RATLARDA OVARIUM ISKEMI REPERFUZYON
MODELINDE EPIGALLOKATESIN GALLAT’IN
TEDAVI EDICi ETKILERININ ARASTIRILMASI

Ayse Eda ERGOREN

YUKSEK LiSANS TEZi

ANATOMI ANA BIiLiM DALI



T.C.
KAHRAMANMARAS SUTCU IMAM UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTIiTUSU
ANATOMI ANA BIiLiM DALI

RATLARDA OVARIUM iSKEMI REPERFUZYON
MODELINDE EPIGALLOKATESIN GALLAT’IN
TEDAVI EDICi ETKILERININ ARASTIRILMASI

Ayse Eda ERGOREN

YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN

Prof. Dr. Atila YOLDAS

Jiiri Uyesi Jiiri Uyesi

Do¢. Dr. Mehmet DEMIR Dr. Ogr. Uyesi Ahmet Sarper BOZKURT

KAHRAMANMARAS-2024



TEZ BIiLDIiRIiMi

Tez igindeki biitiin bilgilerin etik davranis ve akademik kurallar gercevesinde elde edilerek
sunuldugunu, ayrica Tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu g¢alismada, alinti

yapilan her tiirlii kaynaga eksiksiz atif yapildigini bildiririm.

Ayse Eda ERGOREN

Not: Bu tezde kullanilan 6zgiin ve baska kaynaktan yapilan bildirislerin, ¢izelge, sekil ve
fotograflarin kaynak gosterilmeden kullanimi, 5846 sayili Fikir ve Sanat Eserleri

Kanunundaki hiitkiimlere tabidir.



ONSOZ VE TESEKKUR

Yiiksek lisans egitim ve tez calisma silirecim boyunca emegi gecgen, bilgi ve deneyimlerini
aktaran, her konuda bana destek veren saygideger danmisman hocam Prof. Dr. Atilla
YOLDAS’a,

Egitim siirecinde akademik bilgilerinden yararlandigim Anatomi Ana Bilim Dali
ogretim iiyeleri olan degerli hocalarim Dog. Dr. Mehmet DEMIR, Dr. Ogr. Uyesi Sibel
ATESOGLU KARABAS, Dr. Ogr. Uyesi Turan KOC’a,

Tezimin yazim siirecinde yardimini esirgemeyen saymn hocam Dr. Ogr. Uyesi Zahid
PAKSOY’a,

Egitim seriivenim boyunca hayatima dokunan, {izerimde emegi olan biitiin kiymetli
hocalarima,

Hayatimin her aninda yanimda olan ve her adimimda elimden tutan, destegini
esirgemeyen, varligiyla giiclime gii¢ katan sevgili aileme,

Sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.

Haziran- 2024 Ayse Eda ERGOREN



RATLARDA OVARIUM iSKEMi REPERFUZYON MODELINDE
EPIGALLOKATESIN GALLAT’IN TEDAVI EDICi ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Yiiksek Lisans Tezi
Ayse Eda ERGOREN

OZET

Adneksiyal torsiyon, ovarium arterlerinin ya da arterlerini destekleyici bag dokularinin
etrafinda bir veya yarim tur donmesi ile ovariumda kan akiminin yavaslamasina veya
durmasina bagl olusan patolojik bir durumdur. Konjenital malformasyonlar, yapisikliklar,
ovarium Kistleri, timorler ve 6zelikle gebelik bu torsiyonun gelisimini artirmaktadir. Over
torsiyonu ya da detorsiyonuyla olusan tahribatin sebebi, iskemi reperfiizyon (IR) hasarindan
kaynaklanmaktadir. iskemi sonras1 dokuda oksidatif stres meydana gelmekte ve doku hasari
olusmaktadir. Kan akisinin yeniden saglanmasina reperfiizyon denir. Reperfiizyon sonrasi
doku oksijen ihtiyacin karsilar ancak buna bagli farkli patolojiler meydana gelir. Meydana
gelen bu hasara IR hasari ad1 verilir. Yapilan ¢aligmalarin bulgulari, antioksidanlarin IR hasari
sonrasi1 serbest radikal olusumunu azaltarak doku hasar1 olusumunun oniine gectigini ortaya
koymustur.

Bu ¢alismada, antioksidan maddelerden biri olan epigallokatesin gallatin (EGCG)
ovarium IR hasar1 tizerinde tedavi edici etkileri arastirildi. 32 disi rat rastgele 4 gruba ayrildi.
Gruplar; kontrol, iskemi + reperfiizyon (IR), IR+ EGCG, EGCG gruplart seklinde
olusturuldu. Tedavi grubundaki ratlara iskemiden hemen sonra intraperitoneal yolla 100
mg/kg dozda EGCG uygulandi. Overlerde 60 dakika iskemi ve 2 saat reperfiizyon uygulandi.
Hemen sonrasinda kan ve doku ornekleri alindi. Antioksidan kapasiteyi ve oksidatif stresi
belirlemek amaciyla Serum Total Antioksidant Kapasite (TAS) ve Serum Total Oksidan
Kapasite (TOS) diizeyleri olgiildii. Ovarium dokusunu incelemek amaciyla histopatolojik
analizler  yapildi.  Ayrica, inflamasyonu ve apoptozu degerlendirmek  igin
immiinohistokimyasal analizlerle Tumor Necrosis Factor-alfa (TNF- o) immiinoreaktivitesi ve
doku Kaspaz-3 (CAS-3) seviyeleri arastirildi.

Bulgularimiz EGCG'nin antioksidan, antiapoptotik ve antiinflamatuar etkilere sahip

oldugunu ve ovarium IR hasarimi azalttigini gostermistir.



Sonu¢ olarak, ovarium iskemik yaralanmasinda EGCG tedavisinin faydal

olabilecegine dair gii¢lii kanitlar elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler : Epigallokatesin Gallat, Iskemi, Ovarium, Rat, Reperfiizyon,
Sayfa Adedi 61

Danisman : Prof. Dr. Atila YOLDAS



INVESTIGATION OF THE THERAPEUTIC EFFECTS OF EPIGALLOCATECHIN
GALLATE IN THE OVARIAN ISCHEMIA REPERFUSION MODEL IN RATS

Master Thesis
Ayse Eda ERGOREN

ABSTRACT

Adnexal torsion is a pathological condition that occurs due to the slowing or stopping of
blood flow in the ovary due to the rotation of the ovarian arteries or the connective tissues
supporting the arteries of the ovary by one or half a turn. Congenital malformation, adhesions,
ovarium cysts, tumors and especially pregnancy increases the development of this torsion.
The cause of the destruction caused by ovarian torsion or detoxion is due to ischemia-
reperfusion (IR) damage. After ischemia, oxidative stress occurs in the tissue and tissue
damage occurs. The restoration of blood flow is called reperfusion. After reperfusion, the
tissue meets its oxygen demand, but different pathologies occur due to this. This damage is
called IR damage. The findings of the studies have revealed that antioxidants prevent tissue
damage by reducing free radical formation after IR damage.

In this study, the therapeutic effects of epigallocatechin gallate (EGCG), one of the
antioxidant substances, on ovarian IR injury is investigated. 32 female rats were randomly
divided into 4 groups. Groups; control, ischemia + reperfusion (IR), IR+ EGCG, EGCG
groups were formed. EGCG at a dose of 100 mg/kg intraperitoneally immediately after
ischemia is applied to the rats in the treatment group. Ischemia was performed in the ovaries
for 60 minutes and reperfusion for 2 hours. Blood and tissue samples were taken immediately
afterwards. Serum Total Antioxidant Capacity (TAS) and Serum Total Oxidant Capacity
(TOS) levels were measured to determine antioxidant capacity and oxidative stress.
Histopathological analyses were performed to examine the ovarian tissue. In addition, Tumor
Necrosis Factor-alpha (TNF-o) immunoreactivity and tissue Caspase-3 (CAS-3) levels were
investigated by immunohistochemical analyses to evaluate inflammation and apoptosis.

Our findings showed that EGCG has antioxidant, antiapoptotic, and anti-inflammatory

effects and reduces ovarian IR damage.



In conclusion, strong evidence has been obtained that it may be useful in the treatment
of EGCG in ovarian ischemic injury.

Key Words : Epigallocatechin Gallate, Ischemia, Ovary, Rat, Reperfusion.
Page Number : 61

Supervisor : Prof. Dr. Atila YOLDAS
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1. GIRIS VE AMAC

Farkli nedenlerle organ veya dokulara giden kan akiminin kesilmesine ya da azalmasina
iskemi denilmektedir. iskemi sonrasi dokularda oksidatif stres meydana gelmektedir. Bu
problem doku hasarina neden olmaktadir. Doku hasariin biiyiikliigii iskemi stiresi ile dogru
orantili olarak artmaktadir. Iskemi siiresinin cok wuzun olmasi, dokunun &liimle
sonuclanmasia yol acabilir. Iskemi sonucu olusabilecek doku hasari, dokunun tipine baglh
olarak da degisebilir (1). Iskemiye ugramis dokularda oksijen ve diger metabolitlerin
azalmasina bagli hipoksi durumu s6z konusudur. Hipoksinin oksidatif strese sebep olmast;
hiicre membranlarinda bozulmalara, serbest radikal olusumuna ve hiicre igindeki protein ve
lipidler gibi 6nemli bilesenlerin peroksidasyonuna sebebiyet vermektedir. Adenozin trifosfat
(ATP) sentezinin azalmasina bagli olarak sodyum ve potasyum pompasit da durmaktadir.
Sodyum-potasyum pompasinin durmasi sebebi ile hiicre igerisinde kalsiyum iyonlarinin
birikmesi s6z konusu olmaktadir. Sodyum-potasyum pompalarinin islevini yapamamasi
nedeni ile kalsiyum iyonlarinin hiicre igerisinde birikmesi ve sonrasinda fosfolipazlari
aktiflestirerek arasidonik asit (AA) olusumuna da sebebiyet vermektedir. AA ise zar
membraninda bulunan fosfolipidlerin yapisininin bozulmasina neden olmaktadir (2). Dokuda
meydana gelen bu tiir degisimler ¢esitli doku hasarlarin1 meydana getirir.

Iskemi ve reperfiizyon; kalp, karaciger, bobrek, testis ve ovarium gibi bircok dokuda
meydana gelmektedir. Bu durum, ovariumda c¢ogunlukla organin kendi ekseni etrafinda
donmesi ile olusur. Abdominal agrilarin 6nemli nedenlerindendir ve agir morbidite ile
belirtisini gostermektedir. Kadin dogum uzmanlarma gelen vakalarin yaklagik % 2,5-% 3
arasinda goriilme sikligi vardir. Tanisal olarak adneksiyal torsiyonda abdomenin altinda
stirekli ve hafif bir agr1 oldugu belirtilmektedir. Ayrica gecikmis tanilar ve tespit edilemeyen
vakalar da olabilmektedir. Bu durum fallop tiipiiniin ya da overin kaybina bile sebebiyet
verebilmektedir. Adneksiyal torsiyonun tanisinda renkli doppler ve ultrasonografik yontemler
kullanilmaktadir (3). Adneksiyal torsiyonun nedeni tam olarak bulunamamistir. Adneksiyal
olgularmm ¢ogunda kitleler goriiliir. Ayrica benign kistik teratom gibi ovariumlarinda kitle
bulunduran bireyler adneksiyal torsiyona daha meyillidirler ve gebelik de bu durum ig¢in
onemli risk faktorleri igerisindedir (4,5). Ovarium torsiyonunun yapisal olarak olusma sebebi
ise ovaryen ve infindibulo-pelvik baglarin hareketliligidir. En basta vendz kan akim1 durur ve
akabinde arteriyel kan akimmin durmasi ile de 6dem, doku hasar1 ve hiicre Oliimleri

gortilebilmektedir (6).



