitiflik sham grubundakinden bile fazlaydi.
IR-15V grubunda kaspaz-3 antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal boyama
sonucunda, IR gruplarindaki siddetli immiin pozitifligin yerini 6zellikle folikiillerde ve

stromada hafif (+) derecede immiin boyanmanin aldig1 izlendi (Sekil 4.25).

Sekil 4.23. IR-15V grubundaki siganlarin over dokusunda BNIP-3 immiin pozitifligini
gosteren 151k mikrograf. Biiyiitme: x10.
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Sekil 4.24. IR-15V grubundaki siganlarin over dokusunda Bcl-2 immiin pozitifligini
gosteren 151k mikrograf. Biiyiitme: X10.
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Sekil 4.25. IR-15V grubundaki siganlarin over dokusunda kaspaz-3 immiin pozitifligini
gosteren 151k mikrograf. Biiyiitme: x10.

Reperfiizyondan 30 dk once intraperitoneal olarak 30 mg/kg viteksin uygulanan

[R-30V grubunda yapilan immiinohistokimyasal boyama sonucunda IL-6 antikoru

50



immiin pozitifligi hafif (+) olarak gozlendi (Sekil 4.26). Ayrica Beclin-1 antikoru ile
boyanan iR-30V grubu over kesitlerinde 6zellikle kortikal alanlarda immun pozitiflik yok

denecek kadar az idi (Sekil 4.27).

D W%

Sekil 4.26. IR-30V grubundaki siganlarin over dokusunda IL-6 immiin pozitifligini
gosteren 151k mikrograf. Biiyiitme: x10.
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Sekil 4.27. IR-30V grubundaki siganlarin over dokusunda Beclin-1 immiin pozitifligini
gosteren 151k mikrograf. Biiyiitme: x10.
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Reperfiizyondan 30 dk once intraperitoneal olarak 30 mg/kg viteksin uygulanan
IR-30V grubunda BNIP-3 antikoru immun boyanmasi da Beclin-1 ile benzerlik
gosteriyordu ve negatife yakin bir boyanma izlenmekteydi (Sekil 4.28). Bu grupta anti-
apoptik protein olan Bcl-2 antikorunun ise tiim over dokusunda 6zellikle de graniiloza
hiicrelerinde siddetli (+++) derecede immiin pozitif boyandig dikkat ¢ekiciydi (Sekil
4.29). Kaspaz-3 antikoru ile boyanan kesitlerde 6zellikle folikiillerde ve stromal alanlarda

immun pozitiflik hafif (+) derecede izlendi (Sekil 4.30).

Sekil 4.28. IR-30V grubundaki siganlarin over dokusunda BNIP-3 immiin pozitifligini
gosteren 151k mikrograf. Bilyiitme: x10.
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Sekil 4.29. IR-30V grubundaki siganlarin over dokusunda Bcl-2 immiin pozitifligini
gosteren 151k mikrograf. Biiyiitme: X10.

Sekil 4.30. IR-30V grubundaki sicanlarin over dokusunda kaspaz-3 immiin pozitifligini
gosteren 151k mikrograf. Biiyiitme: xX10.

Doku immunoreaktivitesini degerlendirmek igin her gruptaki her bir sigandan
rastgele secilmis ortalama {i¢ histolojik kesitten birbiri ile Ortigmeyen en az 3 alan
degerlendirildi. Yari-kantitatif bir skora gore immunreaktif dagilimi ve yogunlugu
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degerlendirildi®*®?%. Over dokusu yapisinda goriilen immiin pozitif boyamanin siddetine
gore gruplar arasinda degerlendirmenin anlasilir olmasi amaciyla yari-kantitatif skorlama
yapildi. Sonug olarak over doku immiin negatif ise -, immiin pozitiflik hafif ise +, orta ise
++ ve siddetli ise +++ olacak sekilde skorlandi. Immiinohistokimyasal olarak
boyadigimiz, IL-6, Beclin-1, BNIP-3, Bcl-2 ve kaspaz-3 antikorlari over dokusunda
immiin pozitif boyamanin derecesine yar1 kantitatif olarak elde ettigimiz skorlar1 tablo

haline getirdik (Tablo 4.1.2).

