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OVER TORSIiYONUNDAKI iSKEMi-REPERFUZYON HASARINA SILYMARININ
ETKIiSININ INCELENMESI

Ozcan USTUN, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali, Narhdere, izmir, ozcan.ustun@deu.edu.tr
OZET
Amac:

Over torsiyonu iireme ¢aginda sik goriilen overde iskemi-reperfiizyon hasarina neden olan
miimkiin oldugunca erken tan1 ve miidahale gerektiren jinekolojik bir durumdur. Cocukluk
cagindaki tiim akut karin olgularinin da %2,7’sini olusturmaktadir. Semptomlarin nonspesifik
olmasindan dolay1 genellikle tan1 ve tedavide gecikme olmakta ve gecikmis vakalarda overlerde
geri donlisiimsiiz hasarlar olusturarak kadinlarda infertiliteye neden olmaktadir. Over
torsiyonuna yol agan baslica durumlar ise; ovaryum Kitleleri, ovaryum Kistleri ve yardimci
tireme tekniklerinde ovaryumun gonadotropinlerle hiperstimiilasyonudur.

Torsiyon sonucunda meydana gelebilecek iskemik hasarin etyolojisinde, ortamda bulunan
reaktif oksijen metabolitlerine bagli oksidatif stres ve inflamasyon siireci sorumlu
tutulmaktadir. Iskemik hasar dénemi olarak adlandirilan bu siiregte, ovaryan hasar temel olarak
hipoksiye baghidir. Torsiyon ortadan kaldirildiktan sonra da reaktif oksijen ve nitrojen
iirlinlerinin olugmasiyla reperfiizyon hasari olarak adlandirilan siire¢ baglar. Dokudaki toplam
hasar, iskemi ve reperfiizyonun her ikisinin de yol agtigi hasarin toplami olarak kabul
edilmektedir. Sonug olarak, reperflizyon hasarinin 6nlenmesi iskemi tedavisinin basarisint daha
da arttiracaktir. Biz de bu hipotezden yola ¢ikarak, farkli ¢alismalarda antioksidan etkisi
gosterilmis olan Silymarin’in; ovaryum iskemi-reperfiizyon hasarindaki koruyucu etkisini
ortaya koymay1 amagladik.

Silymarin, silybum marianum bitkisinin tohumlarindan elde edilen ve yaklasik olarak %
65-80 oraninda Silymarin kompleksi, az miktarda flavonoidleri, yaklasik olarak 9%20-35
oraninda yag asitlerini ve diger polyphenolik yapilar1 icermektedir. Silymarin ¢ogunlukla
karaciger ilizerinde etkili antioksidan ve kemoprotektiftir. Karaciger hiicrelerinin yaninda,
bobrek ve immun sistem hiicreleri ile fibroblastlar, keratonositler ve endoteliyal hiicreler

tizerinde de toksik ajanlara karst duyarli oldugu ispatlanmistir.



Calismamizda disi siganlarda (200-250 gr) deneysel olarak olusturulan ovaryan
torsiyon detorsiyon modeli sonucunda overde olusan iskemi-reperfiizyon hasari; kontrol grubu,
torsiyon-detorsiyon grubu, torsiyon-detorsiyon+silymarin grubu, Dimetil stilfoksit
(DMSO) grubu ve sadece silymarin (SIL) uygulanan grupla karsilastiriimali olarak test edildi..
Bu amagla, sakrifikasyon sonrasi formalin tespit soliisyonuna alinan ve parafine gémiilen
ovaryum dokularinda histolojik olarak hematoksilen eozin (H&E), periyodik asit schiff (PAS)
ve masson trikrom boyamasiyla ovaryum histolojisi 1s1tk mikroskobik olarak incelendi.
Immiinohistokimyasal olarak apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in, TUNEL (terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridine triphosphate DNA nick-end labelling) ve
aktive-kaspaz-3 immun boyamalari yapildi. Ayrica, elektron mikroskobik olarak ultrastriiktiirel
yap1 incelendi. Biyokimyasal olarak oksidatif stres gostergesi olan lipid peroksidasyon diizeyi
Malondialdehid (MDA) ve antioksidan savunma sisteminin gostergesi olan glutatyon
peroksidaz (GPx) enzim aktiviteleri spektrofotometrik yontemle oOlgiilerek Silymarin
tedavisinin ovaryan iskemi-reperfiizyon hasarinda koruyucu etkinlikleri degerlendirildi.
Ayrica, bir iskemi belirteci olan ve serumda ¢ok kisa bir siire icinde belirlenebilen IMA (iskemi
Modifiye Albumin) diizeylerine de bakilarak iskemi olusup olusmadig1 kontrol edildi. Elde
edilen veriler SPSS 15,0 istatistik programina yiiklendi. Gruplar aras1 farkliliklar Kruskal
Wallis ve Man Whitney U testi kullanilarak test edildi.
P< 0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Yontem:

35 adet disi Wistar susu si¢an (200-250g) 5 gruba ayrildi (n=7).

Grupl, Kontrol Grubu (K): Hi¢bir miidahale yapilmaksizin ovaryum dokular1 alamnan grup
(n=7).

Grupll, Torsiyont+Detorsiyon Grubu (T+D): 3 saat torsiyon sonrasi 3 saat detorsiyon

uygulanan grup (n=7).

Gruplll, Torsiyon+Detorsiyon+Silymarin Grubu (T+D+SIL): 3 saat torsiyon sonrasl,

detorsiyondan 30 dakika once 250mg/kg Silymarin verilen grup (n=7).

GruplV, DMSO Grubu (DMSO): Deneklere % 10 luk DMSO’nun i.p. olarak verildigi grup
(n=7).

GrupV, Silymarin Grubu (SIL): Deneklere DMSO’da ¢dziilmiis Silymarinin i.p. olarak

verildigi grup (n=7).



Deney sonunda deneklerden ovaryum dokulari alindi. Histolojik incelemeler
gergeklestirebilmek i¢in H&E, masson trikrom ve PAS, apopitozun belirlenmesi i¢in TUNEL
ve Aktif Kaspaz- 3 boyamalar1 yapildi. Deneyde iskemi-reperfiizyon modelinin ispatlanmasi
icin ise biyokimyasal olarak doku homojenatlarindan GPx ve MDA diizeylerine bakildi.
Deneklerin kuyruk venlerinden alinan kanlarin serumunda ayrica IMA diizeylerine de bakildu.
Ayrica transmission electron microskopi (TEM) de dokular ultrastriiktiirel olarak incelendi.
Bulgular:

Hasar skorlamasi sonucunda; T+D grubu ve T+D+SIL gruplarinda, Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda hasarda anlamli bir artis oldugu, T+D+SiL, DMSO ve SIL gruplarinda, T+D
grubuyla karsilastirildiginda ise hasarda anlamli bir azalma oldugu gézlemlendi. DM SO ve SiL
gruplari, T+D+SIL grubuyla karsilastirildiginda hasarda anlamli bir azalma oldugu
gbzlemlendi.

Bag dokusu artisinin degerlendirilmesi sonucunda; Kontrol grubu, T+D grubu ile
karsilagtirildiginda T+D grubunda bag dokusunda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu
gozlemlendi.

Zona pellusida kalinliklarinda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farka

rastlanmadi.

TUNEL boyamalar1 sonucunda; T+D grubu Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
apoptotik hiicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu, T+D+SIL grubu, DMSO
grubu ve SIL gruplari, T+D grubu ile karsilastirildiginda ise her 3 grupta da apoptotik hiicre
sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu gézlemlendi. T+D+SiL grubu; DMSO
grubu ile karsilastirildiginda DMSO grubunda apoptotik hiicre sayisinda istatistiksel olarak

anlaml bir artis oldugu gézlemlendi.

Aktif Kaspaz-3 boyamasi sonucunda; Kontrol grubu, T+D grubu karsilastirildiginda,

T+D grubunda, aktif kaspaz-3 pozitif hiicre yogunlugunda istatistiksel olarak anlamli bir artis

oldugu, T+D grubu, T+D+SIL, DMSO, SiL gruplariyla karsilastirildiginda, her ii¢ grupta da

aktif kaspaz-3 pozitif hiicre yogunlugunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu
gbézlemlendi.

Yapilan biyokimyasal degerlendirmeler sonucunda; T+D grubu, T+D+SIL ve SIL

gruplari ile karsilastirildiginda MDA seviyelerinin her iki grupta da istatistiksel olarak anlaml

bir sekilde azaldig1 gézlemlendi.



Antioksidan savunma mekanizmasi dlgltimleri sonucunda; Kontrol grubu, T+D grubu ile
karsilagtirildiginda T+D grubunda GPx seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma
oldugu gozlemlendi.

IMA o&lgiimleri sonrasinda kontrol grubu, T+D grubu, T+D+SIL grubu ve DMSO
gruplartyla karsilastirildiginda, her iic grupta da, IMA seviyesinde istatistiksel olarak anlaml
bir artis oldugu gozlemlendi. T+D grubu; T+D+SIL, DMSO ve SIL gruplariyla
karsilastirildiginda her {i¢ grupta da IMA seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma
oldugu gozlemlendi. T+D+SIL grubu; SIL grubu ile karsilastirildiginda, SIL grubunda IMA
seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu gézlemlendi.

DMSO grubu; SIL grubu ile karsilastirildiginda, SIL grubunda IMA seviyesinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu gozlemlendi.

Sonuc:

Yaptigimiz calismada, iskemi-reperfiizyon sonucunda oksidatif strese bagli olarak
dokuda apoptotik hiicrelerde ve MDA seviyelerinde artis meydana geldigini ve bu hasarin,
reperfiizyon ncesi silymarin verilerek azaltilabilecegini gézlemledik. Ileri calismalar yapilarak
silymarinin nanopartikiil boyutlarinda hazirlanmis formlarinin klinikte uygulanabilir bir
yontem olabilecegini diistinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Ovaryum, Torsiyon-Detorsiyon, iskemi- Reperfiizyon, Silymarin.



INVESTIGATION OF THE EFFECT OF SILYMARIN ON
ISCHEMIA-REPERFUSION INJURY IN OVARY TORSION

ABSTRACT
Objective:

Ovarian torsion of ovary in reproductive period is the frequent ischemia- reperfusion
injury which is possible causing a gynecological condition that requires early diagnosis and
treatment. In all cases, of acute abdominal pain in childhood constitutes 2.7 %. In the delayed
cases due to the delay in the diagnosis and treatment of nonspecific symptoms, irreversible
damage in the ovaries has seen and this causes infertility in women. The main conditions that
cause ovarian torsion are ovarian masses, hyperstimulation of the ovaries with gonadotropin,
ovarian cysts and the assisted reproduction techniques. Torsion, result of damage caused by
ischemic environment in the etiology of reactive oxygen metabolites which can occur with
oxidative stress and inflammatory processes are implicated. Ovarian damage in the process
called the ischemic injury period depends on mainly hypoxia. After torsion reactive oxygen
species were eliminated and starts process called reperfusion injury by the formation of the
nitrogen products. Tissue ischemia and reperfusion injury in total is recognized as the sum of
the damage caused. Consequently, prevention of reperfusion injury ischemia would increase
the success of treatment. We also worked on the hypothesis that a different antioxidant
Silymarin which haven’t shown previously the effects on ischemia-reperfusion injury. We
aimed to demonstrate the protective effect of Silymarin on the ischemia-reperfusion injury.
Silymarin, obtained from the Silybum marianum seeds and the complex of silymarin composed
of approximately 65-80 % , a small amount of flavonoids, contains by approximately 20-35%
fatty acids and other polyphenolic structures. Silymarin has antioxidant effect on liver and
mostly chemoprotective. Besides liver cells, kidney and immune system cells, fibroblasts,
keratinocytes, and endothelial cells has proven to be sensitive to toxic agents. In our study,
female rats (200-2509) experimentally induced ovarian torsion and detorsion model consisting
of control group, torsion -detorsion group, torsion —detorsion+silymarin group, silymarin group
and DMSO groups. For this purpose, after sacrification ovarian tissues fixed in the formalin
and embedded in paraffin for histological evaluation. H&E, PAS and masson trichrome stained
sections examined by light microscopy. Immunohistochemistry for the identification of
apoptotic cells made by TUNEL and active-caspase 3 immunostaining. The tissue ultrastructure

of the samples, were also investigated by electron microscopy. Biochemical oxidative stress



indicator of lipid peroxidation levels (MDA) and an indicator of antioxidant defense system,
GPx is evaluated by the spectrophotometric method. In addition, IMA levels, which were
identified as a symptom of ischemia and can be determined in a very short time in the serum,
were checked to see if ischaemia was occurred or not. The obtained data loaded into the SPSS
15.0 statistical software. The difference between groups assessed by Kruskal-Wallis and Man -
Whitney U test. A value of P <0.05 was considered statistically significant.
Method:
35 female Wistar rats (200-250 g) were divided into 5 groups (n = 7).
Group I, Control Group (K): Non-intervention group (n = 7).
Group I, Torsion + Detorsion Group (T + D): 3 hours detorsion after 3 hours of torsion
(n=7).
Group 111, Torsion + Detorsion + Silymarin Group (T + D + SIL): given 250mg / kg Silymarin
30 minutes before detorsion intraperitoneally (n = 7).
Group 1V, DMSO Group (DMSO): The subjects were treated with 10% DMSO i.p. (n = 7).
Group V, Silymarin Group (SIL): The subjects were treated with Silymarin (n = 7).
At the end of the experiment, the ovarian tissues were obtained from the subjects by surgical
method. H & E, masson's tricrom and PAS were performed, TUNEL and active caspase-3
staining for apoptosis determination. In the experiment, GPx and MDA levels were examined
biochemically from tissue homogenates for the ischemia-reperfusion model. IMA levels were
also measured in the serum of the blood taken from the tail veins of the subjects. In addition,
the tissues of the TEM were examined ultrastructurally. Differences between the groups were
evaluated statistically by Kruskal Wallis, Mann Whitney-U test. P <0.05 was considered
statistically significant.
Resuls:
As a result of the damage score; There was a significant decrease in damage in T + D + SIL,
DMSO and SIL groups compared to T + D group and a significant decrease in damage in T +
D group and T + D + SIL groups compared to control group. DMSO and SIL groups were
observed to be significantly reduced in damage compared to the T + D + SIL group.

As a result of evaluation of connective tissue increase; when compared with the T + D
group, the control group showed a statistically significant increase in the T + D group.

There was no statistically significant difference between the groups in zona pellucida
thicknesses.



As a result of TUNEL staining; There was a statistically significant increase in the
number of apoptotic cells in the T + D group compared to the control group, a statistically
significant decrease in the number of apoptotic cells inthe T + D + SIL group, the DMSO group
and the SIL groups and in the 3 groups compared to the T + D group It was observed.

T + D + SIL group; A statistically significant increase in the number of apoptotic cells was
observed in the DMSO group when compared to the DMSO group.

As a result of active caspase-3 staining; the T + D group showed a statistically significant
increase in active caspase-3 positive cell density in the T + D group when compared with the
control group; When T + D + SIL, DMSO, and SIL groups were investigated, it was observed
that there was a statistically significant decrease in the active caspase-3 positive cell density in
all three groups.

As a result of the biochemical evaluations made; compared with T + D group,

T + D + SIL and SIL groups, MDA levels decreased statistically significantly in both groups.

As a result of antioxidant defense mechanism measurements; WWhen compared with the
T + D group, the control group showed a statistically significant decrease in GPx level in the
T + D group.

After IMA measurements, there was a statistically significant increase in IMA level in all
three groups when control group compared with T + D group, T + D + SIL group and DMSO
groups. When T + D group compared with T + D + SiL, DMSO and SIL groups, it was observed
that there was a statistically significant decrease in IMA levels in all three groups. When T + D
+ SIL group compared with the SIL group; it was observed that there was a statistically
significant decrease in the IMA level in the SiL group. When DMSO group compared with the
SIL group, it was observed that there was a statistically significant decrease in the IMA level
in the SIL group.

Conclusion:

In our study, we observed that an increases in apoptotic cells and MDA levels in the tissue
due to ischemia-reperfusion injury and oxidative stress, could be reduced by giving silymarin
before reperfusion. We believe that advanced forms of silymarin prepared in nanoparticle

sizes, may be a clinically feasible method.

Key Words: Ovary, Torsion-Detorsion, Ischemia-Reperfusion, Silymarin.



1. GIiRIiS VE AMAC

Adneksiyal torsiyon, zor tani konabilen ve siklikla tuba uterina, ovaryum ve yardimci
yapilarin tek tek ya da hep birlikte meydana getirdigi bir olgu olarak bilinen(1), nadir goriilen,
ancak kadinlardaki karin agrisinin en 6nemli nedenlerindendir. Goériilme siklig1 giiniimiizde
% 2, 7 dir ve jinekolojik acil cerrahi siralamasinda 5. sirada yer almaktadir. . ilk olarak 1748
yilinda Morgagni, 1850 yilinda ise Rokitansky tarafindan tanimlanmistir(2).

Gebelik esnasinda goriilme siklig1 1/5000°dir. Over torsiyonlarinin ¢ogu ya gebelikte ilk
trimestirda ya da lohusalikta meydana gelmektedir. Gebelik esnasinda meydana gelen akut
abdominal agrida ilk olarak over torsiyonu akla gelmelidir. Erken tani ve tedavi, anne ve bebek
acisindan hayati 6nem tagimaktadir(3).

Over torsiyonu ¢ogunlukla dogurganlik cagindaki kadinlarda goriilmekle birlikte daha az
siklikla 1-20 yas aras1 kadinlarda 10000 de 4,9 siklikla gériilmektedir (4).

Iskemi, adneksin biikiilmesinin bir sonucudur. Uterin ve ovaryan arterlerin terminal dallarinin
anastomozlarindan beslenen adneksiyal sirkiilasyonun kesilmesi ile sonuglanan bir siiregtir.
Arterial kan akiminin kesilmesi adneksiyal torsiyonun ilk sonucu ya da 6deme bagli vendz
akimda kesilme ikincil sonucu olabilir. Tedavi edilememesi durumunda iskemi sonucu
ovaryumda, tuba uterinada ya da adneksin timiinde nekroz meydana gelir. Nekroz, ovaryum
ya da adneks kaybina ve bunu takiben geng hastalarda fertilite problemlerine yol agacaktir (2).
Adneksiyal torsiyona neden olan faktorlerin tartisilmasi gerekmektedir. Adneksler saglikliysa
buna malformasyon ya da utero-ovaryan ligamentin uzunlugu neden olmaktadir. Adnekslerdeki
agirhik artis1 da buna neden olabilir. Yani ovaryan kistler ve ¢ogunlukla dermoid Kistler,
adneksiyal torsiyona yatkinlikta 6nemli etkenlerdir. Comerci ve arkadaslari benign kistik
teratomlu 517 hastada torsiyon sikligint %3,5 bulmustur. Benign ovaryan kistler, ovaryan
kanserlerden daha ¢ok torsiyona neden olmaktadir. Ciinkii, ovaryan tiimorler
endometriomalarla birlikte komsu dokulara yapistiklar1 i¢in goreceli daha az adneksiyal
torsiyona neden olmaktadir.

Paratubal kistlerin varligi da tuba uterinanin torsiyonuna ya da adneksiyal torsiyona neden
olmaktadir. Benzer sekilde hematosalpinks, hidrosalpinks ya da gebelik de tuba uterinanin tek
basina torsiyonu i¢in risk faktoriidiir.

Tip ligasyonunda adneksiyal torsiyon riski artmaktadir. Bu durunda tubal torsiyon riski
degisik mekanizmalarla  artmaktadir. Tubanin  gevsekliginin  artmasiyla  olusan

elektrokoagiilasyonun neden oldugu mezosalpinks hasari torsiyon ile sonuglanabilir. Gebeligin



ilk trimesterinde de torsiyon riski artmaktadir. Houry ve Abbott, adneksiyal torsiyonlu 87 gebe
hastada bu orani % 13,7 olarak bulmuslardir. Bunun da etiyolojisinde korpus luteum kistlerinin
bulunusu yatmaktadir.