EGCG, yesil ¢gayda miktar1 en ¢ok bulunan katesin tiiriidiir. Ayn1 zamanda EGCG’nin
yesil cayda bulunan katesinler arasinda en yiiksek biyolojik aktiviteye sahip oldugu
bilinmektedir (7). IR hasar1 iizerine yapilan c¢alismalarin bir¢ogu antiinflamatuar ve
antioksidan etkilere yogunlasmistir. EGCG, yiiksek antioksidan (8,9) ve antiinflamatuar (10-
12) aktiviteye sahip dogal bir bilesiktir. Daha Once yapilan c¢alismalarda EGCG’nin
reperfiizyon hasarinda reaktif oksijen tiirleri (ROS) iizerinde temizleyici etki gosterdigi ve
birden fazla hiicrede antiinlamatuar, antitimor ve antiapoptotik Ozelliklere sahip oldugu
belirtilmistir (13,14). Bu biyolojik aktivitelerden dolayt EGCG’nin IR hasari, transplantasyon
ve ateroskleroz gibi bir¢cok inflamatuar ve apoptotik rahatsizliklarda tedavi edici etki
gosterebilecegi on goriilmektedir (15).

Ovariumlardaki IR hasarmi tedavi edebilmek i¢in yeni yaklagimlara gereksinim
duyulmaktadir. Bu yiizden ¢alismada, giiclii antioksidan 6zellige sahip olan EGCG’nin rat
overlerinde IR sonrasi olusabilecek doku hasarlarina karsi tedavi etkisinin arastirilmasi

amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ovarium (Yumurtalhk)

2.1.1. Ovarium anatomisi

Ovarium, tirogenital sistem igerisinde yer alan organlardan biridir. Ovariumlar erkekteki
testislerin kadindaki homologudur (16). Bir ¢ift bulunan bu organ gri-pembe renkte ve iri
badem biiyiikliigiindedir. A. iliaca communis’in u¢ dallar1 olan A. iliaca externa ve A. iliaca
interna arasinda bulunan fossa ovarica’ya oturmuslardir (17). Fossa ovarica’y1 yukaridan A.
iliaca externa, asagi-On taraftan lig. latum uteri’nin 6n yapragi, arkadan ise ureter sinirlar. A.
V. obturatoria ve N. obturatorius fossa ovarica’nin tabanindaki peritoneum’un altindan geger.
Bu yapilarin burada ovarium ile meydana gelen komsuluklari klinik a¢idan Onemli

goriilmektedir. Ovariumlar lig. latum uteri’nin yapraklari arasinda ve tuba uterina’nin arka-alt

kisminda konumlanmaktadir (16).

Ovarium’un konumu ve

Lig. suspensorium ovarii

Tuba uterina‘
(fallopian)
Ovarium —
A, v.iliaca externa =

komsuluklar1 asagida Sekil 1°de gosterilmistir.

Corpus uteri
Ureter, Promontorium Excavatio vesicouterina
s, ‘ "/ Lig. rectouterinum
= _-i‘:?% : g. inu

'y,

e .» A %
“ - é& ..v. L‘

2 N ] \ ) -J : Excavatio rectouterina
Lig. ovari proprium-— ,5 i (Douglas)
Lig. teres uteri 3 \ /
Vi !
Fundus uteri ¥ b T PafS_POStE_TIOI'
ity Ll i 1= fornix vaginae
Vesica urinaria - - (ke
Symphysis pubica _)\ o Cervix uteri
Urethra - S Py
Lig. pubicum inferius— - - ) R
P m
T", e ‘ ‘M\ .‘} ectu
V. dorsalis profunda~ . Pars_anter_ior
cilitoridis > e fornix vaginae
Crus clitoridis d M. levator ani
Ostium urethrae N | A
externum . A
Labium majus Canalis analis
Labium minus : 8
Ostium vaginae A M. sphincter ani externus &,, g'/(g;’
Spatium perinei profundus ©Novartis

Sekil 1. Ovarium’un Konumu ve Komsuluklari (18).



Her bir ovarium ortalama 3 ila 5 g agirliginda, 4 cm uzunlugunda, 2 cm eninde ve 0,8 cm
kalinligindadir. Ovariumlarin facies lateralis ve facies medialis olmak {iizere iki yiizi,
extremitas inferior (uterina) ve extremitas superior (tubaria) olmak iizere iki ucu, margo
anterior (mesovaricus) ve margo posterior (liber) olmak tizere iki kenar1 bulunmaktadir (16).
Arka kenarina serbest olmasi sebebiyle margo libera adi verilmektedir (19). Ovarium’un 6n
kenarinda hilum ovarii’den over damar ve sinirleri giris ¢ikis yapmaktadir. Ovarium’un {ist
ucu ile pelvis duvarlar1 arasinda yerlesmis olan lig. ovari suspensorium (infundibulopelvik
bag) ad1 verilen ligament, ovarium’u pelvik duvara asici1 bir rol oynamaktadir (20). Lig. ovari
suspensorium igerisinden ovarium’un damarlar1 (A. V. ovarica) ve plexus ovaricus’a ait
sinirler gegmektedir (17). Ovarium’un uterus’a bakan alt ucu (extremitas uterina) ile uterus’un
ist dis kosesi arasindaki ligament ise lig. ovari proprium (lig. uterioovaricum) olarak
adlandirilmaktadir. Gebelik doneminde kadinda uterus ile beraber ovarium’un konumunun
degismesini bu ligament saglamaktadir (20). Ovariumlar; Ostrojen ve progesteron gibi
hormonlarin salgilanmasindan sorumludur. Ayrica, disi cinsiyet hiicresi olan yumurtanin
tiretimi de burada ger¢eklesmektedir (21).

Ovariumlarin dis yiizii peritoneum adi verilen bir zar ile ¢evrilidir. Bu zar, puberte
donemine kadar diiz ve pliriizsiiz iken puberte doneminde ovulasyon siirecinin baglamasindan
itibaren pirtiiklii bir yap1 olan yassi epitele doniiserek degismektedir. Bu tabakanin altindan
tunica albuginea ad1 verilen kompakt bag dokusuna sahip bir tabaka ¢ikmaktadir. Ovarium’un
esas dokusu tunica albuginea’nin altinda yer almaktadir. Bu doku cortex ovarii ve medulla
ovarii olmak tizere iki kisimda incelenmektedir. Dista yer alan cortex ovarii igerisinde gelisme
devrelerinde olan folikiiller ve bu folikiillerin arasini dolduran bag dokusu bulunurken i¢
kisimda yer alan medulla ovarii’nin igerisinde ise sinirler ve damarlar bulunmaktadir. Medulla
ovarii, cortex ovarii’ye gore daha gevsek bir bag dokusuna sahiptir (19,20).

Ovariumlarda yaklagik 400.000 primer follikiil bulunmaktadir. Bir kadinin hayat:
boyunca bu follikiillerden ortalama 400 tanesi olgunlasabilmektedir. Geri kalanlar1 ise
dejenerasyona ugramaktadir. Puberte ile beraber ovulasyon 13-14 yaslarinda baslamakta ve

kadin 40-50 yasina gelene kadar devam etmektedir (17,19).

2.1.1.1. Ovariumun damarlari

Ovarium’un damarlari A. ve V. ovarica’lardir. A. ovarica, aorta abdominalis’ten direkt
cikmaktadir. Lig. ovarii suspensorium igerisinde ilerleyerek pelvis’e inmektedir. Ovarium’un
on kenarinda bulunan hilum ovarii’den ovarium’a girmektedir ve follikiillerin ¢evresinde

kilcal aglar meydana getirmektedir. Ovariumun arteryel kanlanmasi esasen a. ovarica ile



saglanmasina ragmen, medialde lig. ovarii proprium igerisinde seyreden a. ovarica ile
anastomozu bulunan a. uterina’nin r. ovaricus dali tarafindan da desteklenmektedir (16,17).
Venler ise arterler ile beraber seyrederek hilum ovarii’den ¢ikmaktadirlar. Bu venlerin
olusturdugu vendz ag, plexus pampiniformis olarak adlandirilmaktadir.  Plexus
pampiniformis’i olusturan venler, yukar ciktik¢a birleserek sonunda V. ovarica’y1 meydana
getirmektedirler. V. ovarica ve A. ovarica beraber seyretmektedir. V. ovarica dextra V. cava
inferior’a, V. ovarica sinistra ise sol V. renalis’e a¢ilmaktadir (16,19).

Gonadal arterlerde meydana gelen varyasyonlarin uzun zamandir tizerinde ¢alisilan bir
konu oldugu bilinmektedir. Yapilan bir ¢aligmada gonadal arterlerin vakalarin % 8,8’inde
varyasyon gosterdigi belirtilmistir (22). Varyasyonlarin erkeklerde daha fazla oldugu ve sag
tarafta daha yaygin olarak goriildiigii bildirilmistir (23). Over arterleri aorta abdominalisten
koken alabilecekleri gibi a. renalis ya da a. renalis accessoria’dan da koken alabilmektedirler.
Buna ek olarak diafragma ve glandula suprarenalis’lere de dal verebilmektedirler. Singh ve
arkadagslar1 (1998), over arterlerinin bilateral a. renalis accessoria’dan koken aldigini
bildirmislerdir (24).

Ovarium’un damarlar: asagida Sekil 2°de gosterilmistir.
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2.1.1.2. Ovarium lenf drenaj1

Lenf damarlari, kan damarlari ile beraber seyrederler. Ovarium’un lenf stvisi, nodi lymphatici

preaortici ve lateralis’lere agilir.

2.1.1.3. Ovarium inervasyonu

Ovarium’un sempatik sinirleri, n. splanchnicus minor ve medulla spinalis’in bir kisim torakal
segmentlerinden (T10-11) gelmektedir. Parasempatik sinirleri ise N. vagus’tan gelmektedir.

Sinirler, A. ovarica’nin etrafinda plexus ovaricus’u olusturmaktadirlar (16,19).

2.1.2. Ovarium embriyolojisi

Cinsiyet farklanmasi, bir¢ok genin rol aldigi karmasik bir siirectir. Seksiiel farklanmanin
anahtar1 Y kromozomudur. Y kromozomunun kisa kolu {izerinde SRY geni ( Y kromozomu
izerindeki cinsiyeti belirleyen bdlge= sex-determining region on Y) bulunmaktadir. Bu genin
protein iirlinli, rudimenter durumdaki cinsiyet organlarinin kaderini ortaya koyan genleri
harekete geciren bir etkendir. SRY proteini testis belirleyici faktordiir (TBF). Eger bu faktor
mevcut ise fetiisiin cinsiyeti erkek tipinde, mevcut degilse disi tipinde farklanir. Embriyonun
genetik cinsiyeti, fertilizasyon sirasinda belirlenmistir ancak gelisimin 7. haftasina kadar
gonadlar disi veya erkege ait morfolojik bir ayrim gostermemektedir (26).

[Ik gonad (testis veya over) gelisimi gebeligin 5. haftasinda baslamaktadir (27).
Gonadlar mezonefrozun orta hattt boyunca mezotelyumun kalinlagmas1 ile meydana
gelmektedir. Mezotel ve altindaki mezensim cogalarak ayni yerde bir kabarti olusturur.
Olusan bu kabartiya genital kabarti ya da gonad taslagi adi verilir. Burada epitelyal ve
mezensimal hiicreler beraber prolife olarak primer cinsiyet kordlarini olustururlar. Gonadlar
ortada uzunlamasina bir ¢ift halindedir (26,27).

