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OZET

GIRIS VE AMAC: Bu calismada, over detorsiyonunu takiben gelisen iskemi-
reperfiizyon hasarinda Mirisetin’in olas1 koruyucu etkilerini sican modelinde
histokimyasal ve biyokimyasal analizlerle arastirmak amaglandi.

GEREC VE YONTEM: Wistar Albino cinsi 32 disi sican Kontrol, Iskemi, Iskemi-
Reperfiizyon (I/R) ve Tedavi olarak rastgele 4 gruba ayrildi. Tiim gruplara abdominal
insizyon yapildi. Kontrol hari¢ diger gruplara over torsiyonu uygulandi. I/R ve
Tedavi gruplarina torsiyonu takiben 3 saat sonra detorsiyon yapildi. Tedavi grubuna
ilaveten intraperitonel Mirisetin (20 mg/kg) verildi. Siganlar {i¢ Ostrus siklusu
boyunca takip edildikten sonra tiim gruplara oosit stimiilasyonu i¢in hormonlar
uygulandi. Siganlar eksanguinasyonla sakrifiye edilerek kan ornekleri ve overler
alindi. Kanda AMH, GSH, NF-xB, TNFa ve IL-1p diizeyleri ELISA ile 6l¢iildii.
Tim sicanlarin sag overlerinden toplanan oositler invert mikroskopta incelendi.
Histolojik takibe alinan sol overlerin H-E, Masson-Trikrom ve immiinperoksidaz
yontemleriyle boyanan kesitleri 1sik mikroskobunda degerlendirildi.

BULGULAR: Histopatolojik over hasarini degerlendirmek i¢in kesitlerde vaskiiler
dilatasyon-hemoraji, 6dem, doku ayrismasi ve folikiiler dejenerasyon skorlamasi
yapildi. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda, iskemi ve I/R gruplarinda doku hasari
anlamli diizeyde yiiksek (p<0,001) bulunurken, Tedavi grubunda saptanan minimal
hasar istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05). Tedavi grubundaki hasar Iskemi ve
I/R gruplarma kiyasla anlaml olarak diisiiktii (p<0,01). VEGF ve Caspase-3
antikorlar1 ile isaretlenen immiin-pozitif hiicre sayilar1 Iskemi ve I/R gruplarinda,
Kontrol ve Tedavi gruplarina kiyasla anlamli diizeyde yiiksekti (p<0,001). Kontrol ve
Tedavi gruplar1 kiyaslandiginda, VEGF-pozitif hiicreler ve Caspase3-pozitif hiicreler
sirastyla p<0,05 ve p<0,001 diizeyinde Tedavi grubunda yiiksek bulundu. Toplam
oosit sayis1, Iskemi ve I/R gruplarinda Kontrole kiyasla anlaml diizeyde diisiiktii
(p<0,001); Kontrol ile Tedavi grubu arasinda anlamli fark bulunmadi (p>0,05).
Biyokimyasal analizlerde, IL-1B bakimindan, Iskemi ve Tedavi gruplari arasinda
anlamli fark olmasi (p=0,05) disinda, diger analizlerde gruplar arasinda anlamli fark
bulunmadi (p>0,05).

SONUC: Elde dilen bulgular 1s181inda, over torsiyonu/detorsiyonu ile gelisen klinik
tabloda tedaviye Mirisetin eklenmesinin iskemi-reperfiizyon hasarina karsi koruyucu
olabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Immiinhistokimya, iskemi-reperfiizyon, mirisetin, oosit, over
torsiyonu
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SUMMARY

Investigation Of The Effects Of Myricetin On Ovarian And Oocyte Quality
Against Experimental Ischemia-Reperfusion Damage With Microscopic And
Biochemical Analysis

INTRODUCTION AND PURPOSE: This study aimed to investigate the possible
protective effects of Myricetin on ischemia-reperfusion injury following the ovarian
torsion/detorsion model in rats by histochemical and biochemical analyses.

MATERIALS AND METHODS: Thirty-two female Wistar Albino rats were
randomly divided into 4 groups as Control, Ischemia, Ischemia-Reperfusion (I/R)
and Treatment. Abdominal incision was performed in all groups. Ovarian torsion was
applied to all groups except Control. Detorsion was performed 3 hours after torsion
in I/R and Treatment groups. Intraperitoneal Myricetin (20 mg/kg) was additionally
administered to the Treatment group. After the rats were followed for three estrous
cycles, hormones were applied to all groups for oocyte stimulation. The rats were
sacrificed by exsanguination and blood samples and ovaries were taken from them.
AMH, GSH, NF-kB, TNFa and IL-18 levels in the blood were measured by ELISA.
Oocytes collected from the right ovaries of all rats were examined under an inverted
microscope. The sections of the left ovaries that were taken for histological follow-
up, stained with H-E, Masson-Trichrome and immunoperoxidase methods, were
evaluated under a light microscope.

RESULTS: To evaluate histopathological ovarian damage on the sections, vascular
dilatation-hemorrhage, edema, tissue separation and follicular degeneration were
scored. Compared to the Control group, tissue damage was significantly higher in the
Ischemia and I/R groups (p<0.001), while the minimal damage detected in the
Treatment group was not statistically significant (p>0.05). The damage in the
Treatment group was significantly lower compared to the Ischemia and I/R groups
(p<0.01). The number of immune-positive cells labeled with VEGF and Caspase-3
antibodies was significantly higher in the Ischemia and I/R groups compared to the
Control and Treatment groups (p<0.001). When the Control and Treatment groups
were compared using VEGF-positive cells and Caspase-3-positive cells, the
Treatment group was found to be higher than the control with significance levels of
p<0.05 and p<0.001, respectively. The total oocyte count was significantly lower in
the Ischemia and I/R groups compared to the Control (p<0.001); no significant
difference was found between the Control and Treatment groups (p>0.05). In
biochemical analyses, except for a significant difference between the Ischemia and
Treatment groups in terms of IL-1p (p=0.05), no significant difference was found
between the groups in other analyses (p>0.05).

CONCLUSION: The findings of this study reveal the protective effect of Myricetin
treatment againts ischemia and reperfusion injury on rats due to ovarian
torsion/detorsion model.

Key Words: Immunohistochemistry, ischemia-reperfusion, myricetin, oocyte,
ovarian torsion
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1. GIRIS VE AMAC

Over torsiyonu, ovaryumlarin kendi vaskiiler ekseni etrafinda kismen veya tamamen
donmesi sonucu kan akiminin kesilmesi ile olusan jinekolojik acil durumlardan
biridir. Kadinlarda her dénem goriilebilse de 6zellikle reprodiiktif donemde goriilme

siklig1 yiiksektir ve prevalansi %2,7’dir (Hibbard 1985).

Over torsiyonunun devami halinde kan akimi acilen saglanmazsa iskemi gelisir, bu
durum organ kaybi ile sonuglanabilecek kadar ilerleri giderse kadin tireme sagligini
tehdit eder. Iskemi sonrasinda gelisen doku hasari, torsiyonun siiresine baglidir. Bu
sebeple tan1 konulmada ge¢ kalinmamasi ve tedavinin hemen yapilmasi, kadin tireme

saglhigini koruyabilmek adina elzemdir (Chen et al 2001).

Geleneksel tedavi yontemi iskemi gelisen over dokusunun cerrahi operasyon ile
cikarilmasidir (Bayer and Wisken 1984). Ancak gliniimiizde kadin iireme sagligini
korumak icin overler organ koruyucu cerrahi yaklasim ile detorsiyone edilmektedir

(Kilig, Uyanikoglu ve Incebryik 2016).

Dokulara kan akisinin kesilmesi ile dokunun oksijensiz kalma durumu iskemi, bu
durumu geri dondiirmek adina dokunun tekrar oksijenlenmesinin saglanmasi
reperfiizyon olarak adlandirilmaktadir. Over torsiyonu sebebi ile gelisen iskemiyi
geri dondiirmek amaciyla yapilan detorsiyon islemi, overde reperfiizyonu saglar
ancak reperfiizyon islemi dokuda toksik metabolik firiinlerini arttirarak iskemi-

reperfiizyon hasari denilen doku hasarinin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir.

Detorsiyon islemi sonrast yeniden oksijenlenme, dokuda serbest oksijen
radikallerinin  iretilmesine, proinflamatuar sitokin seviyelerinin artmasina,
antioksidan Ozellik gosteren molekiillerin azalmasina ve bu olaylara bagli doku
hasarinin olusmasina yol agmaktadir (Ali, Mokhemer and Elroby Ali 2022).
Overdeki torsiyon-detorsiyon neticesinde ortaya ¢ikan iskemi-reperfiizyon hasari,

overin hormonal fonksiyonunu ve oosit rezervlerini olumsuz yonde etkilemektedir.



Iskemi-reperfiizyon hasar1 dokulari iskemi hasarindan daha fazla tahrip etmektedir.
Bu sebeple deneysel iskemi-reperfiizyon modelleri tizerinde ¢esitli yardimei ajanlar
kullanilarak doku hasarini iyilestirmek i¢in yapilan ¢alismalar mevcuttur. Kullanilan
yardimcl ajanlardan olan antioksidanlar serbest oksijen radikallerinin olugmasini
onleyebilen, dokudan uzaklagtirllmasini saglayabilen veya dokudaki hasarin

giderilmesine yardimci olan maddelerdir.