Ovaryan stimiilasyon da adnekslerin agirliginda ve hacminde artisa neden oldugundan,
bilateral adneksiyal torsiyonun etiyolojisinde 6nemli rol oynamaktadir. Roest ve arkadaslar
IVF dongiisiindeki 2495 hastada adneksiyal torsiyon oranimmi % 0,8 bulurken, Kemman ve
arkadaslar1 ovaryan stimiilasyon uygulanmis 648 gebede bu orani % 0,6 bulmuglardir.

Giinlimiizde, ameliyat oncesi adneksiyal torsiyon tanist koyabilecek giivenli bir yontem
bulunmamaktadir. Ameliyattan 6nce vakalarin % 23- 60 kadarina dogru tani konabilmesi
gercekten de ¢ok verimsiz goriinmektedir. Doppler taniyr geciktirirken, ultrasound da tek basina
yeterli olmamaktadir. Eksik tan1 korkusuyla yapilmis gereksiz laparoskopilerde artis sonucu
bazi hastalara da miidahalede gecikilince, adneksiyal nekroz ve komplikasyon riski artmaktadir.
Laparoskopi ile cerrahi tedavi giiniimiizde standart hale gelmistir (5).

Erken tam1 konamadiginda gen¢ hastalarda over kaybina bagli infertiliteye neden
olmaktadir. Daha nadir olarak yanlis ya da gecikmis tani, 6liimciil tromboflebit ya da peritonite
neden olabilmektedir (5).

Over torsiyonunun tedavisi tartismalidir. Agirlikli olarak konservatif tedaviyi: 6zellikle
detorsiyonu takiben kist drenaj1 ya da kistektomiyi savunan ¢aligsmalar artmaktadir. (4)

Klinik uygulamalarda nekrozun tanimlanmasinda, kreatinin kinaz ve troponin gibi bazi serum
markirlar1 kullanilmaktadir. Ancak iskemi i¢in klinik taniy1 kolaylastiracak bir laboratuvar testi
bulunmamaktadir (6).

IMA, iskemi ve enflamasyonla iliskili durumlarda olusan bir belirtectir. Iskemik
vakalarda Reactive oxygen species (ROS) un ve serbest radikallerin olusumu ile birlikte,
albliminin terminal kisminda geg¢ici baz1 degisiklikler meydana gelir. Bu durum diisiik
yogunluklu kobaltin baglanma kapasitesini ve miktarini arttirabilir. Pek ¢ok iskemik vakada
kan IMA diizeyi, yeni bir miyokardial iskemi belirteci olarak onerilmektedir (7).

Sicanlarda yapilan son c¢alismalar, ovaryum detorsiyonunun tek basma fertilite
problemlerini ¢6zemedigini gostermistir. Detorsiyon operasyonu dncesi, ovaryum rezervlerinin
korunmasi amaciyla antienflamatuar ve antioksidan ajanlar kullanilmistir. Ne yazik ki deneysel
calismalarda kullanilan ilaglarin hi¢ biri klinikte ovaryum torsiyonu vakalarinda
kullanilamanmustir. Ideal ilag, torsiyon detorsiyon cerrahisi arasindaki kisa siiregte etkili

olabilmeli ve insanda parenteral olarak giivenilir bir sekilde kullanilabilir olmalidir (8).



Silymarin, silybum marianum bitkisinin tohumlarindan elde edilen ve yaklasik olarak

% 65-80 oraninda Silymarin kompleksi, az miktarda flavonoidleri, yaklasik olarak %20-35
oraninda yag asitlerini ve diger polyphenolik yapilar1 igermektedir. Silymarin ¢ogunlukla
karaciger lizerinde etkili antioksidan ve kemoprotektiftir. Karaciger hiicrelerinin yaninda,
bobrek ve immun sistem hiicreleri ile fibroblastlar, keratonositler ve endoteliyal hiicreler
tizerinde de toksik ajanlara kars1 duyarli oldugu ispatlanmistir (9).

Reperfilizyon hasarinin 6nlenmesi iskemi tedavisinin basarisini daha da arttiracaktir. Biz de
bu hipotezden yola ¢ikarak farkli ¢alismalarda antioksidan etkisi gosterilmis olan Silymarin’in
daha once hi¢ ¢alisiilmamis olan ovaryum iskemi-reperfiizyon hasarindaki koruyucu etkisini

ortaya koymay1 amacladik.

10



2. GENEL BILGILER

2.1. Ovaryum

Disi genital sistemi, i¢ genital organlar ve dis genital organlardan meydana gelmektedir. i¢
genital organlar; iki ovaryum, iki tuba uterina, uterus ve vaginadir. Dis genital organlar ise mons
pubis, klitoris, labia mindr ve labia majorler, vestibiildiir. Meme bezleri de disi iireme

sisteminin hormonal aktivitesi ile iligkili olarak disi genital sisteminin bir parcasidir.

2.1.1. Ovaryum Anatomisi

Ovaryumlar iri badem biiyiikliiglinde bir ¢ift organdir, yanlardan basilmis oval
bicimdedir. Erkekteki testislerin karsiligidir. Yunanca bir terim olan oophoron ile tanimlanan
ovaryum, disi genital organlarin merkezinde yer alir. Pelvis minor’un dis yan duvarinda
bulunan fossa ovarica (Krause ¢ukuru) adi verilen ¢ukura yerlesmistir. Fossa ovarica, arteria
iliaca externa ile arteria iliaca interna arasinda bulunur. Bu ¢ukuru asagi ve On taraftan
ligamentum latum uterinin tabani, yukaridan arteria iliaca externa ve arkadan da iireter sinirlar.
Fossa ovaricanin tabanini peritoneum Orter. Peritoneumun altindan, arteria ve vena obturatoria
ile nervus obturatorius geger (10).

Ovaryumlar dogum yapmis kadinlarda ligamentum latum uterinin gevsesi sonucunda
biraz arkaya ve asagiya dogru yer degistirebilirler. Ureterin arkasinda, pelvis arka duvarinin
oniinde ve plica rectouterina’larin dis yaninda yer alan fossa pararectalis de denilen Claudius
cukuruna yerlesirler. Tuba uterina’larin arka ve asagr bdliimiinde bulunan ovaryumlar
ligamentum latum uteri i¢inde bulunurlar ve uzun eksenleri vertikale yakindir (11).
Ovaryumlar pembemsi gri renktedir. Yiizeyleri diiz ve parlak olup, puberteye kadar peritoneum
ile ortiiliidiir. Puperteyle birlikte peritoneum 6zelligini kaybeder ve matlasir, ovulasyon ve
dogurmaya bagli olarak yiizeyleri piirtiiklii bir goériiniim alir (12).

Kivami oldukc¢a katidir. Bu 6zelligi nedeniyle de vaginal tusede c¢evresindeki
organlardan kolayca ayirt edilebilir. Her bir ovaryum yaklasik 4 cm uzunlugunda, 2 cm
genisliginde ve 0,8 cm kalinligindadir. Agirligi da 3 ila 5 gram kadardir (10,11).

Ovaryumlarin biri dis (facies lateralis) , digeri i¢ (facies medialis) olmak iizere iki yiizii,
extremitas tubaria ve extremitas uterina olmak tizere iki ucu, margo liber ve margo mesovaricus
olmak tizere de iki kenar1 vardir (11,12).

Facies lateralis fossa ovarica’yr érten peritoneum parietale’ye oturur. i¢ yiize nazaran

daha az konvekstir. Facies medialis pelvis bosluguna bakar ve daha konvekstir. Facies

11



medialis’in 6n bolimii mesosalpinx ile orta boliimii ince barsak ve colon sigmoideum ile, arka
bdliimii ise infundibulum tubae uterinae ile komsuluk yapar (10,12).

Extremitas tubaria (iist u¢) tuba uterina’nin infundibulum boéliimiiyle komsudur. Vena
iliaca externa’ya komsu olan extremitas tubarya, fimria ovarica ile ligamentum ovarii
suspensoriuma tutunur. Ligamentum ovarii suspensorium, iliak damarlarin 6n tarafinda yukari
dogru uzanan bir periton plikasi olup iginde arteria ve vena ovarica ile plexus ovaricus bulunur.
Extremitas uterina( alt u¢) organi uterus’a baglar. Bu u¢ ligamentum ovarii proprium araciligi
ile uterus’un cornu uterisine tutunur (12).

Margo liber ( arka kenar ) serbest ve hareketli olmasi nedeniyle bu ad1 alir. On kenara
oranla daha konveks ve kiint olan bu kenar {ireter, arteria ve vena iliaca interna ile komsuluk
yapar. Margo mesovaricus ( 6n kenar ) arka kenara oranla daha incedir ve hilum ovarii’yi igerir.
Bu kenara ligamentum latum uteri’nin bir boéliimii olan mesovarium tutunur (10,11,12).
Ovaryum’un Baglarn

I. Mesovarium

Ligamentum latum uterinin arka yapragi olup margo mesovaricus’a tutunur.
Mesovarium’un iki yapragi arasinda bulunan damar ve sinirler hilum ovarii’den girer ve
cikarlar (Sekil 1).

I. Ligamentum ovarii proprium

Ovaryumun alt ucunu fundus uteri’nin yan kosesine baglar. Embriyonal donemdeki
gubernaculum’un iist boliimiiniin kalintisidir. Yaklasik 2-3 cm uzunlugunda ve 2-3 mm
kalinligindadir. Ligamentum latum uteri’nin iki yapragi arasinda bulunmasi ve arka kivrimin
olusturmasi nedeniyle dnemli bir ligamenttir. Icerdigi az miktarda diiz kas lifleri ve elastik lifler
nedeniyle uzunlugu degisebilir.

I1l. Fimbria ovarica

Ovaryumun iist ucundan baglar ve ovaryumun tuba uterina’ya tutunmasini saglar. Tuba
uterina’nin fimbriyalarinin en uzunudur. Fimbria ovarica, karin bosluguna atilan oosit II’ nin
yakalanip tuba uterina’ya ulastirilmasindan sorumludur.

IV. Ligamentum suspensorium ovarii

Ovaryum’u pelvis yan duvarina baglayan bir periton katlantisidir. Bu periton plikast,
yukaridan aditus pelvisten baslar, asagiya dogru uzanir ve ovaryumun iist ucuna tutunur. Bu
bag, ilerleyisi sirasinda musculus psoas major, arteria ve vena iliaca externa ile tireter’i 6nden

caprazlar. Diiz kas lifleri ve elastik lifleri iceren bu bag icinde arteria ve vena ovarica ile plexus
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ovaricus bulunur. Bu plikanin ig¢inde aorta abdominalis’den ¢ikan arteria ovarica, plexus
coeliacus’tan gelen ve arteri saran plexus ovaricus ile vena ovarica ve lenf damarlar1 bulunur.
Bu damar ve sinirler bagi giiglendirir.

Bu ligamentlerden mesovarium ve ligamentum suspensorium ovarii, ovaryumu yerinde
tutan en onemli baglardir. Cesitli yonlerde uzanan bu ii¢ elastiki bag aracilig1 ile ovaryum
kavitas pelvis iginde higbir yonden fazla ¢ekme etkisi altinda kalmadan asili bir durumdadir.
Baglarin elastikiyeti ovaryuma gerektiginde pozisyonunu degistirme ve tekrar normal
durumuna dénme olanagini saglamasi acisindan gebelikte 6zellikle 6nemlidir.

Mesovarium’un ve ligamentum suspensorium ovarii’nin anormal uzun olmasi, ovaryum
torsiyonuna yol agabilir. Torsiyone olan organin kan damarlarindaki baski iskemiye, 6zellikle
iist torakal ve alt lumbal dermatom alanlarinda agriya yol agar (10,11,12).

Ovaryum’un Damarlart

Arterleri: Aorta abdominalis’ten ¢ikan arteria ovarica’lardir. Arteria ovarica’lar, pelvise
ligamentum suspensorium ovarii i¢inde gelirler. Ovaryumun ikinci kan destegi olan uterin
arterlerle, ovaryan arterler anastamoz yaparlar, hilum ovarii’den ovarium’a girerler ve folikiiller
etrafinda aglar olustururlar.

Venleri: arterleri izleyerek hilum ovarii’den ¢ikarlar. Venler plexus pampiniformis denilen
vendz ag1, daha sonra da birbirleriyle birleserek vena ovarica’y1 olustururlar. Sol tarafa ait vena
ovarica, vena renalis sinistra’ya, sag tarafa ait olan ise vena cava inferior’a dokiiliir.

Lenf drenaji: Kan damarlar ile birlikte uzanirlar ve nodi lymphatici preaortici ve nodi
lymphatici aortici lateralis’lere acilirlar.

Ovaryum’un Sinirleri

Plexus hypogastricus inferior (plexus pelvicus) ve arteria ovarica ¢evresindeki plexus
ovarica’dan gelir. Sempatik lifler, nervus splanchnicus minor ve medulla spinalis’in torakal

segmentlerinden gelirken, parasempatikleri ise nervus vagus araciligi ile gelirler (10,11,12).
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Sekil 1: Disi genital sistemi genel goriintiisii (13).

2.1.2. Ovaryum Histolojisi
Ovaryum, ovulasyon dongiisii boyunca yeniden bicimlenenen dinamik bir organdir.
Folikiillerin olgunlasmasi, ovulasyon sirasinda oositin serbest birakilmasi ve korpus luteumun
olugmasi, hiicre dis1 matriksin ve vaskiilarizasyonun siki kontrolii altinda gergeklesmektedir
(14).
Ovaryumlar, pembemsi gri renkte bir ¢ift organdir. Hem endokrin hem de ekzokrin
fonksiyonlar1 bulunmaktadir. Endokrin fonksiyonu steroid hormonlardan Gstrojen ve progesteron

hormonlarini salgilamasi, ekzokrin fonksiyonu ise oosit II yi tiretmesidir.

Ovaryumun yiizeyi, genglerde tek katli kiibik, yaslilarda ise tek katli yass1 epitel hiicreleri ile
kaplidir. Epitelyum germinativum adi verilen bu yapt gegmiste bu bolgeden germ hiicrelerinin
yapildig1 diisiiniilerek verilmistir. Epitelyum germinativum’un hemen altinda siki bag dokusu

yapisindaki tunica albuginea bulunmaktadir (Sekil 2).

Ovaryum, korteks ve medulla olmak iizere iki boliimden meydana gelmektedir. Korteks, bag
dokusu igerisine yerlesik degisik gelisme asamalarindaki folikiilleri icermektedir. Medulla ise
ovaryumun merkezini olusturan gevsek bag dokusu yapisindadir ve bol miktarda kan damari, lenf

damari ve sinirleri igerir (13, 15).
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Sekil 2: Ovaryum’un sematik goriintiisii (15).

2.1.2.1.  Oogenezis
Oogenezis dogum Oncesi donem ve dogum sonrasi déonem olmak {izere iki boliimde
incelenir.

Dogum Oncesi (Prenatal) Olgunlasma: ilkel germ hiicreleri diside gonadlara ulasir ulasmaz

oogonyumlara farklanmaktadir. Mitotik bolinmeler gecirerek ¢ogalan oogonyumlar, 3. ayin
sonunda kiimeler halinde dizilip, yassi epitel hiicreleri ile ¢gepegevre sarilirlar. Oogonyumlarin
etrafindaki yass1 epitel hiicreleri follikiil hiicreleri olarak adlandirilirlar ve yiizey epitelinden
koken alirlar. Oogonyumlarin biiyiik bir cogunlugu mitoz béliinmeye devam ederken bir kismi
da I. Mayoz boliinmenin profaz evresinde kalarak primer oositlere farklanirlar. 3. Aydan
itibaren oogonyumlarin sayisinda artig meydana gelir ve gelisimin 5. ayinda iireme hiicrelerinin
sayist 7 milyona ulasir. Oogonyum ve primer oositlerin birgogu atreziye ugrar. Geriye kalan
primer oositlerin tiimii . Mayoz bdliinmenin profaz evresine girmistir ve etraflarimi tek kath
yass1 epitel hiicreleri sarmistir (13, 16, 17, 18).

Dogum Sonrasi (Postnatal) Olgunlasma: Primer oositlerin timii dogumda I. Mayoz béliinmenin

profaz evresinin diploten asamasinda bulunmaktadir. Bu asamada primer oosit’in ¢ekirdek
kromamatini seyrek ve diizensiz bir yapilanma gosterir. Dinlenme evresine giren primer
oositler puberteye kadar dinlenme evresinde kalip 1. Mayoz boliinmelerini tamamlayamazlar.

Primer oositlerin sayisi dogumda ovaryumlarda 600 bin ile 800 bin arasindadir (Sekil 3).
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Puberteye kadar biiyiik bir cogunlugu atreziye ugrayarak 400 bin’e kadar diiser. Geri kalanlar
atretik folikiillere doniisiir. Ovulasyon menapoza kadar devam eden bir siire¢ oldugundan
oositlerin bazilart 30 ila 40 yil kadar I. Mayoz béliinmenin profaz evresinde beklerler.

Reprodiiktif yagsam boyunca yaklasik 400 oosit ovaryumlardan atilmaktadir (13, 16, 17, 18).

OOGENEZIS

Primer oosit
46, XX
primer follikiilde

Primer oosit
46, XX

Follikiiler hticreler bilytyen follikiilde

Primer oosit
46, XX
genisleyen follikiilde

Sekonder
oosit

46, XX

olgun follikiilde

Birinci polar cisimcik

ikinci mayoz
béliinme tamamlanmis
Korona radiata

ikinci polar cisimcik

Fertilize olmus oosit
23, X

Sekil 3: Oogenezis (17).
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2.1.2.2.  Follikiilogenezis

Folikiilogenez, biiyliyen folikiiller havuzuna primordiyal bir folikiiliin alinmasiyla baglar
atreziyle ya da ovulasyonla sonuglanir. Kadinlarda folikiilogenezis, primordiyal folikiiliin
biliylimesi ve ovulasyon evresine gelmesi i¢in uzun bir siire gerektiren siiregtir. Folikiilogenezis
iki faza ayrilabilir. Preantral veya gonadotropin bagimsiz faz olarak adlandirilan ilk faz ki bu
faz oositin biiylimesi ve farklilasmasi ile karakterizedir. Antral veya gonadotropin bagiml faz
olarak adlandirilan ikinci faz ise folikiil biiyiikliigiiniin muazzam artistyla karakterizedir. ikinci
faz, FSH (Folikiil stimulan hormon) ve LH (Luteinizan hormon) ile biiylime faktorleri
tarafindan diizenlenir. Biiyiime faktorleri dnemlidir ¢ilinkii, hiicre proliferasyonunu uyarabilirler
ve gonadotropin etkisini kontrol edebilirler. Folikiilogenez siireci, ovaryum korteksi icerisinde
gerceklesir (19).

Kortekste yer alan ovaryum folikiilleri 3 tiptir. Bunlar:

° Primordiyal folikiiller,
° Biiyiimekte olan folikiiller,
° Olgun ya da Graaf folikiillerdir.

Primordiyal folikiiller: Primordial folikiiller ovaryumdaki temel tireme birimleri olarak

diistiniilebilir. Primordiyal folikiil havuzunun boyutu, kadinlarin tireme potansiyelini belirler ve
bu havuz spesifik genlerin ifadesine biiyiik 6l¢iide bagimlidir. Bazal lamina sayesinde, folikiil
hiicreleri ve oosit, diger hiicrelerle dogrudan temasin ger¢eklesmedigi bir mikro ortamda
bulunur. Primordial folikiillerin bagimsiz bir kan dolasimi yoktur ve bu nedenle endokrin
sistemle smirli bir iletisim igerisindedirler. Primordiyal folikiiliin gelisimi i¢in hipofiz
gonadotropinleri kesinlikle gerekli degildir, ¢iinkii primordiyal folikiillerden primer folikiil
olusumu hipofizektomize hayvanlarda da meydana gelmektedir (19, 20).

Olgun bir ovaryumda kortekste tunika albuginea’nin hemen altinda yer alirlar. Oosit’in
etrafi tek kath yassi epitel ile ¢evrilmistir (Sekil 4). Primordiyal folikiiliin igerisinde yer alan
oosit 1 mayoz boliinmenin profaz asamasinda arreste ugramustir. Qosit igerisinde elektron
mikroskobik goriintiilerde Balbiani cisimcigi, kii¢iik mitokondriumlar, anniiler lameller ve
eksentrik yerlesimli bir niikleus yer almaktadir. Oosit’in ¢ap1 yaklasik olarak 30 pm ¢apindadir
(13).
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Sekil 4: Primordiyal folikiil (13).