Primordiyal germ hiicreleri (ilkel cinsiyet hiicreleri), ilk olarak yolk kesesi adiyla da
bilinen vitelliis kesesi duvarinda endoderm hiicrelerinin arasinda yer alirlar. Gebeligin 3.
haftasinda vitelliis kesesinin allantois baglantis1 tarafinda yer alan duvarindaki endoderm
hiicrelerinin arasina yerlesirler (26-28). Primordiyal germ hiicreleri, gebeligin 4. haftasinda
ameboid hareketlerle sonbarsagin duvari ve dorsal mezenteri boyunca ilerler ve 5. haftanin
baglarinda primitif gonadlara ulasirlar. Bu hiicrelerin genital sirtlara ulasamadigr durumlarsa
ise gonadlar gelisemez. Primordiyal germ hiicreleri genital sirtlara ulasmadan hemen 6nce ve
ulastig1 sirada, buradaki epitel hiicreleri proliferasyona ugrayarak altlarindaki mezensimin

icerisine gomiiliirler. Daha sonra burada primitif cinsiyet kordonlarini meydana getirirler. Bu



dénemde erkek ve disi gonadlar birbirinden ayirt edilemez (26,28). Bu evreye farklanmamis
evre, gonada ise farklanmamis gonad adi verilmektedir.

Disi embriyolarda primordiyal germ hiicrelerini iceren mediiller kordonlar bdolgeyi
kaplarlar. Genital katlantinin derinlerinde yok olup yerlerini vaskiiler bir stroma olan ovarian
medulllaya birakirlar. Disi embriyolarda ylizey epiteli gebeligin 7. haftasinda prolife olarak
kortikal kordonlar1 olusturur. Dordiincti ayda bu kortikal kordonlar her biri, bir ya da daha
fazla primordiyal germ hiicresini ¢evreleyen izole hiicre gruplarina doniisiirler. Primordiyal
germ hiicrelerinin oogonyumlara doniistiigii sirada ¢evrede bulunan epitelyal hiicreler ise
primordiyal folikiil hiicrelerini meydana getirir (26,27).

Ovariumun folikiiler gelisimi, disi fetiis rahim igindeyken baslamaktadir. Gebeligin 5.
haftasinda disi bir fetiisiin ovariumunda ortalama 500 ile 1300 primordiyal germ hiicresi
mevcuttur. Daha sonra primordiyal germ hiicreleri mitoz boliinmeye ugrar ve 20. haftada bu
hiicrelerin miktar1 ortalama 6 ila 7 milyona ulasir. Mitoz boliinme tamamlandiktan sonra germ
hiicreleri mayoz boliinmeye ugrar ve profaz evresinde kalarak germ hiicre Kistlerini meydana
getirirler. Her bir germ hiicre kisti ise bir primordiyal folikiil olusturmak iizere geriler.
Meydana gelen bu siirecte birden fazla germ hiicresi kaybolur. Dogum aninda ise bir diside
yaklagik 1 ila 2 milyon primordiyal folikiil mevcuttur. Ergenlik donemine ulasildiginda
ortalama 400.000 ila 500.000 primordiyal folikiil kalir. Menarstan itibaren her ay ortalama
1000 folikiil kayb1 yasanir (29-33).

Ovariumun folikiil gelisimi, gonadotropinden bagimsiz biiyiime ve gonadotropine
bagiml biiylime olmak tizere iki farkli asamadan olugmaktadir. Liiteinize edici hormon (LH)
ve folikiil uyarici hormon (FSH) gonadotropoinlerdir. Bu iki hormon, hipotalamustan
gonadotropin salgilayan hormonun uyarilmasiyla 6n hipofiz bezinde iiretilir ve burdan salinir.
FSH folikiiler bityiimeyi kontrol ederken LH yumurtlamay1 kontrol eder (33-35).

Folikiiler gelisim, ovariumun periferik korteksinde meydana gelmektedir. Primordiyal
folikiiller, oosit biiyiimesi ve graniiloza hiicre tabakasinin ¢ogalmasiyla primer folikiillere
dontistirler. Boylece FSH reseptorlerini eksprese etmeye baslarlar. Primer folikiiller sekonder
folikiillere doniisiir. Primer folikiil stromasi teka interna ve eksternaya doniisiir. Teka interna
LH reseptorlerini gelistirir. FSH ve LH reseptorleri, folikiiliin gonadotropinlere yanit
olusturmasini saglayacak uyarici bir islev goriir. FSH uyarisini alan folikiiller biiyiliyerek yanit
verir ve i¢i sivi dolu olan bir alan gelistirirler. Bu alana antrum adi verilir. LH, androjen
tiretimine yol agarak folikiiler biiyiimeyi kolaylastirir. Buna ilateven LH’un apoptoz yoluyla
folikiiler kayb1 tegvik ettigi de bilinmektedir. Ovarium folikiiller biiyiiyiip olgunlastik¢a biiytik

folikiiller androjenleri Ostrojen hormonuna doniistiirmek amaciyla aromataz enzimini



kullanabilir. Boylelikle dstrojen seviyeleri artar. Hipotalamik-hipofiz-adrenal (HPA) eksenine
negatif geri besleme sinyali gonderilir ve dolasimda mevcut olan FSH seviyeleri azaltilir.
Biiyiik bir folikiil baskin folikiil olarak secilir ve olgunlasir. Gelismekte olan kii¢iik folikiiller
dejenere olmaya baslar. Baskin folikiiliin graniiloza hiicreleri LH reseptorlerini gelistirir. LH
ve dolasimdaki Ostrojen seviyesinin artigina yanit olarak siire¢ yumurtlamayla sonuglanir.
Yumurtlama aninda folikiil, fertilizasyon icin olgun oositi agiga birakir. Yumurtlamadan
sonra bos folikiil korpus luteum’a doniisiir. Implantasyon gergeklesmezse korpus luteumun,

korpus albicans olarak adlandirilan bag dokusuna doniistiigi bilinmektedir ( 29,32-36).

2.1.3. Ovarium histolojisi

Ovariumlar; periferde cortex ovarii, merkezde ise medulla ovarii olmak ftizere iki kisimda
incelenmektedir (37). Bu iki kisim histolojik olarak birbirinden fark gostermektedir fakat
siir1 belirgin bir sekilde ortaya konamamaktadir. Hiicreden zengin olan cortex kisminin
ovariumun biiyliik bir bolimiinii olusturdugu bilinmektedir (27,37-39). Periferdeki cortex
ovarii tek katli yassi-kiibik hiicrelere kadar degisiklik gdsteren germinal epitelyum adi verilen
bir epitel ile ¢evrilidir. Germinal epitelyum yapisinin altinda fibréz yapidan meydana gelen
tunica albuginea tabakasi bulunmaktadir (37). Ergenlik donemine girmeden Once cortex
kisminda sadece primordiyal follikiiller bulunmaktadir. Ergenlik sonras1 bu bdlgede primer,
sekonder ve graaf (tersiyer) follikiiller goriilmeye baslanmaktadir. Olgunluk doneminde ise
cortex ovarii gelisim evresine gore degiskenlik gdsteren folikiiller ile beraber atretik
follikiiller, corpus luteum ve corpus albicanslari icermektedir. Ovarium merkezinde yer alan
medulla ise gevsek bag dokusundan olusmaktadir. Medulla ovarii igerisinde arter, ven, lenf
damarlar1 ve sinirler bulunmaktadir. Medullada bulunan hilum ovarii ad1 verilen agikliktan a.
V. ovarica ve sinir lifleri giris ¢ikis yapmaktadir. Medulla ovarii’nin dis1 bu acgikhifa kadar
cortex ile ¢evrilmistir (27,37,40,41).

Cortex ovarii igerisinde follikiillerin ge¢irmis oldugu gelisim siireci follikiilogenez
olarak adlandirilmaktadir. Follikiiller gebeligin 18-20. haftalarinda gelismeye baglamakta ve
menopoz ile follikiil gelisimi son bulmaktadir (42).

Puberte donemine gelen disilerde hipotalamustan gelen gonadotropin, hipofiz bezini
uyarir ve burdan follikiil stimiilan hormon (FSH) ad1 verilen Follikiil Stimiile Edici Faktor
salgilanmaya baslar. FSH ile belirli sayidaki oosit gelismeye devam etmektedir. Bu bir dongii
olarak her ay belirli bir diizende tekrarlanir. Gergeklesen her menstruel dongiide, bir
ovariumda oogenez ger¢eklesmektedir. Oogenez ile beraber her donemde primordiyal

follikiillerin yaklasik 5-20 kadari gelismeye baslamakta ancak tamaminin ovulasyona



ulagmadig bilinmektedir (43). Primordiyal follikiiller FSH uyaris1 ile tek katli yassi epitel
hiicrelerinden tek katli kiibik sekle doniisiir. Olusan bu hiicreler Graniiloza hiicreleri olarak da
adlandirilan primer follikiillerdir (44). Graniiloza hiicreleri bircok hormonal faktorii
sentezleyerek oosit (folikiil) gelisiminden sorumludurlar (45).

Graniiloza hiicreleri prolifere oldukc¢a ovarium stromasinda follikiillerin etrafinda
bulunan hiicreler ile bir hiicre kilifi meydana getirirler. Teka katmani olarak adlandirilan bu
kilif, teka interna ve teka eksterna olmak iizere iki tabakadan meydana gelmektedir. Ancak i¢
ve dis tabaka arasindaki sinir belirgin degildir (37,43). I¢ katman olan teka interna yiiksek
damar yapisina sahip c¢ok sayida LH reseptorii iceren kiibik sekilli salgi hiicrelerinden
olugmaktadir. Dis katmani olan teka eksterna ise diiz kas hiicreleri ve kollajen fibril
demetlerinden meydana gelen bag doku hiicrelerinden olusmaktadir (27,37).

Ovulasyonun gergeklesmesi sonucunda teka internada bulunan hiicrelerle beraber
graniiloza hiicrelerinin tiimii steroid hormon salgilayan bir beze doniismeye baslamaktadir.
Endokrin doku o6zelligine sahip bu yap1 corpus luteum olarak adlandirilmaktadir. Oosit
dollenmesi gerceklesmedigi takdirde luteoliz adi verilen corpus luteum gerilemesi goriiliir.

Daha sonra corpus luteum yavas yavas skar doku haline gelir ve corpus albikans olusur

(36,37,40).

2.1.4. Ovarium patolojileri

Ureme cagma gelmis kadilarda, menstriiel aktivitenin baslamasiyla overlerde pek c¢ok
hastalik olusmaktadir. Bunlar arasinda; polikistik over sendromu, yumurtalik Kkistleri,
endometriozis (¢ikolata kisti), erken yumurtalik yetmezligi ve yumurtalik kanseri vb. gesitli
klinik ve subklinik hastaliklar bulunmaktadir (46-48). Bu patolojiler igerisinde yer alan ve
adneksiyal torsiyon olarak adlandirilan vaka da olduk¢a sik goriilmektedir. Bu bozukluk,
ovarium ve cevresindeki dokularin farkli derecelerde rotasyonuyla olusur (6). Asagida

ovarium torsiyonu hakkinda detayli bilgi verilmistir.