Mirisetin de bu antioksidan maddelerden birisidir. Flavonoid smifina ait bitkisel
kaynakli bu diriiniin, daha Once yapilmis bir over g¢aligmasinda oksidatif stres
belirtegleri iizerine etkisi biyokimyasal yontemlerle incelenmis ve over torsiyonu
acisindan olumlu etkileri gosterilmistir (Topdagi, Tanyeli, Ekinci Akdemir, Eraslan
and Giiler 2021). Ancak calisma biyokimyasal analizler ile sinirli kalmig, dokudaki

histolojik degisiklikler ve 0osit iizerine etkisi incelenmemistir.

Bu ¢alismada, siganda over torsiyonu/detorsiyonuna bagli iskemi-reperfiizyon
modeli olusturarak, mirisetinin over dokusunda yaratilan hasar1 gidermeye veya
azaltmaya yonelik olast etkilerini, over morfolojisini direkt degerlendiren
histokimyasal analizlerle ve inflamatuar belirteglerin ol¢iildiigii biyokimyasal
yontemlerle arastirmayi ve ayrica, hem oosit rezervi hem de oosit kalitesi lizerindeki
etkilerini anti-Miillerian hormon (AMH) tayini yaparak ve invert mikroskobunda

oositleri inceleyerek arastirmay1 amaglamaktayiz.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. OVARYUMLAR

Overler (ovaryumlar) uterusun her iki yanina ve tuba uterinalarin (ovidukt) altina
yerlesmis olan bir ¢ift organdir. Boyutlart hormonal durumlarda degisebilmekle
beraber reprodiiktif donemde genelde 1 cm kalinlikta, 3-4 cm uzunlukta ve 1.5-2 cm

genislikte iri bir badem biiyiikliigiindedir (Agartan 2017).

Overler, siiperior (tubal) kutbundan uzanan ve i¢inde damarlar1 ve sinirleri barindiran
sispansor ligament araciligi ile pelvis duvarina baglanir. Overlerin inferior (uterin)
kutbu ise ovaryan ligament aracilig ile uterusa baglanir. Overler ve bu iki ligamenti,
birlikte uterusun broad ligamenti (ligamentum latum) tarafindan en distan
ortiilmistiir. Overler mezovaryum adi verilen bir periton katlantisi ile broad
ligamentin posterior yiliziine baglanmistir. Hilus ise overin mezovaryuma baglanma

yeridir. Organin sinir ve damarlari hilus denilen boliimden girer ve ¢ikarlar (Sekil 1).

Mesosalpinx
Mesovarium

Ovarian Artery
Ovarian Vein
Suspensory Ligament
Uterine Tube

- Ovary

Broad Ligament
Round Ligament
Ovarian Ligament
Cardinal Ligament
Uterosacral Ligament
Vagina

Sekil 1. Anatomik Baglarla Ovaryum (Han ve Sadiq 2023)

2.1.1. Over Histolojisi

Overin dis yiizeyinde tek katli yassi ya da tek katli kiibik ortii epiteli olan germinal
epitel bulunmaktadir. Germinal epitelin hemen altinda bulunan siki bag dokusu

yapisindaki tabaka tunika albuginea olarak adlandirilir (Auersperg et al 2001).



Albuginea tabakasi sebebiyle overin yiizeyi pembe-beyazimsi renkte goziikiir
(Gokmen 2003). Bu tabaka altinda overler dista korteks ve merkezde medulla
boliimlerini igerir. Gelismekte olan oositler i¢in mikrogevreyi saglayan ovaryum
folikiilleri kortekste yer alir; medullada folikiil yoktur. Medulla overin ¢ok sayida
damar, sinir, lenfatik damar igeren bag dokusundan zengin bolgesidir (Standring S
2005; Sekil 2)

Uterine tube

Tunica albuginea
Cortex Medulla Mesosalpinx

Mesovarium
Hilum

Sekil 2. Over Histolojisi: Tunika Albuginea, Korteks ve Medulla (McKinley and
O’Loughlin, 2nd ed)

2.1.1.1. Over folikiilleri

Overde folikiiller, gelisim evrelerine gore smiflandirilirlar. Histolojik olarak 3 tip

folikiil bulunur;

e Primordiyal Folikiiller
e Gelismekte Olan Folikiiller (Primer ve Sekonder Folikiiller)
e Olgun (Graaf) Folikiiller



2.1.1.1.1. Primordiyal (ilkel) folikiiller

Folikiiler gelisimin ilk evresi olan primordiyal folikiillerin ilk olarak ortaya ¢ikisi
fetal gelisimin 3. ayinda olur. Tunika albuginea tabakasinin hemen altindaki korteks
boliimiinde yer alirlar. Primer oosit tek tabaka yassi folikiil hiicreleri ile g¢evrilidir

(Resim 1).
2.1.1.1.2. Primer (birincil) folikiiller

Gelismekte olan folikiillerin ilk evresidir. Primer oosit biiyiimeye basladiginda
folikiil hiicrelerinde ve komsu stromada da degisimler meydana gelir. Oosit
cevresindeki yassi hiicreler 6nce prolifere olarak kiibik seklini alir. Primer oositi tek
tabaka kiibik folikiil hiicrelerinin ¢evreledigi bu yapiya unilaminer primer folikiil

veya erken primer folikiil denir (Resim 1).

Primer oositin bilyimeye devam etmesi ile salgilanan 6zel proteinler ile oosit ve
folikiil hiicreleri arasinda zona pellusida tabakasi olusur. Zona pellusida oosit
tarafindan yapilan koruyucu bir tabakadir. Tek kath kiibik folikiil hiicreleri mitotik
proliferasyona ugrar ve primer oositi ¢ok katli folikiil hiicreleri ¢evreler. Bu asamada
folikiil hiicreleri artik graniiloza hiicreleri; oosit ¢evresindeki ¢ok katli epitel yapr da
graniiloza tabakasi ismini alir. Folikiil ¢evresindeki stromal hiicrelerin diizenlenisi
ile folikiil gevresinde teka folikiili ad1 verilen bag doku kilifi olusur (Bukovsky et al.,
2004). Primer oositi graniiloza hiicrelerinin ¢evreledigi, zona pellusida ve teka
folikiilii tabakasinin gortilebilir oldugu yapiya multilaminer primer folikiil veya ge¢

primer folikiil denir (Resim 1).
2.1.1.1.3. Sekonder (ikincil) folikiiller

Primer folikiiliin hacimce biiylimesi ile konumu korteks stromasinin derinliklerine
dogru degisir. Bu konumlandirmada graniiloza hiicrelerinin aralarinda likor folikiili
denilen igi s1vi dolu kaviteler olusur ve bunlarin birlesmesi ile tek bir kavite meydana
gelir ve antrum olarak isimlendirilir. Folikiil bu durumda sekonder folikiil veya antral
folikiil adin1 alir (Resim 1).



2.1.1.1.4. Graaf (olgun) folikiiller

Sekonder folikiiliin biiylimesi arttitkga antrum genisler ve graniiloza tabakasi
sekillenir. Oositin ¢evresinde antruma dogru cikinti yapan graniiloza hiicreleri
kiimiiliis ooforus, oositin hemen g¢evresinde bulunarak ovulasyon sirasinda oositle
beraber atilacak olan graniiloza hiicreleri ise korona radiyata admi alir (Sekil 1).
Folikiil olabilecek en biiyiik hacmine ulastiginda graniiloza hiicreleri mitotik
aktivitelerini kaybetmeye baslar ve antrum boyutu arttik¢a graniiloza tabakasi incelir
(Ross, Histology A Text and Atlas, 6th ed). Folikiil gelismesinin bu asamasinda teka
tabakalar1 folikiiliin diginda goriiniir haldedir.

e, :
kel Folikil ,“@:,_/._,,/— Folduler hscre
N e Stromal ko

IgTeka

Granidoza hizcrelen
Folikil sivas
Koronaradiyata

Yunrta tepecs@i
(Kumulus ooforus)

Resim 1. Over folikiillerinin gelisim asamalar1 (Ross, Histology A Text And Atlas,
1995)



2.1.2. Over Fizyolojisi

Overlerin temelde iki gorevi vardir (Espey 1994). Bunlardan biri disi tireme hiicresi

olan oosit tiretimini saglamak, digeri de baz1 steroid hormonlarin sentezi yapmaktir.

Over tarafindan salgilanan steroid hormonlardan en temel iki tanesi ostrojen ve
progesteron hormonlaridir (Hardy et al 2000). Bu hormonlar iireme hiicrelerinin
gelismesinde, ovulasyonda, gebeligin baslamasinda ve devaminda rol oynar,
sekonder seks karakterlerinin gelisimlerinde ve meme bezlerinin biiyiimelerinde
kontrolii saglarlar (Hawkins and Matzuk 2008).

