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SICAN OVERINDEKI iSKEMI-REPERFUZON HASARINDA YABAN
MERSINININ KORUYUCU ETKISi

Ozlem KARA
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal
Yiiksek Lisans Tezi, Kasim 2016
Damisman: Prof. Dr. Birkan YAKAN

OZET

Amac: Iskemi sonrasinda meydana gelen doku ve organ reperfiizyon zarari, iskemi
reperfiizyon (i-R) hasar1 olarak adlandirilmaktadir. Yaban mersininin ovaryan I-R hasar1
tizerindeki koruyucu etkisini gosteren herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Bu
nedenle, bu calismada sigan ovaryumundaki iskemi-reperfiizyon hasarinda yaban
mersininin koruyucu etkisinin degerlendirilmesi amaglandi.

Gereg ve Yontemler: Toplam 48 adet Wistar-Albino cinsi disi sigan kullanilarak 5 grup
olusturuldu: Grup 1’e (Kontrol grubu) (n=8) ila¢ verilmedi ya da herhangi bir islem
yapilmadi. Grup 2’ye (Yaban mersini kontrol grubu) (n=10) gavaj yoluyla tek doz 200
mg/kg yaban mersini verildi ve herhangi bir islem yapilmadi. Grup 3 (i-R grubu)
(n=10): Herhangi bir ilag verilmedi, 1 saat iskemi ve 2 saat reperfiizyon uygulandi.
Grup 4 (I-R 6ncesi yaban mersini grubu) ( n=10): Iskemiden 2 saat 6nce gavaj yoluyla
tek doz 200 mg/kg yaban mersini verildi. Daha sonra 1 saat iskemi ve 2 saat
reperfiizyon uygulandi. Grup 5 (I-R sonrasi yaban mersini grubu) ( n=10): Once 1 saat
iskemi yapildi. Gavaj yoluyla tek doz 200 mg/kg yaban mersini verildi ve sonra 2
saatlik reperfiizyon uygulandi. Biitiin gruplarda sag ovaryum dokusu cerrahi olarak
¢ikarildi. Ovaryum doku orneklerinde ve kanda malondialdehit (MDA) diizeyleri ve
superoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) enzim aktiviteleri ¢alisildi. Ovaryum doku
orneklerinde TUNEL yontemi kullanilarak DNA hasar1 ve apoptozis degerlendirildi.
Istk  mikroskobu bulgularina  gore histopatolojik  degerlendirme  yapildi.
Bulgular: Grup 3 diger gruplarla karsilastirildiginda ovaryum dokusunda ve kanda
MDA diizeyleri anlamli sekilde daha yiiksek, SOD ve CAT enzim aktiviteleri ise
anlaml sekilde daha diisiik olarak bulundu (p<0.05). Histopatolojik incelemede,
ovaryum dokusundaki hasar grup 5’te diger gruplara gore anlaml sekilde daha yiiksekti
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(p<0.05). Ayn1 sekilde grup 3’te diger gruplara gore anlamli bir sekilde daha yiiksek
DNA hasar1 ve apoptozis saptandi (p<0.05).

Sonug: Ozellikle I-R dncesinde yaban mersini verilen grupta (grup 4) biyokimyasal
bulgular daha hafif ve histopatolojik hasar daha az olarak gézlenmistir. Sonug olarak,
yaban mersini ovaryum I-R hasarinin &nlenmesi ve kisa siireli tedavisinde etkili gibi
goriinmektedir.

Anahtar Kelimeler: Yaban mersini, iskemi-reperfiizon, over, Sigan
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PROTECTIVE EFFECT OF BILBERRY ON ISCHEMIA- REPERFUSION
INJURY IN RAT OVARY

Ozlem KARA
Erciyes University, Institute of Medical Sciences
Department of Histology and Embriyology
MSc Thesis, November 2016
Supervisor: Prof. Dr. Birkan YAKAN

ABSTRACT

Objective: Tissue and organ reperfusion damage that occurs after ischemia is called
ischemia reperfusion (I-R) injury. There is no study demonstrating the protective effect
of bilberry on ovarian IR injury. Therefore, it is aimed to evaluate the protective effect
of bilberry on IR injury in rat ovary.

Materials and methods: A total 48 female Wistar—Albino rats were utilized to form
five groups: Group 1 (control group)(n=8), neither drug was given was performed and
nor procedure was performed. Group 2 (bilberry control group)(n=10), single dose 200
mg/kg bilberry was administered by gavage and no procedure was performed. Group 3
(I-R group)(n=10), no drug was given, 1-h ischemia and 2-h reperfusion was performed.
Group 4 (bilberry before I-R group)(n=10), single dose 200 mg/kg bilberry was
administered by gavage before ischemia. Then 1-h ischemia and 2-h reperfusion was
performed. Group 5 (bilberry after I-R group)(n=10), first 1-h ischemia was performed.
Single dose 200 mg/kg bilberry was administered by gavage and then 2-h reperfusion
was performed. Right ovaries were surgically extirpated in all groups. In ovarian tissue
samples, malondialdehyde (MDA) levels and enzymatic activities of superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT) were studied. In ovarian tissue samples, DNA
damage and apoptosis were assessed by using TUNEL method. Histopathologic
examination was performed by light microscopic findings.

Results: When group 3 was compared with another groups, MDA levels were
significantly higher, enzymatic activities of SOD and CAT were found to be as
significantly lower in ovarian tissue and blood (p<0.05). In histopathologic
examination, ovarian tissue damage in the group 5 were significantly higher than other
groups (p<0.05). Also, DNA damage and apoptosis were significantly higher in group3
than than other groups (p<0.05).



Conclusion: Biochemical findings were lower and histopathologic damage was less
especially in bilberry before 1-R group (group 4). In conclusion, bilberry seems to be
effective in prevention of ovarian I-R and short-term treatment.

Keywords: Bilberry, ischemia- reperfusion, ovary, rat
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1. GIRIS VE AMAC

Ovaryum torsiyonu, % 2. 7 insidans ile jinekolojik aciller i¢inde besinci sirada yer
almaktadir (1). Iskemi sonrasinda meydana gelen doku ve organ reperfiizyonunun,
dokulardaki ve organlardaki hasari artirmasi iskemi reperflizyon hasart olarak
adlandirilmaktadir (2). Ovaryum torsiyonunda ani baslayan siddetli karin agris1 en tipik
belirtidir. Bulgular ve semptomlarin sadece ovaryum torsiyonuna 6zgii olmamasi tanida
gecikilmesine ve istenmeyen ciddi sonuglara neden olabilir. Genellikle ovaryan Kist,
ovaryan kitle ya da polikistik ovaryum sendromu gibi baska nedenlere bagli olarak
bliylimiis olan yumurtaliklarda ortaya cikar. Tiiplerin asir1 uzun olmasi gibi dogustan
gelen bazi nedenler de torsiyona yol agabilmektedir. Ovaryum torsiyonu daha ¢ok sagda
goriliir ve tek taraflidir. Yumurtaliklar ovaryan arter ve uterin arterin ovaryan dali
olmak iizere iki farkli damar tarafindan beslenirler. Bu yiizden bu damarlanmanin
iskemi-reperfiizyon hasarini azaltici yonde etkisi vardir. Ciinkii yumurtaliklarin

kanlanmasi kismen de olsa uterin arterin ovaryan dali tarafindan devam eder (3, 4).

Fertilizasyonun korunmasinda erken tani ve tedavi 6nemli rol oynamaktadir. Torsiyon
erken donemde fark edilirse, cerrahi miidahale ile kalici hasar onlenir. Bununla birlikte,
thmal edilmis ya da ge¢ kalinmig olgularda kan akimi uzun siire kesildigi i¢in ovaryum
dokusunda nekroz meydana gelir. Bu durumda torsiyona ugramig ovaryumun cerrahi
olarak alinmasini gerektirmektedir. Bu da ilerleyen donemde hem fertilizasyonu hem de
menopoz yasini olumsuz yonde etkilemektedir. Erken tedavide, torsiyona ugramis
segmentin detorsiyone edilmesi ile ovaryumlarin reperfiizyonuna bagli lokal ve sistemik
etkiler meydana gelmektedir. Detorsiyon islemi ile birlikte iskemik dokularin
oksijenlenmesi reaktif oksijen molekiillerinin iiretilmesine neden olmaktadir. Torsiyon
sonucu hasarlanan dokunun reperfiizyonuna bagl olarak aktive olmus nétrofiller ile
hidroksil radikalleri, superoksit anyonu, hidrojen peroksit gibi serbest oksijen radikalleri

(ROS) salinmaktadir. Salinan ROS’larin hiicre membranindaki ¢oklu doymamis yag



asitlerini parcalayarak nekroz ve apoptoz yolu ile hiicresel hasara neden oldugu
bilinmektedir (5, 6).

Torsiyon sonucu olusan hasarin Onlenmesi ya da azaltilmasi ic¢in yapilan bircok
deneysel ¢alismada edaravon, vardenafil, eritropoetin, E ve C vitamini gibi antioksidan

Ozellik gosteren birgok kimyasal madde kullanilmistir (7-10).