2.1.5. Ovarium torsiyonu

Ovarium torsiyonu, her yasta goriilebilen ancak iireme cagina gelmis kadinlarda daha sik
rastlanan seyrek meydana gelen klinik bir olgudur (49). Torsiyon; bir olusumun kendi sap1
veya kokii etrafinda biikiilmesi ya da donmesi anlamina gelmektedir (50). Adneksiyal
torsiyon olarak adlandirilan ovarium torsiyonu, ovariumun destekleyici ligamentleri etrafinda

dénmesi ile karakterizedir. Torsiyon sonucunda ovarium arterleri tikanmakta, kan akimi



engellenmekte ve iskemi meydana gelmektedir (51). Torsiyona yol agan baslica sebep,
ovariumun ligamentlerinin hareketli olmasi olarak bilinmektedir. Fakat bu organdaki
torsiyonun sebebi net bir sekilde ortaya konamamistir. Nedenleri arasinda gebelik, ektopik
gebelik, yapisikliklar, konjenital —malformasyonlar, paraovarian Kistler, ovarium
hiperstimulasyonu, ovarium kistleri ve iyi huylu tiimérler bulunmaktadir. Ozellikle gebelik
onemli bir risk faktorii olarak goriilmektedir (4-6,52-55). Akut abdominal agri belirtisi ile
bilinen adneksiyal torsiyon vakalarinda genellikle ani baglangicl keskin, kiint ve devamli bir
sag alt kadran agris1 mevcuttur (56). Bu tabloda erken tan1 ve miidahalenin biiyiik 6nemi
bulunmaktadir (57). Tani; ultrason, manyetik rezonans ya da bilgisayarli tomografi yontemleri
ile konulabilir (3,58). Operasyon oncesi tanida doppler ultrasonografi 6nemli bir yontemdir
(59). Kesin tan1 ise eksploratif laparotomi ile konmaktadir (60). Torsiyon sonucunda kan ve
lenf akiminin engellenmesiyle ovarium dokusunda iskemi ve nekrozlagsmaya kadar giden
ciddi bir tablo meydana gelebilmektedir (61). Bu yilizden erken tani konulamamasi ve
miidahalede gecikme; over nekrozu, peritonit, apse veya sepsis gibi risk teskil eden klinik
problemlere yol agmaktadir (62). Tan1 koymada gecikme ve durumun tespit edilememesi stk
goriilen bir tablodur. Bu tablo sonucunda ise over ve fallopian tiipiin veya her ikisinin birden
kayb1 gozlenmektedir (3,63). Erken tan1 ve miidahale ile ovarium torsiyonu sonucunda
meydana gelebilecek geri alinamaz hasarlarin 6niine gegmek miimkiin olabilmektedir (64).
Taninin konulmasini takiben acil cerrahi miidahale gerekmektedir (65).

Over torsiyonunun tedavisi cerrahi olarak yapilmaktadir. Ancak aradan gegen zamana
bagl olarak olusan doku hasari sorun olusturmaktadir. Yapilan calismalar neticesinde IR
hasarina kars1 bir¢ok antioksidan 6zellik gdsteren bilesikler kullanilmis ve protektif etkileri
arastirllmistir (66). Elde edilen bulgulara bakilarak antioksidanlarin IR sonrasi serbest radikal
olusumunu azaltarak doku hasar1 olusumunu azalttig1 goriilmiistiir.

Ulkemizde yetistirilen ve bol miktarda tiiketilen ¢ayda birgok fenolik madde ve
antioksidanlar bulunmaktadir. Bunlardan o6zellikle yesil ¢ayda bol miktarda bulunan ve
antioksidan ozelligi en fazla olan madde EGCG’dir (67). EGCG ile yapilan bilimsel
caligmalar neticesinde bu maddenin renal, hepatik, myokardial, testikiiler ve serebral IR
hasarinda faydali etkileri oldugu tespit edilmistir (68). Bu dogrultuda EGCG’in over IR

hasarina kars1 koruyucu etkisinin olabilecegi diistintilmektedir.
2.2. Iskemi ve Reperfiizyon (IR Hasari)

Iskemi, Yunanca’da “iskho” (engelleme) ve “haima” (kan) anlamlarina gelen kelimelerden

meydana gelmistir. Cesitli sebeplerle organ veya dokulara giden kan akiminin kesilmesine ya
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da azalmasmna iskemi denilmektedir. Iskemi sonrasi dokularda oksidatif stres meydana
gelmektedir. Ortaya ¢ikan bu problem geri doniisiimlii veya doniisiimsiiz doku hasarina neden
olmaktadir. Doku hasarinin biiyiikliigli iskemi siiresi ile dogru orantili olarak artmaktadir.
Iskemi siiresinin ¢ok uzun olmasi, dokunun o6liimle sonuglanmasina yol acabilmektedir.
Iskemi sonucu olusabilecek doku hasari, dokunun tipine bagl olarak da degisebilmektedir
(1,69).

Dokuda veya hiicrede yeterli miktarda oksijen bulunmamasina hipoksi adi
verilmektedir. Iskemi, hipoksik hasara yol agmaktadir ve hipoksik hasarin en sik gériilme
durumu da iskemidir (70). Iskemi; damarlarda emboli, tromboz veya ateroskleroz gibi
patolojilerin sebep oldugu tikanmalardan kaynakli meydana gelebilir (71,72).

Hipoksinin oksidatif strese sebep olmasi; hiicre membranlarinda bozunmalara, serbest
radikal olusumuna ve hiicre icindeki protein ve lipidler gibi ©6nemli bilesenlerin
peroksidasyonuna sebebiyet vermektedir (2). Hipoksi sebebiyle hiicre, aerobik mekanizma
yoluyla ATP iiretimini yavaglatir ya da durdurur (73). ATP sentezinin azalmasina bagli olarak
sodyum-potasyum pompasi da durmaktadir. Oksijen yetersizligi durumunda hiicre zarinda
bulunan sodyum-potasyum pompasi devre dis1 kalir ve bu pompanin inaktif olmasi sebebi ile
hiicre icerisinde kalsiyum iyonlarinin birikmesi s6z konusu olur. Hiicre igerisinde kalsiyum
iyonlarinin birikmesi baz1 fosfolipazlari, proteazlari, ATPazlar1 ve endoniikleazlarin
aktiflesmesini saglar. Fosfolipazlar aktifleserek AA olusumuna sebebiyet vermektedir. AA ise
serbest oksijen radikallerinin olusumunu artirir ve zar membraninda bulunan fosfolipidlerin
yapisininin bozulmasina neden olur (2). Boylelikle de dokuda meydana gelen bu tiir
degisimler sonucu doku hasarlar1 olugmaktadir. Ayrica hipoksi sonrasinda hiicrelerde
oksidatif fosforilasyon lizerinden ATP olusumunda da giderek azalmalar goriilmektedir. ATP
miktar1 belirli bir diizeyin altina indigi takdirde ise yikima girmektedir ve sirasi ile adenozin
difosfata, adenozin monofosfata ve adenozine indirgenmektedir (74). Adenozin ise hiicre
disina cikarak inozin ve hipoksantin meydana getirmektedir. Hipoksantin ise hipoksantin
oksidaz enzimi ile ksantine indirgenmektedir. Ksantin olusumu ile de hiicrelerde SOR’larin
olustugu goriilmektedir (75).

Hipoksi sebebiyle oksijen yetersizligine ek olarak SOR da hiicre/doku hasarina neden
olmaktadir (2). Serbest radikallerin hiicreler {iizerinde lipit peroksidasyonu, protein
oksidasyonu ve DNA hasar1 gibi birgok etki mekanizmasi bulunmaktadir (76).

Iskemiye ugrayan organlarda gerek cesitli mekanizmalarla gerekse de cerrahi
yontemlerle kan akisinin tekrar saglanmasina reperfiizyon adi verilmektedir (77,78). Iskemi

sonras1 gelisen tahribatin geri donistiiriilmesinde doku reperfiizyonu 6nemli bir noktadir
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(79,80). Reperfiizyon sonrast dokular, enerji ihtiyacin1 karsilama ve metabolitlerini
uzaklastirma imkanina sahip olmaktadirlar. Kan dolasiminin yeniden baglamasiyla doku
oksijen ihtiyacini karsilar ancak beraberinde bircok sorun da meydana gelir. Reperfiizyon
aninda hiicrenin i¢ine molekiiler oksijen girisi ger¢eklesmekte ve boylece ortaya SOR
cikmaktadir. Ortaya ¢ikan bu serbest radikaller iskemiye gore daha fazla hasar meydana
getirmektedir (74,79-81). Reperfiizyon sonucunda, hiicrede gelisen 6dem, hiicrenin iskelet
yapisinin bozulmasi ve gegirgenliginin azalmasi gibi bazi hasarlara yol agmaktadir (79,80).
Iskemi ve reperfiizyon sonucu her ikisinde de doku tahribatlar1 meydana geldigi igin bu
mekanizmaya IR hasar1 denilmektedir (82).

Reperfiizyonun baslamasiyla beraber doku perfiizyonu saglanmaktadir. Boylece
dokuya giren oksijen, iskemik dokuda birikmis olan ksantin oksidaz tarafindan kullanilarak
hipoksantin {irik asite doniismektedir. Bu sirada ise yliksek diizeyde reaktif oksijen tiiriiniin
olusumuna yol agmaktadir (83). iskemik doku reperfiizyonunu takiben reaktif oksijen
metabolitleri artarken nitrik oksit (NO) miktart azalmaktadir (84). Reaktif oksijen
metabolitlerinin biriktigi esnada serbest radikalleri organdan uzaklastiran antioksidan
mekanizmalar olumsuz olarak etki gormektedir (85).

Bu kontrolsiiz oksidasyon sonucunda, hiicrenin savunma mekanizmasi baski altinda
kalarak hiicreler tahribatlara karsi korumasiz bir hal almaktadirlar. Ek olarak inflamatuar
sitokin salimimini da artirarak hasarin biiyiimesine yol acar (86). SOR ve antioksidanlar
arasindaki dengenin bozulmasi sonucunda oksidatif stres artmaktadir (87). Bu artis ile endotel
hiicreleri aktiflesir ve hiicrelerin islevlerinde aksakliklar meydana gelir. Bu da arteryal
damarlarda vazokonstriksiyon, vendz damarlarda vazodilatasyon meydana gelmesine
sebebiyet vermektedir (88). SOR miktarnin artmasi lipit peroksidasyonu ve protein
tahribatina yol acarak hiicre/dokularin ¢esitli islevlerinde aksama meydana getirir ve dokunun
olimiine sebebiyet verir (89). Oksidasyon olusturan bu s6z konusu serbest radikaller;
stiperoksit anyonu (O2-), hidroksil radikali (OH), hidrojen peroksit (H202), hipoklorik asit,
azot dioksit, kloraminler, ozon ve lipit peroksitler isimleri ile bilinmektedirler (86).

2.3. Antioksidanlar

Hiicrede meydana gelen serbest oksijen formlarmin oniine geg¢ilmedigi takdirde DNA,
karbonhidrat, protein ve lipitlerin yapisinda bozulmalar meydana gelmektedir. Serbest
radikaller hiicre zarinin yapisini ve islevini bozarak cesitli dejeneratif hastaliklara yol
acmaktadir. Fakat bazi zamanlarda hiicrenin savunma mekanizmasi tarafindan ortadan

kaldirilan ROS’dan daha fazla miktarda olusabilmektedir. Hiicrede bu savunma mekanizmasi
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yoluyla ortadan kaldirilandan daha ¢ok miktarda ROS meydana gelmesine “oksidatif stres”
ad1 verilmektedir. Olusan bu ROS’lar, antioksidanlar olarak adlandirilan “antioksidan
savunma sistemleri” mekanizmasi ile hiicreden temizlenmektedir (90).

Antioksidanlar, hiicreye zarar veren SOR ile tepkimeye girerek meydana gelebilecek
tahribatlar1 6nleyen 6nemli bilesiklerdir (91). Antioksidan olma 6zelligi tagiyan birgok farkli
madde mevcuttur (90). Resveratrol (92), Curcumin (93), Ferula elaeochytris (94) ve EGCG
(95)’nin literatiirde uzun zamandir ¢alismalarda yer alan bazi antioksidan maddelerden oldugu

bilinmektedir.