2.1.2.1. Oosit iiretimi

Gametogenez, lireme hiicreleri olan gametlerin olugsmasi ve geligsmesi siirecidir.
Gametlerin kokeni primordiyal germ hiicreleri olup ilk olarak yolk kesesi duvarinda,
allantoise yakin bolgede goriliirler. Bu olay intrauterin dénemde 3. haftanin
sonlarina denk gelir. 4-5. haftalarda yolk kesesinden ilkel gonadlara gegis
gametogenez slirecinin baglangicidir. Disi lireme hiicrelerinin olusumu olan oogenez,
primordiyal germ hiicreleri, genetik olarak disi gonada ulastiginda baslar. Gonadlara
ulasamayan germ hiicreleri elimine edilir, ayrica gonadlar da primordiyal germ
hiicresi go¢ii almazsa gelisimlerini tamamlayamaz (Motta et al 1997). Gonadlara
ulagildiginda, oogoniumlara farklilasma ilk adimdir. Mitoz gecirerek sayilarini
arttiran oogoniumlar, boliinerek birbirleri ile iligkili hiicre kiimeleri olusturur. Fetal
gelisimin 3. ayinda primer oositler ortaya c¢ikar ve folikiiler hiicreler tarafindan
cevrelenir. Doguma az bir zaman kala primer oositlerin hepsi 1. mayoz béliinmenin
profaz evresine girmis ve folikiiler hiicreler ile g¢evrelenerek primordiyal folikiil
halini almig durumdadir. Bu evrede mitoz boliinme durmus, primer oositler 1. mayoz
boliinmenin profaz evresinde beklemededir. Bunu saglayan oosit maturasyonunu
inhibe eden madde (OMI) isimli kiiglik bir peptidtir. Yenidogan korteksinde bulunan
1-2 milyon primordiyal folikiiliin atreziye ugramasi devam eder ve puberteye
gelindiginde say1 400 bine kadar diiser. Bunlarin ¢ok azi ovulasyon ile gonad disina
atilir. Ovulasyondan oOnce gergeklesen ani gonodotropin salinimi primer oositin
boliinmeye devam etmesini saglar. Bu durum sekonder oosit ve 1. kutup cisimciginin

olugsmasiyla sonuglanir. Sekonder o0osit 2. mayoz bdoliinmeye girer ancak



ovulasyondan hemen 6nce duraklar. Ancak dollenme oldugu taktirde boliinme devam

eder.
2.1.2.2. Oosit rezervi

Oosit rezervi bir kadinda iireme potansiyelini agiklayan bir terimdir. Oosit sayis1 ve
oosit kalitesi tireme sagligini direkt etkileyen unsurlardir. Dogumda overde bulunan
tek folikiil tiirii primordiyal folikiildiir. Her kadin 1-2 milyon primordiyal folikiil
havuzu ile dogar ancak puberteye kadar bu folikiillerin ¢ogu atreziye ugrar ve
sayilar1 giderek azalir. Folikiill sayisinin yagla beraber azalmasi beraberinde oosit
kalitesinin diisiisiinii de getirmektedir. Ozellikle 35 yas sonrasi kadinlarda oosit
kalitesinin diistiigii gézlenmektedir. Bu duruma ¢esitli cevresel ve genetik faktorlerin

ve jinekolojik hastaliklarin sebep oldugu diisiiniilmektedir (Tal and Seifer 2017).
2.1.2.2.1. Anti-Miillerian horman (AMH)

Doniistliricti biiylime faktorti-p (TGF-B) ailesinde yer alan, glikoprotein yapiya
sahip bir hormon olan AMH, gelismekte olan folikiiliin graniiloza hiicrelerinden
sentezlenir (Zec et al 2011). Ureme ¢agi boyunca varhgini siirdiiriir (Visser and
Themmen 2005). AMH’m overlerde ana fizyolojik rolii folikiiler rezervin erken
tikenmesini engellemektir (Zec et al 2011). AMH yoklugunda primordiyal
folikiilden gelismekte olan folikiillere olan gegis daha hizlidir (Nilsson et al 2007).
Ayni zamanda dominant folikiil se¢imini diizenleyen otokrin bir faktoér olarak da
gorev yapar (Zec et al 2011). Reprodiiktif yasam boyunca gelismekte olan
folikiillerden AMH salinimi serum seviyelerine de etki eder. Klinikte over rezervinin
belirteci olarak serum AMH diizeyleri kullanilir. Ayrica menstrual siklusun herhangi
bir fazinda olgiilebilmesi de klinik kullanimi agisindan avantaj saglar (Marca et al
2006) Over torsiyonuna bagli olusan iskemi ve detorsiyon sonrasi gelisen
reperfiizyona bagl iskemi-reperfiizyon (I/R) hasarinda doku hasarmin siddetini ve

hasar sonrasi kalan oosit miktarini tespit etmek i¢in kullanilabilir.



2.1.2.3. Oosit olgunlugu ve Kkalitesi

Oositler boliinme evrelerine gore 3 farkli olgunlukta olabilir. Bunlar germinal vezikiil
oositler, metafaz | oositler ve metafaz Il ositlerdir. Bu derecelendirme oosit

incelendiginde goriilen kutup cisimcigi ve zona pellusida ikilisine baglidir.

Germinal Vezikiil (GV) Oositler: Mayoz bdéliinmeleri heniiz ger¢eklesmemis olan

oositlerdir. Olgun olmayan bu oositler déllenme agamasina gecemez.

Metafaz I (M1) Oositler: Heniliz olgunlasma asamasina ge¢memis, mayoz 1
evresinde bekleyen oositlerdir. Olgunluklar: yeterli degildir; ancak uygun kosullar ile

olgunlagmalar1 saglanabilir.

Metafaz 1l (M2) Oositler: Olgun, dollenmeye hazir oositlerdir. Mayoz boliinmenin 2.

evresindedirler.

Oosit kalitesi, dollenme basarisi ve takiben embriyo kalitesini de etkileyen 6nemli bir
etkendir. Folikiil igerisinde bulunan oositlerin gelismesi, graniiloza hiicreleri ve
cevresindeki stromal hiicreler ile iliskilidir ve bu hiicrelerin oosit ile arasinda
gerceklesen iletisime baglidir. Bu hiicresel baglantilarda meydana gelen herhangi bir
sorun, oositin maksimum genisligine ulagmasini, olgunlasmasint ve dodllenme
yetenegini etkiler (Hutt and Albertini 2007). lyi kalite bir oosit, normal gériiniimlii ve
seffaf sitoplazmaya sahiptir. Bir tane normal goriiniimde kutup cisimcigi vardir, zona
pellusidast normal kalinliga sahiptir ve berrak goziikiir. Orta kalite oositte,
sitoplazmada yogun olmayan bozulmalar goriiliir ve hafif graniilasyonlar mevcuttur.
Zona pellusida da sekil bozuklugu ve diisiikk pigmentasyon gozlenir. Diistik kalite
oositlerde ise; sitoplazma tamamen bozulmus, kutup cisimcigi anormal sekilli, zona

cok kalin ve koyu renklidir.

2.2. OVER TORSIYONU

Over torsiyonu, overin kendisine ait vaskiiler ekseni etrafinda kismen veya tamamen
donmesi sonucu kan akiminin bozulmasi olayidir (Huchon and Faucannier 2010).
Torsiyon, kan ve lenf damarlarinda bozulma, over dokusunda iskemi ve hatta

nekroza kadar giden ciddi bir duruma yol acar (Graif and ltzchak 1988). Bu sebeple



over torsiyonu, erken tanist konularak tedaviye ge¢ kalinmamasi 6nem arz eden
jinekolojik acil bir durumdur ve goriilme siklig1 %2,7’dir (Hibbart 1985).

Kadinlarda her donemde goriilebilse de oOzellikle reprodiiktif donemde goriilme
siklig1 yiiksektir. Ancak biitiin torsiyon vakalarmin iginde en yiiksek oran (%20-25)
gebelik sirasinda goriilen over torsiyonuna aittir (Bouguizane et al 2003, Graif and
Itzchak 1988).

2.2.1. iskemi Hasar1

Iskemi, bir organa veya dokuya gelen kan akisinin pihti veya mekanik etkenler ile
yeterli olmamasi veya tamamen durmasi ile organin veya dokunun oksijensiz
kalmasidir (Dorweiler et al 2007, Stokes and Granger 2005). Yeterli oksijenlenme,
hiicrede normal fonksiyonlarin siirdiiriilebilmesi icin temel sartlardan biridir. iskemi
sonucu dokuda yeterli oksijen saglanamamasi hiicresel fonksiyonlarda bozukluga ve
hiicreyi 6liime gotiirecek kimyasal olaylar serisine sebebiyet verir, dokuda iskemi

hasari1 olusur (Jennings et al 1990, Kloner and Jennings 2001).