Latince ad1 Vaccinium bilberry olan yaban mersini, tilkemizde likapa olarak da bilinen
cicekli bir bitkidir. Besin degeri yiiksek bir meyve olan yaban mersini, yapisindaki
antosiyanin, flavonoid ve polifenol gibi bilesikler sayesinde gii¢lii bir antioksidan
Ozellige sahiptir (11, 12). Beyin iskemi-reperfiizyon hasari, kalp iskemi-reperfiizyon
hasari, intestinal iskemi-reperfiizyon hasar1 gibi yapilmis deneysel c¢alismalarda
antioksidan etkisi nedeniyle yaban mersini, ROS olusumunu engelleyerek ve lipid

peroksidasyonunu inhibe ederek etkisini gostermistir (13-15).

Birgok iskemi-reperfiizyon hasarinda kullanilan yaban mersininin ovaryum iskemi-
reperflizyon hasari iizerinde koruyucu etkisini gosteren herhangi bir g¢alisma rapor

edilmemistir.

Calismamizin amaci, sigan ovaryumunda olusturulan iskemi-reperfiizyon hasarinda

yaban mersininin koruyucu etkinligini aragtirmaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Ovaryum
2.1.1. Ovaryum anatomisi

Disi hayvanlarda bulunan ovaryum, uterusun her iki yaninda yerlesmis bir ¢ift i¢ genital
organdir. Beyaz ya da grimtrak renkteki ovaryumun agirligi, canlinin yasina, fizyolojik
durumuna gore degiskenlik gostermektedir ve yaklasik 5-8 gr agirliktadir. Uterusun her
iki yaninda lateral pelvik duvara yakin bir sekilde yer alirlar. Her iki Ovaryum iki katl

periton kivrimiyla (mezovaryum) broad ligamaninin arka yiiziine asilidir (16), (Sekil
2.1).

Sekil 2. 1. Disi tireme sistemi (17).

Yetiskin sicanlarda folikiillerle dolu bir yapida olan ovaryum, bdbreklerin kranial
kisminda yer alirlar. Dorsal viicut duvarina mezovaryum ligamentleri ile asili olan

ovaryumlar, helezonik yapidaki ovidukt ile bikornual yapidaki uterusa baglanirlar. Her



bir ovaryum kendisini abdominal kaviteden ayiran bir kapsiil tarafindan ¢evrelenmistir.
Ovaryum medulla ve korteks olmak tizere sinirlar1 kesin olmayan iki tabakadan

olusmustur.

Her ovulasyon sonrasinda yumurtanin yerinde korpus luteumun olusmasi biitiin

hayvanlarda ovaryumun kabartili gériiniimiine neden olur (18,19), (Sekil 2. 2).

tu  Adrenal Glapd

e Uterine Hom
\

Urinary Bladder:

Sekil 2. 2. Disi siganlarda iireme sistemi (20).
2.1.2. Ovaryum embriyolojisi

Oogenez, primitif germ hiicrelerinin (0ogonia) olgun oositlere doniismesi sirasinda
gerceklesen olaylar dizisidir. Dogum oncesi donemde baslayan bu siireg, pubertede
tamamlanir ve menopoza kadar devam eder (21). Vitellus kesesi duvarindan koken alan
primitif germ hiicreleri, erken fetal donemde ¢ogalarak gelismekte olan gonadlara dogru
ameboid hareketlerle go¢ ederler. Oogoniumlar ovaryumlara ulasarak mitoz bolinme ile
cogalirlar ve primer oositleri olusturmak {izere biiyiirler. Primer oositler, ovaryum
stromal hiicreleri ile gevrilirler ve kortekste tek sirali epitel hiicreleri ile ¢evrelenmis
primordial folikiilleri olustururlar. Her iki ovaryumda yaklagik 500 bin primordial

folikiil iginde primer o0osit, 1.mayoz boliinmenin profaz asamasina girer ve diktiat fazda



bekler. Primer oositi gevreleyen follikiiler hiicrelerin oosit olgunlagma inhibitérii (OMI)
salgilayarak oositin mayoz boliinme siirecini durdurdugu disiiniilmektedir. Cinsel
olgunluk donemi i¢inde bir kisim folikiiller atreziye ve apoptozise giderken bir boliimii
de gelisimlerini siirdiiriirler. Yenidogan bir kiz ¢ocugunun ovaryumlarinda 2 milyon

civarinda primer oosit vardir (22).
2.1.3. Ovaryum histolojisi

Tek katli yass1 ya da kiibik epitel ile kapli ovaryumlarin ylizey epiteli germinal epitel
olarak adlandirilir. Germinal epitelin altinda tunika albuginea olarak adlandirilan ve
ovaryuma beyazimsi rengini veren siki bir bag dokusu tabakasi bulunur. Tunika
albugineanin altinda yer alan kortekste bol miktarda oositleri igeren ovaryum follikiilleri
bulunur. Follikiiller, korteksin bag dokusu (stroma) i¢inde gomiiliirler. Bu stroma tipik
1g bi¢iminde fibroblast igerir ve bu fibrobrastlar, hormonal uyarilara diger organlarin
fibroblastlarindan farkli yanit verir. Ovaryumun en i¢ kismi gevsek bag dokusu icinde
zengin bir damar yatagi igeren mediiller bolgedir (Resim 2. 3). Korteks ile medulla

bolgeleri arasinda kesin bir sinir yoktur (23).

Sekil 2. 3. Ovaryumun Histolojik Yapisi (17).

Sican ovaryumu tek sirali kiibik ya da prizmatik epitel ile ortiilii olup bu epitel bursa

ovarica tek katli yassi epiteline hilusta karisarak kaybolur. Sican ovaryum folikiillerinin



ortalama biiyiikliikleri, primordial 25-30 pum, biiylime asamalarinda 30-400 um, Graff
follikiiliinde 650-700 pm.dir. Sigan ovaryum oositlerinin ise primordial 18-20 um,
primordial folikiilden graff folikiil olusumuna kadar olan biiylime asamalarinda 40-60
um ve Graff folikiilii 80-90 um oldugu bildirilmektedir (24).

2.2. Iskemi ve reperfiizyon
2.2.1. Iskemi

Iskemi Yunanca “iskho” engelleme ve “haima” kan kelimelerinden kéken almaktadir.
Iskemi, organ ya da dokulara ait damarlarm piht: nedeniyle ya da mekanik etkenlerle
tikanmasina bagli olarak dokunun oksijensiz kalmasi ve beslenememesi seklinde
tanimlanir (25,26). Iskemi, dokuya kan akiminin gitmesinin engellenmesi nedeniyle ya
da kan basincindaki diisme sonucu glikoz ve oksijenin dokuya dagitimmin ve metabolik
artiklarin  dokudan uzaklastirilmasinin zayiflamasi ile meydana gelen patolojik bir
durumdur (27). Iskeminin ilk etkisi mitokondrilerdeki oksidatif fosforilasyon iizerine
olmaktadir. Sitoplazmik bir organel olan mitokondri, normal kosullarda hiicre i¢i olusan
O-“nin baghca kaynagidir. Hiicrelere giren oksijenin %90°1 Elektron Transport
Zinciri’nde (ETZ) suya indirgenirken %1-2’1lik bir kissm ETZ’ den elektron kagagina
bagli olarak siiperoksite doniisiir. Normalde olusan bu siiperoksitler, SOD enzimi
tarafindan hizlica dismutasyona ugratilir (Sekil 2. 4.). Iskemik dokuda en biiyiik hasar
reperfiizyondan sonra meydana gelmektedir (28). iskemi sonrasi reperfiizyon, organ ya
da dokulardaki hasari arttirmakta ve bu olay iskemi-reperfiizyon hasar1 olarak
adlandirilmaktadir. Iskemi-reperfiizyon hasarinda iskemideki hipoperfiizyona ek olarak
inflamatuar yanit ve birgok organda disfonksiyona bagli sendromlar ortaya ¢ikmaktadir

(29).
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Sekil 2. 4. Iskemideki serbest radikal mekanizmasi
2.2.2. Reperfiizyon

Iskemi sonrasinda dokunun iskemiyi &nlemek igin gelistirdigi mekanizmalar sonucu
dokudaki oksijen miktarinin artmasina yani iskemi olusmus dokudaki kan akiminin
yeniden saglanmasina reperfiizyon denilmektedir (25,30). Reperfiizyon sonucunda
dokudaki endotel hiicreleri hasarlanir ve serbest oksijen radikalleri artar. Kompleman
sistemi aktifleserek polimorfoniikleer 16kositlerin (PMNL) gocii baglar. Reperfiizyon
sirasinda bu faktorlerin gozlenmesi dokuda iskemi ile olusan hasardan daha biiyiik
hasara yol agabilir (31,32). Reperfiizyon hasari, hiicresel ve humoral olaylarda rol
oynayan faktdrlerin tam olarak aydinlatilamadigi fizyopatolojik bir siirectir (25, 26, 33).
Iskeminin kritik siiresi dolmadan &nce dokunun reperfiize edilmesi hiicreleri dliimden
kurtarabilmektedir. Doku reperfiize edilse bile iskemi siiresinin uzamasi 6liim riski olan
hiicrelerin sayisini artirarak bu hiicrelerin geri doniisiimsiiz doku hasar1 fazina girmesine
ve nekrozuna neden olmaktadir. Reperfiizyon hasarmin biiyiik boliimiinden serbest

radikaller sorumlu tutulmaktadir (33).