Biiyiimekte olan folikiiller:

Primer folikiiller: Primer folikiil icerisinde ortaya ¢ikan baslica olaylar, oosit biiylimesi ve

farklilagmasidir. Granulosa hiicreleri FSH reseptorlerini primer folikiil evresinde eksprese
etmeye baslarlar. Primer folikiil gelisimindeki 6nemli olaylardan bir tanesi de, oosit ve
granulosa hiicreleri arasindaki hiicre i¢i baglantilarin gelismesidir. (19).

Oositin ¢evresindeki folikiil hiicreleri prolifere olarak kiibik epitele doniisiirken tizerine
oturdugu stromada da degisiklikler goriilmeye baslar. Tek katl kiibik epitel ile gevrili olan bu
folikiile tek kath ( iinilaminer ) primer folikiil ad1 verilir (Sekil 5).

Oosit biiyiirken 6zel proteinler salgilayarak etrafinda ekstraselliiler bir ortii olan zona
pellusida’y1 (ZP) olusturur. Zona pellusida 3 farkl glikoprotein igcermektedir. Bunlar; ZP1,
ZP2 ve ZP3 glikoproteinleridir. Fertilizasyon esnasindaki fonksiyonu agisindan en dnemlisi
ZP2 ve ZP3’tiir. Zona pellusida PAS boyasi ile PAS + boyanmaktadir. Oosit’in ¢ap1 tek katl
primer folikiilde yaklasik olarak 50-80pum’dir.

Folikiil hiicrelerindeki proliferasyon devam ederken oosit’in capi artar. Cok kath
(multilaminer) primer folikiil, preantral folikiil ya da ge¢ primer folikiil adin1 alan bu
folikiilde, hiicreler birbirleri ile “‘gap junctionlar’ araciligy ile iletisim kurarlar. Folikiil
hiicreleri graniiloza hiicreleri olarak adlandirilarak oosit ¢evresindeki stratum graniilozum
tabakasini olusturur (Sekil 6).

Graniiloza hiicreleri olusurken bir yandan da gevresindeki stromada teka folikiili denen

bag dokusu hiicre kilifi olusmaya baslar. Graniiloza hiicreleri ile teka tabakasi arasinda da bazal
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membran yer almaktadir. Bu kilif iki tabakaya farklilasarak; teka interna ve teka eksterna’yi
Olusturur (13, 21, 22).

Teka interna: Kiibik, salgi hiicrelerinin olusturdugu oldukc¢a vaskiilarize olan i¢ tabaka olup
luteinizan hormon (LH) reseptdrlerine sahiptir. Luteinizan hormona yanit olarak Ostrojenin
onciileri olan androjenleri sentezlerler ve salgilarlar.

Teka eksterna: Diiz kas hiicreleri, az miktarda bag dokusu hiicrelri ve kollajen fibrillerinden
olusan dig tabakadir. Teka interna ile teka eksterna arasindaki sinir belirgin degilken,
hiicrelerinin morfolojileri farkli olan graniiloza hiicreleri ile teka interna arasindaki sinir

belirgin olarak gézlenmektedir (13).

FoliklUl hucreleri .
Stromal hucreler

Zona
pellusida
olusgumu

oosit

Primer folikil

Sekil 5: Unilaminer primer folikiil (13).
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Sekil 6: Multilaminer primer folikiil (13).

Sekonder_Folikiil: Graniiloza hiicrelerinin olusturdugu stratum graniilozum tabakasi 6-12

hiicre tabakasi kalinligina ulagtiginda hiicrelerin arasi likor folikiili adi verilen bir sivi ile
dolmaya baslar. Likor folikiili ayn1 zamanda plazma bilesenlerini, glikozaminoglikanlari,
steroid baglayici proteinleri ve yiiksek oranda steroidleri de icermektedir. Hyaluronan agisindan
da zengin sivi ile dolan folikiiliin iginde antrum denilen bosluklar olusmaya baslar. (19, 23).
Sekonder folikiile, antral folikiil de denmektedir (Sekil 7). Oosit ¢apt 125 um’ye
ulastiginda oosit maturasyon inhibitdrii (OMI)’niin etkisiyle oosit daha fazla biiyiimez. Folikiil

cap1 ise 0,2 mm ile 1cm arasinda degismektedir (13).
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Sekil 7: Sekonder folikiil (13).

Tersiyer ya da Graaf folikiil: Sekonder folikiil biiylimeye devam ettik¢e ovaryumun yiizeyine

dogru bir ¢ikint1 olusturur ve graniiloza hiicrelerindeki mitotik aktivite azalir. Antrumun boyu
arttik¢a graniiloza hiicreleri de incelmeye baslar. Graniiloza hiicreleri oosit ile ilgili kisimda bir
tepecik olusturur. Bu tepecige kumulus ooforus adi verilmektedir. Oositin g¢evresindeki
graniiloza hiicreleri ise korona radiata adini alir. Folikiil ¢ap1 1,5-2cm arasindadir. Bu
asamadaki folikiile tersiyer, Graaf ya da olgun folikiil ad1 verilmektedir (Sekil 8).

Olgun folikiildeki teka tabakalari daha belirgin olarak gozlenmektedir. Teka interna
hiicrelerinde lipit damlaciklar1 goriiliir. Bu hiicreler steroid hormon sentezleyen hiicrelerdeki
ultrasriiktiirel 6zelliklere sahip olurlar. Luteinizan Hormon (LH) teka internadaki hiicrelerden
Ostrojen onctileri olan androjenlerin salgilanmasini stimiile ederken, graniiloza hiicreleri Folikiil

Stimiilan Hormon (FSH)’a yanit olarak, androjenlerin dstrojene dontisiimiinii saglarlar (13).
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Sekil 8: Olgun ya da Graaf folikiil (13).

2.1.2.3.  Folikiil Atrezisi
Embriyonik olarak farklilagmaya baslayan ovaryum folikiillerinin ¢ok az bir kismi
olgunlagmalarini tamamlayabilir. Biiylik bir kismu ise, atreziye ugrar. Folikiiller gelisimlerinin
herhangi bir asamasinda atreziye ugrayabilirler. Atrezi programlanmis hiicre o6limiidiir.
Apopitozis yani programli hiicre 6liimii, digilerde ovaryum fonksiyonlar1 ve gelisimi igin
gerekli bir siiregtir. Primordiyal folikiillerde ve gelismekte olan folikiillerde atrezi siiresince
oosit kiicliliir ve dejenere olur. Bu olay graniiloza hiicrelerinde de meydana gelir ve graniiloza
hiicreleri bazal laminadan ayrilir. Zona pellusida, siserek belirginlesir, bazal lamina kalinlagip
daha goriiniir hale gelir ve atrezinin son doneminde teka hiicreleri dejenere olarak yerini bag
dokusuna birakir. Daha sonra ise kalintilar makrofajlarla fagosite edilirler (13, 15, 21, 24).
2.1.2.4. Ovulasyon Ve Korpus Luteum
Sekonder oosit’in Graaf folikiilden atilmasina ovulasyon denir. 28 giinliik menstriial
siklusun 14. giliniinde meydana gelir. Ovulasyonla atilacak olan oosit bir grup primer oosit
igerisinden secilir. Her siklusta yalnizca bir tane sekonder oosit atilir. Nadiren de olsa tam
olgunluga ulasmis diger folikiillerden de oosit atilabilir ya da ovulasyon gergeklesmeyebilir.

Ovulasyonun ger¢eklesmedigi siklusa anovulatuar siklus adi verilir. Ovulasyonun
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gerceklesmesi icin gerekli olan &strojen graniilosa hiicreleri tarafindan salgilanir. Ostrojene
yanit olarak hipofizden salgilanan LH seviyesinde ani bir artis meydana gelir. Kan LH
diizeyindeki artis ile ovaryumun kan akisinda bir artis meydana gelir ve plazma proteinlerinin
kapiller ve postkapiller veniillerden sizmasiyla 6dem olusur. Prostoglandinler, histamin,
vazopressin ve kolajenaz lokal olarak salgilanir. Graniiloza hiicreleri hiyaluronik asit artisiyla
gevsek bir hal alir.

Ovulasyon esnasinda folikiiler sivinin hacmi artar, folikiil duvar1 aktive plazminojen
tarafindan proteolize ugrar. Oositin ¢evresindeki kumulus ooforus hiicreleri ile graniilosa
hiicreleri arasinda glikozaminoglikanlar birikir ve teka eksterna tabakasindaki diiz kas lifleri
prostoglandinlerin etkisiyle kasilir.

Ovulasyondan hemen 6nce Graaf folikiiliin ovaryum ylizeyine ¢ikint1 yapan bdliimiinde
iskemi meydana gelir. Bu bolgeye makula pellusida ya da stigma adi verilmektedir. Oosit,
etrafindaki kumulus ooforus ve korona radiata hiicreleri ile birlikte riiptiire olmus folikiilden
periton bosluguna atilir. Tuba uterina’nin fimbriyalar: tarafindan tutulan sekonder oosit eger bir
spermatozoon ile karsilagirsa II. Mayotik bdliinmesini tamamlar.

Ovulasyonun tamalanmasiyla birlikte bosalan folikiil icerisinde degisiklikler meydana
gelir. Oncelikle teka internadaki kan damarlarindan folikiil bosluguna kan dolmaya baslar. Bu
asamadaki korpus Iuteuma korpus hemorajikum adi verilir. Folikiil duvar biiziiserek kivrimli
bir hal alir. Graniilosa hiicreleri ve teka hiicreleri biyiiyerek graniilosa lutein ve teka lutein
hiicrelerini olusturup, gegici bir i¢ salg1 bezine doniisiirler.

Ovulasyon sonunda fertilizasyon gergeklesirse gebelik korpus luteumu olusur ve
gebeligin 4. aymin sonlarina kadar progesteron sentezlemeye devam eder. Fertilizasyon
gerceklesmesse menstruasyon korpus luteumu olusur ve 14 giin aktif kalir. Korpus luteum en
son korpus albikansa doniisiip korteksin derinliklerinde birkag ay i¢inde yok olur (13, 15, 21,
25) .

2.1.3. Ovaryumun Embriyolojisi

Herhangi bir organ sisteminin gelismesi ve organ fonksiyonlarinin yerine getirilmesi i¢in
gerekli olan heterojen hiicre ve doku tiplerinin farklilasmasi hiicresel sinyallerin karmagik bir
sekilde etkilesimini gerektirir. Bu sekilde, bir hiicre dis1 uyaran, bir dizi etkilesen protein aracisi
vasitasiyla bir hiicre i¢i hedefe iletilir. Sonugta, hedef hiicrenin bir yanit elde etmesi saglanir.
Sasirtict bir sekilde, embriyogenez boyunca ¢ok az sayida sinyal yolagi s6z konusudur ve tekrar

tekrar kullanilir. Gonadogenezis, morfolojik olarak farkli iki organin yani testislerin ve
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ovaryumlarin ortak bir 6ncii olan iki potansiyel genital kabartidan kaynaklandig1 benzersiz bir
stirectir. Buna gore embriyogenez boyunca gozlemlenen sinyal yollarmin ¢ogunun ayni
zamanda memeli cinsiyetinin belirlenmesi ve gonad gelisimi i¢in 6nemli oldugu gosterilmistir
(26).

Genetik cinsiyet fertilizasyonla belirlenir. Embriyo XX kromozomlarina sahipse gonadin
korteksi ovaryuma farklanir. Fertilizasyon esnasinda embriyonun cinsiyeti belirlenmis
olmasina ragmen gelisimin 7. haftasina kadar gonadlarda morfolojik olarak bir farklilik yoktur.
Bu asamadaki gonadlar farklanmamis gonadlar adin1 alir.

Cinsiyetin farklanmasi ¢ok sayida genin rol aldigi karmasik bir siirectir. Bu siirecte Y
kromozomunun kisa kolunda yer alan SRY (Sex-determining region on Y) geni anahtar rol
oynamaktadir. SRY geni TDF (Testis belirleyici faktor) olarak da bilinir ve varliginda cinsiyet
erkek yoniinde, yoklugunda ise disi yoniinde gelisir (27, 28). Gonadlar ii¢ yerden koken
almaktadir:

e Mezodermal epitel

e Intermedier mezoderm

e Primordiyal germ hiicreleri

Gonadlar, solomik epitelin ¢ogalmasi ve altinda yer alan mezensimin artmasiyla birlikte
once genital kabartilar seklinde belirirler. Primordiyal germ hiicreleri ise 4. hafta baginda yolk
kesesi duvarinda, allontoisin baglangi¢ yerine yakin olarak endodermal hiicreler icerisinde
ortaya ¢ikmaya baslarlar. Son barsak mezenterinin dorsali boyunca hareket ederler ve 5.
haftanin sonunda ilkel gonadlara ulasip, 6. haftada genital kabartilarda birikmeye baslarlar.
Primordiyal germ hiicreleri, ilkel gonadlara ulastiklarinda genital kabarti epitelindeki artis
nedeniyle mezensim icine gomiiliirler ve primitif seks kordonlarint olustururlar. Boylece
farklanmamis gonatda dista korteks, icte de medulla olusur. Kortekste gelisim devam ederken,
medulla geriler.

Overler onuncu haftaya kadar morfolojik olarak ayitedilemezler. Primitif seks kordonlar
medulla igerisine sokulup rete ovariiyi olusturur. Daha sonra kortikal (2.nesil) kordonlar olusur
ve 16. Haftada olusan bu kordonlar parcalanip izole hiicre kiimelerini olustururlar. Bu hiicre
kiimelerinden ise primordiyal folikiiller olusur. Primordiyal folikiillerin herbiri bir oogonium
icermektedir. Postnatal donemde yeni oogonyumlar olusmaz ve ovaryumlarin yiizey epiteli

diizlesip tek tabakal1 hale gelir ve epitelyum germinativum ismini alir (16, 27).
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2.1.4. Ovaryum’un Fizyolojisi

Disi hormonal sistemi {i¢ hormondan olusur. Bunlar:
1) Hipotalamik serbestlestirici hormon olan GnRH (gonadotropin serbestlestirici hormon)
2) GnRH’a yanit olarak salgilanan 6n hipofiz hormonlari olan FSH ve LH
3) FSH ve LH’a yanit olarak salgilanan 6strojen ve progesterondur.

Hipotalamustan salgilanan GnRH, adenohipofizden; FSH ve LH salgilanmasini aktive
eder. FSH sekonder folikiilleri olgun folikiile doniistirmek icin uyarirken teka interna
hiicrelerinin de androjenler salgilamasini saglar. Bunun yaninda FSH, graniiloza hiicrelerinde
LH reseptorlerinin gelisimini, androjenlerin 0Ostrojene doniisiimiinii, inhibin, aktivin, ve
folikiilostatinin salgilanmasin1 saglar. Ayrica FSH, 6strojen maksimum seviyeye ulastiginda
LH salgilanmasinda ani bir artisa neden olur. Bu artig primer oosit’in .Mayoz boliinmesine
kaldig1 yerden devam etmesine ve sekonder oosit’in II. Mayoz bdliinmeye baslamasina ve
dolayisiyla ovulasyona neden olur. LH artis1 ayrica, teka interna ve membrana graniilozadan
korpus luteum olusumuna neden olur.

Korpus luteumun olusumuyla birlikte GnRH salgilanmasi inhibe edilir ve LH’u
baskilayan progesteron salgilanmis olur. Korpus luteumdan ayrica Ostojen ve relaksin
hormonlar1 da salgilanmaktadir (Sekil 9).

Kadinda cinsel dongli ortalama 28 giin siirmektedir ve menstriiel dongii olarak
adlandirilmaktadir. Menstriiel dongii sayesinde her ay bir adet sekonder oosit serbest kalir ve

uterusun endometrium tabakasi fertilize olmus olan ovum’un implante olmasi i¢in uygun hale

getirilir (29, 30).
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Sekil 9: Ovaryum Fizyolojisi (28).

2.2. Ovaryum Torsiyon-Detorsiyonu Ve Iskemi—Reperfiizyon Hasar1
2.2.1. Ovaryum Torsiyonu
Siklikla adneksiyal torsiyon olarak adlandirilan ovaryum torsiyonu, kadinlarda
jinekolojik acil durumlarda besinci sirayr almaktadir. Genellikle unilateral olarak
goriilmektedir, nadir olarak bilateral olgulara da rastlanmaktadir. Adneksiyal torsiyon goriilme
orani % 2,7 dir. Ovaryum ve fallop tiipiiniin broad ligament etrafinda kivrilmasi1 anlamina gelir.
Yeni dogan da dahil olmak iizere her yasta goriilebilmekle birlikte olgularin % 70'1 ireme
cagindaki kadinlardir. Erken tani ve tedavi, etkilenen overlerin korunmasi ve dolayisiyla
dogurganligin korunmasi agisindan 6nem arzetmektedir. Adneksiyal torsiyona bagl patoloji

iki boliimden olusmaktadir:

a) Torsiyon islemine kadar gegen siire yani iskemi periyodu,
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b) Reperfiizyon yani detorsiyondan sonra reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
olusturulmasi (31, 32, 33, 34).

Adneksiyal torsiyonun nedeni tam olarak anlasilamamakla birlikte patolojik olarak
bliyiimiis ovaryumla iligkilendirilmektedir. Ovaryum torsiyonunun tanisi, semptomlarin
nonspesifik olmasi nedeniyle siklikla atlanmaktadir. Tipik olarak ovaryum torsiyonu akut
abdomen ile karakteristiktir ancak bazi hastalarda hafif aralikli olarak meydana gelen agrilar
olabilir. Subklinik vakalarda, klinik ve radyolojik tani zorlagsabilmektedir. Adneksiyal torsiyona
maruz kalan hastalarin klinik ve patolojik Ozelliklerinin anlasilmasi, tan1 ve tedavide
Klinisyenlere yardimci olabilmektedir. Adneksiyal torsiyon siiphesi oldugunda, ultrasonografi
tercih edilmelidir. Bazen tan1 ancak laparoskopi ile konabilmektedir (31, 35, 36).

Baslangigta venodz kan akiminda azalma meydana gelir ve arteryel kan akimi, iskemi ve
enfarktiis seklinde ilerler. iskemik hasarda yalmzca kan akisini saglamak yeterli degildir. Ayni
zamanda doku reperflizyonunu da saglamak gerekmektedir.

Over torsiyonu olan ¢ocuk ve ergenlerde, overlerin ve fertilitenin korumasi igin
laparoskopik detorsiyon yapilmalidir. Ancak ciddi nekroz durumunda ooforopeksi
distiniilmelidir. Bununla birlikte, laparoskopik detorsiyon durumunda, over kan akiminin
diizelmesi kismi ve yavas olabileceginden reperfiizyon sonrasi oksidatif stresin kademeli olarak
artabilecegi dikkate alinmalidir.

Biitiin bu unsurlar géz oniine alindiginda, erken tani ve cerrahi miidahale, 6zellikle
ergenlerde, over anatomisini ve fonksiyonunu korumak agisindan énemlidir (37).

2.2.2. Iskemi-Reperfiizyon Hasart

Iskemi ve reperfiizyon, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) beyin, kalp, kas, ovaryum ve
bir¢ok dokuyu etkilemesi sonucu hiicre membranlarinda hasara neden olmaktadir. 1/R sonrasi
donemde, reaktif oksijen tiirleri (ROT) biiylik miktarlarda tretilir ve viicudun antioksidan
savunma mekanizmalari zayiflar. ROT iiretiminin artmast DNA zincirini etkiler, enzim ve iyon
kanallar1 igeren proteinlerin denatiirasyonuna neden olur ve lipid membran peroksidasyonu
yoluyla hiicresel hasar olusur.