Over torsiyonunda iskemi nedeniyle gelisen doku hasari, torsiyonun siiresine ve

derecesine baghdir.
2.2.1.1. iskemide VEGF ve Caspase-3’iin degerlendirilmesi

Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF), 6p21.3 kromozomu iizerinde yer alan
VEGF geni tarafindan vaskiilogenez ve anjiyogenezi uyaran hiicrelerde kodlanir
(Vincenti et al 1996). Viicutta endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri, osteoblastlar,
makrofajlar, fibroblastlar ve hipertrofik kondrositler tarafindan iretilir (Deckers at al
2002, Bluteau et al 2007). Literatiirde, hasarli dokuda VEGF’in vaskiilogenez ve
anjiyogenezi baslatarak, doku tamiri siirecine katildigin1 gosteren ¢alismalar

bulunmaktadir (Ferrara and Davis-Smyth 1997, Patrick et al 2011).

Caspase-3, CASP3 geni tarafindan kodlanan bir kaspaz proteinidir. Apoptozla iligkili
sistein protezlarin bir grubu olan kaspazlar, hiicrede apoptozu engelleyen proteinleri
inhibe eder veya ortadan kaldirir (Yerlikaya 2009). Apoptoz, hasara ugramis ya da
Omriinii tamamlamis hiicrelerin ortadan kaldirildigr “programlanmis hiicre 6limi”
mekanizmasidir. Apoptoz basladiginda hiicreler boyutlarini  kiigiiltiir, kromatin

yogunlasmasi ve DNA fragmantasyonlar1 olusur. Yani sira, siire¢ ilerledik¢e fagosite

10



edilecek olan membranla c¢evrilmis apoptotik cisimler de gozlenir (Altunkaynak ve
Ozbek 2008). Hasarlanan dokuda, proteolitik par¢alanmadan sonra kaspazlar aktif
hale gegerek kaspaz aktivasyon zincirini baslatir. Kaspazlar mitokondride membran
hasar1 olusturur ve bu olaylarin sonucunda; zar degisimleri, hiicre iskeleti ve
¢ekirdek degisimine yol agan hasarlar ortaya ¢ikar (Saikumar et al 1999, Leach
1998).

2.3. OVER DETORSiYONU

Over torsiyonunun geleneksel tedavisi, torsiyone olmus dokunun cerrahi olarak
¢ikarilmasidir (Bayer and Wiskind 1994). Ancak bu durum kadinlarda iireme
sagligina olumsuz etki ederek, iireme basarisizhigina sebep olur. Giiniimiizde
konservatif tedavi yaklasimi olarak over detorsiyone edilmektedir. Over detorsiyonu,
kendi vaskiiler ekseni etrafinda donerek torsiyone olmus overin cerrahi miidahale ile
geri dondiiriilmesidir. Organ koruyucu cerrahi bir yaklasim olan over detorsiyonu ile
organin fonksiyonunu geri kazandig1 bilinmektedir, nadiren overin atrofiye gitmesi

s0z konusu olabilir (Kilig ve ark 2016, Oelsner et al 1993).
2.3.1. Reperfiizyon Hasar1

Reperfiizyon, iskemi sonras1 dokunun tekrar kanlanmasinin kimyasal veya mekanik
miidahaleler ile saglanmasi ve bdylece, dokuda oksijen miktarinin yeniden artmasidir
(Kukan 2003; Sasaki and Joh 2007; Stokes and Granger 2005). Iskemiye bagli hasari
geri dondiirmek amaciyla yapilan doku reperfiizyonu, hiicresel fonksiyonlar: biiyiik
Ol¢iide yerine getirmesine ragmen, dokuda reperfiizyon hasar1 denen olaylarin
meydana gelmesine sebep olur (Yazihan 2007). Reperfiizyon hasarinda temel olarak

sorumlu iki mekanizma vardir:

1. Inflamatuar Yanit
a. Notrofil-Endotel Etkilesimi
b. Kompleman Aktivasyonu
2. Serbest Oksijen Radikalleri (SOR) Olusumu

Iskemi ve reperfiizyonu takiben gelisen doku hasar1 “Iskemi-Reperfiizyon Hasari

(/R Hasar1)” olarak adlandilir. I/R hasar1 hakkinda yapilmis c¢alismalardan
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anlasilan; iskemiye maruz kalan dokuda esas hasarin dokunun tekrar kanlanmasi ile
ortaya ¢ikan toksik metabolit iirlinlere bagli oldugudur (Cerqueira et al 2005,
Mangino et al 1989, Piper et al 2003).

2.3.1.1. inflamatuar yanit

Reperfiizyon sonrasi gelisen inflamatuar yanit, kompleman ve polimorf niikleuslu
16kosit (PMNL) — endotel aktivasyonu ile ilgilidir. inflamatuar yamitin sadece
torsiyon ve reperfiizyon bolgesinde kalmayip, reperfiizyon ile iliskili viicudun diger
boliimlerini ya da baska bir organi etkilemesi halinde ¢ok sayida sitokin, kemokin ve
proinflamatuar metabolitlerin kan dolasimi araciligiyla dagilmasi ve inflamasyonun

tiim viicuda yayilmasi s6z konusu olur (Gourdin et al 2009).
2.3.1.1.1. Sitokinler

Sitokinler hiicrelerde haberlesme, biyolojik fonksiyonlarin diizenlenmesi ve 6zellikle
inflamasyonda 6nemli rolleri bulunan protein yapili molekiillerdir. Baglica makrofaj,
lenfosit, fibroblast ve endotel hiicrelerinde {iiretilen bu molekiiller bir¢ok hiicre
tarafindan salimir. Sitokinler; interlokinler, interferonlar, tiimor nekroz faktorler,
kemokinler ve biiylime faktorlerinden olusmaktadir (Onat 2nd ed., Desborough
2000).

2.3.1.1.1.1. Tiimér nekroz faktor- a (TNF-a)

Timor Nekroz Faktor-a (TNF-o), 6p21.3 kromozomu iizerinde bulunan gen
tarafindan iretilen, molekiil agirligi 17 kDa olan proinflamatuar bir sitokindir ve
hiicrelerde SOR’lara yanit olarak salinirlar. Makrofaj, monosit, T ve B lenfositler gibi
hiicrelerde tretilirler (Burtis et al 2006, Gruss ve Dower 1995). Cesitli inflamatuar
durumlarin patogenezinde rol oynarlar. TNF-o’nin, ¢cogu hiicrede bulunan TNF
reseptorlerine baglanmasi; NF-kB transkripsiyon faktorii aktivasyonu gibi cesitli
sinyal yollarmi aktive ederek sitokin salimmi ve apoptozu baslatir, bdylece
inflamatuar yanita neden olur (Gottlieb 2007). TNF-a, endotel aktivasyonunda ve
lenfosit hareketinde rol oynar ve otoimmiinite, akut ve kronik inflamatuar

durumlarinda 6nemli aracilardan biridir (Gruss and Dower 1995).
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2.3.1.1.1.2. interlékin- 1p (IL-1pB )

Interlokin- 1B (IL-1B), IL1B geni tarafindan kodlanan ve sitokinlerin Interldkin-1
ailesinin {iyesi olan bir proteindir. Temel olarak inflamasyon, yaralanma ve
enfeksiyon iizerine mononiikleer ve epitel hiicreler tarafindan iretilirler, lenfositleri
aktive ederek inflamatuar sistemde birincil 6nem arz ederler (Dinarello 1997).
Boylece inflamatuar yanitta diizenleyici rol oynayarak hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi

ve apoptoz gibi hiicresel olaylarda yer alirlar.
2.3.1.1.2. Niikleer faktor kappa B (NF-xB)

Niikleer Faktor kappa B (NF-xB), tiim hiicrelerde bulunan bir transkripsiyon
faktoriidiir. Inflamatuar sinyal yolaklarindan biri olan NF-kB, normal ve uyarilmamus
hiicrelerde sitoplazmada inaktif haldedir. Bu sayede NF-xB’nin p50/p65

heterodimerlerinin niikleer translokasyonu engellenmektedir.

Inflamatuar yanitin izlenmesinde dnemli bir yere sahip olan p65 heterodimeri doku
hasari, serbest radikaller gibi faktorler veya TNFa ve IL-1B gibi proinflamatuar
sitokinlerin varliginda aktive edilir. I/R sonrasi doku hasar1 ve SOR’larin etkisi ile

aktive oldugunda NF-kB/p65 konsantrasyonun artmasi beklenir.
2.3.1.2. Serbest oksijen radikalleri (SOR)

Serbest radikaller, eslesmemis tek elektronu bulunan bilesikler olup bu
ozelliklerinden dolay1 reaktif 6zellik gosterirler (Tinggi 2008, Serafini ve Del Rio
2004). Hiicre zar1 ve DNA gibi onemli hiicresel bilesikler ile reaksiyona girerek
hiicrelerde fonksiyon bozukluguna sebep olurlar (Sarioglu Yardimer 2017).
Fizyolojik siirecte, metabolizmanin normal seyri boyunca siirekli olarak iiretilirler
ancak konsantrasyonlart belli bir degerin altinda kaldig1 siirece toksik etkiler
gozlenmez. Uretim ve yikimlari arasindaki denge bozuldugunda, hiicrelerdeki
protein, lipid ve karbonhidrat metabolizmasinda inreferanslar meydana gelir. Bu
tirlinler yiiksek konsantrasyonda lipidler ile etkileserek lipid peroksidasyonuna neden
olurlar ve hiicre membran1 gegirgenligini olumsuz yonde etkilerler (Akkog 2008).