2.2.3. Ovaryumda iskemi-reperfiizyon

Ovaryumda iskemi-reperfiizyonda en sik gorillen patolojik durum ovaryum
torsiyonudur ve siklikla sag ovaryumda goriiliir (30). Ovaryum torsiyonuna yol acan
nedenler ovaryan kitleler, ovaryan kistler ve yardime1 iireme tekniklerinde ovaryumlarin
gonadotropinler tarafindan asir1 uyarilmasi olarak siralanabilir (3, 34). Ovaryum
torsiyon hasarinda erken miidahale ile ovaryum doku hasari Onlenerek fertilite
korunabilir (25). Ovaryum torsiyonu disinda daha nadir olarak ovaryan arter
trombozlart da iskemi-reperfiizyon hasarmma yol agabilmektedir (26). Ovaryumlar,
ovaryan arter ve uterin arterin ovaryan dali olmak lizere iki farkli damar tarafindan
beslenmektedirler ve bu damarlanma iskemi-reperfiizyon hasarini azaltici yonde rol
oynamaktadir. Ovaryumlarin kanlanmasi kismen de olsa uterin arterin ovaryan dali

tarafindan devam eder (35).

2.3. Serbest radikaller

Serbest radikaller, son yoriingelerinde bir ya da daha fazla eslenmemis elektron
bulunduran kimyasal olarak aktif atom veya molekiillerdir. Elektriksel olarak pozitif
yiiklii, negatif yiiklii ya da notral olabilirler. Serbest radikaller oldukg¢a reaktif ve kisa
omiirliidiirler. Radikal olmayan maddelerle kolay etkilesime girerek onlar1 da radikal
yapmalart ve bir dizi zincir reaksiyonu baglatabilmeleri nedeniyle oldukca
tehlikelidirler. Aerobik hiicrelerde herhangi bir patolojik durumda yan {irin olarak
olusabilirler ve hiicrelerde geri doniisimlii ya da doniisiimsiiz degisikliklere neden
olabilirler. Yapilan ¢alismalarda serbest radikallerin hiicre molekiil degisimlerine ve gen
mutasyonlarina yol actigi, yaslanma ve doku yikiminda rol aldigi kabul edilmektedir
(36,37). Serbest radikaller, organizmada enerji ftretimi, lipitlerin ve proteinlerin
parcalanmasi, inflamatuvar siirecler gibi hiicresel tepkimelerin yan iiriinii olarak siirekli
olusmaktadir. Hiicreler serbest radikallerin hasar verici etkilerine karsi kendilerini
korumak i¢in hiicre i¢i ve hiicre dis1 kimyasal mekanizmalarla donatilmislardir. Serbest
radikaller, antioksidan savunma giicii ile belirli bir dengede olduklari zaman organizma
igin yararli olmaktadirlar. ROS {iretimi ve antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki
denge bozuldugunda, serbest oksijen radikallerinin diizeyi artmaktadir. Radyasyon,
oksijen toksisitesi, infeksiyonlar, enflamasyonlar gibi etkenler, ateroskleroz,

karsinogenez, diyabet ve norolojik hastaliklar ROS ftiretimini arttirmaktadir (38,39)



2.3.1. Serbest oksijen radikalleri

Serbest radikallerin en 6nemlileri 6zellikle reaktif oksijen tiirleri icerenlerdir. Bunlar;
hidrojen peroksit, alkoksit ve ozon gibi eslesmemis elektronu bulunmayan oksijen
tiirevleri ile hidroksil, peroksil, azot oksit, azot trioksit ve siiperoksit radikallerini igerir
(36). Siiperoksid Radikali (O" ) dogal oksijen molekiiliiniin bir elektron almasi ile
olusmaktadir ve en biiyiik kaynagi elektron transport zinciridir (40).

O,+e — O,

Siiperoksid radikali hidrojen peroksit (H20,) kaynagidir ve oksitleyici, metal iyonlarini
rediikleyici etkisi vardir. Mitokondrideki enerji metabolizmasi sirasinda oksijen
kullanilirken, tiiketilen oksijenin % 1-5 kadar1 siiperoksit yapimi ile sonlanmaktadir
(37). Hidrojen peroksit (H20,), molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki
elektron almasi ya da siiperoksidin ¢evresindeki molekiillerden bir elektron almasi ile

olusan peroksitin iki proton (H") ile birlesmesi sonucu meydana gelir (39).
O, +e + 2H" — H>0,
O, +2e + 2H" — H,0,

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadigi halde ROS kapsamina girer ve serbest
radikal biyokimyasinda nemli bir rol oynar. Fe*? ya da diger gecis metallerinin
varhiginda Fenton reaksiyonu ile siiperoksit radikalinin varliginda ise Haber-Weiss
reaksiyonu ile reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil (OH)

radikalini olusturur. OH" radikali son derece reaktiftir, yarilanma 6émrii ¢ok kisadir (37).
H-O-H— H+OH

H,O; + O, —OH + OH + O,

2.3.2. Serbest oksijen radikallerinin hiicre hasarindaki rolii

Baslica mitokondrilerde iiretilen serbest radikaller metabolik reaksiyonlar sonucunda ve
normal kosullarda siirekli olarak iiretilmektedirler. Notrofiller gibi fagositik hiicreler

uyar1 aldiklarinda gbé¢ ederek biyolojik hedefleri yok etmek igin serbest radikal
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olusturur. Serbest radikal diizeyleri belirli smirlarda oldugu siirece organizma igin
yararli ve olumlu iken yiiksek diizeylere ulastiklarinda protein, lipid ve niikleik asit gibi
hiicre bilesenleri ile etkileserek hiicrelerde 6nemli yap1 ve fonksiyon bozukluguna yol
acar (41). Disilik konsantrasyonlardaki serbest oksijen radikallerinin yararli etkileri
zararl etkilere kars1 gelisen hiicresel cevap sonucu olusmaktadir (42). Hiicre disinda
olusan serbest oksijen radikalleri hiicre i¢i diger komponentlere ulasabilmek i¢in hiicre
membranindan gegerken hiicre membraninda toksik etki yaratir. Serbest oksijen
radikalleri niikleik asitlerde mutasyona neden olmakta ve kanser olusumuna yol
acmaktadirlar. Serbest radikal artist DNA yapisinin ve diger makromolekiillerin
bozulmasina yol agtiginda organizma bunu diizeltir ancak diizeltmeye yetisemedigi ve
kapasitesini astigi durumlarda yaslanma meydana gelir (43). Serbest radikaller,
hiicrelerin oksidan savunma kapasitelerini asan oranlarda olustuklarinda organlarda
cesitli bozukluklara yol agarlar (44). Serbest oksijen radikalleri ile iliskilendirilen yiiziin
tizerinde hastalik vardir. Serbest radikaller, sinir sistemi hastaliklarinda, goézlerde
katarakt, retinopati, makiiler dejenerasyon olusumunda, akciger ve solunum sisteminde
astim, amfizem, respiratuvar distress sendromu, kronik obstriiktif akciger hastaliginda,
bobreklerde ise glomerulonefrit ve renal yetmezlik sirasinda doku hasarmma neden
olmaktadirlar. Serbest oksijen radikalleri ayrica, erken yaslanma, kanser, otoimmiin

hastaliklar ve enflamatuar hastaliklarin etyopatogenezinde de suglanmaktadirlar (45).

2.3.3. Lipid peroksidasyonu ve Malondialdehit

Hiicre membraninda bulunan fosfolipid, glikolipid, gliserid ve poliansatiire yag
asitlerinin serbest oksijen radikalleri tarafindan peroksit, alkol, aldehid, hidroksi yag
asitleri, etan ve pentan gibi zararl iirlinlere doniismesi lipid peroksidasyonu olarak
adlandirilir (42). Lipid peroksidasyonu, baslangig, zincir gelisimi ve sonlanma olmak
lizere lic asamada gerceklesir. Lipid peroksidasyonu, organizmada olusan kuvvetli
oksitleyici bir radikalin zar yapisindaki coklu doymamis yag asidi zincirindeki a-
metilen gruplarindan hidrojen atomunu uzaklagtirmasi1 ile baglar ve lipid
hidroperoksitlerinin (LOOH) aldehid ve diger karbonil bilesiklere doniismesiyle sona
erer. Lipid peroksidasyonu sonucunda olugan iirlinlerden en 6nemlileri; malondialdehit
(MDA) ve 4-hidroksinonenal (4-HNE)’dir (36,46). MDA, linolenik asit ve arasidonik
asit gibi ii¢ ya da daha fazla ¢ift bag i¢eren yag asitlerinin oksidasyonuyla olusur ve
tiyobarbitiirik asit ile Olgiilebilir. Yiiksek reaktivitesi ile MDA, hiicre i¢i ve disindaki
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protein, niikleik asit gibi bircok biyomolekiile etki eder ve membranlarda capraz
baglanma ve polimerizasyona neden olarak esneklik kaybi, iyon transportu, enzim

aktivitesinde bozukluklar gibi geri donlisiimsiiz hasarlara yol agar (36).