Tablo 4.1. immiinohistokimyasal boyama sonuglar1 skorlama tablosu

Gruplar IL-6 Beclin-1 BNIP-3 Bcl-2 Kaspaz-3
Sham + + - ++ +

iR +++ +++ +++ + +++
iR-SF +++ +++ ++ + +++
iR-15V + + + +++ +
iR-30V + + + +++ +

4.2. Biyokimyasal Bulgular

4.2.1. Malondialdehit (MDA)

Lipit peroksidasyon son iiriinii olan MDA diizeyleri, deney gruplarina ait her bir
denekten alinan over doku ve kan 6rneklerinde 6l¢iildii. Gruplar arasinda karsilastirma
yapildi ve over dokusu agisindan MDA degerleri istatiksel olarak farkli bulundu (p<0,05).
Sham grubuyla karsilastirildiginda, IR-SF grubunda over dokusunda MDA seviyesi
istatistiksel anlamda yiikselirken (p<0.05), IR grubundaki artis daha belirgindi (p<0.01).
Diger taraftan IR grubuna kiyasla IR-15V ve IR-30V gruplarindaki MDA diizeylerinin
anlaml derecede azalmis oldugu goriildii. Reperfiizyondan 30 dk 6nce intraperitoneal

olarak 15 mg/kg viteksin uygulanan IR-15V’de MDA seviyesi IR ve IR-SF gruplarina
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gore anlamli bir sekilde azalmist1 (p<<0.01). Reperfiizyondan 30 dk once intraperitoneal
olarak 30 mg/kg viteksin uygulanan IR-30V’de MDA seviyesi IR ve IR-SF gruplarma

gore azalmist1 (p<0.05) (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31. Over dokusu MDA seviyelerini gosteren grafik. * kontrol ve diger gruplar

arasindaki farkliliklar belirtir. (*:p<0.05, **: p<0.01). # IR ve diger gruplar arasindaki
farkliliklar1 ifade eder. (#: p<0.05, # #:p<0.01)

Gruplar serum MDA seviyesi agisindan istatiksel olarak karsilagtirildiginda; sham
grubuna gore, hem IR hem de IR-SF grubunda serum MDA seviyeleri yiiksek olarak
belirlendi. IR grubundaki artis istatistiksel olarak anlamli iken (p<0.05) IR-SF
grubundaki artis istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05). Viteksin verilen IR-15V
ve IR-30V gruplarinda MDA seviyeleri IR grubuna gore azalmisti. Ancak azalma IR-
15V grubunda IR grubuna kiyasla anlamli degilken (p>0.05), reperfiizyondan 30 dk &nce
intraperitoneal olarak 30 mg/kg viteksin uygulanan IR-30V grubunda anlamliyd:

(p<0.05) (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32. Serum MDA seviyelerini gosteren grafik. * kontrol ve diger gruplar
arasindaki farkliliklar belirtir (*:p<0.05). # IR ve diger gruplar arasindaki farkliliklar:
ifade eder (#: p<0.05).

4.2.2. Siiperoksid Dismutaz (SOD)

Tiim deney gruplarindaki si¢anlarda ayr1 ayri dlgiilen ve 6nemli bir antioksidan
olan siiperoksit dismutaz (SOD) istatistigi Sekil 4.33’de verildi. Sham grubuna gére IR
ve IR-SF gruplarinda overlerde SOD aktivitesi istatistiksel anlamda belirgin sekilde
diiserken (p<0.05), viteksin uygulanan tedavi gruplarinda (IR-15V-IR-30V) SOD
degerleri sham grubundakine yakindi ve sham grubuyla aralarinda istatistiksel olarak bir

fark yoktu (p>0.05).
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Sekil 4.33. Over dokusu SOD seviyelerini gosteren grafik. * kontrol ve diger gruplar
arasindaki farkliliklar1 belirtir (*:p<0.05).

Gruplar arasindaki serum SOD aktivitesi incelendiginde??? IR grubunda ve IR
sonrasi reperflizyondan dnce SF verilen grupta serum SOD miktarlarinin sham grubuna
gore istatiksel olarak diigiik oldugu (sirayla p<0.01, p<0.05) tespit edildi. Ayrica
reperfiizyondan 30 dk 6nce intraperitoneal olarak 15 mg/kg viteksin uygulanan IR-15V
gruplarinda serumda SOD aktivitesinin sham grubuna gore 6nemli sekilde azaldigi
(p<0.001) goriildii. Serum SOD seviyesi acisindan IR-30V grubundaki deger Sham
grubundakine yaklagmisti ve sham grubu ile arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

yoktu (Sekil 4.34).
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Sekil 4.34. Serum SOD seviyelerini gosteren grafik. * kontrol ve diger gruplar
arasindaki farkliliklar1 belirtir (*:p<0.05, **: p<0.0, ***: p<0.001).