SOR’larin proteinler ile etkilesimlerinde ise hiicredeki hasar orani, SOR’larin
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etkilestigi proteinin aminoasit yapisina baglhdir (Karabulut and Giilay 2016). Serbest

oksijen radikalleri reperflizyon hasarinin ¢ogunlugundan sorumludur.
2.3.1.2.1. Glutatyon (GSH)

Glutatyon (GSH), biitiin memeli dokularinda bulunan ve hiicreleri oksidatif strese
karst korumada gorevli proteinlerden biridir (Cadirci ve ark 2010). Karacigerde
glutamat, sistein ve glisinden sentezlenir ve tripeptid yapidadir. Hiicrelerde reaktif
oksijen tiirlerinin toksik etkilerinden koruyucu antioksidan savunmada gorev alir,
SOR’larin ortaklanmamis elektronuna kendi yapisindaki elektronlardan bir tanesini
bagislayarak bunlarin hiicrede olusturacagi hasarlar1 onler ve kendileri okside hale
gelir (Meister ve Larsson 1989). Okside formlar1 kendilerinin hiicre hasari
olusturmamasi i¢in dimerler olusturarak (GS-SG) eslesmemis elektronlarini
paylasirlar. Glutatyon rediiktaz enziminin okside glutatyonu rediikte glutatyon
formuna doniistiirmesi sonrasinda basta anlatilan SOR tiirevlerinin nétralizasyon
islemi devam eder. SOR miktarinin artisina bagli olarak diizeylerinde azalmanin
izlendigi rediikte GSH, lipid peroksidasyonunu gosteren belirteclerden bir tanesidir.
2014 yilinda yapilan bir ¢alismada I/R sonrasi sican over dokusunda GSH

konsantrasyonlarinin anlamli olarak azaldig1 gdsterilmistir (Yapca ve ark 2014).

2.4. ANTIOKSIDAN SISTEMLERi

Viicutta serbest oksijen radikallerinin toksik etkilerini ve olusumlarini 6nleyen, bu
molekiillerin dokudan temizlenmesini arttirarak hiicre ve doku hasarini azaltan veya
engelleyen savunma maddeleri bulunmaktadir (Sarioglu Yardimer 2017).
Antioksidanlar olarak adlandirilan bu maddeler, islevlerine gore ii¢ grup altinda
incelenir. Primer antioksidanlar yeni SOR olusumunu Onlerken, sekonder
antioksidanlar dokuda var olan SOR’larin uzaklastirilmasinda gorev alir. Tersiyer
antioksidanlar ise dokuda fonksiyonu bozulan mekanizmalarin onarilmasinda yer alir
(Akkus 1996).

2.4.1. Mirisetin

Mirisetin (3, 3', 4, 5, 5', 7-heksahidroksiflavon) ¢ayda, sebze ve meyvelerde bunlara

ek olarak kuruyemislerde de bulunan dogal bir flavonoiddir (Jung et al 2017, Ross
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and Kasum 2002). Anti-inflamatuar (Ekinci-Akdemir et al 2018, S-J Wang et al
2010) antioksidan (Ekinci-Akdemir et al 2018, B Wang et al 2017) analjezik,
antitimoral (Ma et al 2015) ve antibakteriyel (Silva et al 2017) etkilere sahip bir

maddedir.

Literatiirde Mirisetin ile ilgili daha 6nce yapilmis ¢esitli ¢alismalar mevcuttur. Sepsis
modeli olusturulan fareler iizerinde yapilan c¢alismada deneklerde hayatta kalma
oranina bakilmis, sepsis ile iligkili akut akciger hasarinda Mirisetin’in koruyucu
etkisi arastirilmistir (Xu et al 2021). Bagirsak I/R hasarinda inhibitor olarak gorev
yaptigi (Sun et al 2018), NF-kB yolaginin aktivasyonunu ve inflamatuar sitokinlerin
salinimini inhibe ederek LPS kaynakli kalp hasarini hafiflettigi bilgisi mevcuttur.
Mirisetin’in fare kalbinde oksidatif stresi ve hiicresel apoptozu azalttigi bilinmektedir
(Zhang et al 2018). Sican modelinde yapilmis bir deneysel ¢alismada ise Mirisetin’in
gastrointestinal sisteme etkisi arastirilmis ve Mirisetin’in alkole bagh gelisen mide
iilseri lizerinde On tedavi olarak kullanildiginda koruyucu etki gosterdigi ortaya
konulmustur (Park et al 2021). Siganlarda deneysel testis iskemisi {izerinde yapilan
bir baska calismada ise I/R hasar1 iizerine Mirisetin’in olumlu etki gosterdigi

bildirilmistir (Oztiirk ve ark 2021).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. ETiK iZiN VE PROJE DESTEGI

Sakarya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatérligii (BAPK)
tarafindan 2024-26-62-10 numarali proje ile desteklenen bu ¢alismaya, Sakarya
Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 03/01/2024

tarihli ve 05 say1l1 yazisi ile etik onay verildi.
3.2. DENEKLER

Calismada Wistar Albino cinsi geng yetiskin 200-250 g agirliginda 32 adet disi sigan
kullanildi. Siganlar, Sakarya Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama
Merkezi (SUDETAM)'nde oda sicakhiginda, 12 saat karanhk / 12 saat aydinhik
ortamda, celik kafesler iginde, standart sigan yemini ve musluk suyunu ad-libitum

alarak beslendi.
3.2.1. Deney Gruplar
32 adet si¢an rastgele 4 gruba ayrildi. Deney gruplari asagidaki sekilde belirlendi.

e Grup I — Kontrol (K) Grubu

e Grup Il — Iskemi (I) Grubu

e Grup Il — iskemi-Reperfiizyon (I/R) Grubu
e Grup IV —Tedavi (T) Grubu

3.3. DENEY SURECI
3.3.1. Cerrahi Islemler

Biitiin gruplara cerrahi islem oncesi; Ketamin HCL 100 mg/kg i.m. ve Ksilazin 10
mg/kg i.m. uygulanarak genel anestezi yapildi. Ekstremite ¢cekme yaniti ile siganlarin

anestezide olup olmadigi kontrol edildi.

Anestezi saglandiktan sonra tiim siganlarin batin bolgesi tiras edilerek batikon ile

temizlendi (Resim 2).
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Resim 2. Batin bolgesi tras edilmis (@) Ve tirastan sonra batikonlanmis (b) sigan

3.3.1.1. Kontrol grubu

Kontrol grubu si¢anlarina sadece laparotomi yapilarak batin agildiktan sonra,
herhangi bir tubal islem yapilmadan tekrar andominal duvar kas ve cilt siiturlart

atilarak batin kapatildi. Boylece kontrol olarak sham grubu olusturuldu.
3.3.1.2. iskemi grubu

Iskemi grubu sicanlarina abdominal insizyon sonrasi over torsiyonu islemi
uygulandi. Bu amagla Iskemi grubunun batinlar1 agildi, nce tuba uterinalar goriildii
(Resim 3) ve takiben overler bulundu. Daha sonra bilateral overler saat yoniinde 360°
dondiiriildii ve bu pozisyonda 5/0 ipek siitur ile karin duvarina sabitlendi. Takiben

abdominal insizyon alan1 kontrol grubundaki gibi kapatildi.

17



44
' N

Resim 3. Abdominal insizyondan sonra gériilen tuba uterinalar

3.3.1.3. Iskemi-Reperfiizyon grubu

Iskemi-Reperfiizyon grubu sicanlarina, iskemi grubunda yapildigi sekilde over
torsiyonu islemi uyguland: ve batinlar1 kapatildi. Ug saat beklendikten sonra tekrar
genel anestezi altinda batinlari agildi ve torsiyon dikisleri alinarak overlerde
detorsiyon islemi gergeklestirildi. Reperfiizyonun gostergesi olarak kan dolasiminin
tekrar basladigi gozle goriliir oldugunda, batinlart diger gruplarda tanimlandigi
sekilde kapatildi (Resim 4). Béylece I/R modeli olusturuldu.
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Resim 4. Cerrahi islemler sonrasi batinin kapatilmasi

3.3.1.4. Tedavi grubu

Tedavi grubu sicanlari, iskemi grubunda tarif edildigi sekilde 3 saat boyunca over
torsiyonuna maruz birakildiktan sonra I/R grubunda tarif edildigi gibi detorsiyon
islemi uyguland1 ve takiben tek doz 20 mg/kg Mirisetin (Merck KGaA, Darmstadt,
Germany) i.p. enjeksiyonu gerceklestirildi (Resim 5). Sicanlarin batinlar1 diger

gruplardaki gibi kapatildi.
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Resim 5. Tedavi grubuna mirisetin enjeksiyonu

3.3.2. Oosit Stimiilasyonu

Cerrahi islemleri takiben tiim gruplara ait sicanlar ii¢ Ostrus siklusu (ortalama 15
giin) boyunca ad-libitum takip edildikten sonra ovaryan stimiilasyona tabi tutuldu.
Ovaryan stimiilasyon i¢in, cerrahi islemler sonrasi 16.glinde tiim sicanlara gebe
kisrak serum gonadotropini (CHRONOGEST/PMSG, Intervet, Istanbul, Tiirkiye)
150-300 IU/kg i.p. olarak uygulandi. Bu enjeksiyondan 48 saat sonra tiim gruplara
insan koryonik gonadotropini (hCG; Gonatropin, CHORULON, Intervet, istanbul,
Tiirkiye) 150-300 IU/kg i.p. verildi. HCG uygulamasindan 17-19 saat sonra tekrar 15
IU PMSG i.p. enjekte edildi (Agca and Critser 2006).