Kanser ve norodejeneratif hastaliklar gibi ¢esitli hastaliklarda, ¢ogunlukla
mitokondriyal oksidatif fosforilasyonla tiretilen reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) seviyeleri artar.
Kanser hiicrelerinde, ROT iiretimindeki artis, mtDNA mutasyonlariyla iligskilendirilmektedir.
ROT asir1 {iretimi, mitokondriyal membranlardaki yag asitlerinin peroksidasyonunu

artirabilmektedir.
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Iskeminin tedavisinde temel amag¢ yalnmizca kan dolasimm diizeltmek degil aym
zamanda doku perfiizyonunu iyilestirmektir. Iskemiyi takiben, dolasim ve reperfiizyon devam
edince "reperflizyon hasar1" ad1 verilen yeni bir fizyopatolojik siiregle karsilasilir ve bu durum
birka¢ derece doku hasarina neden olur. Dokunun maruz kaldig1 toplam hasar, hem iskemi hem
de reperfiizyonun neden oldugu hasarin toplamidir.

Over torsiyonu tanist konduktan hemen sonra ovaryumun kan akimini cerrahi miidahale
ile diizeltmek icin detorsiyon diisiiniilmelidir. Ovaryumda I/ R hasarinin sebepleri; artmis nitrik
oksit (NO) konsantrasyonu, apopitoz, notrofil ve trombosit aktivasyonu ile ROS ve sitokin
salmimidir. Ayn1 zamanda laktik asit, hipoksantin ve lipid peroksit seviyeleri de artmaktadir
(38, 39).

2.2.3. Malondialdehit (MDA)

Oksidatif stres, antioksidan enzimler tarafindan serbest radikallerin yeteri kadar
uzaklagtirillamamasindan ya da ana kaynak olan mitokondriumlardaki elektron transfer
zincirlerinden ROT iiriinlerinin artmasi sonucu olusmaktadir.

Oksidatif stresin artmasi sonucu kanser, diyabet, pulmoner hastaliklar, Alzheimer gibi
norodejeneratif hastaliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar, kronik hastaliklar ve yaslanma
meydana gelmektedir.

Asirt ROT iiretimi lipidlere, proteinlere ve DNA'ya oksidatif hasar verirken bir yandan
da MDA, protein karbonilleri, 3-nitrotirosin, 8-hidroksiguanozin (8-OHG), vb. gibi stabil
okside biyomolekiiler iiriinlerin olusumuna neden olur. Ote yandan antioksidan seviyeleri
(vitamin E, C, A ve B6 ve folat) ve antioksidan enzim aktivitesi (SOD, CAT ve GPx) onemli
derecede azalir. Bu nedenle, artmis ROT {iretimi ya da bozulmus antioksidan sistemi, hiicresel
redoks dengesini oksidatif dengesizlige siiriikleyerek ROT asir1 iiretimine neden olacaktir. Kisa
yarilanma 6mriinden dolayr ROT 6l¢iimiinii yapmak olduk¢a zordur. Antioksidanlar, vitaminler
veya antioksidan enzimlerin seviyeleri bilgilendirici niteliktedir. Bununla birlikte, sadece
redoks homeostazinin bir tarafini yansitirlar ve azaltilmis seviyelerin aslinda cevapsiz oksidatif
hasarin gdstergesi olup olmadigi sorusunun cevabi hala net degildir (40, 41, 42).

Travmatik beyin hasar1 (TBI) sonrasinda reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) iiretiminde bir
artts meydana gelir ve ikincil beyin hasarinda hiicresel islev bozukluguna, mikrovaskiiler
regiilasyon kaybina, vazojenik 6deme ve ilerleyen travma sonrasi iskemiye neden olurlar.
ROT'un artig1 lipid peroksidasyonuna yol agar ve malondialdehit (MDA), bu lipit

peroksidasyonu sirasinda hiicre zar1 fosfolipidlerinin bozulmasimna bagli olarak olusur.
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Pankreasda adacik glukoz uyarimli insiilin sekresyonunu WNT sinyal yolagi ile MDA
tarafindan diizenlenmektedir. Okaryotik hiicrelerde mutasyona neden olan, tiimorijenik
Ozelliklere sahip oldukga toksik bir son iiriindiir. Ayn1 zamanda Malondialdehid hiicre disi
bosluga ve nihayetinde kana salinir ve diger klinik sepsis durumlarinda lipid oksidasyonunun
etkili bir biyolojik belirtegi olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle, in vivo ve in vitro oksidatif
stres seviyelerini belirlemek icin MDA seviyesine bakilmaktadir (43, 44, 45).

2.2.4. Iskemi Modifiye Albiimin (IMA)

Iskeminin, serum albiimin yapisinda degisiklikler yaptigi yapilan c¢alismalarda
gosterilmistir. Bu da yeni bir kardiyak iskemi belirtecinin bulunmasina olanak saglamistir.
Albuminin yapisinda bulunan son amino terminali; nikel, bakir ve kobalt gibi transisyon
metallerin baglandig1 bdlgedir. iskemi sonucunda ortaya ¢ikan asidoz, hipoksi, serbest radikal
hasar1 ve membran bozulmasi gibi sebepler bu metallerin albiiminin N terminaline daha az
baglanmasima neden olur. Yeni olusan bu albiimine Iskemi Modifiye Albumin (IMA) adi
verilmektedir. Hasta serumuna bir miktar kobalt eklenerek kolorimetrik yontemle IMA seviyesi
Olciilebilmektedir (Sekil 10).

Klinik uygulamalarda nekrozun tanimlanmasinda, kreatinin kinaz ve troponin gibi bazi
serum markirlar1 kullanilmaktadir. Iskeminin neden oldugu insan serum albiimininin
modifikasyonu son zamanlarda miyokardial iskemi markirn olarak kabul edilmekte ve
Amerikan Tarim ve Ilag Uygulamalar1 Dernegi tarafindan da onerilmektedir. IMA (Ischemia
Modified Albumin), iskemi ve enflamasyonla iliskili durumlarda olusan bir belirtegtir. Pek ¢ok
iskemik vakada kan IMA diizeyi, yeni bir miyokardial iskemi belirteci olarak onerilmektedir
(6, 7, 46).
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Sekil 10: Kobalt Baglama Testi (IMA) (47).

2.3. Apopitoz

Viicudumuzdaki hiicreler bir siire yasadiktan sonra 6liir. Hiicre 6liimiiyle hiicre ¢ogalmasi
arasinda bir denge bulunmaktadir. Hiicre 6liim tiplerinden birisi olan apopitoz Yunancada
diisen yaprak anlamia gelmektedir. Ilk kez Avustralyali bir bilim adami olan J.F.K. Kerr
tarafindan tanimlanan apopitoz; hiicrelerin kendi kendilerini yok ettikleri, genlerle regiile olan,
programli, RNA, protein sentezi ve enerjiye ihtiyag duyan, canlida homeostazi koruyan bir
mekanizmadir. Nematodlarda yapilan calismalar, CED-3 ve CED-4’iin 6liim geni olup
apopitozu indiikledigi, CED-9 geninin ise 6liime kars1 koruyan bir gen oldugu ve apopitozu
inhibe ettigini gdstermistir. Insanlarda bu genlerden CED-3’iin karsilig1 kaspazlar, CED-4
geninin karsiligit APAF-1 (Apoptotic protease activating factor), CED-9 geninin karsilig1 ise
Bcl-2 (B-cell lymphoma 2)’dir. Apopitoz organizmanin biitiinligiine karsi tehdit olusturan
hiicrelerin yikimi i¢in gereklidir.

Apopitoz, embriyonik dénemde, postnatal donemde ve patolojik durumlarda meydana gelir.
Apopitoz fizyolojik ve metabolik olaylarin devreye girdigi, hiicrenin kendi kendini yok ettigi
bir siiregtir. Hiicre apopitoz uyarist aldiginda komsu hiicrelerle baglantisin1 koparip biiziisiir.
Kromatin yogunlasip piknotik hale gelir. DNA’s1 tipik bir merdiven bant seklini almasina
ragmen organeller yapisal biitiinliiklerini hala korumaktadir. Hiicre zar1 yapisindaki fosfotidil
serin, hiicre zarinin i¢ yiiziinden dis ylize aktarilir. Niikleus kiigiilerek parcalara ayrilir.

Apopitotik cisimcikler ise makrofajlar tarafindan yok edilir.
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Kaspazlar (CASPASE: Cysteine Aspartate Specific ProteASES)

Apopitoz ailesinden olan kaspazlar sistein proteazlar olup aspartik asitten sonraki peptid bagini
kirarlar. Hiicrede inaktif olup proteolitik olarak birbirlerini aktiflestirirler. Kaspazlar 3 tiptir;
I.  Baslatici kaspazlar: Kaspaz 2,8,9,10

Il.  Efektor kaspazlar: Kaspaz 3,6,7

I1l.  Inflamatuar kaspazlar: Kaspaz 1,4,5,11,12,13,14
Apopitoz mekanizmasi iki yolla gerceklesmektedir:
Instrinsik (Mitokondriyal) yol: Hiicre ici sinyallerle apopitotik uyar1 almir ve proapopitotik
protein olan Bid, antiapopitotik protein olan Bcl-2’yi inaktive eder. Boylece Bax ve Bac
aktifleserek, mitokondrium membraninda por olusumuna neden olup, porlardan Sitokrom-c,
SMAC (Second mitochondria-derived Activator of Caspase), Endo-G (Endonukleaz-G), Ca++
ve AIF (Apopitoz indiikleyici faktor) salinimini uyarir. Daha sonra Sitokrom-C oksidatif
fosforilasyon igin elektron tasir bu da SMAC ve IAF’nin inhibe olmasina neden olur ve
apopitoz hizlanir. AIF’nin bulunusu Kaspaz-3 ve Kaspaz-8’in aktivasyonunu engeller. AIF
cekirdege yerleserek pargalara ayrilir. ENDO-G DNA’y1 parcgalar ve mitokondrium porlarindan
salinan Sitokrom-c, Apaf-1 ve ATP’nin de katilimiyla sitozolde apopitozom adi verilen bir
kompleks yap1 ortaya ¢ikar. Apopitozom, kaspaz-9’u kesip aktiflestirir ve o da prokaspaz-3’iin
aktif kaspaz-3 olmasini saglar. Aktif Kaspaz-3 ise ICAD (Inaktif kaspaz aktive edici DNaz)‘1
inaktiflestirerek, ¢ekirdegin kromatin yogunlasmasina ve DNA’nin nukleozomal alt birimler
halinde fragmante olmasina neden olan CAD (Kaspaz aktive edici DNaz)’in serbest hale
gelmesini saglar (Sekil 11).
Ekstrinsik Yol: Oliim reseptdrlerinden olan FAS, TNRF ve DR5’in, 6liim sinyallerinden olan
FasL, TNF-alfa ve TRAIL’e baglanmasi sonucu trimerik bir yap1 olusur. Bu yapiya, adaptor
molekiillerinin ve prokaspazlarin eklenmesi DISC (Death inducing singnaling complex)’i
olusturur. DISC olustuktan sonra inaktif olan prokaspaz-8’in uzun ve kisa kollar1 kesilerek,
aktif kaspaz-8’in olusmasi saglanir. Aktif kaspaz-8 direkt ve indirekt yollarla kaspaz-3’i aktif
hale getirir (Sekil 11).
Direkt olarak; kaspaz-8, kaspaz-3’ii aktive eder.
Indirekt olarak; Bid’i keserek kaspaz-3’ii aktive eder.

Her iki sekilde de DNA fragmantasyonu meydana gelir (48).
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Sekil 11: Apopitoz’un mekanizmasi (49).

2.4. Antioksidan Savunma Mekanizmasi

Stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi enzimler de
dahil olmak tiizere kompleks bir savunma sisteminin aktivitesi, ROS'un metabolik ara iiriin
konsantrasyonlarini siki kontrol altinda tutmaktadir. Antioksidan ajanlar oksidatif stresin doku
ve hiicrelerde neden oldugu hasar1 engellemektedir (Sekil 12). Ozellikle serbest radikal
temizleme 6zelligi ile hiicresel hasar1 geciktirir veya inhibe eder ve hayati molekiiller hasar
gormeden serbest radikallerle giivenli bir sekilde etkilesime girip zincir reaksiyonunu
sonlandirabilirler.

Glutatyon, ubikiniol ve tirik asit gibi bazi antioksidanlar normal metabolizma sirasinda
tiretilir. Diger antioksidanlar diyetten elde edilir. Birgok aragtirma grubu, dogal {irlinlerin
antioksidan 6zelliklerini analiz etmistir. Bu 6zellikler kimyasal veya biyolojik yontemlerle veya
her ikisi ile arastirilmistir. Antioksidan bakimindan zengin gida tiiketiminin birgok hastaligin

ortaya ¢ikmasini yavaslatabilecegi ya da dnleyebilecegi diistiniilmektedir (40, 50).
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Serbest Radikal Kaynaklan Antioksidan Molekiller

< Asin alkol tiketimi < Enzimler (SOD, Katalaz, GSH-Px)
< Sigara kullanim < Proteinler (Albumin, seriloplazmin)
< Elektromanyetik radyasyon < Selenyum

< Gines iginlan(UV) < Askorbik asit (C vitamini)

< Kronik inflamasyonlar % Tokoferoller (E vitamini)

< Agin demir yuklemesi < Karotenoidler

< Agin fiziksel egzersiz < Flavonoidier

< Yaglanma < Glutatyon ve tiyoller

< Dogum kontrol haplan % Koenzim Q, ubikinon ve tirevier

Sekil 12: Serbest radikaller ve antioksidanlar (51).

2.4.1. Silymarin

Silymarin, Silybum marianum (deve dikeni) bitkisinden tiretilen 2000 yildir geleneksel
tipta karaciger ve safra bozukluklarinda bitkisel tedavi olarak kullanilan lipofilik bir bitki
ozidir (Sekil 13).

Silykristin, silydianin, silybin A, silybin B, izosilybin A ve izosilybin B olmak {izere alt1
adet flavonoidden olusmaktadir (Sekil 14).

Antioksidan, antienflamatuar ve antifibrotik 06zelligi nedeniyle farkli karaciger
rahatsizliklarinda, 6zellikle kronik karaciger hastaliklarinda, siroz ve hepatoseliiler karsinomda
kullanilmaktadir. Silymarinin antioksidan ve antienflamatuar etkisi, inflamatuar kaskadi
yumusatma ve bagisiklik sistemini diizenleme yoluyla virlise bagh karaciger hasarlarinin
azaltilmasia yoneliktir. Ayrica, hepatit C virlisii enfeksiyonunda intraventz uygulama ile
dogrudan bir antiviral etkisi oldugu kanitlanmistir. Alkolizmde silymarin, hiicresel canlilig
artirabilir ve hem lipid peroksidasyonunu hem de hiicresel nekrozu azaltabilir. Ayn1 zamanda,
silymarin / silybin kullanimi, alkole bagli olmayan karaciger yaglanmasinda 6nemli biyolojik
etkilere sahiptir. Silymarin/silybin, oksidatif stres, insiilin direnci, karacigerde yag birikimi ve
mitokondriyal disfonksiyon da dahil olmak iizere degisik hedeflere etki ederek alkole bagh
olmayan karaciger yaglanmasinin ilerlemesini antagonize eder. Silymarin, farkli molekiiler

kaliplar1 modiile ederek karaciger sirozu ve hepatoseliiler karsinomda da kullanilir.
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Gastroprotektif, antibakteriyel, antiviral, antitrombotik ve vazodilator etkilerini gdsteren birgok
deneysel ve klinik ¢alisma da yapilmistir (52, 53,54, 55).

Kronik hepatit C virlisi (HCV) enfeksiyonunda, hastalarin yaklasik iigte birinin
karaciger hastaliklarini daha 6nce kendi kendilerine silymarinle tedavi ettikleri gosterilmistir.
Ayni zamanda, RNA polimeraz aktivitesine bagimli HCV NS5B RNA’nin baskilanmasi
mekanizmasi, sitokin enflamasyonunun ve hepatosit NF-xB sinyalinin engellenmesini
saglayarak HCV enfeksiyonuna kars1 giiclii bir anti-viral etkiye sahip oldugu kanitlanmustir.
Silymarin, serbest radikal siipiiriici reaktivitesi ve elverisli membran-lipid / su boliisiimi
nedeniyle dogada bulunan en giiclii antioksidanlardan biri olabilir (53).

Karaciger hiicrelerinin yaninda, bobrek ve immun sistem hiicreleri ile fibroblastlar,
keratonositler ve endoteliyal hiicreler iizerinde de toksik ajanlara karsi duyarli oldugu
ispatlanmistir (9).

Silymarinin ayni zamanda iskemi reperfiizyona bagli renal hasara karsi koruyucu
etkisinin oldugu ve renal hiicreli karsinomay: ise antikanser 6zelligi sayesinde engelledigi
gosterilmistir.

Silymarinin antikanser etkileri i¢in olasi mekanizmalar: hiicre proliferasyonunun
inhibisyonu, apopitozun artmasi, anjiogenezisin azalmasi ve hiicre dongiisii diizenleyicilerinin
blokaji olarak siralanabilir. Silymarin tedavisinin, katalaz ve glutatyon peroksidaz aktivitelerini
arttirdigl, renal dokuda lipid peroksidasyonunu azalttigi, pankreas dokusunda [-hiicre
cogalmasini arttirirken PDX1 (pancreatic and duodenal homeobox 1) ve insiilin genlerinin her
ikisinin de ekspresyonunu arttirdigini gosteren ¢alismalar bulunmaktadir (56).

Bununla birlikte diisilk suda c¢oziiniirligi nedeniyle emilimi oldukga diistiktir.
Farmakokinetik arastirmalarda silymarinin oral uygulanisindan sonra %?23-47 kadarinin
sistemik dolasima ulasabildigi gosterilmistir. Nanopartikiil seklinde hazirlanmis preparatlarin
biyoyararlilig1 arttirdigi yoniinde bulgular mevcuttur (57).

Silybum marianum ekstrelerinin giivenli oldugu, iyi tolere edildigi ve toksik veya yan

etkilerinin nadir oldugu goriilmistiir. (58).
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Sekil 14: Silymarinin molekiiler yapisi (60).

2.4.2. Dimetil siilfoksit (DMSO)

Kimyasal formiilii (CH3).SO olan Dimetil siilfoksit (DMSO) renksiz ve sivi olan
organokiikiirt bilesigidir (Sekil 15). Cilde kolayca niifiiz eder, Agi1zda sarimsak tadi birakan ve
cilde kolaylikla niifus eden bir maddedir. Alexander Zaytsev adinda bir Rus bilimadami
tarafindan 1866 yilinda kesfedilmistir. Kraft hamurundan elde edilir. Dimethylsulfide oksijen
veya nitrojen dioksit ile reaksyona girince DMSO olusur. DMSO kimyasal reaksiyonlar
igin ¢oOziicii olarak kullanilmaktadir. 1963 yilindan itibaren ilag olarak kullanilmaya
baglanmistir. Agirhikla lokal agri kesici olarak kullanilmaktadir. DMSO ciltten verilen
bilesiklerin emilimini arttirdig1 i¢in anti-enflamatuar ve antioksidan olarak bolgesel
uygulamalarda da kullanilmaya baslanmistir. Kendi basina toksisitesi diistik bir maddedir (61).
Genellikle sinirbilimi ¢aligmalarinda kullanilan DMSO'nun siklikla %10’luk konsantrasyonu

kullanilir. DMSO'nun Na*, K* ve Ca** akimlarini bloke ettigini gosteren ¢aligmalar yapilmugtir.
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Ayrica DMSO, noéroblastoma-glioma hibrid NG108-15 hiicreleri ig¢in sodyum inaktivasyon
egrisini azaltmaktadir (62).

O

S

RN

H4C CHs,

Sekil 15: DMSO’nun Molekiiler Yapisi (63).