4.2.3. 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdG)

Biitiin gruplara ait siganlarin overlerinde 6l¢iilen oksidatif DNA hasar gdstergesi
olan, 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG) degerleri Sekil 4.35.’de gosterildi. Sham
grubuyla karsilastirildiginda, iskemi- reperfiizyon gruplari olan IR ve IR-SF gruplarinda
ovaryum 8-OHdG seviyesi istatistiksel anlamda belirgin sekilde yiiksek bulundu
(p<0.05). 15 mg/kg ve 30 mg/kg viteksin uygulanan iR-15V ve IR-30V gruplarinda 8-
OHdG seviyeleri iskemi-reperfiizyon gruplarina gore belirgin sekilde azalmisti (p<0.05)
ve sham grubuyla aralarinda fark yoktu (p>0.05).

Bes deney grubunun serum 8-OHdG diizeyleri karsilastirildiginda gruplar

arasinda istatiksel agidan anlamli bir fark saptanmadi (Sekil 4.36.)
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Sekil 4.35. Over dokusu 8-OHdG seviyelerini gosteren grafik. * kontrol ve diger
gruplar arasindaki farkliliklar: belirtir (*:p<0.05). # IR ve diger gruplar arasindaki
farkliliklari ifade eder (#: p<0.05).
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Sekil 4.36. Serum 8-OHdG seviyelerini gosteren grafik.
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Tablo 4.2. Gruplara ait biyokimyasal parametreler (ortalama+standart sapma)

Gruplar ~ Over MDA Serum MDA Over SOD  Serum SOD Over 8-OHdG Serum8- OHdG
SHAM 1422+ 2,601 8491+ 03069 29,80+ 2,832 27,62+ 0,5674 11,98+0,6496 14,50+ 0,6915
IR 66,25+ 12,00 33,78+ 2,601 19,73+ 1726 21,98+ 1323 17,72+ 04890 1524+ 1,450
IR-SF 54,17+ 17,20 2634+ 2,947 19,67+ 1,419 22,02+0,6380 18,75+ 1,928 14,97 + 0,8541
IR-15V 20,55+ 2,009 1549+ 4125 2540+ 1,993 23,71+ 1,094 12,79+ 1,953 11,89 +0,5906
IR-30V 23,75+ 2,147 10,73+ 1,146 24,46+ 1,380 24,34+ 1,585 11,96+0,8788  12,18+0,8619
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5. TARTISMA

Over torsiyonunda olusan iskemi sirasinda dokulara yeterli miktarda oksijen
gidemez. Bu nedenle olusan hipoksi ile birlikte hiicresel fonksiyonlarin bozulmasina
bagli olarak hiicre Olimiine kadar gidebilen bir dizi kimyasal olaylar meydana
gelmektedir.?2322% Reperfiizyon sonucu dokuya tekrar oksijen desteginin saglanmasiyla
sisteme aniden asir1 miktarda giren oksijen, serbest oksijen radikallerinin olusmasina
sebep olmaktadir. Bu nedenle dokuda meydana gelen hasar daha da artmaktadir. Yapilan
calismalarda over IR hasar1 olusumunda otofaji ve apoptoz gibi mekanizmalarin da rol
aldig1 belirtilmektedir.

Bu calismada iskemi ve reperfiizyon sonucu sigan overlerinde olusan hasarin
inflamasyon ve oksidatif stresin yanisira, otofaji ve apopitoz ile olan iligkisi ve bu hasar
izerinde antiinflamatuar ve antioksidan ajan olan viteksinin etkisi, histokimyasal,
Immunohistokimyasal ve biyokimyasal olarak arastirildi.

Son yillarda yapilan ¢alismalarda iskemi-reperfiizyon sonucu dokuda olusan
hasar, bu hasarda serbest oksijen radikallerinin yeri ve antioksidanlarin bu hasari
gidermedeki etkileri arastirilmis.??® Reperfiizyon ile birlikte dokuya gelen lkositlerin,
serbest oksijen radikallerinin olusumuna neden olarak oksidatif hasari tetikledigi
bildirilmistir. Lokosit toplanmasinin inhibe edilmesi durumunda ise oksidatif hasarin
azaltildip1 tespit edilmistir.??® Iskemi-reperfiizyon hasarini 6nlemek ve azaltmak igin
bircok farmakolojik etken maddeyle degisik calismalar yapilmustir.226-22