3.3.3. Deneyin Sonlandirilmasi ve Doku Orneklerinin Elde Edilmesi

Biitiin deneklere islem 6ncesi; Ketamin HCL 100 mg/kg i.m. ve Ksilazin 10 mg/kg
i.m. uygulanarak genel anestezi yapild1 ve anestezide olup olmadiklar1 ekstremite
¢ekme yaniti ile kontrol edildi. Sakrifikasyon islemi 20. giinde siganlarin tiim kanlar1

alinarak gerceklestirildi.
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3.3.3.1 Kan érneklerinin alinmasi

Genel anestezi altindaki siganlarm &nce batin bolgeleri acildi. Insizyon diyaframa
kadar devam ettirilerek diyaframda da bir kesi yapildiktan sonra gogiis kafesi
tamamen agildi ve kalbe ulagildi (Resim 6). Tiim gruplarda kalpten enjektorle kan
cekilerek EDTA’l1 kan tiiplerine alind1 (Resim 7). Kan o6rnekleri 3000 rpm’de 10
dakika santrifiijlenerek (NUVE NF 800R, Istanbul, Tiirkiye) plazmalar elde edildi.
AMH, GSH, NF-xB, TNFa ve IL-1B diizeylerinin ELISA yontemi ile dlgiilme
islemine kadar 6rnekler -80 °C’de (Aucma DW-86L.390, Cin) muhafaza edildi.

Resim 6. Batin ve gogiis kafesinin agilmasi
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Resim 7. Kalpten kan enjeksiyonu ile 6tenazinin gergeklestirilmesi

3.3.3.2 Overlerin ¢ikarilmasi ve 0osit eldesi

Batin bolgesi acilan ve 6tenazi islemi gergeklestirilen sicanlarda 6nce tuba uterinalar
bulundu, takiben overlere ulasildi (Resim 8). Tiim siganlarin sol overleri histolojik
degerlendirmeler i¢in %10 tamponlu (nétral) formalin igerisine konularak muhafaza
edildi. Oosit toplamak amaciyla tiim siganlarin sag overleri tuba uterinalar ile
birlikte alindi. Orneklerin iizerine ¢ikacak miktarda Serum Fizyolojik (SF, Wallcur,

San Diego, ABD) eklenerek oosit toplama islemine kadar +4 ° C* de muhafaza edildi.
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Resim 8. Otenazi sonras1 tuba uterinalar ve overler. OK: over, cerceveli ok: tuba
uterina

3.4. HISTOLOJIK iSLEMLER

Tiim histolojik islemler Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji

Laboratuvari’nda gergeklestirildi.
3.4.1. Doku Takibi ve Kesitlerin Elde Edilmesi

Deneyin sonlandirilmasi ile beraber alinan sol overler, 151tk mikroskobik
degerlendirmeler igin histolojik doku takibi prosediiriine tabi tutularak (Tablo 1) 6nce
%10 tamponlu (n6tral) formalin soliisyonu igerisine konuldu ve fiksasyon saglanmasi

amaciyla 2-3 giin oda sicakliginda bekletildi. Takiben;
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e Fikse olan dokular akan suda 5 saat yikandi.

e Dehidratasyon islemi i¢in dereceli alkol serilerinden gegirildi.

e Doku seffaflandirmasi amaciyla ksilen serisinde tutuldu.

e Infiltrasyon islemi icin dokular 60 °C etiiv icerisinde erimis halde bulunan
parafinlerden gegcirildi.

e Kesit alinabilmesi i¢in dokular parafin bloklara gomiildii.

Tablo 1. Histolojik doku takibi iglemleri

MADDE SURE
Akan su 5 saat
%50 Etanol 1 saat
%70 Etanol 1 saat
%80 Etanol 1 gece
%90 Etanol 1 saat
%100 Etanol 1 saat
%100 Etanol 1 saat
%100 Etanol 1 saat
Ksilen | 15 dakika
Ksilen I 15 dakika
Ksilen I11 15 dakika
Parafin | 1 saat
Parafin Il 1 saat
Parafin 111 1 saat

Hazirlanan parafin doku bloklarindan Thermo Scientific Microm HM 340E (Thermo
Scientific, Walldorf, Almanya) marka mikrotom kullanilarak 5 pm kalinliginda seri

kesitler alind1 ve ilgili boyamaya uygun olan lamlar lizerine yerlestirildi.
3.4.2. Isik Mikroskobik Boyamalar

Alman over Kesitleri, genel histolojik yapmin degerlendirilmesi amaciyla

Hematoksilen-Eozin (H-E) ve Masson-Trikrom boyama yontemleri ile boyandi.
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Ayrica immiinhistokimyasal degerlendirme i¢in VEGF ve Caspase-3 antikorlari ile

immiinperoksidaz boyamasi yapildu.
3.4.2.1. Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama

Boyama sepetine dizilen lamlar 60 °C’de etiivde parafinin erimesi ve dokularin lam

yiizeyine daha iyi yapisabilmesi i¢in 2 saat bekletildi.

Boyama islemine baglamadan 6nce segilen lamlar ksilen igerisinde 1 gece boyunca
bekletildi.

H-E boyama prosediirii:

o Kaesitler her birinde 2’ser dakika olmak iizere 3 ayr1 ksilen serisinden gegirildi.

e Takiben etanol serilerine daldirihip ¢ikarildi (sirasiyla %90, %80, %70°lik
alkol).

e Akan suda 3 dakika yikandi.

e Hematoksilen soliisyonunda 2 dakika boyandi.

e Akan suda 5 dakika yikand.

e Asit alkol karisimina 2 kez daldir ¢ikar yapildi.

e Akan suda 2 dakika yikandi.

e Eozinde 3 dakika boyandi.

e Etanol serilerine daldirilip ¢ikarildi (sirastyla %70, %80, %90°1ik alkol).

e Her birinde 10’ar dakika olmak iizere 3 ayr1 ksilen serisinden gegirildi.

e Boyama islemi tamamlanan lamlar Entellan™ kullanilarak lamel ile kapatildi.
3.4.2.2. Masson-Trikrom boyama

Boyama prosediirii Masson-Trikrom Boyama Kiti (Bio-Optica, Milona, italya) ile,

Kit prosediirii dikkate alinarak yapildi.

Secilen 4-5 um kalmligindaki kesitler 60 °C’de etiivde 2 saat bekletildi. Boyama

islemine gecilmeden 6nce kimyasal deparafinizasyon islemi uygulandi.

o Kaesitler lizerine esit miktarda karistirilan A ve B soliisyonlar1 damlatildi, 10
dakika bekletildi.

e Distile su ile yikama yapildi.
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Kesitler tizerine C soliisyonundan damlatilarak 4 dakika bekletildi.
Distile su ile yikama yapildi.

Kesitler tizerine D soliisyonundan damlatilarak 15 dakika bekletildi.
Distile su ile yikama yapildi.

Kesitler iizerine E soliisyonundan damlatilarak 5 dakika bekletildi.
Kesitler tizerindeki soliisyon dokiildii, yikama yapilmadi.

Kesitler iizerine F soliisyonu damlatilarak 7 dakika bekletildi.

Distile su ile yikama yapildi.

Once %96 ethanol takiben %100 ethanolden gegirildi.

Her birinde 2’ser dakika olmak {izere 2 ayri ksilen serisinden gegirildi.

Boyama islemi tamamlanan lamlar Entellan™ kullanilarak lamel ile kapatildi.

3.4.2.3. Immiinperoksidaz boyama

Overdeki VEGF ve Caspase-3 ekspresyonunu 1sik mikroskobik diizeyde incelemek

amaciyla, VEGF primer antikoru (Bioss, Massachusetts, ABD) ve Caspase-3 primer

antikoru (Bioss, Massachusetts, ABD) kullanilarak kesitler immiinperoksidaz

yontemi ile boyandi. Mikrotom ile alman 4-5 pm kalinligindaki kesitler polilizin

kapli lamlar {izerine alinarak 60 °C etiivde 2 saat bekletildi.

Boyama islemine baslamadan 6nce segilen lamlar ksilen icerisinde 1 gece boyunca

bekletildi.

Immiinperoksidaz boyama prosediirii:

Kesitler her birinde 2’ser dakika olmak {izere 3 ayr1 ksilen serisinden
gecirildi.

Takiben etanol serilerine daldirilip ¢ikarildi (sirasiyla %90, %80, %70’lik
alkol).

Akan suda 3 dakika yikandi.