2.3.1. Bir antioksidan olan Epigallokatesin Gallat (EGCG)

Diinyada sudan sonra en fazla tiiketilen icecek olma 6zelligine sahip olan ¢ay, “Camellia
sinensis” bitkisinin geng yaprak ve tomurcuklarindan tiretilmektedir.

“Camellia sinensis” bitkisi “Theacea” familyasina aittir. Giiniimiizde ticari amag
giiderek iiretilen ¢ay1r fermantasyona bagli isleme bicimlerine gore iic ayri1 sinifta
inceleyebilmekteyiz; siyah cay (tam fermente/okside) edilmis), yesil cay (fermente/okside
edilmemis) ve oolong (yar1 fermente/okside edilmis) ¢ay seklinde (96,97). Siyah ¢ay % 76-78,
yesil cay % 20-22 oraninda tiiketilirken oolong ¢ay1 % 2’den az oranlarda tiiketilmektedir
(98,99).

Bunlardan daha az islem gérmiis olan caya ise beyaz cay denilmektedir. Beyaz cay,
Cin’in Fujian eyaletinde sadece bahar aylarinda hasat edilen bir ¢ay olarak literatlire gegmistir
(100). Bu ¢ay, “Camellia sinensis” bitkisinden tiretilmekte olan g¢aylar arasinda en diisiik
iretime sahip olan ¢aydir (101).

Cayin igeriginde birden fazla aktif etken madde bulunmaktadir (99). Cayin etken
maddelerinden biri olan katesinler; polifenoller grubunda bulunan flavanollerdir (102,103).
Cayin saglik lizerine olumlu etkilerinin olmasi katesin ve tlirevlerine baghdir. Cayin igerdigi
katesin miktar1 ¢evre sartlarina gore degisse de en yliksek katesin icerme orani yesil ¢aya
aittir. Yesil ¢ayin yapraklarinda yaklasik % 30 civarinda katesin bulunmaktadir (99). Bir
bardak yesil cayda yaklasik 100-200 mg katesin mevcuttur (99,104).

Kuru ¢ayin ortalama % 36’sin1 meydana getiren polifenoller, ¢ayin bilesenleri arasinda
onemli bir yer tutmaktadir. Kafein, amino asitler, karbonhidratlar, proteinler, lipidler,
vitaminler (B vitamini) ve mineraller ise taze ¢ay yapragini olusturan diger bilesenler arasinda
yer almaktadirlar. Bunlara ek olarak cay A, K, C vitaminlerini, § karoten ve floriir de

icermektedir. Beyaz cayin digerlerine kiyasla en yiiksek protein igerigine sahip oldugu
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saptanmistir. Bunun sebebinin ise beyaz c¢ayin hasadinda bitkinin sadece tomurcuk kisminin
kullanilmasina bagl oldugu diistiniilmektedir (96,97).

Flavonoidlerin bol miktarda bulundugu yesil cay, polifenolik maddelerce zengin
icerige sahip bir bitkidir (105,106). Yesil ¢aydaki katesini; epikatesin (% 6,4°11), epikatesin
gallat (EKG) (% 14°1), epigallokatesin (EGK) (% 19’u) ve epigallokatesin gallat (EGCG) (%
65’1) olmak iizere dorde ayirabilmekteyiz (99,105,107). Bunlardan &zellikle yesil ¢ayda bol
miktarda bulunan ve antioksidan 6zelligi en fazla olan madde EGCG’dir (67). EGCG; serbest
radikal siipiiriicii, indirgeyici ve metal selatorii olarak gorev yapan gili¢lii bir antioksidandir.
Bu antioksidanin ¢esitli gida sistemlerinde oksidasyonu engelledigi ve biyolojik ortamlarda
oksidatif strese karsi koruyucu bir rol oynadigi bilinmektedir. Ustelik EGCG’nin biyolojik
sistemlerde lipid oksidasyonunu etkili bir sekilde baskiladigi da bildirilmistir. Ayrica, kan
plazmasinda bulunan bazi antioksidanlarin da tlikenmesini geciktirmektedir. EGCG'nin
antioksidan ozellikleri polifenolik yapisindan kaynaklanmaktadir (108). EGCG antioksidan
ozelliklerinin yaninda anti-inflamatuvar o6zelliklere de sahiptir. Bu katesin, aktive
makrofajlardan Nitrik Oksit (NO) salinimini engellemektedir. Bunu indiiklenebilir Nitrik
Oksit Sentetaz (iNOS) enzimini engelleyerek yapmaktadir. Ayrica énemli proinflamatuvar
molekiillerin ~ salimmmimm1  da  Cyclooxygenase-2 (COX-2) enzimini bloke ederek
durdurmaktadir. EGCG; INOS, COX-2 ve NO ekspresyonundaki azalmaya neden olarak
inflamasyonu iyilestirebilir. Ayrica niikleer faktor - kappa beta ve Activator Protein-1 (AP-1)
gibi transkripsiyon faktorlerinin aktivitesini azaltarak da antiinflamatuvar etkisini gosterebilir
(109). Bunlara ilaveten EGCG; Interleukin-1 (IL-1), Interleukin-8 ve TNF-a gibi inflamasyon
markerlarinin seviyesini azaltarak yangiy1 baskilayabilir (110-112).

EGCG’nin IR hasarinda ¢esitli doku/organlardaki etkisi literatiirde genis bir yer
almaktadir. IR modeli tizerinde EGCG’nin beyin, bobrek, hepatosit, bagirsak, omurilik, kalp,
akciger, karaciger, retina, testis vb. organ/dokularda ¢esitli 6zellikleri arastirilmistir. Yapilan
bu caligmalarin sonucunda EGCG’nin IR hasarinda ¢esitli antioksidan ve antienflamatuar etki
gostererek koruyucu bir 6zellik sergiledigi belirtilmistir.

Choi ve ark. (2004) arteria cerebri media tikanikligi sonrasi EGCG uygulayarak
ratlarda EGCG’nin fokal IR’ye bagli beyin hasart iizerindeki etkisine bakmay1
amaclamiglardir. Bu ¢alismada arteria cerebri medianin 2 saat iskemisinin ardindan 24 saat
reperfiizyon uygulanmistir. Reperfiizyondan hemen sonra EGCG 25 mg/kg ve 50 mg/kg
dozlar halinde intraperitoneal yolla verilmistir. Sonug olarak; 50 mg/ kg EGCG uygulanan
grupta, kontrol grubuna ve 25 mg/ kg EGCG uygulanan gruba gore enfarktiis hacmi 6nemli

olglide azalmistir. Ayn1 zamanda 50 mg/ kg EGCG dozu diger gruplara kiyasla norolojik
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eksiklik toplam skorunu onemli derecede azaltmistir. Bu sonuglar dogrultusunda; 50 mg/ kg
EGCG’nin ratlarda gegici fokal IR modelinde antioksidan etkisi gostererek beyin hasarim
azalttig1 gorilmektedir (113).

Kakuta ve ark. (2011) bobrek transplantasyonlarinda sik rastlanan renal IR hasarinda
EGCG’nin ¢esitli kimyasal ve biyolojik etkilerini arastirmak amaciyla ratlar iizerinde bir
caligsma yapmislardir. Kontrol ve EGCG gruplarindaki ratlara IR yaralanmasindan sirastyla 48
saat, 24 saat ve 30 dakika Once intraperitoneal yolla salin veya 50 mg/kg EGCG
uygulanmistir. Ratlar 45 dakika boyunca sol renal iskemisine maruz birakilmistir.
Reperflizyondan sonra sag nefrektomi yapilmistir. EGCG grubunun bdbreklerinde, dnemli
derecede daha az tiibiiler yaralanma ve apoptoz goriilen hiicre sayisinda diisiis gézlenmistir.
Sonug olarak, renal IR hasarinda EGCG’nin makrofaj infiltrasyonunu azaltarak bobreklerde
IR hasarina karsi bir koruma sagladigi ve renal fibrozda azalmaya yol actigi saptanmistir
(114).

Hwang ve ark. (2008) EGCG’nin rat hepatositleri {izerine koruyucu etkilerini
aragtirmak amaciyla bir c¢alisma yapmistir. Bu calismanin sonucunda EGCG’nin IR
iizerindeki oksidatif strese bagli yaralanmalar1 Onleyerek hepatosit hiicresel hasarini
azaltabilecegini ve karaciger transplantasyonunda bir antioksidan madde olarak
kullanilabilecegini tespit etmislerdir (115).

EGCG’nin bagirsak IR hasari tizerindeki etkisinin arastirilmasi amaciyla yapilan bir
calismada IR-EGCG grubundaki ratlara IR indiiksiyonundan 14 giin 6nce igme suyunda
¢oziinmils 0.4 mg/ mL EGCG uygulanmigtir. Arteria mezenterica superiorun 30 dakika
klemplenmesini takiben 1 saat siiresince reperfiizyon uygulanarak bir bagirsak IR yaralanma
modeli  olusturulmustur. Calismanin  sonucunda; EGCG’nin bagirsaktaki  patolojik
degisiklikleri azalttig1, serum ve bagirsakta IR hasari kaynakli TNF-a, IL-1 ve interleukin-6
(IL-6) mrna'nin yukari yonlii regiilasyonunu ve protein ekspresyonunu bastirdigi saptanmustir.
EGCG’nin akut bagirsak IR hasarini biiylik oranda azaltabilecegi ve Onleyebilecegi tespit
edilmistir (116).

EGCG’nin omurilik IR hasarindaki ndroprotektif etkilerini belirlemek amaciyla ratlar
lizerinde yapilan bir ¢alismada sham, kontrol, EGCG, EGCGII grubu olmak {izere dort grup
olusturulmustur. EGCG grubunda aort kleplenmesinden 6nce intraperitoneal yolla 50 mg/kg
EGCG uygulanirken EGCGII grubunda reperfiizyondan hemen sonra 50 mg/kg EGCG
uygulanmigtir. 60 dakikalik omurilik iskemisi olusturulmustur. Calismanin sonucunda,
EGCG’nin norolojik fonksiyon motor eksiklik indeksinde (MDI) énemli derecede azalmaya

sebep oldugu tespit edilmistir. Buna ek olarak omurilik néronlarinin dejenerasyon derecesinde
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diisiis sagladig1 da saptanmistir. Calismanin bu sonuglarina gore EGCG’nin tedavi dncesi ve
sonrast omuriligin IR hasarinda néroprotektif etki gostererek koruma saglayabilecegi tespit
edilmistir (117).

EGCG’nin rat kalplerideki IR hasar1 iizerine etkisine bakmak amaciyla Piao ve ark.
(2011) bir ¢alisma yapmistir. Ratlarin kalpleri 20 dakika iskemi ve ardindan 50 dakika
reperfiizyona maruz birakilmistir. Iskemiden 10 dakika dnce ve tiim reperfiizyon siiresince
ratlara EGCG perfiize edilmistir. Calismanin sonucunda Siiperoksit dismutaz (SOD) ve
katalaz (CAT) ekspresyon seviyelerinin arttigt gézlemlemistir. EGCG tedavisinden sonra
bolinmiis CAS-3 azalmasi ve enfarktiis boyutunda oOnemli Olgiide azalma oldugu
belirtilmistir. Sonug¢ olarak EGCG’nin kalp IR hasar1 iizerinde antioksidan ve antiapoptotik
etki gostererek koruyucu bir islevi oldugu tespit edilmistir (118).