Yaptigimiz histolojik incelemede sham grubuyla IR gruplari karsilastirildiginda;
sham gruplari normal over goriiniimiindeyken, IR gruplarinda siddetli hasar
goriilmekteydi. Bu gruplarda ovaryan kortekste ve medullada yogun hemoraji alanlari
oldugu ve ovaryumu besleyen kan damarlarinda vaskiiler konjesyonun var oldugu

goriildii. IR hasarmi 6nlemek amaciyla viteksin uygulanan tedavi gruplarinda ise daha az
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hemoraji oldugu tespit edildi ancak yine de korteks ve medullada yer yer dejeneratif bazi
degisikliklere rastlandi. Bu sonuglara gére Wang ve arkadaslari®™ beyin iskemi-
reperfiizyon hasarinda viteksinin serebral enfarktiis hacmini 6nemli 6l¢lide azalttigini
gostermistir. Min ve arkadaslari?® hipoksik-iskemik yaralanmaya bagli enfarktiisiin
viteksin tedavisiyle azaltildigini bildirmistir. Jiang ve arkadaslari®®® serebral arter
tikanmasi kaynakli fel¢li sicanlarda viteksinin beyin enfarktiis hacmini belirgin sekilde
azalttigin1 gdstermistir. Biz de deneysel olarak over IR hasar1 olusturdugumuz siganlarin
overlerinde meydana gelen hasarin, viteksin verilmesiyle belirgin sekilde azaldigini,
ozellikle 30mg/kg viteksin verilen grupta histolojik goriiniimiin belirgin sekilde normale
yaklagtigini gézlemledik.

Calismamizda iskemik hasarin seyrinde ve gelismesinde ¢cok dnemli rol oynayan
inflamatuar mediyatorlerden IL-6 da incelendi. IL-6; fibroblast, endotel hiicreleri, timor
hiicreleri, makrofaj ve T hiicrelerinden sentez edilmektedir ve hematopoietik hiicrelerin
farklilagsmasi {izerine Onemli etkileri vardir. Serum IL-6 konsantrasyonlarinin artist
otoimmun hastaliklar, inflamasyon ve sepsis gibi hastaliklarda goriilmektedir. IL-6 ayrica
IR hasarinda salman sitokinlerdendir.?3! 232 Sonuclarimiza gére iR ve IR-SF gruplarinda
IL-6 molekiiliiniin immiin pozitifligi belirgin bir sekilde artarken, tedavi gruplarinda ise
ekspresyon diizeyinin azaldigim tespit ettik. Karamese ve arkadaslari®®® over iskemi-
reperfiizyon hasarinda beta karoten uygulanan gruplarda IL-6 ekspresyonlarinin normale
yaklastigin1 ancak iskemi-reperfiizyon gruplarinda ise IL-6 ekspresyonlarinin asiri

derecede arttigini bildirmistir. Cohen ve arkadaslari'*®

over torsiyonu tanisinda IL-6
sitokin diizeylerinin 6nemli oldugunu belirtmistir. Daponte ve arkadaslari?* siddetli karmn

agris1 ve over kitlesine sahip kadin hastalarda serum IL-6 seviyelerini inceleyerek over

torsiyonu teshisinde yardimer olabilecegini iddia etmistir. Wu ve arkadaslari®® ile Kim
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ve arkadaslarn?®® fare karacigeri, Li ve arkadaslar1®®’ ise fare myokartinda deneysel IR
hasarinda, serum IL-6 diizeylerinde dnemli derecede artiglar oldugunu tespit etmistir.
Beclin-1 otofaji ve tiimor gelisiminin baskilanmasinda gorev almaktadir.
Otofajide, otofaji i¢in gerekli olan ¢ift zarli otofagozom olusumunda gorevlidir. Beclin-
1’in kayb1 insanlarda ovaryum, meme ve prostat kanserlerine neden olmaktadir.’> BNIP-
3 ise Bcl-2 protein ailesinden olup, apoptozis ve hipokside gorev alan bir proteindir ve
otofajide rol aldig1 gesitli sistemlerde gosterilmistir. BNIP-3 ve Beclin-1’in etkilesim

icinde olduklar1 bazi sistemlerde gosterilmistir.'®

Yaptigimiz ¢alismada; iskemi-
reperfiizyon gruplarinda Beclin-1 ekspresyon diizeyi artarken viteksin ile tedavi
gruplarinda immunoreaktivitede goriiliir derecede azalma oldugu ve kontrole yakin bir
imunoreaktivite gosterdigi tespit edildi. BNIP-3 ekspresyon diizeyi ise iskemi-
reperfiizyon gruplarinda siddetli derecede artarken, tedavi gruplarinda ekspresyon
diizeyinin azaldig: belirlendi. Kalp IR hasarinda berberin bitkisinin faydali etkisiyle
BNIP3 ve Beclin-1 proteinlerinin ekspresyon diizeyinin azalmasinin, otofajinin inhibe
edilmesiyle alakali oldugu belirtilmistir.?® Jiang ve arkadaslar1 Serebral arter tikanmasi
sonucu olusan felgli siganlarda Beclin-1 oraninin artmasinin viteksin tarafindan inhibe
edildigini tespit etmistir.”® Yapilan bir galismada Beclin-1’in asir1 ekspresyonunun
kolorektal kanser hiicre biiylimesini baskiladigi ve yiiksek Beclin-1 ekspresyonunun uzun
yasama ile iliski iginde oldugu gosterilmesine ragmen,®® Beclin-1’in kolorektal
kanserdeki fonksiyonu tam olarak tespit edilememistir.?®® Bes giin boyunca hipoksi
stresine maruz birakilarak nekrotizan enterekolit olusturulan neonatal farelerde apoptozis
ve otofaji aktivitesini inceleyen bir ¢aligmada, otofajinin belirleyicisi olarak Beclin-1
diizeylerine bakilmig ve nekrotizan enterekolit olusturulan fare ileumunda kontrol