DMSO, giinde 50 mg'a kadar olan dozlarda nispeten giivenli bir solvent olarak kabul
edilir. Endiistri ve biyolojik arastirmalarda yaygin olarak kullanilan bir solventtir. DMSO rutin

olarak otolog kemik iligi ve organ naklinde kriyoprezervatif olarak kullaniimaktadir (64).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Arastirma deneysel niteliktedir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani
Arastirmanin planlanmast Ocak 2015 tarihinde baslayip literatiir taranmasina baslandi.
Etik kurul onay1 ise 31 Mart 2015°te alind1. Haziran 2016’da TUBITAK basvurusu yapildi, 23
Subat 2017°de basvurumuz kabul edildi ve malzeme alimi1 sonrast Temmuz 2017 tarihinde
deneysel calismalara baslandi. Arastirmanin deneysel asamasi, Dokuz Eyliil Universitesi Deney
Hayvanlar1 Anabilim Dali Laboratuvari’nda, histokimyasal, immunohistokimyasal ve elektron
mikroskobik degerlendirmeler Dokuz Eyliil Universitesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali’nda, biyokimyasal incelemeler ise Dokuz Eyliil Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Tip Ana Bilim Dali’'nda gergeklestirilmistir. 25 Aralik 2017 tarihinde tez
savunmasina girilmistir.
3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplar
Arastirmada toplam bes grup bulunmaktadir. Deney gruplar asagidaki sekilde
diizenlenmistir:

Grup 1 (Kontrol grubu (K) n=7): Deneklere hi¢bir uygulama yapilmaksizin sakrifikasyon

sonrasi sag overler histolojik incelemeler i¢in, sol overler ise ikiye bdliinerek biyokimyasal ve
elektron mikroskobik incelemeler i¢in alinmistir. Deney bitiminde kuyruk veninden IMA
seviyelerinin analizi i¢in de kan alinmustir.

Grup 2 (Torsiyon-Detorsiyon (T+D) grubu, n=7): 3 saat torsiyonun ardindan, 3 saat

detorsiyon uygulanan gruptur. Sakrifikasyon sonrasi sag overler histolojik incelemeler igin, sol
overler ise ikiye boliinerek biyokimyasal ve elektron mikroskobik incelemeler i¢in alinmistir.
Deney bitiminde kuyruk veninden IMA seviyelerinin analizi i¢in de kan alinmistir.

Grup 3 (Torsiyon+Detorsivon+Silymarin _grubu (T+D+SiL), n=7): 3 saat torsiyonun

ardindan, detorsiyondan 30 dakika 6nce 250mg/kg Silymarinin intraperitoneal olarak verildigi
gruptur. Sakrifikasyon sonrasi sag overler histolojik incelemeler icin, sol overler ise ikiye
boliinerek biyokimyasal ve elektron mikroskobik incelemeler igin alinmistir. Deney bitiminde
kuyruk veninden IMA seviyelerinin analizi i¢in de kan alinmustir.

Grup 4 (Dimetil siilfoksit grubu (DMSO), n=7): Deneklere % 10 luk DMSO’nun i.p. olarak

verildigi gruptur. Sakrifikasyon sonrasi sag overler histolojik incelemeler i¢in, sol overler ise
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ikiye boliinerek biyokimyasal ve elektron mikroskobik incelemeler i¢in alinmistir. Deney
bitiminde kuyruk veninden IMA seviyelerinin analizi igin de kan alinmustir.
Grup 5 (Silymarin grubu (SiL), n=7): Deneklere %10’ luk DMSO’da ¢dziilmiis 250 mg/kg

Silymarinin i.p. olarak verildigi gruptur. Sakrifikasyon sonrasi sag overler histolojik
incelemeler icin, sol overler ise ikiye boliinerek biyokimyasal ve elektron mikroskobik
incelemeler i¢in alinmistir. Deney bitiminde kuyruk veninden IMA seviyelerinin analizi igin de

kan alinmistr.

3.4. Calisma Materyali
Calismada, Dokuz Eyliil Universitesi Deney Hayvanlar1 Anabilim Dal1 Laboratuvarindan
temin edilen Wistar susu toplam 35 adet disi sican (200-250 g) kullanilmustir. Literatiirlerle
uyumlu olmast sebebiyle Wistar susu siganlar tercih edilmistir. Tiim denekler ¢calisma sonuna
kadar Deney Hayvanlar1 Laboratuvarinda 12/12 saat karanlik/aydinlik periyodunda, 20-22 °C

oda sicakliginda barindirilmis ve ad libitum beslenmislerdir.

3.5. Arastirmamin Degiskenleri

Bagimsiz  degiskenler: Calismada over torsiyonu ve detorsiyonu yapilan grup,
torsiyon+detorsiyonu takiben silymarin verilen grup ve yalnizca silymarin ile yalnizca DMSO
verilen gruplar bulunmaktadir.

Bagimli degiskenler: Biyokimyasal olarak MDA, GPx ve IMA degerlerine bakilmistir.

Calismada kontrol grubuna herhangi bir islem yapilmamistir. Torsiyon+Detorsiyon
grubunda ve Torsiyon+Detorsiyon+Silymarin grubunda damarlara zarar vermemek igin
vaskiiler klempler kullanilmigtir. Ayrica tek basina silymarin ve tek basina DMSO verilen

gruplar kullanilmistir.

3.6. Veri Toplama Araclari
3.6.1. Arastirmada Kullanilan Demirbas Malzemeler
Calismada, histopatolojik incelemeler icin; distile su cihazi, etiiv, ¢ceker ocak, parafin
dispenser, mikrotom, immiinohistokimyasal incelemeler igin; humidity chamber, mikrodalga
firin, buzdolabi, derin dondurucu ve mikropipetler, elektron mikroskobik incelemeler i¢in ise;
ultra saf su cihazi, knife maker ve ultra mikrotom kullanilmistir. Biyokimyasal incelemeler igin
HPLC kolon, sogutmali santrifiij, santrifiij, terazi, pH metre, vorteks, manyetik karistirici, derin

dondurucu ve spektrofotometre kullanilmastir.
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3.6.2. Arastirmada Kullanilan Yontemler
Over Torsiyonu: Tiim cerrahi girisimler steril kosullar altinda yapildi. Ketamin (Ketamine HCI
Ketalar, Eczacibasi Warner-Lambert, Istanbul, Turkey) 60 mg/kg, ksilazin (xylazine
hydrochloride Rompun; Bayer AG, Leverkusen, Germany) 7 mg/kg intramiiskiiler olarak
verildi. Anestezi altinda torsiyon uygulanacak olan gruplarda deneklerin abdomeninde kiigiik
bir kesi alan1 agilarak sag ve sol ovaryum dokusu 360° saat yoniinde dondiiriilerek vaskiiler
klempler kullanilarak sabitlendi. Torsiyon modeli teknik olarak uygulanmasi zor bir modeldir.
Ciinkii denekleri kaybetme riski yiiksektir. Calismamizda tiim gruplarda oldugu gibi, torsiyon
uyguladigimiz gruplarda da (Grup 2 ve Grup 3) deney asamasinda hayvan kaybi1 yasanmadi.
Torsiyon uygulamasi esnasinda damarlara herhangi bir zarar vermemek i¢in vaskiiler klempler
kullanildi. Grup 2’de adneksler 360° saat yoniinde dondiiriiliip vaskiiler klemplerle sabitlendi.
3 saat siireyle iskemi modeli olusturulup, 3 saatin sonunda biikiilmiis olan adneksler eski haline
getirililerek kan akimi tekrar saglandi. Grup 3’de ise adneksler yine 360° saat yOniinde
dondiiriiliip vaskiiler klemplerle sabitlendi. Detorsiyondan 30 dakika 6nce, 250mg/kg Silymarin
deneklere intraperitoneal olarak verildi. 3 saat siireyle iskemi modeli olusturulup, 3 saatin
sonunda biikiilmiis olan adneksler eski haline getirililerek kan akimi tekrar saglandi.
Silymarin’in hazirlanigi: Silymarin suda ¢Oziiniirliigli diisiik olan bir madde oldugu i¢in
solvent olarak DMSO kullanildi. Oncelikle 1 gr silymarin’in kag ml’de ¢oziilebildigini
o0grenmek i¢in On g¢alismalar yapildi. Bunun sonucunda 3,4 ml saf DMSO igerisinde 1 gr
Silymarin ¢6ziildii. Daha sonra her denegin agirligina gore doz ayar1 yapildi. Ornegin 250 gr’lik
bir denek i¢in 0,0625 g silymarin gerekiyordu. 3,4 ml DMSO’da 1g Silymarin ¢dziiliirse, 0,0625
gr. Silymarin ne kadar DMSO’da ¢oziiliir hesab1 yapildi. Sonug olarak 0,2125 ml bulundu. Saf
DMSO igerisinde ¢oziilmiis Silymarin ¢ozeltisi yeteri kadar stok olarak hazirlandi.
Detorsiyondan hemen 6nce her denek i¢in hesaplanan miktarin iizerine 2 ml’ye tamamlayacak
sekilde distile su eklenerek DMSO konsantrasyonu yaklasitk % 10 ‘a diisiiriildii. Insiilin
enjektoriine ¢ekmeden Once vorteksle iyice g¢alkalanip deneklere ondan sonra enjeksyon
yapildi. Bu nedenle de yalnizca DMSO uyguladigimiz gruba % 10’luk DMSO enjekte edildi.

Sakrifikasyon sonunda elde edilen dokular % 10’luk formaline alinmais, rutin doku takip
islemi uygulanmistir. Histolojik ve immiinohistokimyasal incelemeler i¢in prafin bloklardan 5
um kalinliginda kesitler alinmistir. Daha sonra histokimyasal islemlerden sirasiyla;

Hematoksilen-Eozin, Masson trikrom, PAS histokimyasal boyama yontemleri uygulanmistir.
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Immiinohistokimyasal analizler icin ise kesitler, Active Caspase-3 ve Tunel boyalar ile
boyanmustir. Elektron mikroskobik incelemeler i¢in dokular Karnovsky fiksatifine alinip daha
sonra doku takibi yapilarak ultra ince kesitler alinmistir. Biyokimyasal islemler i¢in alinan doku
ornekleri homojenizasyon isleminin ardindan c¢alisilmis ve spektrofotometre ile Ol¢limler

yapilmistir.

3.6.2.1.  Histokimyasal Incelemeler
3.6.2.1.1. Doku Takibi

% 10’luk formalin igerisinde 3 giin bekletilen ovaryum dokular1 doku takip kasetlerine
aliarak gece boyunca akarsuda yikandi. Dehidratasyon islemleri i¢in sirasiyla %70, 80, 96 ik
alkollerde 20’ser dakika bekletildi. Ardindan 4 degisik aseton serisinde 20’ser dakika daha
tutulan dokular, seffaflandirma iglemi igin 2 kez 30’ar dakika xylole alindi. 58 °C’lik 2 parafin
banyosunda birer saat bekletilen dokulara parafinin niifus etmesi saglanip, parafin bloklar
hazirlandi ve 5 pm’lik kesitler alindi1 (Tablo 1).
Tablo 1: Doku takip yontemi.

Fiksasyon %10’luk formalin 3 giin

Dehidratasyon %70’lik alkol 20 dakika

Dehidratasyon %96°11k alkol 20 dakika

Dehidratasyon Aseton 2 20 dakika

Dehidratasyon Aseton 4 20 dakika

Seffaflandirma Xylol 2 30 dakika

Parafin banyosu 2 58-60°C parafin 1 saat
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3.6.2.1.2. Hematoksilen-eozin Boyama Yontemi

5 wm kalinligindaki ovaryum kesitleri 60°C’lik etiivde gece boyunca tutuldu.
Ardindan, 60°C’lik etiivde 30 dakika ksilol 1’de, oda 1s1sinda 20 dakika xylol 2’de ve 20 dakika
oda 1s1sinda xylol 3’de deparafinizasyon iglemlerinden gegirildi. Dokular1 suya getirme islemi
icin yiiksek dereceli alkollerden baslayarak diisiik dereceli alkollere dogru hidratasyon (% 100,
% 96, % 80, % 70’ lik alkoller ) islemi uygulandi. Distile suda ¢alkalanip, Mayer hematoksilen
(01562E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) soliisyonunda 10 dakika niikleus
boyamasi yapildi. Mavilestirme islemi akarsuda 10 dakika tutularak yapildi. Eozin (01602E,
Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) soliisyonunda 2 dakika bekletilen dokular,
dehidratasyon ( % 70, % 80, % 96, % 100) islemi icin diisiik dereceli alkollerden yiiksek
dereceli alkollere dogru gecirildi. 3 adet ksilol serisinden seffaflandirma islemi i¢in gegirilen

dokular, entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi. (Tablo 2)
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Tablo 2: Hematoksilen-Eozin Boya Yontemi

Deparafinizasyon 60°C etiivde 30 dakika

Deparafinizasyon Ksilol 2 (oda 1s1sinda) 10 dakika

Hidratasyon %100’liik absolii alkol Calkalama

Hidratasyon %96’ 11k alkol Calkalama

Hidratasyon %70’1ik alkol Calkalama

Boyama Mayer’s Hematoksilen 10 dakika

Boyama Alkolik Eozin 2 dakika

Seffaflandirma Ksilol 1 20 dakika

Seffaflandirma Ksilol 3 20 dakika

3.6.2.1.3. Masson trikrom boyama yontemi

Ovaryum kesitleri deparafinizasyon islemi i¢in 1 gece 60°C’lik etlivde birakildi.
Ardindan ilki 30 dakika (etlivde) diger ikisi 20’ser dakikalik {i¢ farkli ksilolde tutuldu. Daha
sonra hidratasyon islemi igin 2 degisik absolii alkol ve %96’dan %70’¢ azalan alkol
serilerinden gegirildi. Ve distile suda 5 dakika bekletildikten sonra Masson Trikrom boyama
seti (Bio-Optica Milano/ Italia) ile boyand:: Kesitlerin iizerine 6 damla Weigert’in demirli
hematoksileni ile 6 damla ferric kloriir soliisyonu damlatilarak 10 dakika bekletildi. Yikama
yapmaksizin 10 damla pikrik asit alkolik soliisyonu damlatilip 4 dakika bekletildi. 3-4 saniye
hizlica yikanip 10 damla Ponceau acid fuchsin soliisyonunda 4 dakika bekletildi. Distile su ile
calkalanan kesitler daha sonra 10 dakika fosfomolibdik asit soliisyonunda bekletildi. Yine
yikama yapmadan fazla boya akitilip 10 damla Masson anilin blue soliisyonunda 5 dakika

boyandi. Distile su ve yiikselen derecelerdeki alkollerden gecirilen dokular absolii alkolde 1
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dakika bekletilip ksilol ile seffaflandirma isleminin ardindan entellan ile kapatildi. (Tablo 3)

Tablo 3: Masson Trikrom Boyama Yontemi

Deparafinizasyon

Deparafinizasyon

Hidratasyon

Hidratasyon

Hidratasyon

Boyama

Yikama

Yikama

Boyama

Dehidratasyon

Seffaflandirma

Kapama

60°C etlivde

Ksilol 2 (oda 1s1sinda)

%100’1uk absolt alkol

%9611k alkol

%70’lik alkol

6 damla A+6 damla B soliisyonu

Distile su

Distile su

10 damla F solusyonu

%70-80-96-100-100’liik alkol

Ksilol 2

Entellan

30 dakika

10 dakika

Calkalama

Calkalama

Calkalama

10 dakika

3-4 saniye

Calkalama

5 dakika

Calkalama

20 dakika

Lamelle kapama




3.6.2.1.4. Peryodik asit shiff boyama yontemi

5 um kalinligindaki ovaryum kesitleri 60°C’lik etiivde gece boyunca tutuldu. Ardindan,
60°C’lik etiivde 30 dakika ksilol 1’de, oda 1sisinda 20 dakika xylol 2’de ve 20 dakika oda
1s1sinda xylol 3’de deparafinizasyon islemlerinden gecirildi. Dokular1 suya getirme islemi i¢in
yiiksek dereceli alkollerden baslayarak diisiik dereceli alkollere dogru hidratasyon (% 100, %
96, % 80, % 70’ lik alkoller ) islemi uygulandi. Distile suda g¢alkalanip Periyodik asit
soliisyonunda 2 dakika tutuldu. Distile su ile calkalandi. Schiff soliisyonunda 15 dakika
boyandi. Akarsuda 5-10 dakika yikandi. Niikleus boyamasi i¢in Mayer hematoksilende
(01562E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) 5-6 kez daldirilarak boyandi.
Tekrar akarsu isleminden sonra dehidratasyon ( % 70, % 80, % 96, % 100) islemi i¢in diisiik
dereceli alkollerden yiiksek dereceli alkollere dogru kesitler ¢alkalandi. 3 adet ksilol serisinden
seffaflandirma islemi icin gegirilen dokular, entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Almanya)
ile kapatildi. Isik mikroskobunda degerlendirildi. (Olympus BX-50 Almanya)
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Tablo 4: Periyodik asit shiff boyama yontemi

Deparafinizasyon

Deparafinizasyon

Hidratasyon

Hidratasyon

Hidratasyon

Glikol gruplarin1 kirma

Boyama

Boyama

Dehidratasyon

Seffaflandirma

Kapama

60°C etlivde

Ksilen 2 (oda 1sisinda)

%100’lik absolu alkol

%9611k alkol

%70’1ik alkol

Periyodik Asit Soliisyonu

Schiff Sollisyonu

Mayer’s Hematoksilen

Absoli Alkol

Ksilol 2

Entellan

30 dakika

10 dakika

Calkalama

Calkalama

Calkalama

2 dakika

15 dakika

5-6 kez daldirip ¢ikarma

Calkalama

20 dakika

Lamelle kapama




3.6.2.2.  Immunohistokimyasal Yontemler
3.6.2.2.1. TUNEL Boyama Yontemi

Hiicre i¢i DNA fragmantasyonunu gostermek icin TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl
Transferase-Mediated Deoxyuridine Triphosphate DNA Nick-End Labelling ROCHE) Kiti
kullanildi. Kesitler 60°C'lik etiivde 1 gece bekletildikten sonra deparafinizasyon isleminden
gecirilmek iizere 30 dakika ksilol 1°de etiivde, 20 dakika ksilol 2’de oda 1s1sinda ve 20 dakika
ksilol 3’de oda 1s1sinda tutuldu. % 100°liikk alkolden baslayarak % 70’lik alkole dogru azalan
dereceli alkollerden gegirilerek suya getirme islemi yani hidratasyon yapildi. Distile suda
bekletilen kesitler daha sonra hazirlanan sitrat soliisyonuna alinarak mikrodalga firinda medium
ayarinda 5 dakika bekletildi. Kaynatma isleminin ardindan 20 dakika oda 1sisinda bekletilen
dokular sogumaya birakildi. Dokularin etrafi PAP pen ile ¢izilerek iizerlerine PBS damlatildi.
PBS ile 3 kez yikandiktan sonra TdT (kitin iginden ¢ikan label soliisyonu ile enzim soliisyonu
karistirilarak) soliisyonu dokularin {izerini kaplayacak sekilde damlatilip 1 saat 37°C’de enkiibe
edildi. 3 kez PBS ile bol bol yikandi. Bu arada POD dondurucudan ¢ikarilip ¢6ziilmesi saglandi.
Kesitler kurulanip tizerlerini drtecek sekilde conventer POD damlatilip tekrar 30 dakika etlivde
enkiibe edildi. POD damlatilir damlatilmaz DAB kromojen (1:9 oraninda) hazirlanip karanlikta
bekletildi. Etiivden ¢ikarilan dokular PBS ile 3 kez yikanip DAB kromojen dokularin {izerini
ortecek sekilde damlatildi. Once bir lam iizerinde deneme yapilip diger tiim kesitlere ayni siire
DAB ile muamele edildi. Distile su ile yikanan kesitlere Mayer hematoksilen (01562E,
Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) ile zemin boyamasi yapilip dehidratasyon
isleminin ardindan ksilol ile seffaflandirma yapilip kesitler entellan (UN 1866, Merck,
Darmstadt, Germany) ile kapatildi. Daha sonra 151tk mikroskobunda (Olympus BX-50
Almanya) inceleme yapilip TUNEL pozitif hiicreler sayildu.