2.4. Antioksidanlar

Serbest radikaller, iizerinde elektron fazlaligi ya da eksikligi nedeniyle yiikli olan
kimyasal olarak aktif atom ya da molekiillerdir. Serbest radikallerin en 6nemlileri
ozellikle reaktif tlir oksijen igerenlerdir. Bu serbest radikalleri ortadan kaldiran,
oksidasyonunu engelleyen ya da oksidasyon reaksiyonun gecikmesine neden olan
maddelere antioksidanlar bu olaya da antioksidan savunma denir (47). Antioksidanlar,
serbest oksijen radikallerini etkisiz hale getirip, reaksiyonlari yavaslatip, sonlandirip ya
da serbest oksijen radikallerinin olumsuz etkilerini azaltmaya c¢aligirlar (36).
Antioksidan savunma, radikal metabolit {iretiminin Onlenmesi, tretilmis radikallerin
temizlenmesi, olusan hiicre hasarinin onarilmasi, sekonder radikal iireten zincir
reaksiyonlarin durdurulmas: ve endojen antioksidan kapasitenin artirilmas: seklinde
bese ayrilabilir. Bazi arastirmacilar antioksidan savunmayi enzimatik savunma ve
nonenzimatik savunma olarak gruplandirmiglardir. SOD, CAT, GPx ve GST’nin rol
aldig1 antioksidan aktivitelerini “enzimatik antioksidan savunma”, vitamin A, vitamin
E, askorbat, glutatyon ve iirik asit gibi maddelerle gerceklestirilen deoksidasyon
islemlerini ise “nonenzimatik antioksidan savunma” seklinde adlandirmislardir (48).
Yapilan ¢alismalar, antioksidanlarin serbest radikalleri etkisiz hale getirerek hiicrelerin

zarar gormesini engelledigini ortaya koymustur (49).

2.4.1. Oksidatif stres ve antioksidanlar

Oksidatif stres, canli organizmadaki prooksidan-antioksidan sistem dengesinin
bozulmasindan kaynaklanmaktadir. Oksidatif stres temel olarak siiperoksit ve nitrik
oksit lretimine dayanmaktadir ve mitokondriyal elektron tasinimi ya da bazi
norepinefrin, dopamin gibi ndrotransmitterlerin otooksidasyonu sonucundaki oksidan

olusumunu ve doku hasarini tetiklemektedir (50).
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2.5. Yaban mersini

Yaban mersini (Vaccinium bilberry), asitli ve organik maddece zengin bolge
topraklarinda yetistirilebilen bir bitki tiirii olup fundagiller familyasinda yer almaktadir.
Giliniimiizde ticari amagh yetistirilen yaban mersini, 1906’dan itibaren Amerika Birlesik
Devletleri’ nde baslatilan seleksiyon c¢alismalarinin iirliniidiir. Bu ¢alismalarla secilen
yabanmersini tipleri daha sonra kendi aralarinda melezlenerek yeni cesitler elde
edilmistir. Uziimsii meyve grubundaki yaban mersini basta Karadeniz Bélgesi olmak
lizere, Marmara Bolgesi ve Dogu Anadolu Bolgesi’ nde yetismektedir ve farkli isimlerle
taninmaktadir. Rize’de likapa, kaskanaka, ¢ela olarak adlandirilirken Trabzon’da
ligarba, lifos, Ordu ve Giresun’da ise ¢ali ¢ilegi olarak adlandirilir. Bazi illerde cay

liziimii, coban {liziimii ya da ayi liziimii olarak da bilinmektedir (51).

Yaban mersini, benzoik asit, hidoksinnamik asit ve ellajik asit gibi fenolik asitler ve
flavonol, flavan-3-ol, antosiyanin ve proantosiyanin gibi flavonoidler bakimindan
zengin bir meyvedir (52,53). 100 gram yenilebilir yaban mersini meyvesinin bilesimi
tablo 2. 1’ de verilmistir. Icerdigi fenolik bilesikler, antosiyaninler, antioksidanlar ve
vitaminlerden dolay1 saglik meyvesi olarak nitelendirilmektedir (54). Yaban mersininin
yapisindaki antosiyanin dogadaki temsilci pigment olmasi sebebiyle boya maddesi
adayidir. Cogu bitki ve meyvede ¢ekici goriinlimdeki kirmizi, mor ile mavi renkten
sorumludur (55). Yapilan ¢aligmalarda bu fenolik bilesenlerin, idrar yolu enfeksiyonu,
mide {lserleri gibi hastaliklarda ve agiz sagliginda koruyucu etkisinin oldugu
bildirilmektedir (56-58). Ayrica yaban mersini polifenollerinin kardiyovaskiiler hastalik
riskini  diisiirdiigii ve diyabet hastalarinda kandaki seker oranmin1 dengeledigi
bildirilmektedir (59). Yapilan pek ¢ok calisma ile yaban mersini fenolik bilegenlerinin
antibakteriyel, antikarsinojenik ve antioksidan aktivitelerinin oldugu bildirilmistir (60-
62).

Tablo 2.1. 100 gram yaban mersini meyvesinin igerigi (50)

Sira Madde Oran Sira Madde Oran
1 | Su % 83 4 Karbonhidrat % 15 |
2 |Protein % 0,7 5 Lif % 15 |

3 |Yag % 05 6 Kalori ~ kCal 62 |
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2.5.1. Yaban mersininin antioksidan etkileri

Son zamanlarda yapilan ¢aligsmalarda bilim adamlarinin dikkatini gidalarin antioksidan
ozellikleri cekmis ve bunlarin insan sagligina etkileri pek ¢ok arastirmada in vivo ve in
vitro yontemlerle incelenmistir. Karotenoidler, askorbik asit ve B-tokoferol gibi dogal
bilesiklerin antioksidan aktivitesi ve bu aktiviteyi saglayan etken maddeler saptanmistir
(63). Yaban mersini yiiksek askorbik asit icerigi ile dikkat ¢eker ama bu meyvelerin
antioksidan Ozelliklerinin ana kaynagi dogal askorbik asit iceriginden degildir (64).
Yaban mersini askorbik asit disinda fenolik asit, taninler, flavoneller ve antosiyaninleri
de igerir ve mikemmel bir antioksidan kaynagidir (65). Yaban mersini,
antosiyaninlerinin antioksidan etkileri ve kan damarlar1 duvarindaki pozitif etkisi
nedeniyle arastirmacilarca biliyik ilgi gormektedir. Diger flavonoidler gibi
antosiyaninler giiclii serbest radikal kovuculardir. Yaban mersini ekstraktlar1 da yiiksek
radikal kovucu aktivite gosteren yiiksek miktarda antosiyanin igerir. Cesitli Vaccinium
tiirlerinde antosiyanin igerigi ile oksidatif radikal absorbans kapasitesi (ORAC) arasinda
korelasyon bulunmustur (66). Uziimsii meyveler olarak bilinen “Vaccinium” tiirleri
yiiksek radikal kovucu kapasite gostermektedirler. Bu 6zelligi ile yaban mersini birgok
kronik hastaligi azaltmaya yardimci olmaktadir (65). Son yillarda yapilan galigmalar,
antosiyaninlerin yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugunu ve bu ozellikleri
nedeniyle serbest radikallerle iliskili olan kanser, kardiovaskiiler hastaliklar gibi cesitli
hastaliklara kars1 olumlu yonde etkilerinin oldugunu ortaya koymaktadir (55, 67). Roy
ve arkadaglar1 (68) yapmis olduklar1 bir ¢aligmada yaban mersini antioksidanlarinin
enfeksiyonlarla savasip, antimikrobiyal ajan olarak idrar yolunda zararli bakterilerin
emilimini O6nledigini ve biiylik antosiyanin molekiillerinin idrar yolundaki E. coli

bakterisinin emilimini ve hiicre gogalmasini diisiirdiigiinii bildirmislerdir.



3. MATERYAL VE METOD

Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’'ndan 12.08.2015 tarih ve
15/104 nolu Karar ile onay alinarak yapilan bu ¢aligma Erciyes Universitesi Deneysel ve
Klinik Arastirma Merkezi’'nde (DEKAM) Uluslararasi Hayvan Haklar1 Evrensel
Beyannamesine uygun olarak Veteriner Hekim kontroliinde gergeklestirilmistir. Bu
proje Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan TYL-6251

proje no ile desteklenmistir.

Calisgmamizda 8-10 haftalik, 150-220 gr agirhginda 48 adet disi Wistar-Albino tipi
sicanlar kullanilmistir. Siganlar 8 kafeste 5, 1 kafeste 8 sican olmak {izere toplam 5 grup
olacak sekilde 6zel kafeslere yerlestirilmistir. 18-22 °C oda sicaklifinda standart
laboratuvar diyeti ve su ile beslenen hayvanlara, aydinlik/karanlik (12 saat / 12 saat)
fotoperiyodu uygulanmistir. Siganlar uygulama yapilmadan 10 giin 6nce karantina

altina alinmislardir.