grubuna gore Beclin-1 ekspresyonunun arttig: bildirilmistir.?** Hipoksi ile indiiklenen

BNIP-3’lin makrofajlarda ve endotelyal hiicrelerdeki hipoksik hiicre oliimiinde rol
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oynadi1 tespit edilmistir.?4? Sowter ve arkadaslari tarafindan BNIP-3{in solid tiimérlerin
hipoksik bolgelerinden {iretildigini ve ayni zamanda insan solid tiimdrlerinde
ekspresyonunun artt1g1 gdsterilmistir.!’Calismanmizda IR grruplarinda hem Beclin-1 hem
de BNIP-3 ekspresyonunun artmasi over IR hasarinda otofajinin rolii oldugunu
distindiirmektedir.

Wang ve arkadaslar1 2015 yilinda viteksinin beyin iskemi-reperfiizyon hasarina
kars1 etkilerini incelerken Bel-2’yi yukar1 yonde regiile ederek apoptozisi inhibe ettigini
saptamistir.>® Iskemi-reperfiizyon kaynakli miyokardial hasarinda viteksinin Bcl-2
ekspresyonunun azalmasini baskiladig bildirilmistir.>* 2* Yang ve arkadaslar1 viteksinin
Bcl-2  ekspresyonunu artirarak  N-metil-D-aspartat kaynakli noéronal apoptozu

47 Viteksinin serebral arter kaynakli felcli siganlarda

baskiladigin1 tespit etmistir.
kullanilmasiyla Bcl-2 ekspresyonunu diizenleyerek beyin dokularindaki apoptozu
onledigi gosterilmistir.?®® Yaptigimiz calismada anti-apoptotik protein olan Bcl-2
ekspresyonu da degerlendirildi. Bcl-2 molekiiliiniin immunoreaktivitesi sham grubunda
orta derecede iken, iskemi gruplarinda ¢ok az idi. Tedavi gruplarinda ise
immunoreaktivitede artis gozlendi. Yani viteksin Bcl-2 ekspresyonunu arttirarak, over iR
hasarinin azalmasinda rol oynadi.

Kaspazin agilimi "Cysteine Aspartate Specific Proteases-CASPASE-3" olup,
sisteinproteaz grubu bir enzimdir.!% 18 Kaspaz-3, insanlarda kan ve endotel
hiicrelerindeki vezikiillerde bulunmaktadir. Kaspaz-3’ii ihtiva eden bu vezikiillerin
inhibisyon ve salinimi, apoptozun indiiksiyonunu engelleyebilmektedir. Ayrica kaspaz-3
DNA polimerazi inaktive ederek hiicreyi apoptoza gondermektedir.'®” Apoptotik
hiicrede, hem intrinsik hem de ekstrinsik yollarla aktive edilen kaspaz-3 zimojen

ozelligindedir. Bunun nedeni; kaspaz aktivitesinin hiicreleri herhangi bir ayrim

gostermeden  Oldiirmesidir.t™®  Caligmamizda  yapilan  immunohistokimyasal
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incelemelerde sham ve tedavi gruplarindan alinan over kesitlerinde kaspaz-3
immunoreaktivitesinin hafif derecede oldugu goriildii. IR ve IR-SF gruplarinda kaspaz-3
immunoreaktivitesinin siddetli derecede arttigi tespit edildi. Literatiire baktigimizda
viteksinin over IR hasarina olan etkisini arastiran mevcut ¢alismaya rastlanmamistir.
Ancak viteksinin serebral arter tikanmasi kaynakli felgli sicanlarda etkisini inceleyen
Jiang ve ark, kaspaz-3 ekspresyonunu 6nemli 6lgiide azaltarak apoptozu inhibe ettigini
bildirmislerdir.?° Kim ve ark’nin kalp dokusunda yaptiklari iskemi-reperfiizyon
sonucunda kaspaz-3 aktivasyonuyla hiicrede apoptotik cisimciklerin olustugunu tespit
etmislerdir.?** Calismamizda over IR hasarinda artan kaspaz-3 ekspresyonunun apoptozu
arttirdig1, viteksinin ise hasarli dokuda kaspaz-3 aktivasyonunu azaltarak apoptozu inhibe
ettigi ve over IR hasarinda iyilestirici etkisi olabilecegini gdsterdik.