3.6.2.2.2. Aktif Kaspaz-3 Boyama Yéontemi

Aktifkaspaz 3 boyamasi i¢in anti-kaspaz-3 antikoru (AB3623 Anti-Caspase 3 Antibody
Merck-Millipore Darmstadt Germany)  kullanildi. Kesitler 60°C'lik etiivde 1 gece
bekletildikten sonra deparafinizasyon isleminden gegirilmek tizere 30 dakika ksilol 1°de etiivde,
20 dakika ksilol 2’de oda 1sisinda ve 20 dakika ksilol 3’de oda 1sisinda tutuldu. % 100°’Lik
alkolden baslayarak % 70’lik alkole dogru azalan dereceli alkollerden gecirilerek suya getirme
islemi yani hidratasyon yapildi. Distile suda bekletilen kesitler daha sonra hazirlanan sitrat
soliisyonuna alinarak mikrodalga firinda medium ayarinda 5 dakika bekletildi. (Bu islem, tespit

icin kullanilan formalin ile baglanan epitoplarin serbest hale gelmesini saglamak i¢in yapildi).
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Etlivden ¢ikarilip eksilen sitrat soliisyonu tamamlanarak 5 dakika daha mikrodalgada medium
ayarinda bekletildi. Kaynatma isleminin ardindan 20 dakika oda 1sisinda bekletilen dokular
sogumaya birakildi. Dokularin etrafi PAP pen ile ¢izilerek tlizerlerine PBS damlatildi. PBS ile
3 kez yikandi. 10 dakika % 3’liikk hidrojen peroksit soliisyonunda bekletildi. (Bu islem endojen
peroksidazlar1 bloke etmek i¢in yapildi). PBS ile 3 kez yikanan dokularin iizerine bloklama
soliisyonu (Histostatin Plus Invitrogen 85-9043 USA) damlatilip 30 dakika oda isisinda
bekletildi. Yikama yapmaksizin kesitlerin iizerindeki soliisyon akitilip, kesitlerin {izerini
kapatacak kadar anti-kaspaz-3 soliisyonu yani primer antikor (AB3623 Anti-Caspase 3
Antibody Merck-Millipore Darmstadt Germany) 1:100 oraninda sulandirilarak damlatilip gece
boyunca +4°C’de bekletildi. Ertesi giin +4°C’den ¢ikarilan kesitler oda 1sisina getirilip 3 kez
PBS ile yikandi. Dokular streptavidin sekonder antikorunda 30 dakika ( bu esnada DAB
sollisyonu hazirlanir) bekletildi. DAB damlatilmadan 6nce 3 kez PBS ile kesitler yikandi. DAB
kromojen dokularin iizerini drtecek sekilde damlatildi. Once bir lam iizerinde deneme yapilip
diger tiim kesitlere ayn1 siire DAB ile muamele edildi. Distile su ile yikanan kesitlere Mayer
hematoksilen (01562E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) ile zemin
boyamasi yapilip dehidratasyon isleminin ardindan ksilol ile seffaflandirma yapilip kesitler
entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi. Daha sonra 1s1k mikroskobunda
(Olympus BX-50 Almanya) inceleme yapilip aktif Kaspaz-3 pozitif hiicreler sayildi.
3.6.2.3.  Elektron Mikroskopi Doku Takip Yontemi

Sakrifikasyon sonucu alinan ovaryum dokusundan 1mm?’lik parcalar alinarak,
Karnovsky fiksatifine konan dokular +4°C’de 1 gece bekletildikten sonra doku takibi
uygulandi. Ornekler Sorenson’un fosfat buffer soliisyonu ve siikroz karisgimi ile 3 kez
degistirilerek 15 dakika yikandi. Daha sonra 1 kisim PBS+1 kisim osmium tetraoksit ( 500ul
0s04 + 500ul PBS) karisimina alinan dokular 90 dakika karanlikta bekletildi. PBS ile 3 kez 15
dakika yikanan dokular dehidratasyon islemi i¢in 2 kez % 50’lik aseton soliisyonundan
gecirildikten sonra, kontrastlama soliisyonunda ( %70’lik aseton+%0,5’luk uranil asetat+ %
I’lik fosfotungustik asit) +4°C de 1 gece tutuldu. % 80’lik asetonda 2 kez 15 dakika, %90°lik
asetonda 2 kez 15'ser dakika, %96’lik asetonda 2 kez 15 dakika, %100’liik asetonda 3 kez
20’ser dakika tutulan dokular daha sonra 2 kez 15’ser dakika propilen olksit’te bekletildi. 30
dakika 2:1 oraninda karistirilmis, propilen oksit+araldit karisiminda, 30 dakika 1:1 oraninda
karistirilmis propilen oksit+araldit karisiminda, 30 dakika 1:2 oraninda karistirilmis propilen

oksit+araldit karigiminda bekletildikten sonra dokular temiz araldit karisiminda +4 °C’de 1
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gece bekletildi. Ertesi giin taze hazirlanan araldit soliisyonuna gomiilen dokular 60°C’de 48
saat polimerizasyona birakilip daha sonra 1,5um kalinliginda yari ince kesitler alinip, Toluidine
Blue (% 1 lik ) boyasi ile boyandi. Uygun alanlar tespit edildikten sonra 90-120 nm kalinliginda
ultra ince kesitler alinip 100 mesh lik Cu (bakir) gridlere yerlestirildi ve ultra ince kesitler
transmisyon elektron mikroskobunda (Zeiss SIGMA 500 STEM) degerlendirildi.
3.6.2.4.  Biyokimyasal Analizler
3.6.2.4.1. Serumda Yapilan Analizler

Sicanlardan alinan kan ornekleri 15 dakika 1000g de santrifiij edildi. Elde edilen
serumlar her analiz i¢in uygun miktarlarda porsiyonlanarak -80°C' de analiz siiresine kadar
saklandi.

Serum IMA Diizeyinin belirlenmesi: Ticari olarak satin alinan, kolorimetrik kit

(Cusabio Kat No. CSB-E13620r) ile degerlendirildi. Kitin 6l¢iim araligi 0.9-60 U/ml

arasindadir. Sensitivitesi ise 0.225U/ml dir. Bu 6l¢iim yontemi, IMA diizeylerinin kantitatif
olarak 6l¢iimii icin hazirlanms “sandwich tip enzim immiinoassay” teknigine dayamir. Ik
inkiibasyon siiresinde, standart/6rnek icerisindeki IMA, daha onceden kuyucuklara kaplanmis
olan antikor tarafindan tutulur. Yikama asamasindan sonra IMA'ya spesifik monoklonal antikor
eklenir. Ikinci inkiibasyon siiresince, bu antikor immobilize olmus antikora baglanir.
Baglanmayan sekonder antikorlarin uzaklastirilmasi amaciyla yapilan yikama isleminden
sonra, horseradish—peroksidaz (HRP) isaretli enzim ilave edilir. Bu enzim antikora baglanir.
Baglanmayan fazla enzim yikama islemi ile uzaklagtirilir. Ortama substrat eklenir, olusan
rengin yogunlugu, ornekte bulunan IMA miktar1 ile dogru orantilidir. Multiplak okuyucuda
(Synergy HT, BioTek Ins., USA) 450 nm absorbans degerleri alindi. Standart kalibrasyon
egrisinden yararlanilarak 6rneklerdeki IMA diizeyleri hesaplandi. Sonuglar U/ml ile ifade
edildi.
3.6.2.5.  Doku analizleri
3.6.25.1. Biyokimyasal Yontemlerde Doku Homojenatlarinin

Hazirlanmasi
Ovaryum dokularinin bir kismi biyokimyasal analizler i¢in kullanildi. Cerrahi islemle
alinan ovaryum ornekleri serum fizyolojik ile iyice yikandi. Kan hiicrelerinden temizlendikten
sonra cryovial tiibe alindi ve buz iizerine kondu. Dokular, analiz kosullarina gére uygun
homojenizasyon tamponu ile 1:8 oraninda (w/v) homojenize edildi. Homojenizasyon igin

Tissue Lyser cihazi kullanildi (TissueLyser II; Qiagen, West Sussex, UK). Dokular Gpx i¢in
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kullanilan ticari kit icerigindeki assay buffer ile homojenize edildi. Homojenize edilen doku
parcalart MDA analizi i¢in 2500 g 10 dakika 4°C' de, GPx analizi iginse 10000 g 15 dakika 4°C’
de santifiij edilip, siipernatantlar1 toplandi. Tiim basamaklar +4 °C de (buz lizerinde) yapildi
ve siipernatantlar analizi yapilana kadar -80°C de sakland.

MDA diizeyinin belirlenmesi: Ovaryum dokusundaki lipid peroksidasyonu MDA diizeyleri

oOl¢iilerek belirlendi. Bu 6l¢iim i¢in (HPLC) yiiksek performansli sivi kromotografi (Shimadzu
VP Series, Tokyo, Japan) cihazi kullanildi. Yontemde lipid hidroperoksitleri asit katalizi ile
MDA ’ya par¢alanarak, meydana gelen MDA’ nin iki molekiil tiyobarbitiirik asit (TBA) ve bir
molekiil MDA nin olusturdugu kompleks floresans dedektor ile tespit edildi.. 150-4.6 mm, C18
100-5 (Macherey-Nagel) 6zelliklere sahip kolonda mobil faz olarak 10 mM, %30 metanol
iceren fosfat tampon (pH 7) kullanildi. Ultraviyole detektoriin dalga boyu 532 nm’ye, floresan
detektoriin eksitasyon dalga boyu 515 nm ye, emisyon dalga boyu ise 553 nm’ye ayarlandi.
Standart olarak 1,1,3,3-tetraetoksipropan (Sigma, 85H2501) kullanildi. Standart
konsantrasyonlar1 0.75, 1.5, 3, 5, 10, 20, 40, 50 umol/L olarak belirlendi. Doku MDA degerleri
pmol/mg protein olarak ifade edildi.

Glutatyon peroksidaz (GPx) aktivite diizeyinin belirlenmesi: Ticari olarak satin alinan,

kolorimetrik kit (BioVison, Cat. No: #K762-100) ile degerlendirildi. Prensibi, glutatyonun

(GSH) glutatyon disiilfite (GSSG) oksitlenmesi sirasinda GPx'in kiimen hidroperoksit miktarini
azaltmasina dayanir. GSSG, NADPH tiiketimi ile tiretilir ve NAPDH miktarinin azalmasi1 GPx
aktivitesi ile orantilidir. Kit prosediirii ¢alisildiktan sonra, 5 dakika boyunca 340 nm'de
spektrofotometre ile kinetik 6l¢lim alindi. Sonuglar hesaplanip, mU/mg protein olarak ifade
edildi.

Protein Diizeylerinin Belirlenmesi: Tiim ovaryum doku 6rneklerinde yapilan analiz sonuglari

mg proteine orantilanarak verildi. Doku 6rneklerinde protein dl¢timiinde bi¢inkonik asit (BCA)
yontemi kullanildi. Bu amagla Thermo marka (Kat No: BCA, Protein assay Kit, 2325) protein
analiz kiti kullanildi. Yontemde, bakir siilfat BCA ¢o6zeltisine eklendiginde elma yesili renk
olusturmakta; bu ¢dzelti protein ¢ozeltisine ilave edildiginde, proteinin peptid baglari ile
etkileserek, alkali kosullar altinda iki degerlikli Cu2+ iyonlar1 bir degerlikli Cu+ iyonlarina
indirgenerek mavi-mor renkli bir kompleks olusturmaktadir. Mavi rengin siddeti protein
konsantrasyonu ile orantilidir (2). Protein standart1 olarak bidistile su i¢inde 25, 125, 250, 500,
1000, 1500, 2000 pg/mL konsantrasyonlarinda sigir serum albumini (BSA) standartlari
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hazirlandi. Protein konsantrasyonlari standart grafigi kullanilarak hesaplandi ve sonuglar

pg/mL olarak ifade edildi (65, 66).

3.7. Arastirmamin Plani ve Takvimi

Etik Kurul Onay1: Mart 2015

TUBITAK Onay1: Subat 2017

Deneysel Calisma: Temmuz 2017

Tez Yazimi: Ocak 2017-Arahik 2017

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi
Yapilan literatiir taramasi sonucu, gruplar arasindaki farkliliklar Kruskal Wallis, Mann

Whitney-U testi kullanilarak hesaplanmistir. P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir.

3.9. Arastirmanin sinirhihiklari
Silymarin suda ¢O6ziinlirligii az olan bir madde olmasi sebebiyle ¢ozgen olarak DMSO
kullanilmistir. Silymarin 6nce saf DMSO’da ¢d6ziiliip, intraperitoneal enjeksiyondan hemen
once distile su ile konsantrasyonu %10’a indirilip, vorteks ile karistirildiktan sonra enjeksyon
yapilmistir.

3.10. Etik kurul onay1
Calismanin literatiir taramasi Ocak 2015 tarihinde baglamis ve 31 Mart 2015 tarihinde etik kurul
onay1 alinmistir. Daha sonra goriilen liizum tizerine isim degisikligi i¢in tekrar bagvuru yapilmis

ve 10 Ocak 2017°de isim degisikligi kabul edilmistir (EK-1 ve EK-2)
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4. BULGULAR
4.1. Isik Mikroskobik Bulgular

4.1.1. Hematoksilen - eozin Boyama Bulgulari:

Kontrol grubuna ait preparatlarda, organi distan saran germinal epitel hiicreleri kiibik
dizilimde ve bazal membranlar diizgiin olarak izlendi. Korteksde yer alan primordiyal, primer,
sekonder ve tersiyer folikiillerin normal morfolojide oldugu gozlemlendi. Folikiil graniilosa
hiicrelerinin dizilimleri normal ve hiicreler poligonal goriiniimde izlendi. Folikiil i¢cinde yer alan
oosit’in zona pellusida’st diizglin ve normal goriiniimdeydi. Kortekste yer yer korpus luteum
yapilar1 gozlemlendi. Korteksteki bag dokusu yapilar1 normal goriinlimdeydi. Medullada yer
alan vaskiiler yapilar da normal morfolojide izlendi (Sekil 18, 19, 20, 21).

Torsiyon+Detorsiyon grubuna ait preparatlarda, germinal epitel boyu 6l¢limii sonucu
hiicrelerin boylarinda artis oldugu, folikiil graniilosa hiicrelerinin diziliminde ve zona pellusida
nin yapisinda bozukluklar oldugu gézlemlendi. Kortekste, bag dokusu alanlarinda ve folikiil
teka hiicrelerinin etrafinda hemorajik alanlar ve konjesyon izlendi. Yer yer doku i¢inde MNL
infiltrasyonunda artis oldugu tespit edildi (Sekil 22, 23, 24, 25).

Torsiyon+Detorsiyon+Silymarin grubuna ait preparatlarda, germinal epitel hiicrelerinin
dizilimleri ve yiikseklikleri normale benzer goriiniimde izlendi. Folikiil graniilosa hiicrelerinin
dizilimleri ve oosit’e ait zona pellusida yapilari normal morfolojideydi. Kortekste, degisik
gelisme asamalarindaki folikiiller ve korpus luteumlar izlendi (Sekil 26, 27, 28, 29).

DMSO grubuna ait preparatlarda, kontrol grubuna benzer bulgular elde edildi (Sekil 30,
31, 32, 33).

Silymarin grubuna ait preparatlarda da kontrol grubuna benzer bulgular elde edildi
(Sekil 34, 35, 36, 37).

Histomorfolojik hasar skorlamasi (HHS) i¢in; dokuda vazolilatasyon, Mono Niikleer
Hiicre infiltrasyonu (MNL), 6dem ve hemoraji i¢in, 0-3 arasi puanlar verilerek skorlandi. 0;
yok, 1; hafif, 2; orta, 3; yogun olarak degerlendirildi. Gruplar aras1 farkliliklar Kruskal Wallis
ve Man Whitney U testi kullanilarak test edildi. P< 0.05 degeri istatistiksel olarak anlaml1 kabul
edildi (Tablo 5).

Hasar skorlamasi sonucu elde edilen bulgular; Kontrol grubunda 0,0 +0,0, T+D
grubunda 2,0+0,92, T+D+SIL grubunda 1,0+£0,0, DMSO grubunda 0,0+0,0, SIL grubunda
0,28+0,48 olarak bulundu (Tablo 5).
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Istatistiksel olarak; T+D grubu ve T+D+SIL gruplarinda (p=0,03, p=0,01), Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda hasarda anlamli bir artis oldugu gozlemlendi.

T+D+SIL grubu (p=0,009), T+D grubuyla karsilastirildiginda hasarda anlamli bir
azalma oldugu gozlemlendi.

DMSO ve SIL gruplar1 (p= 0,00, p=0,007), T+D+SIL grubuyla karsilastirildiginda
T+D+SIL grubunda hasarda anlamli bir artis oldugu gdzlemlendi.

Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farka rastlanmadi (Tablo 6).

Tablo 5: Hasar skorlamasi.

Hasar 0,0 £0,0 2,0+0,92 1,0+0,0 0,0+0,0 0,28+0,48
Skorlamasi
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Tablo 6: Hasar skorlamasi.

Kontrol
T+D

Kontrol

<0,05 oldugundan
Ortalamalar arasi anlamh

farklihiklar vardir.

>0,05 oldugundan

DMSO

T+D
T+D+SIL

T+D+SIL
SiL
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Ortalamalar aras1 anlaml

farkliliklar yoktur.

<0,05 oldugundan
Ortalamalar arasi anlamh

farkhihiklar vardir.

<0,05 oldugundan

Ortalamalar arasi1 anlamh

farkhiliklar vardir.

<0,05 oldugundan
Ortalamalar arasi anlamh

farkliliklar vardir.
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Sekil 16: HHS grafigi.
Germinal epitel kalinliklari, Image Tool Version 3.0 programi kullanilarak 6l¢iildii. (Gruplar
arasi farkliliklar Kruskal Wallis ve Man Whitney U testi kullanilarak test edildi. P< 0.05 degeri
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi).
Epitel kalinliklar sirasiyla; Kontrol grubunda 6,87 1,70 um, T+D grubunda 9,104+2,23 um,
T+D+SIL grubunda 7,15+1,29 um, DMSO grubunda 6,91+1,86 um, SiL grubunda ise
7,53+2,56 um olarak bulundu (Tablo 7).
Istatistiksel olarak; T+D grubu Kontrol grubu ile karsilastirildiginda T+D grubunda epitel
kalinliginda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu gozlemlendi (p=0,048).

Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farka rastlanmadi (Tablo 8).

Tablo 7: Germinal epitel kalinhiklar:

Germinal epitel
kalinhiKklar: 6,87 £1,70 | 9,10+2,23 7,15+1,29 6,91+1,86 7,53+2,56
(rom)
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Tablo 8: Germinal epitel kalinhiklar:

Kontrol <0,05 oldugundan
T+D Ortalamalar arasi anlamh

farklihiklar vardir.

Kontrol >0,05 oldugundan
DMSO Ortalamalar aras1 anlaml
farkliliklar yoktur.

T+D >0,05 oldugundan
T+D+SIL Ortalamalar arasi anlamh
farkliliklar yoktur.

>0,05 oldugundan
Ortalamalar aras1 anlaml

farkliliklar yoktur.

T+D+SIL >0,05 oldugundan

SiL Ortalamalar arasi anlaml

farkliliklar yoktur.