EGCG’nin bagirsak IR hasari sonrasi karaciger ve akcigerler iizerine etkisinin
arastirilmasi amaciyla ratlar iizerinde bir ¢alisma yapilmistir. Arteria mezenterica superiorun
60 dakika iskemisinin ardindan 120 dakika reperfiizyon olusturularak bagirsak IR modeli elde
edilmistir. EGCG ile tedavi edilen gruba iskemiden 15 dakika once intraperitoneal yolla 50
mg/kg EGCG uygulamasi yapilmistir. Sonuglar; bagirsak IR hasarmin serumdaki aspartat
(AST) ve alanin (ALT) transaminaz seviyelerini yiikselttigini buna karsin EGCG ile tedavi
edilen grupta EGCG’nin serum AST ve ALT diizeylerini diisiirdiiglinii géstermektedir. Ayni
zamanda EGCG’nin karaciger ve akciger parankiminde koruma sagladigi tespit edilmistir
(119).

Noronal hiicrelerin 6liimiine yol agan retinal IR hasarinda EGCG’nin antioksidan ve
antienflamatuar 6zelliklerini tespit etmek amaciyla Perez ve ark. (2020) tavsanlarin retinalari
iizerinde bir ¢alisma yapmustir. Albino tavsanlara 0-30 mg/kg EGCG intravendz olarak
verilmigtir. EGCG (15 mg)’in retinal IR’den sonraki 24 ve 48 saate kiyasla ilk 6 saatte
koruyucu bir etki gosterdigi saptanmistir. Calismanin sonucunda retinal IR’den sonraki ilk 6
saat boyunca EGCG’nin oksidatif stres kaynakli noronal hiicrelerin 6liimiinii azaltarak
koruyucu bir 6zellik gosterdigi tespit edilmistir (120).

Patolojik siireci IR hasarina benzeyen testis torsiyon modelinde EGCG’nin
antienflamatuar ve antiapoptotik etkilerinin arastirilmasi amaciyla ratlarin tek tarafl testisleri
tizerinde bir ¢calisma yapilmistir. Ratlar sham grubu (Grup 1), Grup 2 ve Grup 3 olmak iizere
iic gruba ayrilmistir. ikinci grup, 1 saatlik iskemiye maruz birakildiktan sonra ardindan salin
varliginda 4 saat reperfiizyona tabi tutulmustur. Uciincii grup’a iskemi indiiksiyonundan 30
dakika sonra intraperitonel yolla 50 mg/kg EGCG uygulanmistir. Testisteki morfolojik

degisiklikler ve spermatogenezdeki yaralanma degerlendirilmistir. Tek tarafli testis
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torsiyonunda EGCG’nin ipsilateral testiste testis yapilarimi iyilestirdigi, testis sitokin
seviyesinde diislis sagladigi ve germ hiicre apoptozunda (GCA) inhibisyona sebep oldugu
saptanmustir (121).

IR hasarina karsi bir¢ok antioksidan maddenin koruyucu ve tedavi edici etkileri
arastirtlmistir (66,122,123). Bu arastirmalarin sonucunda, antioksidanlarin IR sonrasi dokuda
meydana gelen hasar1 azaltict yonde etki ettigi goriilmistiir. Ancak ¢ok diisiik diizeyde
hasarlarin meydana gelebilmesi i¢in yeni yaklasimlara gereksinim duyulmaktadir. Giiglii bir
antioksidan madde olan EGCG’nin IR hasar1 meydana gelen birgok organ iizerindeki etkileri
daha once yapilan ¢alismalarda tespit edilmistir. Fakat rat ovariumlarinda meydana gelen IR
hasar1 iizerinde EGCG’nin antioksidan ve antiapoptotik etkilerini ortaya koymak {izere bir
calisma mevcut degildir. Bu noktada literatiire katki saglayabilmek amaci ile EGCG
antioksidan maddesinin ratlarin ovarium IR hasar1 {izerine tedavi edici etkilerini tespit

edebilmek i¢in bu ¢alismay1 yapmis bulunuyoruz.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

Calismada kullanilacak Wistar albino ki ratlar, KSU Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Arastirma Merkezi’nden temin edildi. Yesil ¢caydan elde edilen EGCG, kullanima hazir ticari

tirtin olarak Sigma-Aldrich’ten satin alindi.

Sekil 3. EGCG (Sigma-Aldrich Co. LLC.).

3.2. Yontem

3.2.1. Deney gruplar

Bu calisma; Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi, Tip Fakiiltesi, Deney hayvanlar1 Yerel
Etik Kurulu’nun 2022-12 protokol numarali ve 02 karar nolu izni ile onaylandi.

Calismada yaklasik 200 g agirliginda, 32 adet Wistar albino irki yetiskin disi rat
kullanildi. Arastirmaya baslamadan bir hafta Once ratlar adaptasyon siirecine alindi.
Hayvanlar; sabit oda sicakliginda ve nem ortaminda, 12 saat aydinlik 12 saat karanlik standart
laboratuvar sartlarinda, kafeste beslendi (Sekil 4. A,B). Deney oncesi herhangi bir yem ve su
kisitlamast olmadi. Tiim operatif islemler genel anestezi altinda ve steril kosullarda

gergeklestirildi (Sekil 5).
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Sekil 5. Operasyon odasi.

Deney gruplar asagidaki sekilde olusturulmustur.

1) Kontrol (Sham) grubu (n=8): Sadece anestezi uygulandi.

2) Iskemi + reperfiizyon (IR) grubu (n=8): Ovariumlarda 60 dakika iskemi ve 2 saat
reperflizyon uygulandi.

3) IR + EGCG grubu (n=8): 60 dakika iskemi, reperfiizyondan hemen once EGCG
enjeksiyonu ve enjeksiyon sonrasi 2 saat reperfiizyon uygulandi. EGCG, tek doz (100 mg/kg)
olarak intraperitoneal yolla verildi.

4) EGCG grubu (n=8): Sadece laparatomi yapildi. EGCG, tek doz (100 mg/kg) olarak
intraperitoneal yolla verildi.
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Ratlarda ksilazin (Control % 10, Doga ilag, istanbul) ve ketamin (Brema, Bremer Pharma,
Germany) protokolii ile anestezi olusturuldu. Kontrol grubunda herhangi bir ilag uygulamasi
yapilmadi. ikinci ve 3. grupta, anestezi sonrasi over iskemisi olusturmak igin dorsal
laparatomi teknigi ile karin bolgesine girilip a. overica ve ilisikli anastomozlar dikkate
alinarak klemp yerlestirilip 60 dk beklendi (Sekil 6). Sonrasinda klemp kaldirilarak organ 2
saat boyunca reperfiize edildi. Ugiincii grupta, EGCG klemp kaldirilmadan hemen once
intraperitoneal olarak uygulandi. Dordiincii gruptaki ratlarda anestezi sonrasi karin bosluguna

girildi ve EGCG verildi (Sekil 7).

Sekil 6. Ovarium klemplenmesi.

Sekil 7. Agikta birakilan bolgenin serum fizyolojik ile 1slatilmis steril gazli bezle kapatilmasi.
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EGCG’in dozu ve IR siirelerinin belirlenmesinde daha onceden yapilmis caligmalar esas
alind1 (122,124).

3.2.2. Kan ve doku orneklerinin toplanmasi

Anestezi altindaki ratlardan intrakardial enjeksiyon ile ortalama 4-5 ml kan alinip biyokimya
tiibline eklendi. Kan orneklerinin 4000 rpm’de 10 dakika satrifiij edilmesi ile serum elde
edildi. Toplanan bu 6rnekler ¢alisma gergeklesene kadar -80 °C’de saklandi. Ratlar sakrifiye
edilerek cerrahi kosullarda ovariumlar c¢ikarildi. Ovarium dokular1 serum fizyolojik ile
yikandi. Ovarium dokusunun bir boliimii histopatolojik analizler i¢in % 10’luk formaldehit
soliisyonu igerisine alindi. Biyokimyasal analizler 6zel bir laboratuarda yapildi. Histopatolojik
analizler; Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Ana Bilim Dali Laboratuar’inda

yapildu.

3.2.3. Biyokimyasal analizler

3.2.3.1. Serum Total Antioksidan Kapasite (TAS) diizeylerinin olcimii

TAS 6l¢iimii Rel Assay Diagnostics marka TAS 6l¢iim kiti (LOT: AK21123A) ile yapildi
(Rel Assay Diagnostics, Gaziantep, Turkey). Absorbans okumasi Chromate 4300 marka elisa
okuyucu cihazinda yapildi (Awareness Technology, Inc. Martin Hwy. Palm City, USA).
Olgiim 630 nm’de yapildi. Veriler, kitin 6nerdigi formiilasyon ile hesaplandi. Sonuglar

mmol/L olarak verildi.

Tahlil Araligi: 0.1 — 3.5 mmol Troloks EsdegerilLitre
Hesaplama: *A2 - A1 = AAbs of strandard or sample or H20
Sonuc: [ AAbs H20 - AAbs Sample] / [ AAbs H20 - AAbs Standard]

-

Sekil 8. A) Serum Total Antioksidan Kapasite (TAS) Plate Goriintiisii, B) Kullanilan Serum
Total Antioksidan Kapasite (TAS) Kiti.
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3.2.3.2. Serum Total Oksidan Kapasite (TOS) diizeylerinin 6l¢ciimii

TOS o6lctimii Rel Assay Diagnostics marka TAS 6l¢iim kiti (LOT: AK211360) ile yapildi (Rel
Assay Diagnostics, Gaziantep, Turkey). Absorbans okumasi Chromate 4300 marka elisa
okuyucu cihazinda yapildi (Awareness Technology, Inc. Martin Hwy. Palm City, USA).
Olgiim 492 nm’de yapildi. Veriler, kitin 6nerdigi formiilasyon ile hesaplandi. Sonuglar

umol/L olarak verildi.

Tahlil Araligi: 0.2 — 80 umol H20?2 Equivalent/Litre
Hesaplama: *A2 - A1 = AAbs of strandard or sample
Sonucg: [AAbs Sample] / [AAbs Standard] X 10* (* = Concentration of standart)

o
=T

v, Wi o G

Sekil 9. A) Serum Total Oksidan Kapasite (TOS) Plate Goriintiisii. B) Kullanilan Serum
Total Oksidan Kapasite (TOS) Kiti.

3.2.3.3. Oksidatif Stres Indekslerinin (OSI) hesaplanmasi

Serum ve doku o6rneklerindeki OSI seviyeleri asagida belirtilen denklem formiilii kullanilarak

hesaplandi (125,126).

TOS, umol H,O; equiv./L
OSI (AU) =

TAS, mmol Trolox equiv./L x 10
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3.2.4. Histopatolojik analizler

Tespiti yapilan ovarium doku Ornekleri formalinden uzaklastirilmak amaciyla akarsuda bir
gece yikandi. Sonrasinda rutin patolojik doku takibine alinarak dereceli alkol (% 50, % 75, %
96, % 100) ve ksilol serilerinden gegirildi. Ardindan parafinde bloklandi. Elde edilen parafin
bloklardan Rotary mikrotom (Leica RM 2125 RT) ile 5 p kalinhiginda kesitler alindi. ilk ii¢
kesit ve her onuncu kesitler lamlara alindi. Hazirlanan preparatlar alkol ve ksilol serilerinden
gegirilerek Hematoksilen Eozin (HE) ile boyandi. Biitiin drnekler yiiksek ¢oziiniirlikli 151k
mikroskobu (Olympus DP-73 camera, Olympus BX53-DIC microscope; Japonya) altinda
incelendi.

Skorlama: Doku 6rneklerinde tespit edilen tiim degisiklikler, baz1 6n g¢alismalarda oldugu
gibi, herhangi bir bulgunun varligina ve ciddiyetine gore not edildi ve siddetlendi: 0: yok, 1:
hafif, 2: orta ve 3: siddetli.