Iskemi-reperfiizyon hasarinda primer sorumlunun oksidatif stres mekanizmasi
oldugu tespit edilmistir.?*® Dokularda oksidatif stresin belirteci ve lipid
peroksidasyonunun son {iriinii olan MDA kullanilmaktadir.?*® 247 Over iskemi-
reperfiizyon caligmalarinda MDA seviyesinin iskemi-reperfiizyon gruplarinda asiri
miktarda artt1g1 bildirilmistir.??% 248 2016 yilinda yapilan bir ¢calismada sigan overlerinde
olusturulan iskemi-reperfiizyon hasarinda N-Asetil Sistein ve Resveratrol uygulanmis ve
iskemi-reperfiizyon gruplarinda MDA diizeylerinin kontrol grubuna goére arttigi tespit
edilmistir.*® Cadirc1 ve arkadaslar1 atorvastatinin over iskemi-reperfiizyon hasarindaki
koruyucu roliinii arastirdiklarinda yine iskemi-reperfiizyon gruplarinda MDA
diizeylerinin anlamli derecede arttigini tedavi gruplarinda ise MDA seviyelerinin anlamli
derecede diiserek kontrol grubuna yaklastigini gostermistir.?>® Baska bir c¢aliymada
hepatik IR hasarinda, iskemi-reperfiizyon grubunda MDA diizeylerinin anlamli sekilde
yiikseldigi ve tedavi sonrasinda ise anlamli bir sekilde azaldig1 bildirilmistir.*® Karamese

ve arkadaslar1 over iskemi-reperfiizyon hasarinda beta karoten uygulamasinin MDA
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seviyelerini azalttig1 tespit etmistir.?® Biz de ¢calismamizda hem ovaryum dokusu hem de
serum MDA diizeyinin iskemi durumunda arttigini, viteksin verilen gruplarda ise
azaldigin belirledik.

Calismamizda antioksidan koruyucu madde olarak kullandigimiz viteksinin SOD
aktivitelerini iskemi-reperfiizyon gruplarina gore anlamli derecede diizelttigini tespit
ettik. Yapilan arastirmalarda over iskemi-reperfiizyon hasarinda antioksidanlarin asiri
miktarda azaldig: tespit edilmis ve uygulanan tedavi sonrasinda ise degerlerin normale
dondiigii bildirilmistir.?>! Cadirc1 ve arkadaslari over iskemi-reperfiizyon hasarinda SOD
seviyesinin anlamli derecede azaldigini fakat antioksidan olan atorvastatin uygulanan
gruplarda ise SOD degerinin anlamli derecede arttigini tespit etmistir.”>° Tang ve
arkadaglar1 myokardial iskemi-reperfiizyon hasarina karsi viteksin uygulamasinin SOD

% Karamese ve arkadaslari over iskemi-

konsantrasyonunu artirdigini  bildirmistir.
reperfiizyon hasarinda beta karoten uygulamasinin SOD degerini artirdigini
bulmuslardir.?®® Bayir ve arkadaslar1 over torsiyonun ve detorsiyonunda doku hasarimin
tedavisi igin ¢orekotu uygulamasmin SOD degerini artirdigimi tespit etmistir.?>? Erkanl
ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismada iskelet kasindaki iskemi-reperfiizyon hasarinda
melatonin uygulamasinin SOD aktivitesinin anlamli derecede arttirdig1 gosterilmistir.2>
Buldugumuz sonuglar dogrultusunda over dokusunda antioksidan 6zelligi ile bilinen
viteksin kullaniminin oksidatif stresi azalttigin1 ve iskemi-reperfiizyon kaynakli hasarin
onlenmesinde kullanilabilecegini diisiindlirmektedir.