3.1. Deneysel ¢calisma

Disi siganlar 5 gruba ayrildi:

Grup 1: Kontrol (n=8)

Grup 2: 200 mg/kg yaban mersini (n=10)

Grup 3: 1 saat iskemi ve 2 saatlik reperfiizyon ( n=10)

Grup 4: 1 saat iskemi ve 2 saatlik reperfiizyon + 200 mg/kg yaban mersini ( iskemiden
2 saat once) ( n=10)
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Grup 5: 1 saat iskemi ve 2 saatlik reperfiizyon + 200 mg/kg yaban mersini (iskemiden
sonra) (n=10)

Grup 1 kontrol grubuydu ve herhangi bir islem yapilmadi. Deney sonunda intraperitonal
(i.p.) olarak ketamin (45 mg/kg) + xylazin (5 mg/kg) kombinasyonu ile anestezi
uygulandi. Biyokimyasal analizleri i¢in kalplerinden jelli steril tiiplere kanlar1 alind1 ve

hedef organ olan sag ovaryum ¢ikarildi.

Grup 2’ye giinde tek doz 200 mg/ kg yaban mersini gavaj yolu ile verildi ve herhangi
bir islem yapilmadi. Deney sonunda i.p. olarak ketamin (45 mg/kg) + xylazin (5 mg/kg)
kombinasyonu ile anestezi uygulandi. Biyokimyasal analizleri i¢in kalplerinden jelli

steril tiiplere kanlar1 alind1 ve hedef organ olan sag ovaryum cikarildi.

Grup 3’e i.p. olarak ketamin (45 mg/kg) + xylazin (5 mg/kg) kombinasyonu ile anestezi
uygulandi. Sag ovaryuma 1 saat iskemi olusturulduktan sonra 2 saatlik reperfiizyon
sonras1 biyokimyasal analizleri i¢in kalplerinden jelli steril tiiplere kanlar1 alind1 ve

hedef organ olan sag ovaryum ¢ikarildi.

Grup 4’e tek doz 200 mg/ kg yaban mersini verildikten 2 saat sonra i.p. olarak ketamin
(45 mg/kg) + xylazin (5 mg/kg) kombinasyonu ile anestezi uygulandi. Sag ovaryuma 1
saat iskemi olusturulduktan sonra 2 saatlik reperfiizyon sonrasi biyokimyasal analizleri
icin kalplerinden jelli steril tiiplere kanlar1 alindi ve hedef organ olan sag ovaryum

cikarildi.

Grup 5’e i.p. olarak ketamin (27 mg/kg) + xylazin (3 mg/kg) kombinasyonu ile anestezi
uygulandi. Sag ovaryuma 1 saat iskemi olusturulduktan sonra tek doz 200 mg/ kg yaban
mersini verildi. Reperfiizyon islemini gerceklestirmek icin i.p. olarak ketamin (18
mg/kg) + xylazin (2 mg/kg) kombinasyonu ile anestezi uygulandi. 2 saatlik reperfiizyon
sonrast biyokimyasal analizleri i¢in kalplerinden jelli steril tiiplere kanlar1 alind1 ve

hedef organ olan sag ovaryum cikarildi.

Histopatolojik incelemeler ve Malondialdehit (MDA) seviyesi ile antioksidan enzim
Stiperoksit dismiitaz (SOD) ve Katalaz (CAT) aktivitelerini arastirmak igin ¢ikarilan sag
ovaryum doku ornekleri tamponda yikanarak 1sik mikroskobik inceleme igin uygun

biiyiikliiklerde boliinerek % 10’luk formaldehit tespit soliisyonu icine alindi. Enzim
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aktiviteleri ile MDA diizeyinin belirlenmesi ve Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-
Mediated Deoxyuridine Triphosphate DNA Nick-End Labelling (TUNEL) i¢in ayrilan

ovaryum dokular1 daha sonra ¢alisilmak tizere -80°C’de saklanmak tizere alindi.

3.2. Isik mikroskobu incelemeleri

3.2.1. Doku takibi

Isik mikroskobik inceleme i¢in % 10’luk formaldehit soliisyonuna alinan ovaryum doku
ornekleri 48 saat siireyle tespit edildikten sonra artan alkol serilerinden gegirilerek
dehidrate edildi. Ksilen ile seffaflandirilan doku 6rnekleri 60°C’de eriyik parafinde bir
gece bekletilip blokland1 (Tablo 3. 1).

Tablo 3. 1. Doku Takip Yontemi

Sira Kimyasal Madde Siire

1 %10 Formaldehid 72 saat

2 Musluk suyu 1 gece

3 %50 Alkol 1 saat

4 %70 Alkol 1 saat

5 %80 Alkol 1 saat

6 %96 Alkol 1 saat

7 Absolii Alkol 1 saat

8 Absolii Alkol 1 saat

9 Absolii Alkol 1 saat

10 Ksilen 20 dakika
11 Ksilen 20 dakika
12 Ksilen 20 dakika
13 Eriyik parafin (60°C) 1 gece

14 Bloklama 20 dakika
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3.2.2. Hematoksilen & Eozin ile boyama

Parafin bloklara yerlestirilen ovaryum dokularindan 5 mikron kalinliginda kesitler
alinarak genel histolojik yapiy1 degerlendirmek i¢in Hematoksilen & Eozin ile boyandi
(Tablo3.2).

Tablo 3. 2. Hematoksilen & Eozin Boyama yontemi

Sira Yapilan islem Siire

1 Etiiv (60 °C) 1 saat
2 Ksilen | 20 dakika
3 Ksilen Il 20 dakika
4 Ksilen 111 20 dakika
5 Absolu Alkol | 20 dakika
6 Absolu Alkol I 20 dakika
7 %96 Alkol 20 dakika
8 %80 Alkol 20 dakika
9 %70 Alkol 20 dakika
10 %50 Alkol 20 dakika
11 Akarsu 5 dakika
12 Hematoksilen 5-8 dakika
13 Akarsu 5 dakika
14 Eozin 3-5 dakika
15 Akarsu 5 dakika
16 %50 Alkol 10 dakika
17 %70 Alkol 10 dakika
18 %80 Alkol 10 dakika
19 %96 Alkol 10 dakika
20 Absolu Alkol | 10 dakika
21 Absolu Alkol 11 10 dakika
22 Ksilen | 20 dakika
23 Ksilen Il 20 dakika
24 Kapatma
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3.2.3. Histopatalojik analiz

Hematoksilen & Eozin ile boyanan kesitleri degerlendirmek igin 151tk mikroskobu
(Olympus® Inc. Tokyo, Japan) kullanilarak fotograflari ¢ekildi. Doku hasarinin varligini
ve siddetini belirlemek amaciyla taranan mikroskobik alanlardaki histopatolojik
degisiklikler konjesyon, hemoraji, 16kosit infiltrasyonu, 6dem ve follikiil dejenerasyonu
seklinde tanimlandi. Hasarin siddetine gore 0 — 3 arasinda skorlama yapildi. 0; patolojik
bulgu yok, 1, 2, 3 ise patolojik bulgularin sirastyla incelenen alanin <%33, %33-66 ve
>%66 olmasi seklinde belirlendi. Her parametre icin elde edilen skorlar toplanarak

toplam skor hesaplandi (Tablo 4.1.).

Tablo 4. 1. Ovaryumun Histolojik Hasar1 i¢in kullanilan skorlama tablosu

Grade  Vaskiiler = Hemoraji Lokosit Odem Folikiil
Konjesyon infiltrasyonu dejenerasyonu
Grade 0 patolojik patolojik patolojik patolojik patolojik
bulgu yok  bulgu yok bulgu yok bulgu yok bulgu yok
Grade 1 | <%33 <%33 <%33 <%33 <%33
Grade 2 | %33-66 %33-66 %33-66 %33-66 %33-66
Grade 3 | >%66 >%66 >%66 >%66 >%66

Grade 0; patolojik bulgu yok, Grade 1, 2, 3 ise patolojik bulgularin sirasiyla incelenen

alanin <%33, %33-66 ve >%66 olmas1 seklinde belirlenmistir.

3.3. TUNEL

Parafin bloklardan poly-L-Lysine kapli lamlar tizerine alinan Kesitler 2 saat 69°C’lik
etiivde bekletilerek parafini giderildi. Ksilen I, Ksilen Il, Ksilen I1I serisinde 5’er dakika
bekletilerek parafini iyice giderilen doku ornekleri azalan alkol serilerinden (%100,
%96, %80, %70) 5’er dakika gegirilip suya indirildi. Molgen Biyoteknoloji Lab.’tan
temin edilen Roche firmasmin ticari kiti kullanilarak ¢alisildi (In Situ Cell Death
Detection Kit, Fluorescein Cat No: 11684795910). 5’er dakika PBS ile iki kez
yikandiktan sonra antijen geri kazanimi i¢in 0.01 M %5’ lik sodyum sitrat tamponunda
350 W’de mikrodalga firinda 5 dakika bekletildi ve sogumasi i¢in 10 dakika oda
1sisinda birakildi. PBS ile 2 kez 5’er dakika yikanan doku 6rnekleri TUNEL reaksiyon



19

karisimi ile nem kamara igerisinde 37°C’de 60 dakika etiivde inkiibe edildi. PBS ile 2
defa 5’er dakika yikanan doku orneklerine 4°,6-diamidino-2-phenylindole ( DAPI) ile
zit boyama yapildi. Distile su ile yikadiktan sonra kapatma soliisyonu (UItraCruzT'\/I
Mounting Medium, sc-24941, Lot # K1210) uygulanip lamel ile kapatildi. Olympus®
BX51 Floresan mikroskobu ile 450-500 nm dalga boyunda degerlendirilerek
fotograflar ¢ekildi. Apoptotik indeks i¢in 40X objektifte her kesitten on farkli alan

taranarak apoptotik hiicreler sayildi.
3.4. Biyokimyasal analizler

3.4.1. Malondialdehit (MDA) diizey tayini

Molgen Biyoteknoloji Lab.’tan temin edilen YH Biosearch Labratory firmasinin ticari
kiti kullanilarak ¢alisild1 (Rat malondialchehyche (MDA) ELISA Kit Cat
No:YHBO0708Ra). Doku orneklerinin sonuglari nmol/mg protein olarak, serum

orneklerinin sonuglari ise, nmol/ml olarak verildi.