55



wm

O P N W b U )N 0O O

GERMINAL EPIiTEL
* KALINLIKLARI

T+D T+D+SILL. DMSO

Sekil 17: Germinal Epitel Kalinhklari.
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Sekil 18: Kontrol grubu ovaryum kesiti. Kortekste yer alan primer folikiiller (-) ile,
sekonder folikiiller (‘) ile, medulla ( ‘) ile gosterilmistir. (H&E, X10)

Sekil 19: Kontrol grubu ovaryum kesiti. Kortekste yer alan primordiyal folikiiller
(4Em) ile, korpus luteum ( ) ile gosterilmistir. (H&E, X20)
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Sekil 20: Kontrol grubu ovaryum kesiti. Kortekste yer alan primer folikiil (-) ile,
oosit ( EE) ile gosterilmistir. (H&E, X40)

Sekil 21: Kontrol grubu ovaryum kesiti. Kortekste yer alan primer folikiil. Germinal
epitel ( €@ )gosterilmistir. (H&E, X100)
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Sekil 22: T+D grubu ovaryum Kesiti. Sekonder folikiil ”) ile,
konjesyon (EE) ile gésterilmistir. (H&E, X10)

Sekil 23: T+D grubu ovaryum kesiti. Sekonder folikiil (mmm) ile, konjesyon (‘) ile
gosterilmistir. (H&E, X20)
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Sekil 24: T+D grubu ovaryum kesiti. Germinal epitel (-) ile konjesyon (‘) ile
gosterilmistir. (H&E, X40)

Sekil 25: Torsiyon+Detorsiyon grubu ovaryum kesiti. Oosit ve zona pellusida
dejenerasyonu (/) ile ve folikiil epitel hiicre diziliminde bozukluk ( ) ile

gosterilmistir. (H&E, X100)
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Sekil 26: T+D+SIL grubu ovaryum kesiti.
Sekonder folikiil (M) ile, atretik folikiil (W) ile gosterilmistir. (H&E, X10)

Sekil 27: T+D+SIL grubu ovaryum kesiti.
Sekonder folikiil (HERp) ile gosterilmistir. (H&E, X20)
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Sekil 28: T+D+SIiL grubu ovaryum kesiti.
Sekonder folikiil (ME ) ile gosterilmistir. (H&E, X40)

Sekil 29: T+D+SIiL grubu ovaryum kesiti. Primer folikiil. Zona pellusida
(mm) ile gosterilmistir. (H&E,X100)
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Sekil 30: DMSO grubu ovaryum Kkesiti. Primer folikiil (#) ile,
tersiyer folikiil ( M ) ile gosterilmistir. (H&E, X10)

Sekil 31: DMSO grubu ovaryum kesiti. Sekonder folikiil ( HER ) ile,
primer folikiil (‘) ile, korpus luteum ( ) ile gosterilmistir. (H&E, X20)
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Sekil 32: DMSO grubu ovaryum kesiti. Primer folikiiller (#) ile,
germinal epitel ‘) ile gosterilmistir. (H&E, X40)

il

DR

Sekil 33: DMSO grubu ovaryum kesiti. Primer folikiil. (H&E, X100)
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Sekil 36: SIL grubu ovaryum kesiti. Sekonder folikiil (l) ile gosterilmistir.
(H&E, X40)
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Sekil 37: Silymarin grubu ovaryum Kkesiti. Primer folikiil.
Zona pellusida (‘) ile gosterilmistir. (H&E, X100)
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4.1.2. Masson-trikrom boyama bulgular

Masson trikrom boyamasi ile bagdokusu artisina bakildi. 0 ile 3 arasi skorlanarak
gruplar arasi farkliliklar Kruskal Wallis ve Man Whitney U testi kullanilarak test edildi. P<
0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Sonuglar sirastyla; Kontrol grubunda 0,00 +0,00, T+D grubunda 0,75+0,70, T+D+SIL
grubunda 0,42+0,53, DMSO grubunda 0,42+0,53 ve SIiL grubunda 0,28+0,48 bulundu
(Tablo 9).

Istatistiksel olarak; Kontrol grubu, T+D grubu ile karsilastirildiginda T+D grubunda
bag dokusunda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu goézlemlendi (p=0,022).

Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farka rastlanmadi (Tablo 10).

Tablo 9: Masson trikrom

Masson
Trikrom 0,00 0,00 0,75+0,70 0,42+0,53 0,42+0,53 0,28+0,48
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Tablo 10: Masson trikrom

Kontrol <0,05 oldugundan
T+D Ortalamalar arasi anlamh

farklihiklar vardir.

Kontrol >0,05 oldugundan
DMSO Ortalamalar aras1 anlaml
farkliliklar yoktur.

T+D >0,05 oldugundan
T+D+SIL Ortalamalar arasi anlamh
farkliliklar yoktur.

>0,05 oldugundan
Ortalamalar aras1 anlaml

farkliliklar yoktur.

T+D+SIL >0,05 oldugundan

SiL Ortalamalar arasi anlaml

farkliliklar yoktur.
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T+D T+D+SIL  DMSO

Sekil 38: Bag dokusu artis1 grafigi.
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Sekil 39: Kontrol grubu ovaryum kesiti. ( Masson trikrom, X4)

Sekil 40: Kontrol grubu ovaryum kesiti. ( Masson trikrom, X40)
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Sekil 41: T+D grubu ovaryum kesiti. ( Masson trikrom, X4)
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Sekil 42: T+D grubu ovaryum Kkesiti. ( Masson trikrom, X40)
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Sekil 43: T+D+SIL grubu ovaryum Kesiti. ( Masson trikrom, X4)
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Sekil 44: T+D+SIiL grubu ovaryum kesiti. (Masson trikrom, X40)
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Sekil 45: DMSO grubu ovaryum kesiti. ( Masson trikrom, X4)
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Sekil 46: DMSO grubu ovaryum kesiti. ( Masson trikrom, X40)
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Sekil 47: Silymarin grubu ovaryum kesiti. ( Masson trikrom, X4)

Sekil 48: Silymarin grubu ovaryum kesiti. ( Masson trikrom, X40)
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4.1.3. Periyodik asit shiff Boyama Bulgulari

PAS ile boyanmig Sum kalinligindaki kesitlerde sekonder folikiillerde zona pellusida
kalinliklar1 Image Tool Version 3. 0 programi kullanilarak 6lgiildii. Gruplar arasi farkliliklar
Kruskal Wallis ve Man Whitney U testi kullanilarak test edildi. P< 0.05 degeri istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.

Zona pellusida kalinliklar1 sirasiyla; Kontrol grubunda 3,05 £0,71 um, T+D grubunda
3,09+0,71 pm, T+D+SIL grubunda 2,86+1,02 um, DMSO grubunda 2,87+1,02 um ve SIL
grubunda 2,71+0,8 um olarak ol¢iildii (Tablo 11).

Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farka rastlanmadi. (Tablo 12).

Tablo 11: Zona Pellusida Kalinhiklar:

ZP(um) 3,05+0,71 | 3,09+0,71 | 2,86+1,02 | 2,87+1,02 | 2,71=0,8
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Tablo 12: Zona Pellusida Kalinhklar:

Kontrol
T+D

Kontrol

>0,05 oldugundan
Ortalamalar arasi anlamh farkliliklar

yoktur.

DMSO

T+D
T+D+SIL

T+D+SIL
SiL

76

Ortalamalar arasi anlamh farkliliklar

yoktur.

>0,05 oldugundan
Ortalamalar arasi anlamli farkliliklar

yoktur.

>0,05 oldugundan
Ortalamalar arasi anlamli farkliliklar

yoktur.

>0,05 oldugundan

Ortalamalar arast anlamli farkliliklar

yoktur.




3,3
3,2
3,1

w

2,9

2,7
2,6
2,5
2,4
2,3

ZONA PELLUSIDA
KALINLIKLARI

T+D T+D+SIL. DMSO

Sekil 49: Zona pellusida kalinhiklar1 grafigi.
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X40)

grubu ovaryum kesiti. (PAS,

kil 50: Kontrol

Se

X100)

kil 51: Kontrol grubu ovaryum kesiti. (PAS

Se

78



Sekil 52: T+D grubu ovaryum kesiti. (PAS, X40)

X100)

kil 53: T+D grubu ovaryum Kkesiti. (PAS

Se
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T+D+SIL grubu ovaryum kesiti.

Sekil 54

, X40)

(PAS

bu ovaryum kesiti.

kil 55: T+D+SIL gru

Se

, X100)

(PAS
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Sekil 56: DMSO grubu ovaryum kesiti. (PAS, X40)

Sekil 57: DMSO grubu ovaryum kesiti. (PAS, X100)

81



Sekil 58: SIL grubu ovaryum kesiti. (PAS, X40)

X100)

SIL grubu ovaryum kesiti. (PAS,

Sekil 59
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4.2. Immiinohistokimyasal Bulgular
4.2.1. TUNEL Boyama Bulgular

TUNEL boyamas apopitotik hiicreleri gostermek amaciyla yapildi. Image Tool Version
3. 0 programi kullanilarak rasgele 100 adet hiicre sayildi. Apopitotik hiicre sayisinin normal
hiicrelere orant hesaplandi. Gruplar arasi farkliliklar Kruskal Wallis ve Man Whitney U testi
kullanilarak test edildi. P< 0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Apopitotik hiicre sayilar1 sirasiyla; Kontrol grubunda 25,71 +11,07, T+D grubunda
79,42+6,39, T+D+SIL grubunda 27,71+13,59, DMSO grubunda 44,0+18,51 ve SiL grubunda
31,57£12,01 olarak sayildi (Tablo 13).

Istatistiksel olarak; T+D grubu Kontrol grubu ile karsilastirildiginda apopitotik hiicre
sayinda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu gozlemlendi (p=0,002).

T+D+SIL grubu, DMSO grubu ve SIiL gruplar1 (p=0,002, p=0,004, p=0,002), T+D grubu ile
karsilastirildiginda, 3 grupta da apopitotik hiicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma
oldugu gozlemlendi.

T+D+SIL grubu; DMSO grubu ile karsilastirildiginda DMSO grubunda apopitotik hiicre
sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu gozlemlendi (p=0,01).

Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farka rastlanmadi (Tablo 14).

Tablo 13: TUNEL

TUNEL 25,71 11,07 | 79,42+6,39 | 27,71£13,59 | 44,0+18,51 | 31,57+12,01
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Tablo 14: TUNEL

Kontrol
T+D

Kontrol
DMSO

T+D
T+D+SIL

T+D+SIL
SiL

84

<0,05 oldugundan
Ortalamalar arasi anlamh

farklihiklar vardir.

>0,05 oldugundan
Ortalamalar arasi anlamh

farkliliklar yoktur.

<0,05 oldugundan
Ortalamalar arasi anlamh

farkhihiklar vardir.

<0,05 oldugundan
Ortalamalar arasi1 anlamh

farkhiliklar vardir.

>0,05 oldugundan

Ortalamalar arasi anlaml

farkliliklar yoktur.




=
N B D o) o
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+ ve - HUCRE

TUNEL POZITIF-NEGATIF
HI"JCRE ORANI

iI Ii iI il iI

T+D T+D+SIL DMSO

m TUNEL + mTUNEL -

Sekil 60: TUNEL pozitif- negatif hiicre oram grafigi.
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Sekil 61: Kontrol grubu ovaryum kesiti. TUNEL pozitif hiicreler
(@mm ) ile gisterilmistir. (TUNEL, X40)

Sekil 62: Kontrol grubu ovaryum kesiti. TUNEL pozitif hiicreler (-) ile
gosterilmistir. (TUNEL, X100)
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if hiicreler

Sekil 63: T+D grubu ovaryum kesiti. TUNEL pozit

(‘) ile gosterilmistir. (TUNEL, X40)

f hiicreler

TUNEL poziti

(mm) ile gosterilmistir. (TUNEL, X100)

kil 64: T+D grubu ovaryum kesiti.

Se
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Sekil 65: T+D+SIL grubu ovaryum kesiti.

TUNEL pozitif hiicreler (NI ) ile goster

Imistir. (TUNEL,X40)

i

kil 66: T+D+SIL grubu ovaryum kesiti.

Se
TUNEL pozitif hiicreler (#) ile gosterilmistir.

(TUNEL,X100)
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Sekil 67: DMSO grubu ovaryum Kkesiti. TUNEL pozitif hiicreler
() ile gosterilmistir. (TUNEL,X40)

G s ™ 20.0 ym
Sekil 68: DMSO grubu ovaryum Kkesiti. TUNEL pozitif hiicreler
(mm) ile gosterilmistir. (TUNEL,X100)
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Sekil 70: SIL grubu ovaryum kes
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i
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4.2.2.  Aktif kaspaz-3 Boyama Bulgular

Aktif kaspaz-3 boyamasi ile apopitoz esnasinda 6nemli rol oynayan sistein-proteaz grubu
enzimlere bakildi. Boyanma yogunlugu semikantitatif olarak O ile 3 aras1 skorlanarak gruplar
arasi farkliliklar Kruskal Wallis ve Man Whitney U testi kullanilarak test edildi. P< 0.05 degeri
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
Sonuglar sirastyla; Kontrol grubunda 1,0 £0,0, T+D grubunda 2,28+0,48, T+D+SIL grubunda
1,28+0,48, DMSO grubunda 1,14+0,37ve SIL grubunda 1,1440,37 bulundu (Tablo 15).

Istatistiksel olarak; Kontrol grubu, T+D grubu karsilastirildiginda, T+D grubunda aktif
Kaspaz-3 pozitif hiicre yogunlugunda istatistiksel olarak anlaml1 bir artis oldugu gézlemlendi
(p=0,001).

T+D grubu; T+D+SIL, DMSO, SIL gruplariyla karsilastirildiginda, her ii¢ grupta da
aktif kaspaz-3 pozitif hiicre yogunlugunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu
gozlemlendi (p=0,006, p=0,002, p= 0,002).

Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farka rastlanmadi (Tablo 16).

Tablo 15: Aktif kaspaz-3

Aktif 1,0 0,0 2,28+0,48 1,28+0,48 1,14+0,37 1,14+0,37
kaspaz-3
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Tablo 16: Aktif kaspaz-3

Kontrol
T+D

Kontrol
DMSO

T+D
T+D+SIL

T+D+SIL
SiL
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<0,05 oldugundan
Ortalamalar arasl anlamh

farkhihiklar vardir.

>0,05 oldugundan
Ortalamalar arasi anlamh farkliliklar

yoktur.

<0,05 oldugundan
Ortalamalar arasi anlamh

farkhiliklar vardir.

<0,05 oldugundan
Ortalamalar arasli anlamh

farkhiliklar vardir.

>0,05 oldugundan

Ortalamalar arast anlamli farkliliklar

yoktur.




AKTIF KASPAZ- 3 POZITIF

N HI"JCRELER

0

T+D+SIL DMSO

=N U w

SKOR

(O]

Sekil 71: Aktif kaspaz-3 pozitif hiicrelerin grafigi.
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Sekil 72: Kontrol grubu ovaryum kesiti. Aktif kaspaz-3 pozitif hiicreler
() ile gosterilmistir. (Aktif kaspaz-3, X40)

Sekil 73: Kontrol grubu ovaryum kesiti. Aktif kaspaz-3 pozitif hiicreler
(dmmm ) ile gosterilmistir. (Aktif kaspaz-3, X100)
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¢ 3
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Sekil 74: T+D grubu ovaryum Kesiti.
Aktif kaspaz-3 pozitif hiicreler (w ile gosterilmistir. (Aktif kaspaz-3, X40)

Sekil 75: T+D grubu ovaryum kesiti. Aktif kaspaz-3 pozitif hiicreler (~) ile
gosterilmistir. (Aktif kaspaz-3, X100)
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Sekil 76: T+D+SIiL grubu ovaryum kesiti.
Aktif kaspaz-3 pozitif hiicreler d) ile gosterilmistir. (Aktif kaspaz-3, X40)

Sekil 77: T+D+SIL grubu ovaryum Kesiti.
Aktif kaspaz-3 pozitif hiicreler ”) ile gosterilmistir. (Aktif kaspaz-3, X100)
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Sekil 78: DMSO grubu ovaryum kesiti. Aktif kaspaz-3 pozitif hiicreler

() ile gosterilmistir. (Aktif kaspaz-3,X40)

Sekil 79: DMSO grubu ovaryum kesiti. Aktif kaspaz-3 pozitif hiicreler

(mmp) ile gosterilmistir. (AKtif kaspaz-3,X100)
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Sekil 80: SIL grubu ovaryum kesiti. Aktif kaspaz-3 pozitif hiicreler
@) ile gosterilmistir. (Aktif kaspaz-3,X40)

Sekil 81: SIL grubu ovaryum kesiti. Aktif kaspaz-3 pozitif hiicreler
(wmp) ile gosterilmistir. (Aktif kaspaz-3,X100)
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4.3. Elektron Mikroskobik Bulgular

Elektron mikroskobik incelemelerde, kontrol gruplarindan elde edilen ovaryum
dokusunda, folikiil epitel hiicre dizilimlerinin normal, graniiloza hiicreleri ile zona pellusida
baglantilarinin diizgiin, zona pellusidanin intakt gériiniimde ve perivitellin aralikta da yer yer
mikrovillus yapilarinin varligi gézlemlendi.

T+D grubunda, folikiil epitel dizilimlerinde bozukluk oldugu, hiicre hiicre
baglantilarinda gevseme ve perivitellin aralikta mikrovilluslarda azalma meydana geldigi
gozlemlendi.

T+D+SIL grubunda, folikiil hiicre dizilimlerinin T+D grubuna gore daha diizgiin
olup, perivitellin araliktaki mikrovillus yapilarinda artis oldugu ve follikiiler hiicrelerin zona
pellusida ile olan uzantilarinin diizgiin oldugu gézlemlendi.

DMSO ve SIL gruplarinda ise kontroldekine benzer degisiklikler gézlemlendi.
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Sekil 83: Kontrol grubu elektron mikroskobunda, zona pellusida goriintiisii.
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Sekil 84: T+D grubu elektron mikroskobi goriintiisii.

Sekil 85: T+D grubu elektron mikroskobunda, zona pellusida goriintiisii.
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Sekil 87: T+D+SIL grubu elektron mikroskobunda, zona pellusida goriintiisii.
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Sekil 88: DMSO grubu elektron mikroskobi goriintiisii.

Sekil 89: DMSO grubu elektron mikroskobunda, zona pellusida goriintiisii.
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Sekil 91: SIL grubu elektron mikroskobunda, zona pellusida goriintiisii.
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4.4. Biyokimyasal Bulgular
4.4.1. MDA Seviyeleri.

Oksidatif stres seviyelerini belirlemek i¢in MDA seviyeleri doku homojenatlarinda
calisildi. Gruplar arasi farkliliklar Kruskal Wallis ve Man Whitney U testi kullanilarak test
edildi. P< 0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

MDA 6lgiimleri sirastyla; Kontrol grubunda 0,08 £0,04 pmol/mg protein, T+D grubunda
0,11+0,06 umol/mg protein, T+D+SIL grubunda 0,07+0,01 umol/mg protein, DMSO grubunda
0,09+0,03 pmol/mg protein ve SIL grubunda 0,06+0,01 pmol/mg protein bulundu ( Tablo 17).

Istatistiksel olarak; T+D grubu, T+D+SIL ve SIL gruplar ile karsilastirildiginda MDA
seviyelerinin her iki grupta da istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigi gozlemlendi
(p=0,01, p=0,004).

Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farka rastlanmadi ( Tablo 18).

Tablo 17: MDA

MDA (pmol/m
g protein) 0,08 +0,04 | 0,11+0,06 0,07+0,01 0,09+0,03 0,06+0,01
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Tablo 18: MDA

Kontrol
T+D

Kontrol

>0,05 oldugundan
Ortalamalar arasi anlaml

farkliliklar yoktur.

>0,05 oldugundan

DMSO

T+D
T+D+SIL

T+D+SIL
SiL

106

Ortalamalar aras1 anlaml

farkliliklar yoktur.

<0,05 oldugundan
Ortalamalar arasi anlamh

farkhihiklar vardir.

<0,05 oldugundan
Ortalamalar arasi1 anlamh

farkhiliklar vardir.

>0,05 oldugundan

Ortalamalar arasi anlaml

farkliliklar yoktur.




pumol/mg protein

0,14
0,12

0,1
0,08
0,06
0,04

0,02

MDA

T+D+SIL DMSO SiL

Sekil 92: MDA diizeylerinin grafigi.
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4.4.2. GPx Degerleri

Antioksidan ajanlar oksidatif stresin doku ve hiicrelerde neden oldugu hasari
engellemektedir. Calismamizda antioksidan savunma mekanizmalarindan GPx 6l¢timleri doku
homojenatlarinda yapildi. Gruplar aras1 farkliliklar Kruskal Wallis ve Man Whitney U testi
kullanilarak test edildi. P< 0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

GPx olgtimleri sirasiyla; Kontrol grubunda 0,08 +0,01 U/mg protein, T+D grubunda
0,04+0,03 U/mg protein, T+D+SIL grubunda 0,07+0,01 U/mg protein, DMSO grubunda
0,07+0,02 U/mg protein ve SiL grubunda 0,09+0,03 U/mg protein bulundu ( Tablo 19).

Istatistiksel olarak; Kontrol grubu, T+D grubu ile karsilastirildiginda T+D grubunda GPx
seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu gozlemlendi (p=0,048).

T+D grubu SIL grubuyla karsilastirildiginda, SIL grubunda GPx diizeyinde istatistiksel
olarak anlamli bir artis oldugu gézlemlendi (p=0,025).

Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farka rastlanmadi ( Tablo 20 ).