8-OHdG, oksidatif DNA hasar1 gostergesinin en ¢ok calisilan parametrelerinden
bir tanesidir. Cogu arastirmaci ROS’un mutasyon yapabilme kapasitesinin tamamini
Olgmek i¢in her bir DNA modifikasyonunu g¢aligmak istemektedir. Fakat 8-OHdG

olusumu; ROS tipine, organizmaya ve maruz kalma siiresi gozetmeksizin diger DNA

modifikasyonlariyla orantilidir. Bu nedenle 8-OHAG olgiilerek, oksijen radikallerinin
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indiikledigi hasarin hesaplanmasi daha kolay olmaktadir.’®® 8-OHdG serum, idrar, doku
ve diger biyolojik materyallerde bulunmaktadir. 2* 2° 8-OHdG artisina neden olan
durumlar arasinda hiperglisemi de yer almaktadir?® Demiryilmaz ve arkadaslari
ovaryumda iskemi reperfiizyon hasarina bagli olarak 8-hydroxyguanine seviyelerinin
anlamli sekilde arttigin1 bildirmistir.?®’ Wakatsuki ve arkadaslar1 gebe siganlarda fetus
beyninde iskemi-reperfiizyon tarafindan tiretilen serbest oksijen radikallerinin DNA’ya
saldirarak 8-OHdG seviyelerinde artisa neden oldugunu tespit etmistir.?>® Kurt ve
arkadaglar1 ovaryum iskemi-reperfiizyon hasari sonucunda 8-OHdG seviyelerinin 6nemli
oranda yiikseldigini belirtmistir.”®® Baska bir ¢alismada sigan ovaryumunda iskemi-
reperfiizyonla olusan oksidatif stres arastirilmis ve 8-OHdG seviyesi anlamli 6l¢iide fazla
oldugu bildirilmistir.?® Ayn1 sekilde Ersoy ve arkadaslar1 siganlarda ovaryum torsiyonu
modelinde 8-OHdG seviyesini iskemi-reperfiizyon gruplarinda anlamli 6lgiide fazla
oldugunu ortaya ¢ikarmistir.?®! Yaptigimiz calismada da literatiir bilgilerine benzer
sekilde over dokusunda 8-OHdG seviyelerinin IR durumunda arttigini belirledik.

Viteksin ile tedavinin ise 8-OHdG seviyelerini belirgin diizeyde azalttigini tespit ettik.
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6. SONUC VE ONERILER

Siklikla iireme ¢agindaki kadinlarda goriilen ve fertilizasyonu olumsuz etkileyen
over torsiyonunda erken tani ve en kisa silirede tedaviye baglanmasi biiyilk 6nem
tasimaktadir. Cerrahi olarak yapilan detorsiyonun ardindan iskemi ve reperfiizyona bagli
hasar1 onleyecek hatta geri dondiirecek bir ajanin kullanilmasi, bu hastalarin tedavisine
onemli katki saglayacaktir.

Bu amagla, yaptigimiz bu tez calismasinda; disi siganlarda deneysel olarak
olusturulan over iskemi reperfiizyon modelinde anti-inflamatuvar ve anti-oksidan bir
madde olan viteksinin etkisi histokimyasal, immiinohistokimyasal ve biyokimyasal
olarak arastirildi. Yapilan 151k mikroskobik incelemede IR gruplarinda belirgin yapisal
hasar oldugu gozlendi. Bu hasara inflamasyon, otofaji ve apoptozun da eslik ettigi
immiinohistokimyasal olarak, oksidatif stres varligt da biyokimyasal analizlerle
belirlendi. Reperfiizyondan 30 dk 6nce viteksin uygulanan gruplarda ise histolojik olarak
hasarin, inflamasyonun, otofaji, apoptoz ve oksidatif stresin belirgin bir sekilde azaldigi
tespit edildi.

Elde ettigimiz veriler 1s1ginda, viteksinin hem inflamasyon ve oksidatif stresi
azaltarak hem de otofaji ve apoptozu &nleyerek over IR hasarinda iyilestirici etkisi
olabilecegi diisiiniildii. Sonug olarak, viteksinin over IR hasarmnin énlenmesinde ve tedavi
edilmesinde koruyucu bir ajan olarak faydali olabilecegi sonucuna varildi.

Bu galismanin, over torsiyonunda otofaji ve apoptoz mekanizmasinin daha iyi
anlasilmasi, IR sonucu olusan hasara kars1 yeni ve molekiiler temelli ¢oziimler iiretilmesi
ve tedavisiyle ilgili olarak yeni ajanlarin kullanilmasi agisindan daha ileri caligmalara 151k

tutacag timit edilmektedir.
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immunohistokimyasal ve Biyokimyasal Ydntemlerle Arastirilmasi” isimli doktora tez
caligmas1 ile ilgili Tip Fakiiltesi Dekanliginin 12.06.2019 tarih ve 42190979-000-
E.1900170755 sayil1 yazis1 ile ekleri goriisiildii.

Yapilan gériismelerden sonra; adi gegen doktora tez ¢aliymasinin yiritilmesinin, etik
kurallarina uygun olduguna, ¢alisma sonucunun Bagkanliimiza bildirilmesinin, mevcut oy
birligi ile kabuliine; karar verildi.