3.4.2. Siiperoksit dismiitaz (SOD) aktivite tayini

Molgen Biyoteknoloji Lab.’tan temin edilen YH Biosearch Labratory firmasinin ticari
kiti kullanilarak calisildi. (Rat Super Oxidase Dimutase (SOD) ELISA Kit Cat
No:YHB1021Ra) Doku 6rneklerinin sonuglart ng/mg protein olarak, serum 6rneklerinin

sonugclari ise, ng/ml olarak verildi.

3.4.3. Katalaz (CAT) aktivite tayini

Molgen Biyoteknoloji Lab.’tan temin edilen YH Biosearch Labratory firmasinin ticari
kiti kullanilarak ¢alisildi. (Rat Catalase (CAT) ELISA Kit Cat No:YHB0207Ra) Doku
orneklerinin sonuglar1 ng/mg protein olarak, serum 6rneklerinin sonuglari ise, ng/ml

olarak verildi.
3.5. istatistiksel Analiz

Verilerin analizi Statistical Package for the Social Sciences (SPSS 18. 0) paket
programinda yapildi. Tanimlayici istatistikler ortalama + standart sapma ya da ortanca

(en kiiclik—en biiyiik) olarak gosterildi. Gruplar arasinda ortalamalar bakimindan farkin
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onemliligi One-Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi) ile ortanca degerler
bakimindan farkin 6nemliligi ise Kruskal Wallis testi ile arastirildi. Tek Yonli Varyans
Analizi ya da Kruskal Wallis test istatistigi sonucunun 6nemli bulunmasi durumunda
post hoc Tukey HSD ya da Conover’in ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak farka neden
olan durumlar tespit edildi. istatistiksel olarak anlamlilik sinir1 p<0,05 kabul edildi.



4. BULGULAR

Calismamizda, disi siganlar 5 gruba ayrilarak;

Grup 1: Kontrol (n=8)

Grup 2: 200 mg/kg yaban mersini (n=10)

Grup 3: 1 saat iskemi ve 2 saatlik reperfiizyon ( n=10)

Grup 4: 1 saat iskemi ve 2 saatlik reperfiizyon + 200 mg/kg yaban mersini (iskemiden

2 saat 6nce) ( n=10)

Grup 5: 1 saat iskemi ve 2 saatlik reperfiizyon + 200 mg/kg yaban mersini (iskemiden
sonra) (n=10)

1 saat iskemi ve 2 saatlik reperfiizyon iglemleri yapilmis ve sonucunda olusan
histopatolojik degisiklikler 151k ve floresan mikroskobu altinda karsilastirmali olarak
degerlendirilmistir. Elde edilen ovaryum 6rnekleri, 151k mikroskobunda incelenmek i¢in
Hematoksilen & Eozin (H&E) boyamasi ile boyanmigtir. DNA fragmantasyonunu
belirlemek amaci ile de TUNEL yontemi kullanilarak floresan mikroskobu ile
incelenmistir. Doku ve kan orneklerinde enzim aktiviteleri (SOD, CAT) ile MDA
diizeyleri Olglilmiistir. Tim sonuglar her bir grup i¢in karsilastirmali olarak

degerlendirilmistir.

4.1. Histolojik Bulgular

Deney gruplart makroskopik olarak degerlendirildiginde, kontrol ve yaban mersini
kontrol grubu (Grup 1 ve Grup 2) disindaki ovaryumlarin nekrotik goriiniimde ve

kanamal1 oldugu izlenmistir.
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Doku hasarinin varligin1 ve siddetini belirlemek amaciyla mikroskopik alanlardaki
histopatolojik degisiklikler incelenmis konjesyon, hemoraji, 16kosit infiltrasyonu, 6dem
ve folikiil dejenerasyonu seklinde tanimlanmistir. Hasarin siddetine gére 0 — 3 arasinda

skorlama yapilmigstir.

Tablo 4. 2. Histolojik Hasarin gruplara gére dagilimi

Grup1 Grup2 Grup3 Grup 4 Grup 5

(n=8) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)

Vaskiiler Konjesyon | 0.00 0.00 3.00* 2.30+0,7* 2.44+1,1
Hemoraji 0.00 0.00 3.00* 2.20+0,7* 2.44+0,8
Lokosit infiltrasyonu | 0.00 0.00 3.00* 1.50+0,6* 2.04+0,9
Odem 0.00 0.00 3.004  1.70£0,6*  2.16x0,7
Folikiil dejenerasyonu | 0.60+0,4 0.60+0,5 3.00* 1.25+0,6* 1.88+0,7

*Kruskal Wallis testi, Grup 3 ile Grup 4 arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml
(p<0,001) bulundu.

Kontrol grubundaki ( Grup 1) ovaryum dokusunda germinal epitel saglikli bir sekilde
izleniyordu. Gelisimi farkli asamalarda olan sekonder folikiiller gozleniyordu.
(Baslangi¢ asamasindaki sekonder folikiil ve olgun sekonder folikiil). Bu folikiillerin
arasinda bulunan bag dokusu hiicreleri arasindaki baglantilar bozulmamis normal bir
yapida goriinmekteydi. Korteks ve folikiil yapilar1 net bir goriinimde olup korpus

luteum yapisi izlenmekteydi, (Sekil 4. 1).
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Sekil 4. 1. Kontrol grubuna (Grup 1) ait ovaryum dokusu. Hematoksilen & Eozin
boyama x 20 (1)

Kontrol grubuna ait ovaryum dokusunda medulla saglikli bir sekilde izleniyordu. Hilus
hiicreleri ve damarlar dikkati ¢ekiyordu, (Sekil 4. 2).
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Sekil 4. 2. Kontrol grubuna (Grup 1) ait ovaryum dokusu. Hematoksilen & Eozin
boyama x 20 (2)

Yaban mersini kontrol grubunda (Grup 2) Hematoksilen & Eozin ile boyanmis
dokularda kortekste iki sekonder folikiil izleniyordu. Sekonder folikiillerden bir tanesi
tersiyer folikiile gidis evresindeydi. Germinal epitel tunica albuginia ve kortikal bag
dokusunda histolojik olarak dejenerasyon gosteren bir yapit saptanmadi (Sekil 4. 3.).
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Sekil 4. 3. Yaban mersini Kontrol grubuna (Grup 2) ait ovaryum dokusu.

Hematoksilen & Eozin x 20

1 saat iskemi ve 2 saatlik reperfiizyon iglemi yapilan Grup 3’ te Hematoksilen & Eozin
ile boyanmis kesitlerde hemoraji ve ddem goriildii. Organ biitiinii ile kanama odaklari

icerisindeydi. Damar biitlinliigii ve bag dokusu hiicrelerindeki normal yap1 bozulmustu
(Sekil 4. 4.).
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Sekil 4. 4. 1 saat iskemi ve 2 saatlik reperfiizyon islemi yapilan Grup 3’te Hematoksilen

& Eozin ile boyanmis kesitlerde hemoraji (—) ve 6dem ( *) x 20

Iskemiden 2 saat 6nce 200 mg/kg yaban mersini verilip 1 saat iskemi ve 2 saatlik
reperfiizyon islemi yapilan grupta ( Grup 4) Hematoksilen & Eozin ile boyanmis
kesitlerde hasarin Grup 3’e gore anlamhi bir sekilde azaldigi dikkati g¢ekiyordu.
Germinal epitel saglikli bir sekilde izleniyordu. Folikiillerde ve korpus luteumda ¢ok
belirgin bir hasar gozlenmedi. Ancak korpus luteuma yakin bag dokusu alanlarinda

kiiglik hemoraji odaklari izleniyordu (Sekil 4. 5.).
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Sekil 4. 5. Iskemiden 2 saat 6nce 200 mg/kg yaban mersini verilip 1 saat iskemi ve 2
saatlik reperflizyon islemi yapilan grupta ( Grup 4) Hematoksilen & Eozin ile boyanmis

kesitlerde hemoraji odaklar1 (—) x20.