3.2.5. immunohistokimyasal analizler

Daha once hazirlanmis olan parafin bloklardan Poly-L- lysine kapli cam lamlara 4 micron
kalinliginda kesitler alindi. Bu kesitler, rutin deparafinazisyon ve rehidrasyon yontemlerinden
sonra streptavidin-biotin- peroxidase complex (ABC) teknigine gore boyandi (Zymed,
Histostain Plus Kit, California, USA). Antijen retrival amaciyla citrate buffer (pH 6.0) ile
mikrodalgada 20 dakika 1s1l islem uygulandi. Endojen peroksidaz aktivasyonu 10 dak 0.01M
PBS i¢indeki methanolde % 0,3 hydrogen peroxide ile bloklandi. Dokular, protein bloking
islemi i¢in 30 dakika % 5 normal goat serum ile inkiibe edildi. Kesitler, TNF alpha (1:50,
ab6671; Abcam, Cambridge, USA), and Caspase 3 (10 ug/mL, Invitrogen, (MA USA))
primer antikorlar1 ile oda sicakliginda 60 dakika inkiibasyonda birakilarak isaretlendi.
Sonrasinda rabbit anti-mouse biotinylated seconder antikorunda 30 dakika inkiibe edildi ve
streptavidin-peroxidase conjugate ile 30 dakika inkiibasyona birakildi. Reaksiyonu goriiniir
yapmak amaciyla kesitlere diaminobenzidine (Dako/Danimarka) kromojeni damlatilarak 10
dakika bekletildi. Son olarak kesitler arka boyama icin hematoksilen ile 1-2 dakika
boyandiktan sonra akarsuda yikandi. Dokular dereceli alkol ve ksilol serilerinden gegirilerek
entellan ile yapistirildi. Boyama prosediiriiniin tamami, oda sicakliginda ve nemli kamaralarda
gerceklestirildi. Boyama asamalarinda kesitleri yilkama amaciyla phosphate buffered saline
(PBS) soliisyonu kullanildi. Elde edilen Kesitler, yiiksek ¢oziiniirlikli (Olympus DP 73
camera, Olympus BX53-DIC microscope; Japonya) mikroskop altinda her 6rnek igin X40 ve

X100 biiylitmelerde belirlenen immunopozitif hiicreler sayilarak skorlandi.
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Skorlama: Boyama indeksleri, bu ii¢ belirte¢ i¢in boyanmis g¢ekirdeklerin yiizdeleri esas
alinarak asagidaki gibi hesaplandi; negatif: 0 (<% 1 pozitif); zayif: 1 (% 1-25 pozitif); orta: 2
(>% 25-75 pozitif); ve giigli: 3 (>% 75 pozitif) (127).

3.2.6. istatistiksel analizler

[statistiksel analiz i¢in GraphPad (Siiriim 5.0, GraphPad Prism Software Inc., San Diego, CA,
ABD) kullanildi. Verilerin normalligi Shapiro-Wilk testi ile analiz edildi. Normal dagilan
degiskenlerde doz gruplarin1 Kkarsilagtirmak igin one way-ANOVA varyans analizi
kullanildi. Daha sonra ¢oklu karsilagtirmalarda Tukey ve Dunnett testleri kullanildi. Tim

sonuglar ortalama = SEM olarak ifade edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular

4.1.1. Serum Total Antioksidan Kapasite (TAS) diizeyi analiz bulgulari

Serumda yapilan TAS analiz sonuglarina gore gruplar arasinda ¢ok 6nemli farklilik
saptanmustir (p<0,0001). TAS seviyesi bakimindan IR ve kontrol grubu arasinda farklilik olsa
da istatiksel agidan bir anlam gorilmedi (p>0,05). IR+EGCG grubu ile IR grubu
kiyaslandiginda, TAS seviyesinin artigi ve her iki grup arasinda istatistiksel fark oldugu
bulundu (p<0,05). Bunun yaninda, IR grubu ile EGCG grubu karsilastirildiginda antioksidan
kapasite EGCG verilen ratlarda daha yiiksekti (p<0,05) (Sekil 10).
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Sekil 10. Gruplarin TAS diizeylerinin karsilagtirilmasi.
Gruplar arasindaki farkliliklar, post-hoc Tukey ¢oklu karsilagtirma testleri kullanilarak elde edildi. Cubuklar

ortalama + standart sapmay1 gostermektedir. a, b, c: farkli harflerle gosterilen ortalamalar anlamli derecede
farklidir (p<0.05).

4.1.2. Serum Total Oksidan Kapasite (TOS) diizeyi analiz bulgular1

Serum TOS diizeyleri karsilastirildiginda gruplar arasindaki farkliligin 6nemli oldugu tespit
edilmistir (p<0,0001). IR gurubunda TOS degerinin kontrol gurubundan yiiksek olmasina
ragmen aralarinda istatiksel bir farklilik yoktu (p>0,05). Bunun yaninda, IR+ EGCG
grubunun TOS degeri, IR grubuna gore anlaml bir sekilde yiiksek tespit edildi (p<0,05). IR
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grubu ile karsilastirildiginda, EGCG grubundaki ratlarda TOS degeri yiiksek olmasina ragmen
aradaki fark istatistiksel olarak 6nemsizdi (p>0,05) (Sekil 11).

TOS

15-

Sekil 11. Gruplarin TOS diizeylerinin karsilastirilmasi.
Gruplar arasindaki farkliliklar, post-hoc Tukey ¢oklu karsilastirma testleri kullanilarak elde edildi. Cubuklar
ortalama =+ standart sapmay1 gostermektedir. a, b, c: farkli harflerle gdsterilen ortalamalar anlamli derecede

farklidir ( p<0,05).

4.1.3. Oksidatif Stres indeksi (OSI) degeri analiz bulsulari

Calisma gruplarinda elde edilen oksidatif stres degerleri Sekil 12°de verildi. Kontrol grubu ile
IR grubunda OSI degerleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik tespit
edilmistir(p<0,05). EGCG verilen gruplarin OSI degerleri kontrol grubundan yiiksekti. Ancak
EGCG verilen gruplar ile kontrol grubu arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik kayit
edilmedi (p>0,05) (Sekil 12).
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TOS/(TASX10)

Sekil 12. Gruplarin OSI diizeylerinin karsilastirilmasi.

Gruplar arasindaki farkliliklar, post-hoc Tukey ¢oklu karsilastirma testleri kullanilarak elde edildi. Cubuklar
ortalama + standart sapmay1 gostermektedir. a, b, c: farkli harflerle gosterilen ortalamalar anlamli derecede
farklidir ( p<0,05).

4.2. Histopatolojik Bulgular

Sekil 13°de H&E ile boyanmis ovarium dokusuna ait kesitlerin 11k mikroskobundaki
gortintiileri verilmistir. Sekil 13.A’da kontrol grubuna ait normal yapidaki ovarium dokusu,
Sekil 13.B’de IR grubunda siddetli kanama ve nekroz (yildiz), Sekil 13.C’de IR+EGCG
tedavi grubunda hafif kanama (kalin ok), Sekil 13.D’ de EGCG grubuna ait normal ovarium

dokusu gozlenmektedir.
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Sekil 13. H&E ile boyanmis ovarium dokusuna ait kesitlerin 1sik mikroskobik goriintiisii.

A) Kontrol grubu ovarium dokusu: Normal gériiniim izlenmekte, B) IR grubu ovarium dokusu: siddetli kanama
ve yildiz ile gosterilen bolgelerde nekroz gozlenmekte, C) IR+EGCG grubu ovarium dokusu: kalm ok ile
gosterilen alanda hafif kanama gozlenmekte, D) EGCG verilen grupta ovarium dokusu: Normal ovarium dokusu

izlenmekte. (X40 obj., HE).

Rat ovarium dokular fiizerinde yapilan histopatolojik skorlamada; o6dem, dilatasyon,

konjesyon, hemoraji, nekroz, dejenerasyon ve polimorfoniikleer hiicre (PMN) infiltrasyonu

acisindan degisikliklerine bakilmistir.
Deney gruplarinda ovarium histopatolojik skorlanmasi1 Tablo 1’de belirtildi.

Tablo 1. Deney gruplarinda ovarium histopatolojik skorlanmas.

N=8 Kontrol IR IR+EGCG EGCG

Odem 0@ 2,63ﬂ:0,75b 1,57+0,53° 0,0+0,0°
Dilatasyon 0@ 2,38+0,75 b 0,75+0,46°¢ 0,0+0,0°
Konjesyon 0° 2,38+0,75° 0,75+0,89° 0,0+0,0°
Hemoraji 0@ 2,13+0,99 b 0,25+0,46° 0,0+0,0°
Nekroz 0@ 2,13+0,64 b 0,38+0,51% 0,0+0,0°
Dejenerasyon 0? 2,5+0,76" 0,50+0,53*% 0,0£0°

Pmn Infiltrasyonu 0@ 2,0+0,76° 0,25+0,46°% 0,0+0,0°

Gruplarin parametreleri ortalama =+ std sapma olarak verildi. P degeri <0.05 ise anlamli kabul edildi.
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4.3, immiinohistokimyasal Bulgular

Ovarium dokularinda IR etkisiyle olusan inflamasyonu ve EGCG’nin inflamasyon iizerine
etkilerini belirlemek i¢in, immiinohistokimya boyama methodu ile TNF-a diizeylerine bakildi.
Kontrol grubunda normal ovarium dokusu gozlendi (Sekil 14.A). IR grubu ovarium
dokusunda siddetli derecede pozitif TNF-a immiinoreaktivite gozlendi (Sekil 14.B). Ancak
IR+ EGCG tedavi grubunda bu pozitif immiinoreaktivitenin hafif siddette oldugu tespit edildi
(Sekil 14.C). Sadece EGCG verilen grupta ise ovarium dokusunda negatif TNF-a
immiinoreaktivite saptandi (Sekil 14.D).

Sekil 14. TNF-a immiinohistokimya boyama methodu ile boyanmis ovarium dokusuna ait

kesitlerin 1g1k mikroskobik goriintiisii.
A) Kontrol grubu ovarium dokusu: Normal ovarium dokusu gézlenmekte, B) IR grubu ovarium dokusu: siddetli
pozitif TNF-a immiinoreaktivite gozlenmekte, C) IR+EGCG grubu ovarium dokusu: hafif siddette pozitif TNF-a
immiinoreaktivite (kalin oklar), D) ECGG grubu ovarium dokusu: negatif immiinoreaktivite (X100 obj, AEC,
DAB chromogen).

IR etkisiyle ovarium dokularinda meydana gelen apoptozu gostermek amaciyla CAS-3
immiinohistokimya boyama methodu kullanildi. Kontrol grubundaki ratlarin ovarium
dokusunda CAS-3 immiinoreaktivitesinin olmadig: belirlendi (Sekil 15.A). IR grubu ovarium
dokusunda IR etkisiyle siddetli CAS-3 pozitif immiinoreaktivite meydana geldigi gozlendi
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fakat IR+ EGCG grubunda ise bu reaktivitenin hafif diizeyde olustugu tespit edildi (Sekil
15.B,C). EGCG verilen grupta negatif immiinoreaktivite gézlendi (Sekil 15.D).

Sekil 15. CAS-3 immiinohistokimya boyama metodu ile boyanmis ovarium dokusuna ait

kesitlerin 1s1k mikroskobik goriintiisii.
A) Kontrol grubu ovarium dokusu: Normal dokuda ovarium gozlenmekte, B) IR grubu ovarium dokusu: Siddetli
CAS-3 pozitif immiinoreaktivite gozlenmekte, C) IR+EGCG grubu ovarium dokusu: Hafif siddette CAS-3
pozitif immiinoreaktif hiicreler (kalin oklar) gozlenmekte, D) EGCG grubu ovarium dokusu: CAS-3 negatif
imminoreaktivite gézlenmekte (X100 obj, AEC, DAB chromogen).