Ek : Sonu¢ Raporu. 1 Adet.

tatiik Uriversitesi V eteriner Fakiltesi 25240 Erzurum Bilgi: Mehmet KOCA
el: +90 442 2317222 Faks: +90 442 2317244
lektronik Ag: hitp:/fwwnw atauni edu tr/# birim =veteriner-fakultes E-Posta vetfak@atauni.edutr

ep Adresi: atauni@hs01.kep.ir
2.4 2
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T.C.
ATATURK UNIVERSITESI REKTORLUGU
Rektorliik

Sayr : 75296309-050.01.04-E.1900304530
Konu: HADYEK Karari.

TIP FAKULTESI DEKANLIGINA

flgi : 23.10.2019 tarihli ve 42190979-000-E.1900301772 sayil1 belge.

FUAT_
SEZGIN
il

\

25.10.2019

Ilgide kayitli yaziniz; Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulumuzun
23.10.2019 tarih ve 13 sayili Oturumunda Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Basvuru
Formu ve ekli belgeleri, gerekge, amag, yaklasim ve yontemler dikkate alinarak incelenmis ve
asagiya cikarilan 178 no’lu karari ile s6zkonusu doktora tez ¢caligmasindaki degisikliklerin
yapilarak yiirtitiilmesinin etik kurallarina uygun olduguna, mevcut oy birligi ile karar verilmis
olup, ¢aligmanin Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi
(ATADEM) Laboratuarlarinda yiiriitiilmesine ve taahhiitname hiikiimlerine gore ¢alismada
kullanilan hayvanlara ait bilgilerin, T.C. Tarim ve Orman Bakanligi, Doga Koruma ve Milli
Parklar Genel Miidiirliigiiniin, Hayvanlar: Koruma Bilgi Sistemi (HAYBIS)’ne girilebilmesi
icin ekte sunulan “HADYEK Sonu¢ Raporu”nun Baskanligimiza génderilmesi hususunda;

Geregini bilgilerinize arz ederim.

Prof.Dr. Fikret CELEBI

Kurul Bagkani

wtatiirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi 25240 Erzurum Bilgi: Mehmet KOCA
‘el: +90 442 2317222 Faks: +90 442 2317244
ilektronik Ag: http://www .atauni.edu.tr/#!birim=veteriner-fakultesi E-Posta: vetfak @atauni.edu.tr

{ep Adresi: atauni@hs01.kep.tr
1.7 2

Bu belge, 5070 sayili Elektronik imza Kanununun 5. maddesi geregince giivenli elektronik imza ile imzalanmistir.

https://ubys.atauni.edu.tr’/ERMS/Record/Confirmation/Confirmation?code=633BB8C83BD
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TOPLANTI TARIHI :23.10.2019
TOPLANTI SAYISI :13

KARAR N0 178: Atatiitk Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanlig1, Temel Tip Bilimleri
Bolimii, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali 68retim iiyesi Dr.Ogr.Uyesi Tuba
DEMIRCI’nin yiuriticiliginde, Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Aragtirma
Merkezi (ATADEM) Laboratuarlarinda yiiriitillen “Over Iskemi-Reperfiizyon Modeli
Olusturulan Sigcanlarda Viteksin’in Etkisinin Histokimyasal, Inmunohistokimyasal ve
Biyokimyasal Yontemlerle Arastirdmas1” isimli doktora tez ¢aligmasinin materyal metod
kismindaki her gruptaki hayvan sayisinin 2 Adet artirnlmasi ve uygulanacak olan over iskemi-
reperfiizy on modelinin her iki overe de uygulanarak bilateral eksisyonu degisikligi ile ilgili
Tip Fakiiltesi Dekanliginin 23.10.2019 tarihli ve 42190979-000-E.1900301772 sayili yazisi ile
ekleri goriigildii.

Yapilan goriigmelerden sonra; adi gegen doktora tez ¢alismasindaki degisikliklerin
yapilarak yiiriitiilmesinin etik kurallarina uygun olduguna, ¢aliyma sonucunun Bagkanligimiza
bildirilmesinin, mevcut oy birligi ile kabuliine; karar verildi.

Ek : Sonug Raporu. 1 Adet.

Atatik Universitesi Veterirer Fakidtesi 25240 Erzurum Bilgi: Mehmet KOCA
Tel: +90 442 2317222 Faks: +00 442 2317244
Elektronik A% http:/fsrsnwataun edu tr/# Ibirim=veteriner-fakultesi E-Posta: vetfak@atauni edu.tr

Eep Adresi: atauni®hs0 1. kep. tr
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