Kesitler icerisinde citrat buffer bulunan kap igerisine yerlestirilerek
mikrodalga firinda 15 dakika bekletildi.

Kesitler sogumasi igin oda sicakliginda bekletildi.

Kesitlerin etrafi Pap-Pen kalem ile ¢izildi.
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e Lamlarn ilizerine endojen peroksidaz aktivitesini inhibe etmek i¢in %3’liik
H20, damlatildi ve 15 dakika bekletildi.

e PBS (Phosphate Buffer Saline, marka) ile 5 dk yikanda.

e Protein blokaj1 yapildi. Yikama yapmadan lamlar iizerindeki blokaj akitildi.

e Takiben bir seri lam iizerine VEGF diger seri lam iizerine Caspase-3 primer
antikorlar1 damlatildi. Nemli ve iistii kapali ortamda 1 gece bekletildi.

e PBSile yikama 5 dk siire ile yapildi.

e Kesitlere sekonder antikor damlatilarak nemli ve istii kapali ortamda 20
dakika bekletildi.

e PBSile yikama 5 dk siire ile yapildi.

e Yikama sonrasi 100 pul HRP uygulamasi yapildi. Oda sicakliginda, nemli ve
tistii kapali ortamda 20 dakika beklenildi.

e PBSile yikama 5 dk siire ile yapildi.

e DAB soliisyonu uygulandi ve kahverengi renk olusuncaya kadar 5 dk
bekletildi.

e DAB akitilmasi i¢in akan suda 5 dk boyunca yikandi.

e Hematoksilende 2 dakika boyandi.

e Akan suda 5 dk boyunca yikandi.

e Kaesitler alkol ve ksilen serilerinden gegirildi.

e Boyama islemi tamamlanan lamlar Entellan™ kullanilarak lamel ile kapatilds.
3.4.3. Boyanan Kesitlerin Fotograflanmasi ve Skorlamasi

Boyanan 151k mikroskobik preparatlar renkli dijital kamera (Nikon DS-Fi2, Nikon,
Tokyo, Japonya) eklentisi olan bir 151k mikroskobunda (Nikon Eclipse Ni, Nikon,
Tokyo, Japonya) incelenereck fotograflar1 ¢ekildi ve genel histolojik yapi
degerlendirildi.

Tim gruplara ait over kesitlerinde over hasarmi degerlendirebilmek icin
histopatolojik skorlama yapildi. Bu amagla lamlarda hemoraji, 6dem, doku ayrismasi
ve folikiiler dejenerasyonun derecesi, 0: hasar yok, 1: hafif, 2: orta ve 3: ciddi olmak

tizere degerlendirilerek deney gruplari arasinda istatistiksel olarak kiyaslandi.
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Tiim deney gruplarina ait immiinperoksidaz teknigi ile boyanan her preparatta, 10
farkli mikroskobik alanin her birinde 100 hiicre olmak tizere immiin-pozitif ve
immiin-negatif hiicreler sayildi. Elde edilen veriler deney gruplari arasinda

istatistiksel olarak kiyaslandi.

3.5 BIYOKIMYASAL iSLEMLER

Yapilan tiim biyokimyasal analizler Altinbas Universitesi Merkez Arastirma
Laboratuvar1 (MERLAB)’1inda yiiriitiildii.

Serum orneklerindeki AMH, GSH, NF-xB, TNFa ve IL-1f diizeyleri, liretici firma
tarafindan saglanan kit (BT Lab, Shanghai, Cin) prosediirlerine uygun olarak ELISA

yontemi ile analiz edildi.

3.6. KULLANILAN SARF MALZEMELERIi VE CIHAZLAR

Calismada kullanilan cihazlar Resim 9’da gosterilmistir. Deney agamasi, histolojik ve

biyokimyasal islemler sirasinda kullanilan sarf malzemeleri Tablo 2’de verilmistir.

Resim 9. Kullanilan cihazlar. a: -80 °C derin dondurucu, b: kamera eklentili 1sik
mikroskobu, c: santrifiij, d: mikrotom.
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Tablo 2. Histolojik doku takibi ve boyamalarda kullanilan sarf malzemeler

SARF MALZEME MARKA MENSEI

Etanol Isolab Tiirkiye

Ksilen Isolab Tirkiye

Entellan Merck Almanya

Parafin Merck Almanya

Hematoksilen Bio-Optica italya

Eozin Bio-Optica Italya

Hidroklorik Asit Merck Almanya

DAB Kromojen Scytek Amerika Birlesik Devletleri
Hidrojen Peroksit Merck Almanya

Citrate Buffer Epifarma Tiirkiye

PBS Epifarma Tiirkiye

Antibody Diluent Scytek Amerika Birlesik Devletleri
UltraVision Detection System Scytek Amerika Birlesik Devletleri

Anti-Polyvalent HRP Kit

Caspase-3 Primer Antibody Bioss Amerika Birlesik Devletleri
VEGF Primer Antibody Bioss Amerika Birlesik Devletleri
Pap-Pen Kalem Patolab Ingiltere
Polilizinli Lam Patolab Ingiltere
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3.7. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Calismada elde dilen veriler IBM SPSS Statistics v.23 istatistiksel yazilimi
kullanilarak analiz edildi. Sonuglar ortalama = SEM (ortalamanin standart hatasi,
standart hata) olarak verildi. Gruplar aras1 anlamliligin degerlendirilmesi igin One
Way ANOVA, Posthoc Tukey testi analizleri yapildi. p<0,05 degeri istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. ISIK MIKROSKOBIK BULGULAR
4.1.1. Hematoksilen-Eozin Boyama Bulgular

Tiim gruplara ait over hasarin1 degerlendirebilmek i¢in histopatolojik skorlama, H-E
ile boyanan kesitlerde yapildi. Bu amagla lamlarda hemoraji, 6dem, doku ayrismasi
ve folikiiler dejenerasyonun derecesi degerlendirilerek deney gruplar1 arasinda

istatistiksel olarak kiyaslandi.

Kontrol grubuna kiyasla iskemi ve I/R gruplarina ait over kesitlerinde vaskiiler
dilatasyon-hemoraji alanlarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu saptandi
(p=0,000). Kontrol ve Tedavi gruplar1 arasinda istatistiksel bir fark bulunmadi
(p>0,05). Tedavi grubunda, iskemi ve I/R gruplarma kiyasla vaskiiler dilatasyon-
hemoraji alanlarinin istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi tespit edildi

(p=0,000) (Sekil 3).
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Sekil 3. Vaskiiler dilatasyon ve hemoraji skorlamasinin dort deney grubu arasinda
istatistiksel kiyaslamasi
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Dokuda ayrisma skorlamasina gore, Kontrole kiyasla Iskemi ve I/R gruplarinda
anlamli artis bulundu (p=0,000). Tedavi grubu ile Kontrol grubu arasinda anlaml
fark yoktu (p>0,05). Tedavi grubunda, Iskemi ve I/R gruplarina kiyasla anlamli bir
azalma oldugu saptandi (sirasiyla p=0,008 ve p=0,000) (Sekil 4).
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Sekil 4. Dokuda ayrisma skorlamasinin dort deney grubu arasinda istatistiksel
kiyaslamasi

Folikiil dejenerasyonu skorlamasina gore, Kontrol grubuna kiyasla Iskemi ve I/R
grubunda anlamli bir artma vardi (p=0,000). Tedavi grubunda, iskemi ve I/R
gruplarina kiyasla folikiil dejenerasyonunda anlamli azalma oldugu tespit edildi
(p=0,000). Tedavi ve Kontrol gruplari arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05)
(Sekil 5).

Odem alanlar incelendiginde, Iskemi ve I/R gruplarinda Kontrol grubuna kiyasla
anlamli artis goriildii (p=0,000). Tedavi ve Kontrol gruplar1 arasinda anlamli fark
yoktu (p>0,05). Tedavi grubunda 6dem alanlar1 iskemi ve I/R gruplarina gére
anlaml diizeyde azalmist1 (p=0,000) (Sekil 6).

32



*kkk kkkk

*%kKk%k

hkk%

_ 20-

3 1

o '

8 1.5+ T

5 =

S

2 e

s 1.04

s =

(]

i

Q 0.5+ =

e e

© : |

gl B B
. 1 1 1

Kontrol iskemi Reperfiizyon  Tedavi

Mean+SEM Folikiil Dejenerasyonu

R p<0.0001

Sekil 5. Folikiiler dejenerasyon skorlamasiin dort deney grubu arasinda istatistiksel
kiyaslamasi
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Sekil 6. Odem skorlamasinin dort deney grubu arasinda istatistiksel kiyaslamasi
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H-E ile boyanmuis kesitlerde genel histolojik yap1 degerlendirildiginde, Kontrol grubu
overlerinde en dista overi saran germinal epitel ve hemen altinda siki bag dokusu
yapisindaki tunika albuginanin yer aldig goriildii. Korteks boliimiinde farkli gelisim
asamalarinda olan over folikiilleri, folikiiller arasin1 dolduran over stromasi, yer yer
atrezik folikiiller ve korpus Iuteumlar goriildii. Medullada bag dokusu iginde kan ve
lenf damarlari ile sinirler mevcuttu. Over morfolojisi diizgiin ve hasarsizdi (Resim 10

ve Resim 11)

200 pm FaSSe

Resim 10. Kontrol grubuna ait over kesiti. Boya: H-E. Biiyiitme objektifi: 10x.
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Resim 11. Kontrol grubuna ait over kesiti. ZP: zona pellusida, T: teka tabakasi, GC:
graniiloza hiicreleri. Boya: H-E. Biiyiitme objektifi: 40x.