1 saat iskemi ve iskemiden sonra 200 mg/kg yaban mersini verilip 2 saatlik reperfiizyon
islemi yapilan grupta (Grup 5) Hematoksilen & Eozin ile boyanmis kesitlerde korpus
luteum ve bag dokusu arasinda, bag dokusunun icinde ve bazi folikiillerde kiiciik

hemoraji odaklar1 izleniyordu (Sekil 4. 6. ).
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Sekil 4. 6. 1 saat iskemi ve iskemiden sonra 200 mg/kg yaban mersini verilip 2 saatlik
reperfiizyon islemi yapilan grupta (Grup 5) Hematoksilen & Eozin ile boyanmis

kesitlerde hemoraji odaklari (—) x20.
4.2. immiinohistokimyasal Bulgular

Parafin bloklardan poly-L-Lysine kapli lamlar {izerine alinan Kesitler 2 saat 69°C’lik
etlivde bekletilerek parafini giderildi ve TUNEL yontemi uygulandi. Floresan
mikroskobu ile 450-500 nm dalga boyunda degerlendirilen kontrol grubuna (Grup 1)
ait gorlintliniin sol tarafindaki sekonder folikiil ve sag tarafindaki primer folikiil
yapilarinda tek tiik apoptotik hiicrelere rastlandi (Sekil 4. 7.). Ancak bu folikiillerde

oosit goriilmediginden bunlarin dogal atreziye giden folikiiller olabilecekleri diistiniildii.
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Sekil 4. 7. Kontrol grubu (Grup 1) apoptotik hiicreler (—) TUNEL x20.

Yaban mersini kontrol grubunda (Grup 2) TUNEL yo6ntemi ile floresan mikroskobu ile
450-500 nm dalga boyunda degerlendirilen kesitlerde sekonder ve tersiyer folikiillerde
apoptotik hiicrelere rastlandi. Sekonder folikiilde liimene yakin graniiloza hiicrelerinde
apoptotik hiicre goriildii. Tersiyer folikiilde teka hiicrelerinde ve teka hiicrelerinin
komsulugundaki bag dokusu hiicrelerinde daha az sayida apoptotik hiicre goézlendi

(Sekil 4. 8.).
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Sekil 4. 8. Yaban mersini Kontrol grubu (Grup 2) apoptotik hiicreler (—) TUNEL x20.

1 saat iskemi ve 2 saatlik reperfiizyon islemi yapilan grupta (Grup 3) TUNEL yontemi
ile floresan mikroskobu ile 450-500 nm dalga boyunda degerlendirilen kesitlerde
tersiyer folikiillere komsu bag dokusu alanlarda medullar bolgede apoptotik hiicrelere
rastlandi. Tersiyer folikiile komsu bag dokusu alanlarda az sayida apoptotik hiicreler
gozlenirken kanama odaklarinin yer aldigi meduller bolgede ¢ok sayida apoptotik hiicre

gozlendi (Sekil 4. 9.).
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Sekil 4. 9. 1 saat iskemi ve 2 saatlik reperflizyon islemi yapilan grup (Grup 3) apoptotik
hiicreler (—) TUNEL x20.

Iskemiden 2 saat once 200 mg/kg yaban mersini verilip 1 saat iskemi ve 2 saatlik
reperfiizyon islemi yapilan grupta (Grup 4) TUNEL yontemi ile degerlendirilen
kesitlerde tersiyer folikiilde, sekonder folikiilde ve korpus luteuma yakin bag dokusu

alanlarinda oldukga az sayida apoptotik hiicre gozlendi (Sekil 4. 10.) .
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Sekil 4. 10. iskemiden 2 saat 6nce 200 mg/kg yaban mersini verilip 1 saat iskemi ve 2

saatlik reperfiizyon islemi yapilan grup (Grup 4) apoptotik hiicreler (— )TUNEL x20

1 saat iskemi ve iskemiden sonra 200 mg/kg yaban mersini verilip 2 saatlik reperfiizyon
islemi yapilan grupta (Grup 5) TUNEL yontemi ile degerlendirilen kesitlerde korpus
luteuma komsu primer folikiiliin dis katmanlarinda ve korpus luteuma komsu bag

dokusu alanlarda apoptotik hiireler gozlendi ( Sekil 4. 11.) .
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Sekil 4. 11. 1 saat iskemi ve iskemiden sonra 200 mg/kg yaban mersini verilip 2 saatlik

reperfiizyon iglemi yapilan grup (Grup 5) apoptotik hiicreler (—) TUNEL x20.
4.3. Biyokimyasal bulgular

Gruplar aras1 degerlendirme MDA diizeyleri ve SOD ve CAT enzim aktiviteleri i¢in
ovaryum dokusunda ve kanda ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Doku ve kan 6rneklerindeki
degerlendirme birbirini destekler nitelikte anlamli bulunmustur. MDA i¢in yapilan post
hoc analizde 1 saat iskemi ve 2 saatlik reperfiizyon islemi yapilan grup (Grup 3) ile
kontrol grubu (Grup 1) karsilastirildiginda anlamli olarak yiiksek (p<0,012), iskemiden
2 saat once 200 mg/kg yaban mersini verilip 1 saat iskemi ve 2 saatlik reperflizyon
islemi yapilan grup (Grup 4) ile Grup 3 karsilastirildiginda ise anlamli olarak diisiik
bulundu( p<0,063). CAT igin yapilan post hoc analizde, 1 saat iskemi ve 2 saatlik
reperfiizyon islemi yapilan grup (Grup 3) diger gruplara gore anlamli olarak diisiik,
Grup 4 ise Grup 5’e gore anlaml olarak yiiksek bulundu(p< 0,05). SOD ig¢in yapilan
post hoc analizde Grup 1 diger gruplara gore anlamli olarak yiiksek, Grup 3 ise diger

gruplara gore anlamli olarak diisiik bulundu.
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Biyokimyasal verilerin degerlendirilmesi, gruplara gore doku biyokimyasal sonuglari

Tablo 4. 3’ te, serum biyokimyasal sonuglar1 Tablo 4. 4. ‘te gosterilmistir.

Tablo 4. 3. Gruplarin doku oOrneklerinde ortalama Siiperoksit dismutaz (SOD),
Malondialdehit (MDA), Katalaz (CAT) olgtimleri

Siiperoksit dismutaz

Malondialdehit

Katalaz (CAT)

(SOD) (MDA)

Grup 1 (n=8) 8,7969+0,5253 2,7576+0,3680 107,0620+5,8781
Grup 2 (n=10) 8,5254+0,6971 2.9291+0,3618 98,06714,1057
Grup 3 (n=10) 7,1613+0,7893 3.461620,3543 83,2699+9,3108
Grup 4 (n=10) 8,0899+0,7009 3.0355+0,2886 04,6328+4,2542
Grup 5 (n=10) 7,638140,4286 3.223140,2531 90,8731+5,6001

p degeri * <0.001 <0.001 <0.001

*Kruskal Wallis testi, Grup 3 ile Grup 4 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
(p<0,001) bulundu.

Tablo 4. 4. Gruplarin serum orneklerinde ortalama Siiperoksit dismutaz (SOD),
Malondialdehit (MDA), Katalaz (CAT) olgtimleri

Siiperoksit dismutaz

Malondialdehit

Katalaz (CAT)

(SOD) (MDA)

Grup 1 (n=8) 6,3481+1,9030 0,8436+0,3851 89,9338+6,0591
Grup 2 (n=10) 5,6529+0,8632 1,2442+0,4969 82,0928+11,8635
Grup 3 (n=10) 2,2285+1,5882 2,3760+0,5023 32,2768+11,4758
Grup 4 (n=10) 3,6104+1,9891 1,4313+0,3695 62,2723+11,0865
Grup 5 (n=10) 2,9087+1,2809 2,0319+0,4981 46,5795+11,336

p degeri * <0.001 <0.001 <0.001

*Kruskal Wallis testi, Grup 3 ile Grup 4 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli

(p<0,001) bulundu.




5. TARTISMA VE SONUC

Ovaryum torsiyonu, % 2. 7 insidans ile jinekolojik acil cerrahinin ciddi bir etiyolojik
sebebidir (69). Kadinlarda premenarsiyal ve reprodiiktif donemde daha sik goriiliirken,
cocukluk caginda %15 ve postmenopozal donemde %15 sikliginda goriilebilmektedir
(70). Bu nedenle cerrahi tedavi uygulanan hastalarda adnekslerin korunmasi 6zellikle
onem tagir. Adnekslerin ¢ikartilmasi geleneksel bir yaklagim gibi goriinse de detorsiyon

sonrast konservatif yaklagimi 6neren aragtirmacilar da mevcuttur.

Yapilan ¢aligmalarda koyu mavi-siyah goriiniimii ile dolagimu ileri derece bozuldugu
diigiiniilen ovaryumlarin bile detorsiyone edilerek takip edilmesi gerektigi tizerinde
durulmaktadir (71,72). Kruger ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada, torsiyon ile
etkilenmis dokunun makroskopik goriiniimii ile histopatolojik bulgularinin uyumlu
oldugu belirtilmistir (73). Bizim c¢alismamizda da torsiyon yapilmis gruplarda
makroskobik olarak koyu mavi-siyah gériiniim mevcuttu ve biyokimyasal parametreler

ile histopatolojik bulgular bakimindan literatiirle uyumluydu.