Yapilan immiinohistokimyasal skorlamada; CAS-3 diizeyinin IR grubunda en yiiksek diizeyde
oldugu tespit edilmistir. IR grubuyla diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugu goriilmiistiir. IR+EGCG grubunda EGCG tedavisiyle CAS-3 diizeyinin anlaml
diizeyde bir diisiis oldugu saptanmistir (Sekil 16).

TNF- a diizeyinin, CAS-3 diizeylerine benzer olarak, yine IR grubunda en yiiksek
oldugu goézlenmistir. Diger gruplarla arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu
saptanmistir. Ayrica EGCG verilen tedavi grubunda EGCG’nin IR hasarinda TNF-a diizeyini
distirdiigi tespit edilmistir (Sekil 17).
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Cas-3

Sekil 16. Gruplarin CAS-3 diizeylerinin karsilagtirilmasi.
Gruplar arasindaki farkliliklar, post-hoc Tukey ¢oklu karsilagtirma testleri kullanilarak elde edildi. Cubuklar
ortalama + standart sapmay1 gostermektedir. a, b, c: farkli harflerle gosterilen ortalamalar anlamli derecede

farklidir ( p<0,05).

TNF-alfa

Sekil 17. Gruplarin TNF-a diizeylerinin karsilastirilmasi.

Gruplar arasindaki farkliliklar, post-hoc Tukey ¢oklu karsilastirma testleri kullanilarak elde edildi. Cubuklar
ortalama + standart sapmay1 gostermektedir. a, b, c: farkli harflerle gosterilen ortalamalar anlamli derecede
farklidir ( p<0,05).
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5. TARTISMA

Adneksiyal torsiyon; onemli jinekolojik acil durumlardan biri olarak bilinmektedir. Bu
bozukluk, ovariumun ligament ve damarlarinin kendi ekseni etrafinda dénmesiyle olusur.
Farkli sebeplerle olusan bu patolojinin goriilme sikligi % 2,7’dir (6). Torsiyon sonrast,
hastada akut karin agris1 goriiliir. Ancak temel sorun organda meydana gelen iskemi hasaridir.
Tan1 konulup tedavi edilinceye kadar aradan gecen zamana bagli olarak dokuda hasar artar.
Tedavi cerrahi olarak yapilir ve organ eski konumuna getirilir (detorsiyon). Ancak bu sefer de
reperfiizyonun baslamasiyla overe gelen oksijen, dokuda ROS olusmasina neden olur (128).
Boylece iskemiye gore daha fazla hasar meydana gelir (128,129). Meydana gelen IR hasari
nekroza kadar gidebilir (6). Doku Olimiinii engellemek igin yeni stratejilere ihtiyag
duyulmaktadir. Bu amagla son zamanlarda antioksidan molekiillerin kullanimi tercih
edilmektedir. Melatonin (130), Curcumin (131), Resveratrol (132), Folik asit (133) ve EGCG
gibi antioksidanlar IR g¢alismalarinda kullanilmaktadir. Bu noktada EGCG maddesi dikkat
cekmektedir (68,124).

EGCQG, yesil gay igerisinde bol miktarda bulunan bir antioksidandir. Oksidatif stresin
azaltilmasi igin kullanilir (67). Ozellikle IR hasarinda EGCG’nin etkileri ayrintili bir sekilde
arastirilmaktadir. IR modeli olusturulan beyin, iskelet kasi, kalp, bagirsak, karaciger, bobrek,
retina, pankreas, gobek kordonu ve testis gibi bircok organda EGCG’nin cesitli etkileri
incelenmistir. EGCG’nin IR hasarinda uygulanmasi hiicre ve dokulara koruyucu etki saglar.
Ayn1 zamanda bu hasarli dokular iizerinde tedavi edici etkileri vardir. Yesil cayda bulunan bu
katesin oksidatif stresi azaltir ve antioksidan kapasitesini arttirir. Notrofil infiltrasyonuna kars1
koruma sagladigi ve inflamasyonu onleyici etkisi oldugu bilinmektedir. EGCG ayrica
antifibrotik ve antiapoptotik mekanizmalar yoluyla faydali etkiler gostermistir (68). IR
hasarinda doku/organlarda ¢esitli histopatolojik etkiler meydana gelmektedir (134). Deneysel
calismalarda da ratlarin over dokularinda meydana gelen IR hasarinda; siddetli kanama,
dejenerasyon ve nekroz gibi ciddi boyutta bozukluklar goériilmektedir (129,135). Yapilan
literatiir taramasinda, over IR hasarinda EGCG’nin etkilerini inceleyen bir ¢alismaya
rastlanmamustir.

Calismada IR grubunun over dokularinda ciddi dejeneratif degisiklikler oldugu
saptand1 (Sekil 13B). Elde edilen bu bulgular daha onceki yapilan ¢aligmalarla paralellik
gostermektedir (129,135). IR + EGCG grubunda (Sekil 13C), EGCG tedavisinin 6dem,

dilatasyon, kanama, tikaniklik, nétrofil infiltrasyonu, dejenerasyon ve nekroz gibi patolojik
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durumlan diizelttigi tespit edilmistir. Tespit edilen bu bulgulara ve daha 6nceki ¢alismalara
gore (121) IR sonucu ovariumda meydana gelen patolojik degisiklikleri diizeltmede
EGCG’nin gii¢lii antioksidan ve antiinflamatuar etkisinin olabilecegine dair giiclii bir kaniya
varilmistir.

Hiicre ve dokularda bir¢ok antioksidan madde bulunmaktadir. SOD, CAT, Rediikte
glutatyon (GSH), Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) vb. bir¢ok enzim ve madde antioksidan
savunma sistemi icerisinde bulunmaktadir. Biz bu ¢alismada bunlarin tamamini degerlendiren
bir method olan TAS seviyesini arastirdik (125). Calismamizda TAS seviyesi EGCG verilen
gruplarda diger gruplara kiyasla daha yiiksekti (Sekil 10). Bulgularimiz daha 6nceki yapilan
calismalarla paraleldir (136). Bu durum EGCG’nin antioksidan savunma sistemini
giiclendirdigini ve oksidatif stresi azalttigina dair 6nemli bir gostergedir.

Oksidatif stres, viicutta ROS’un arttig1 ve antioksidanlarin ROS ile bas edemedigi bir
durumdur (137). Oksidatif stresi tespit etmek i¢in Malondialdehit (MDA) basta olmak iizere
Myeloperoksidaz (MPO), Siklooksijenaz (COX), peroksinitrit, nitrat, nitrit gibi ¢ok sayida
enzim ve radikallerin kan ve dokulardaki diizeyi arastirilmaktadir (138,139). TOS ise biitiin
bunlarin hepsini birden gozlemleme imkani vermektedir. Bu sebeple calismamizda bu
biyokimyasal parametre arastirtlmistir (126). Sunulan bu ¢alismada, TOS seviyesi IR
olusturulan hayvanlarla kiyaslandiginda IR+EGCG grubunda daha yiiksekti (Sekil 11). Daha
onceki c¢aligmalarda over IR hasarinda bagli TOS miktarinin arttigi ve bazi antioksidanlarin
uygulandiktan sonra TOS iizerinde dengeleyici oldugu bildirilmektedir (140). Ancak bu
caligmada tedavi grubunda EGCG’nin uygulanmasi IR hasar1 sonucu olusan TOS seviyesini
azaltmadi. IR grubundaki bu durum endojen antioksidan mekanizmalarin harekete gegmesiyle
meydana gelmis olabilir. Bunun yaninda TOS/TAS orani olan OSI degerinin IR+EGCG
grubunda IR grubuna gore azaldigi ancak istatiksel olarak anlamli bir fark bulunamadigi
gozlenmigtir. Bu bulguyla EGCG’nin OSI dengelenmesinde yardimer oldugu kanisina
varilmistir. Bununla birlikte EGCG’nin  bu etkilerinin yeni ¢alismalarla agikliga
kavusturulmasi faydali olacaktir.

IR hasar1 ile dokuda inflamasyon olusur. Bu durumda hasarli dokuya cok sayida
polimorf niikleer hiicre gelir (129). Sonrasinda doku ve inflamatuar hiicreler tarafindan
sitokinler salgilanir. Bu molekiiller inflamasyon markerlar1 olarak kullanilir (141). Daha 6nce
yapilan ¢alismalarda Interlokin-1beta, interlokin-6, Tnf-a ve NO molekiillerinin IR hasarinda
inflamasyonun  tespitinde  kullanildigim1 ~ bilinmektedir ~ (68,142,143). EGCG’nin
antiinflamatuar etkileri bulunmaktadir (68). Sunulan bu g¢alismada immiinohistokimyasal

olarak TNF-a boyasi ile gruplardan elde edilen kesitler boyanmistir. Kontrol grubu ve EGCG
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grubu hayvanlarinin overlerinde negatif immiinoreaktivite gézlemlenmistir (Sekil 14A,D). IR
grubunda ise siddetli TNF-a immiinoreaktivite gozlendi (Sekil 14B). EGCG uygulamasi ile
IR’nin sebep oldugu TNF-o reaktivitesi azalarak overlerde hafif siddette pozitif
immiinoreaktivite saptandi (Sekil 14C). Bizim bulgularimiz daha Onceki ¢alismalarla
uyumludur (142,143). EGCG antiinflamatuar etkisi ile IR hasarini azaltmis olabilir.

Apoptoz programli hiicre olimiidiir (144). Fizyolojik olarak viicutta bazi doku ve
organlarda meydana gelir. Bununla birlikte patolojik bozukluklar sonucunda da olusabilir.
Over IR hasarinda dokuda apoptoz olustugu bilinmektedir (145). Apoptozun meydana
gelmesinde pek c¢ok enzim ve molekiil rol oynar. Ozellikle Kaspaz enzimleri baslica
mediatdrlerdir. Ozellikle CAS-3 enzim seviyesi apoptotik olaylarin tespitinde kullanilir (146).
Calismamizda IR hasarini tespit etmek igin CAS-3 immiinoreaktivitesi arastiritlmistir. Kontrol
ve EGCG grubu overlerinde herhangi bir reaktivite gozlenmedi (Sekil 15A,D). IR grubu
ovarium dokularinda ise siddetli pozitif imminoreaktivite saptandi (Sekil 15B). EGCG
tedavisi alan IR’li ratlarda CAS-3 immiinoreaktivitesi azaldi (Sekil 15C). Bu sonug
EGCG’nin apoptozu engelledigini gosteriyor. Bu bulgumuz daha onceki c¢alismalarla

paralellik gostermektedir (128,147).
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak,

¢ IR hasarinda ratlarin ovarium dokularinda 6dem, hemoraji, konjesyon, dilatasyon,
nekroz, dejenerasyon ve PMN hiicre infiltrasyonu gibi onemli histopatolojik bulgular
meydana geldigi,

¢ IR hasarina bagl siddetli CAS-3 reaktivitesi oldugu,

e EGCG uygulamasinin CAS-3 immiinoreaktivitesinde azalmaya yol agtigi,

¢ IR grubunda siddetli derecede TNF-o immiinoreaktivitesi oldugu,

e EGCG tedavisinin, IR hasarli overlerde TNF-a ekspresyonunu azalttigi tespit
edilmisgtir.

Bu verilerin sonucu EGCG’nin antiinflamatuar, antioksidatif ve antiapoptotik etki

gostererek overdeki iltihaplanmay1 tedavi etmeye dair giiglii kanitlar sunmustur.
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