Tablo 19: GPx

GPX(U/ mg
protein) 0,08 +0,01 0,04+0,03 0,07+0,01 0,07+0,02 0,09+0,03
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GPx

*

T+D+SIL DMSO

Sekil 93: GPx diizeylerinin grafigi.
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Tablo 20: GPx

Kontrol
T+D

Kontrol
DMSO

T+D
T+D+SIL

T+D+SIL
SiL
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<0,05 oldugundan
Ortalamalar arasi anlamh

farklihiklar vardir.

>0,05 oldugundan
Ortalamalar arasi anlamh

farkliliklar yoktur.

>0,05 oldugundan
Ortalamalar aras1 anlaml

farkliliklar yoktur.

<0,05 oldugundan
Ortalamalar arasi1 anlamh

farkhiliklar vardir.

>0,05 oldugundan

Ortalamalar arasi anlaml

farkliliklar yoktur.




4.4.3. Ischemia Modified Albumin (IMA) diizeyleri

IMA (Ischemia Modified Albumin), iskemi ve enflamasyonla iliskili durumlarda olusan
bir belirtectir. Deneklerin kuyruk venlerinden alinan kanlarin serumlarinda IMA seviyeleri
Ol¢iildli. Gruplar arasi farkliliklar Kruskal Wallis ve Man Whitney U testi kullanilarak test
edildi. P< 0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

IMA olgtimleri sirasiyla; Kontrol grubunda 5,70+1,60 U/ml, T+D grubunda 23,71£1,90
U/ml, T+D+SIL grubunda 14,19+3,05 U/ml, DMSO grubunda 10,66+3,57 U/ml ve SIL
grubunda 4,0+1,03 U/ml olarak bulundu ( Tablo 21).

Istatistiksel olarak; Kontrol grubu, T+D grubu, T+D+SIL grubu ve DMSO gruplariyla
karsilastirildiginda, her ii¢ grupta da, IMA seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir artis
oldugu gozlemlendi (p=0,009, p=0,009, p=0,047).

T+D grubu; T+D+SIL, DMSO ve SIL gruplaryla karsilastirildiginda her {i¢ grupta da
IMA seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu goézlemlendi (p=0,009,
p=0,009, p=0,009).

T+D+SIL grubu; SIL grubu ile karsilastirildiginda, SIL grubunda IMA seviyesinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu gézlemlendi (p=0,009).

DMSO grubu; SIL grubu ile karsilastirildiginda, SIL grubunda IMA seviyesinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu gézlemlendi (p=0,028)

Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farka rastlanmadi ( Tablo 22 ).

Tablo 21: IMA

IMA (U/ml) | 5,70+1,60 23,71£1,90 | 14,19+£3,05 | 10,66+3,57 | 4,0+1,03
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25

20

u/mi

wv

IMA

*
Kontrol T+D+SIL DMSO

Sekil 94: IMA diizeylerinin grafigi.
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Tablo 22: IMA

Kontrol
T+D

Kontrol

<0,05 oldugundan
Ortalamalar arasi anlamh

farklihiklar vardir.

<0,05 oldugundan

DMSO

T+D
T+D+SIL

T+D+SIL
SiL
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Ortalamalar arasi anlamh

farkhiliklar vardir.

<0,05 oldugundan
Ortalamalar arasi anlamh

farkhihklar yoktur.

<0,05 oldugundan

Ortalamalar arasi1 anlamh

farkhiliklar vardir.

<0,05 oldugundan
Ortalamalar arasi anlamh

farkliliklar vardir.




o. TARTISMA

Ovaryum; disi organizmalarda bulunan bir ¢ift, yumurta {lireten ve lireme sisteminde
bircok islevi yerine getiren, Ostrojen ve progesteron gibi ¢esitli steroid ve peptid hormonlarin
tretiminde de islev goren bir organdir. Over fonksiyonunda anormallikler genellikle
anovulatuar infertiliteye yol agmakta ve bu da onemli bir sorun teskil etmektedir. Kadin
infertilitesi ciddi bir tibbi problemdir ve kadin {ireme sistemi, farkli zararli ¢cevresel faktorlere
kars1 ¢ok hassastir (67).

Over torsiyonu, en sik rastlanan jinekolojik acil durumlardan biridir. Komplikasyonlari
onlemek ve gelecekteki dogurganligi korumak igin, over torsiyonu tanist erken evrede
konmalidir. Cerrahi olarak kanitlanmis adneksiyal torsiyonlu olgulardaki over kan akiminin
Doppler sonografisinde bulgulart over torsiyonunun tahmininde yardimci olabilir, ancak
dogruluk pay1 c¢ok distiktiir. Pratikte, emboliyi 6nlemek icin adneksleri ¢ikarma egilimi
yaygindir. Bununla birlikte, bu miidahalenin gen¢ kadinlar i¢in, 6zellikle de lireme yillarinda
iyi bir secenek olmadigi goriilmektedir. Galinier ve ark. (2009), ovaryum detorsiyonundan
sonra overlerin korundugunu ve bunun giivenilir ve etkin bir yontem oldugunu gostermislerdir
(68).

Over torsiyonunda birincil patofizyolojik olay iskemi ve ardindan reperfiizyondur. Bu
nedenle, overlerde IR hasar1 meydana gelir. Iskemi tedavisinin temel amaci sadece kan
dolasimim diizeltmek degil ayn1 zamanda doku perfiizyonunu da iyilestirmektir.

Serbest radikaller ve notrofiller de dahil olmak tizere IR hasar1 birgok faktor ile
iliskilendirilmistir. IR hasari; beyin, kalp, kas ve ovaryum gibi pek ¢ok dokuda reaktif oksijen
tirlerinin (ROT) iretimiyle sonuglanir ve ROT, hiicre membranlarinda hasara neden
olmaktadir.

Reperfiizyon esnasinda, ROT salan aktive olmus nétrofil birikimi artmaktadir. Bu
nedenle dokulardaki IR yaralanmalarini 6nlemek i¢in birkag anti-inflamatuar ve antioksidan
serbest radikal siipiiriicii olarak kullanilmistir (69).

Akdemir ve arkadaglari, over torsiyon+detorsiyonu modeli olusturup, daha sonra
detorsiyondan 30 dakika dnce Oksitosin uyguladiklari ¢aligmalarinda; folikiiler dejenerasyon,
vaskiiler konjesyon, 6dem, hemoraji ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonunu skorlamislardir.
Torsiyon+detorsiyon  grubu ile  oksitosin  verdikleri  grubu karsilastirdiklarinda,
torsiyon+detorsiyon grubunda; vaskiiler konjesyon, hemoraji ve &6demin arttigini

gozlemlemislerdir (70).
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Gencer ve arkadaglari, adneksleri 360° kivrilip, 3 saat torsiyon 3 saat detorsiyon modeli
olusturup, detorsiyondan 30 dakika 6nce quercetin uyguladiklar1 ¢aligmalarinda; kontrol grubu
ile iskemi reperfiizyon grubunu karsilastirdiklarinda, IR grubunda akut enflamatuar siiregte
ciddi bir artis ve notrofillerde ve makrofajlarda artis gozlemlemislerdir. Ayn1 zamanda IR
grubunda stromal 6dem, dejeneratif hiicrelerde artis ve hemorajide artig gozlemlemislerdir (7).

Sak ve arkadaslari, bilateral olarak adneksleri 360° kivirip, 3 saat torsiyon ve 3 saat
detorsiyon uyguladiklar1 calismalarinda; torsiyondan 30 dakika once intraperitoneal olarak
quercetin uyguladiklar1 calismalarinda; torsiyon ve detorsiyon gruplarini, sham grubu ile
karsilastirdiklarinda, vaskiiler konjesyon, hemoraji ve enflamatuar hiicre infiltrasyonunda her
iki grupta da artis gézlemlemislerdir (71).

Tunc ve arkadaglar, bilateral olarak adneksleri 360° kivirip, 3 saat torsiyon ve 3 saat
detorsiyon uyguladiklar1 c¢alismalarinda; torsiyon detorsiyon grubunu Sham grubu ile
karsilastirdiklarinda, T+D grubunda vaskiiler konjesyon, hemoraji ve inflamatuar hiicre
infiltrasyonunda artig gozlemlemislerdir (44).

Kurt ve arkadaslari, 2 saat iskemi ve 2 saat reperfiizyon uyguladiklar1 ¢aligmalarinda;
torsiyon ve detorsiyon grubunu sham grubu ile karsilastirdiklarinda, torsiyon ve detorsiyon
grubunda, konjesyon, kanama, odem ve hiicre dejenerasyonunda artis oldugunu
gozlemlemislerdir (72).

Abali ve arkadaslari, 3 saat iskemi ile 3 saat reperfiizyon uyguladiklar1 ve 3 saat iskemi
ile 24 saat reperflizyon uyguladiklari c¢alismalarinda; torsiyon ve torsiyon+detorsiyon
uygulanan gruplar sham grubu ile karsilastirildiginda torsiyon ve torsiyon+detorsiyon gubunda
doku hasarinin arttigini gozlemlemislerdir (73).

Bizim c¢aligmamizda da, 360° bilateral over torsiyon+detorsiyon modeli uygulandi ve
T+D ile T+D+SIL grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda; T+D grubunda ve T+D+SIL
grubunda vazolilatasyon, MNL infiltrasyonu, 6dem ve hemorajide istatistiksel olarak anlamli
bir artis oldugu gézlemlendi.

Toyota ve arkadaslari, kardiyak iskemi reperfiizyon hasari olusturduklar1 ¢calismalarinda
fibroziste ve miyosit kalintilarinda Mason Trikrom ile boyadiklar1 kesitlerde, artis oldugunu
gozlemlemislerdir (74).

Erer ve arkadaslari, miyokardial iskemi ve reperfiizyonunun indiikledigi karaciger
hasarina dexmedetomidinin etkileri konulu ¢alismalarinda; vena sentralis ¢evresindeki bag

dokusunda artig oldugunu gozlemlemislerdir (75).
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Oktar ve arkadaslari, miyokardidial iskemi ve reperfiizyonunun indiikledigi karaciger
hasarina levosimendanin etkileri konulu calismalarinda; mason trikrom boyamasi ile
karacigerde portal asinus zon 3’te Ozellikle vena sentralis ¢evresinde hepatosit
dejenerasyonunda ve nekrozda anlamli bir artis oldugunu gézlemlemislerdir (76).

Sun ve arkadaslari, kardiyak spesifik bir gen olan Pdhal geninin eksikliginde, iskemik
stresin toksikolojisi konulu calismalarinda; mason trikrom boyamasi ile kalpte fibrozis ve
hipertrofide artis oldugunu gézlemlemislerdir (77).

Tewes ve arkadaglari, iskemi reperfiizyon sonucu olusan akut bobrek hasarinda;
interstisyal fibrosiste ve tubuler atrofide artis oldugunu gézlemlemislerdir (78).

Bizim calismamizda da mason trikrom boyamasi yaparak, T+D grubu yani iskemi
reperfiizyon grubunu kontrol grubu ile karsilastirdigimizda; bag dokusunda istatistiksel olarak
anlamli bir artis oldugu gézlemlendi.

ZP polisperminin Onlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. ZP'deki anormallikler
dollenme, implantasyon ve gebelik basarisizligina neden olabilir.

Zhou ve arkadaslari, fare oositleri ile yaptiklart in vitro ¢alismada; ZP kalinliklarini
Olemiisler ve ZP kalinlig1 8 um’den biiyilik olan oositlerin ZP kalinliklarin1 azaltarak oosit
matilirasyonunu 1iyilestirebileceklerini diistinmiisler ve ZP kalinligt 5 pm'den daha biiyiik
oositlerin, daha fazla aktive olma potansiyeline ve blastosist evreye gelisme potansiyeline sahip
oldugunu ve manipiile edilmis ZP’larda bu potensiyelin iyilestirilemedigini veya bozulmadigini
gbézlemlemislerdir. Bu sonuglar folikiildeki oosit olgunlagsmasini degerlendirmek ve oositlerin
aktivasyon ve embriyo gelisim potansiyelini belirlemek i¢in ZP kalinliginin kullanilabilecegini
gostermektedir (79).

Bizim ¢alismamizda da, ZP kalinliklart 6l¢iildii ve gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farka rastlanmadi.

Ugurel ve arkadaglari, ovaryan iskemi reperflizyonu uyguladiklar ¢alismalarinda;
apopitotik hiicreleri belirlemek icin TUNEL boyamasi yapmislar ve kontrol grubu ile IR
grubunu karsilastirdiklarinda, IR grubunda apopitotik hiicrelerin istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde arttigin1 gozlemlemislerdir (34).

Gencer ve arkadaslari, adneksleri 360° kivrilip, 3 saat torsiyon 3 saat detorsiyon modeli

olusturup, detorsiyondan 30 dakika 6nce quercetin uyguladiklari ¢aligmalarinda; kontrol grubu
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ile iskemi reperfiizyon gruplarini karsilagtirdiklarinda, TUNEL pozitif hiicre sayisinda iskemi
reperfiizyon gruplarinda, istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugunu gézlemlemislerdir (7).

Bizim ¢alismamizda da, kontrol grubu ile T+D grubu ve T+D grubu ile T+D+SIL gruplari
karsilastirildiginda hasar grubunda yani, T+D grubunda TUNEL pozitif hiicre sayisinda
istatistiksel olarak anlaml1 bir artis oldugu gézlemlenmistir.

Gencer ve arkadaslari, adneksleri 360° kivrilip, 3 saat torsiyon 3 saat detorsiyon modeli
olusturup, detorsiyondan 30 dakika dnce quercetin uyguladiklar1 ¢alismalarinda; kaspaz-3
pozitif hiicreleri saymiglar ve kortekste medullaya gore daha fazla sayida kaspaz-3 pozitif hiicre
bulundugunu goézlemlemislerdir. IR gruplari ile quercetin grubunu karsilagtirdiklarinda, IR
gruplarinda Aktif kaspaz-3 pozitif hiicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugunu
gozlemlemislerdir (7).

Ergenoglu ve arkadaslari, indiiklenmis ovaryum hasari ¢alismalarinda, ovaryumun yiizey
epitelinde aktif kaspaz-3 ekspresyonunda artis oldugunu gdzlemlemislerdir (80).

Bizim ¢alismamizda da, kontrol grubu T+D grubu ile karsilastirildiginda; T+D grubunda
Aktif kaspaz-3 pozitif hiicre yogunlugunda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu, T+D
grubu ile T+D+SIL grubu karsilastirildiginda, T+D+SIL yani tedavi grubu karsilastirildiginda,
T+D+SIL grubunda kaspaz-3 pozitif hiicre yogunlugunda istatistiksel olarak anlaml1 bir azalma
oldugu gozlemlenmistir.

Bozkurt ve arkadaslari, ovaryan IR ¢aligmalarinda; IR gruplarini, selenium gruplart ile
karsilastirdiklarinda, MDA seviyelerinin selenium gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde azaldigin1 gbzlemlemislerdir (50).

Akdemir ve arkadaslari, yaptiklari calismada; oksitosin gruplarini, iskemi ve IR gruplari
ile karsilastirdiklarinda, oksitosin gruplarinda MDA seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli
bir azalma oldugunu gézlemlemislerdir (70).

Bizim ¢alismamizda da, T+D grubu T+D+SIL grubu ile karsilastirildiginda, T+D+SIL
grubunda MDA seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu gézlemlenmistir.

Bozkurt ve arkadaslari, ovaryan IR calismalarinda; IR gruplarini, sham grubu ile
karsilastirdiklarinda, GPx aktivitesinin IR gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
distiiglinii gozlemlemislerdir. Selenyum gruplar ile IR gruplarimi karsilagtirdiklarinda; GPx
aktivitesinin selenyum gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigini

gozlemlemislerdir (50).
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Kolusari ve arkadaglari, ovaryan IR g¢alismalarinda; EPO ile tedavi grubunu ve hasar
grubunu karsilastirdiklarinda, tedavi grubunda doku GPx seviyeinde istatistiksel olarak anlamli
bir artis oldugunu gézlemlemislerdir (81).

Hartman ve arkadaslari, intestinal IR un indiikledigi karaciger hasari adli ¢aligmalarinda;
IR grubu ile sham ve sham+glutamine gruplarin1 karsilastirdiklarinda, IR grubunda GPx
aktivitesinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigin1 ve IR grubu ile IR+glutamine
gruplarini karsilastirdiklarinda ise IR+glutamin grubunda GPx aktivitesinin istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde arttigin1 gozlemlemislerdir (82).

Bizim c¢alismamizda, T+D grubunu, kontrol grubuyla karsilastirdigimizda, T+D
grubunda, GPx aktivitesinde istatistiksel olarak anlaml1 bir azalma oldugunu gézlemledik.

Gunduz ve arkadaglari, akut mezenterik iskemi ¢alismalarinda; tromboembolik okliizyon
grubu ile kontrol grubunu karsilastirdiklarinda, tromboembolik okliizyon grubunda IMA
seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugunu gézlemlemislerdir (83).

Gencer ve arkadaslari, adneksleri 360° kivirilip, 3 saat torsiyon 3 saat detorsiyon modeli
olusturup, detorsiyondan 30 dakika once quercetin uyguladiklari ¢galismalarinda; kontrol gubu
ile IR grubunu karsilastirdiklarinda, IR grubunda IMA seviyesinde istatistiksel olarak anlaml
bir artig oldugunu, IR grubu ile IR+Quercetin grubunu karsilastirdiklarinda ise IR+Quercetin
grubunda IMA seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugunu gézlemlemislerdir
(7).

Bizim ¢alismamizda da kontrol grubunu, T+D grubu, T+D+SIL grubu, DMSO grubu ve
SIL gruplanyla karsilastirdigimizda, T+D grubunda IMA seviyesinde istatistiksel olarak
anlamli bir artis oldugunu gézlemledik.

Perez ve arkadaslari, parkinson hastaligt modeli olusturduklar1 farelerde yaptiklari
calismada silymarinin degisik dozlarin1 denemisler ve 50 ve 100 mg / kg dozlarinda dopamin
seviyelerinin korundugunu buna ek olarak, 100 mg / kg silymarin tedavisinin, apoptotik
hiicrelerin sayisin1 6nemli dl¢lide azalttigin1 ve dopaminerjik ndronlarin parkinsonlu farelerin
substansiya nigrasinda korundugunu gézlemlemislerdir. Bu sonuglar da, 100 mg/kg silymarinin
noroprotektif 6zelliklerini gostermektedir (84).

Kocarslan ve arkadaslari, multivisseral IR hasarinda intraperitoneal olarak 200mg/kg
silymarin uyguladiklar1 ¢aligmalarinda; silymarin grubunu IR grubu ile karsilagtirdiklarinda,

silymarin grubundaki organlarda (akciger, karaciger ve bobrek) hasarin istatistiksel olarak
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anlaml bir sekilde azaldigini, ayn1 zamanda silymarinin oksidatif stres seviyesini azalttigin
gozlemlemislerdir (54).

Jin ve arkadaglari, akciger IR hasar1 ¢alismalarinda; 250mg/kg silymarinin, I/R'ye baglh
akciger vaskiiler disfonksiyonunu belirgin sekilde iyilestirdigini, enflamasyon ve oksidatif
stresin belirgin bir sekilde baskilandigint ve kaspaz-3 ve 9 protein ekspresyonunun
engellendigini gézlemlemislerdir (85).

Bizim galismamizda da; T+D grubu ile T+D+SIL grubunu karsilastirdigimizda; silymarin
grubunda hasarda, apopitotik hiicre sayisinda ve oksidatif stres gostergesi olan MDA diizeyinde

istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugunu gézlemledik.
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6. SONU
Over torsiyonu, reprodiiktif ¢agda daha sik olmakla birlikte, her yasta goriilebilen patolojik
bir durumdur. Tedavisi ¢ogunlukla detorsiyon ile organa kan akimini tekrar kazandirmaktir.
Ancak detorsiyon dncesi uygulanacak bir antioksidan ile reperfiizyon hasari azaltilabilir. Bu da
fertilitenin korunmasi agisindan 6nem kazanmaktadir.
Calismamizda; detorsiyon Oncesi uyguladigimiz silymarin enjeksyonunun, dokudaki
hasar1 azalttigin1 tespit ettik. Silymarinin yiizlerce yildir geleneksel tipta kullanildigi

diistiniiliirse, klinikte daha ileri arastirmalar sonucunda uygulanabilecegini diistinmekteyiz.
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