Nekrozun gelismesinde, ovaryumun torsiyon derecesi ya da siiresiyle ilgili rakamsal
veriler kesin degildir (74,75). Bu nedenle adnekslerin ¢ikartilmasi, genellikle cerrahi
islem sirasinda makroskobik goriiniime bakilarak karar verilen bir durumdur. Bununla
beraber ovaryum torsiyonu sonucunda canliligini yitiren ve makroskobik goriinim
olarak nekrotik oldugu degerlendirilen ovaryumlarda tedavi halen tartismalidir (76,77).
Adnekslerin ¢ikartilmasi hala uygulanan ve onerilen cerrahi yontem olsa da kadinin
fertilitesi agisindan degerlendirildiginde, detorsiyon ile konservatif yaklasim da son
yillarda giderek daha fazla Onerilmektedir (71,78). Bizim g¢alismamizda da torsiyon
sonras1 detorsiyon uygulayarak yaban mersininin etkilerini karsilastirdigimizda, yaban
mersini  kullaniminin  detorsiyonun olumsuz etkilerini azalttigi yoniinde sonuca

ulasilmstir.
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Son yillarda, iskemi ve reperfiizyon sonucu dokuda meydana gelen hasarda serbest
oksijen radikallerinin rolii ve antioksidanlarin hasar1 gidermedeki etkileri konusunda
¢ok sayida arastirma yapilmistir. Yapilan ¢alismalarda, sigan ovaryumlarina 4 saatten 36
saate kadar torsiyon ve detorsiyon islemi uygulamiglar ve 24 saate kadar olan ovaryum
hasarlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli degisiklik saptamamislardir. Calismaya
gore torsiyon siiresi arttikga doku hasarinin biiyiikliigli de artmaktadir ve iskeminin
belirli bir siiresine kadar doku, geri doniisebilen doku hasar1 fazina, iskemi siiresi
arttikca doku geri doniisiimsiiz doku hasar1 fazina girmektedir. Bu asamadaki doku
yeniden perfiizyon saglansa bile doku hasari geri donmemektedir. Calismada geri
doniisiimsiiz evrenin 36 saatte meydana geldigi, 24 saatten daha az uygulanan torsiyon
sonrasi yapilan tedavi ile ovaryum hasarinin geri dondiigi belirlenmistir (79, 80). Bizim
calismamizda ise detorsiyon siiresi 2 saat olup akut donemdeki degisimler
degerlendirilmistir. Uygulanan yaban mersini etkinliginin degerlendirilebilmesi i¢in
calismamiz geri doniisebilir donem olan 24 saat sinirinda tutulmustur. Calismamiz
Taskin ve arkadaglarinin (80) calismasina benzer etki gostermis 2 saatlik detorsiyon ile

yaban mersini uygulamasinin ovaryumlar tizerinde olumlu etkisi oldugu goriilmiistiir.

Iskemi-reperfiizyon sonucu dokuda meydana gelen hasarla ilgili yapilan ¢alismalar,
detorsiyon ile dokuya tekrar oksijen desteginin saglanmasiyla sisteme aniden asiri
miktarda oksijenin girdigini ve bunun da serbest oksijen radikallerinin olusumuna neden
oldugunu diistindiirmektedir. Reperflizyonla birlikte 16kositlerin dokuya gogii, serbest
radikal olusumuna neden olarak oksidatif hasar1 artirmaktadir. Lokosit infiltrasyonunun
inhibe edildigi bir ¢alismada hasarin azaltildigi gosterilmistir (81, 82). Bizim
calismamizda iskemi-reperfiizyon sonucu dokuda meydana gelen hasar, olusan hasarda
serbest oksijen radikallerinin rolii ve dogal bir antioksidan olan yaban mersininin bu
hasar1 gidermedeki etkileri arastirilmistir. Caligmamizda SOD, CAT aktivitesi ve MDA
diizeyleri Olciilmiis ve gruplar arasinda anlamli farklar bulunmustur. Grup 3 diger
gruplarla karsilastirildiginda ovaryum dokusunda ve kanda MDA diizeyleri anlaml
sekilde daha yiiksek, SOD ve CAT enzim aktiviteleri ise anlamli sekilde daha diisiik
olarak bulunmustur (p<0.05). Bu sonuglar, dogal antioksidan bir iiriin olan yaban
mersinin detorsiyon ile birlikte uygulanmasinin, detorsiyon ile dokuya tekrar oksijen

desteginin saglanmasiyla (reperfiizyon) sisteme aniden asir1 miktarda oksijenin girdigini
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ve bu etkinin de serbest oksijen radikallerinin olusumuna neden oldugunu gosteren

calismalar1 desteklemektedir.

Ergun ve arkadaslarinin 2010 yilinda yayinlanan ¢alismasinda ( 83), sigan ovaryumuna
3 saat torsiyon yapildiktan sonra eritropoetin (EPO) ve dimetilsulfoksit (DMSO)
uygulanan ve detorsiyon yapilan grup, kontrol grubu ile karsilasgtirildiginda lipid
peroksidasyon iirlinlerinin torsiyon grubunda anlamli derecede arttigi goriilmektedir.
Bizim ¢aligmamizda da lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA diizeyleri

karsilastirildiginda torsiyon grubunda anlamli derecede arttig1 goriilmektedir.

Insanlarda fetal dénemde primordial follikiillerin olusumu sirasinda, oogenezis,
folikiilogenezis ve atrezi gibi birgok olayda apoptozisin rol aldigi bilinmektedir.
Follikiiler hiicrelerdeki apoptotik molekiiller ile yasamsal molekiiller bir denge i¢inde

bulunmaktadirlar ve hiicrenin akibetini belirlemektedirler (84).

Calisgmamizda, DNA fragmantasyonlariin belirlenmesinde ve apoptozisin degerlendiril
mesinde TUNEL yontemi kullanilmigtir. Gruplardan elde edilen verilerin sonucuna
gore; kontrol grubuna (Grup 1) ait goriintiiniin sol tarafindaki sekonder follikiil ve sag
tarafindaki primer follikiil yapilarinda dogal atreziye giden follikiiller tek tiik apoptotik
hiicre olarak goériilmistiir. Torsiyon- detorsiyon grubu (Grup 3) ile kontrol grubu (Grup
1) karsilastirildiginda apoptotik hiicre artisinin istatistiksel olarak anlamli (p<0,01)
oldugu bulunmustur. Torsiyon- detorsiyon grubu (Grup 3 ) ile iskemiden 2 saat dnce
200 mg/kg yaban mersini verilip 1 saat iskemi ve 2 saatlik reperfiizyon islemi yapilan
grup ( Grup 4) karsilastirildiginda Grup 3’°e gore apoptotik hiicrelerin istatistiksel olarak
anlamli sekilde azaldigi (p<0,01) bulunmustur. Hematoksilen & Eozin ile boyanmis
doku ornekleri ile TUNEL Kesitlerindeki goriintiiler gruplar arasindaki istatiksiksel
anlamlilik a¢isindan birbirini destekleyici bulunmustur. Her iki boyamada da en ¢ok
hasarin Grup 3’ te oldugu ve kontrol grubuna en yakin grubun ise Grup2 ve Grup 4

oldugu gozlenmistir.

Sonu¢ olarak ovaryum torsiyonunda, detorsiyon yapilarak konservatif yaklagim
planlanan olgularda iskemiyi durduracak veya geri dondiirecek bir ajanin varligi bu

hastalarda tedavi planlanmasina katkida bulunabilir. Bu amagla ¢alismamizda sican
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ovaryumunda, torsiyon ve detorsiyon yapilarak olusturulan deneysel iskemi-

reperfiizyon modelinde yaban mersininin etkisi arastirilmistir.

Iskemi-reperfiizyon hasarini azaltmak ve dnlemek igin bircok farmakolojik ajanla ve
antioksidanla farkli ¢alismalar yapilmistir. Yaban mersini ile ilgili olarak farkli doku ve
organ sistemlerinde gerek reperfiizyon hasar1 gerekse antioksidan etkinlikleri
bakimindan ¢esitli deneysel arastirmalar yapilmistir (85-87). Bu calismalar goz ve
bobrek dokulart ile vaskiiler, norovaskiiler ve kardiyak sistemlere ait ¢alismalar olup,
giiniimiize kadar sigan ovaryumunda torsiyon- detorsiyon modelinde yaban mersini ile
ilgili yapilmis bir ¢alisma bildirilmemistir. Calisma bu agidan Onemlidir. Ayrica
calismalarda genellikle iskemi Oncesi antioksidan verilip etkinligi degerlendirilmistir.
Bizim calismamizda ise hem iskemi oncesi hem de iskemi sonrasinda yaban mersini
vererek farkli gruplar olusturulmustur. Boylece antioksidan maddenin etkinligi hem

koruyuculuk hem de tedavideki rolii yoniinden degerlendirilmistir.

Sonug olarak, yaban mersininin ovaryumdaki iskemi-reperfiizyon hasarmi 6nlemede ve

tedavide koruyucu etkisinin oldugu sdylenebilir.
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