Iskemi grubuna ait over kesitlerinde, histolojik yapida ciddi bozulmalar mevcuttu.
Kiiciik objektif biiylitmelerinde dikkat ¢ekecek diizeyde genis vaskiiler dilatasyon-

hemorajik alanlar, intersisyel 6dem ve doku ayrigmalar1 goriildi (Resim 12, 13).

Iskemi grubuna ait kesitler biiyiit objektifte incelendiginde, folikiil epiteli iginde
yagli dejenerasyon ve sisme sergileyen hiicreler oldugu ve hasarli folikiil igerisindeki

oositin dejenere oldugu goriildii (Resim 14).

35



Resim 12. iskemi grubuna ait over kesiti. Yildiz: dokularda ayrisma, E: 6dem, H:
hemoraji. Boya: H-E. Biiyiitme objektifi: 10x.

Resim 13. Iskemi grubuna ait over kesiti. Yildiz: dokularda ayrisma, ici bos yildiz:
dejenere oosit, E: 6dem, H: hemoraji. Boya: H-E. Biiyiitme objektifi: 40x.

36



Resim 14. Iskemi grubuna ait over kesiti. I¢ci bos yildiz: dejenere oosit, ok:
sitoplazmik sisme ve yagli dejenerasyon, VD: vaskiiler dilatasyon. Boya: H-E.
Biiyiitme objektifi: 40x.

Iskemi grubuna ait kesitler biiyilk objektif ile incelendiginde, folikiil duvar
biitlinliigliniin bozuldugu ve epitel hiicrelerinde histopatolojik degisikliklerin oldugu
saptandi. Folikiil epiteli iginde piknotik nukleuslu nekrotik hiicreler, yagh
dejenerasyon sergileyen ve sitoplazmik sisme saptanan hiicreler ve ayrica ¢cok sayida
apoptotik cisimler goriildii. Hasarli folikiillerin igerisindeki oositlerde de yapisal
bozulma saptand1 (Resim 14,15, 16).
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Resim 15. iskemi grubuna ait over kesiti. Ok: piknotik nukleuslu dejenere hiicreler,
daire icindeki alan: apoptotik cisimler. Boya: H-E. Biiyiitme objektifi: 40x.

Resim 16. Iskemi grubuna ait over kesiti. Fotografin merkezinde dejenere folikiil
goriilmekte. Ok: sitoplazmik sisme ve yagl dejenerasyon. Boya: H-E. Biiyiitme
objektifi: 40x.
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I/R grubuna ait over kesitleri kii¢iik objektifte incelendiginde, ciddi vaskiiler
dilatasyon-hemoraji alanlart ve genel morfolojide bozulmalar oldugu goriildi.

Perivaskiiler 6dem alanlar1 ve ciddi doku ayrigmalar1 tespit edildi (Resim 17).

Resim 17. I/R grubuna ait over kesiti. H. Hemoraji, E: 6dem, yildiz: dokuda
ayrisma. Boya: H-E. Biiyiitme objektifi: 10x.

I/R grubuna ait over kesitleri biiyilk objektif ile incelendiginde, ciddi folikiil
dejenerasyonu oldugu saptandi. Dejenere folikiillerde epitel icerisinde kromatini
yogunlagsmis piknotik niikleuslu nekrotik hiicreler, sitoplazmik sisme gosteren
dejenere hiicreler ve niikleer fragmanlar1 iceren apoptotik cisimler goriildi. Duvar
biitiinliigii bozulan folikiiller i¢indeki oositlerin de dejenere oldugu saptandi (Resim

18, 19).
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Resim 18. I/R grubuna ait over kesiti. Daire i¢indeki alan: apoptotik cisim. Boya:
H-E. Biiyiitme objektifi: 40x.

Resim 19. I/R grubuna ait over kesiti. E: 6dem ok: sitoplazmik sisme gdsteren
dejenere hiicre, daire icindeki alan: ¢ok sayida apoptotik cisim, yildiz: dejenere
oosit, ZP: zona pellusida. Boya: H-E. Biiyiitme objektifi: 40x.

40



Tedavi grubuna ait over kesitleri kiiciik objektif ile incelendiginde, genel morfolojik
yapinin korundugu ve vaskiiler dilatasyon-hemaroji alanlarinin daha minimal oldugu

gozlendi (Resim 20).

Folikiil duvarinda iskemi ve I/R gruplarmna kiyasla daha az miktarda apoptotik
cisimler gozlendi. Az sayida bazi folikiillerde ise oosit dejenerasyonun oldugu tespit
edildi (Resim 20-inset).

Resim 20. Tedavi grubuna ait over kesiti. H: minimal hemoraji. Boya: H-E.
Biiyiitme objektifi: 10x. Inset: yildiz: dejenere oosit, ok: apoptotik cisimler.
Biiyiitme objektifi: 40x.
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Tedavi grubuna ait over kesitlerinde biiyiik objektif ile incelendiginde, vaskiiler
dilatasyon-hemoraji ve ddem alanlar1 Iskemi ve I/R gruplarina gére dana minimal

diizeydeydi (Resim 21).
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Resim 21. Tedavi grubuna ait over kesiti. G: germinal epitel, Ok: primordiyal
folikiil, ok basi: unilaminar primer folikiil, ZP: zona pellusida H: hemoraji, E: 6dem.
Boya: H-E. Biiyiitme objektifi: 40x.

4.1.2. Masson-Trikrom Boyama Bulgulari

Iskemi ve I/R gruplarma ait H-E ile boyanmis preparatlarda saptanan vaskiiler
dilatasyon-hemoraji, 6dem, folikiiler dejenerasyon ve doku ayrismasi gibi yapisal
bozulmalarin, Masson-Trikrom ile boyanmis over kesitlerinde de mevcut oldugu

goriildii.

Bunlarin yani sira, Masson-Trikrom ile boyanmis kesitlerde Kontrol grubu (Resim
22, 23) ile kiyaslandiginda, Iskemi (Resim 24, 25, 26) ve I/R (Resim 27, 28)
gruplarinda ciddi fibrozis alanlar1 goriildii. Yapisal bozulmanim, Tedavi grubu

preparatlarinda daha minimal diizeyde oldugu saptandi (Resim 29, 30).
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Resim 22. Kontrol grubuna ait over Kkesiti. Boya: Masson-Trikrom. Biiyiitme
objektifi: 20x.

Resim 23. Kontrol grubuna ait over kesiti. Boya: Masson-Trikrom. Biiyiitme
objektifi: 40x.
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Resim 24. Iskemi grubuna ait over kesiti. DF: dejenere folikiil, yildiz: dejenere 0osit.
Boya: Masson-Trikrom. Biiyiitme objektifi: 10x.

Resim 25. iskemi grubuna ait over kesiti. VD: vaskiiler dilatasyon, yildiz: fibrozis
alan1. Boya: Masson-Trikrom. Biiyiitme objektifi: 20x.
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Resim 26. Iskemi grubuna ait over kesiti. Boya: Masson-Trikrom. Yildiz: fibrozis
alanlari, H: hemoraji. Biiyiitme objektifi: 20x.

Resim 27. I/R grubuna ait over kesiti. H: hemoraji, VD: vaskiiler dilatasyon, E:
odem. Boya: Masson-Trikrom. Biiyiitme objektifi: 20x.
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Resim 28. I/R grubuna ait over kesiti. Boya: Masson-Trikrom. VD: vaskiiler
dilatasyon, yildiz: doku ayrigmasi. Biiyiitme objektifi: 20x.

(100 ]

Resim 29. Tedavi grubuna ait over kesiti. Boya: Masson-Trikrom. Biiyiitme
objektifi: 20x.
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Resim 30. Tedavi grubuna ait over kesiti. Boya: Masson-Trikrom. Biiyiitme
objektifi: 40x.
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4.1.3. Immiinperoksidaz Boyama Bulgular1
4.1.3.1. VEGF primer antikoru ile immiinperoksidaz isaretleme

VEGF antikoru kullanilarak immiinperoksidaz teknigi ile boyanan kesitlerde, iskemi
ve I/R gruplarinda, Kontrol grubuna kiyasla immiin-pozitif hiicre sayisinda
istatistiksel olarak anlamli artis oldugu tespit edildi (p=0,000). Kontrol grubu ve
Tedavi grubu arasindaki fark p=0,013 diizeyinde anlamli bulundu. Tedavi grubunda
VEGF-pozitif hiicre sayis1, Iskemi ve I/R gruplarindakine kiyasla istatistiksel olarak
anlamli derecede diisiiktii (p=0,000) (Sekil 7).
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Sekil 7. Dort deney grubunda VEGF-pozitif hiicre sayilariin karsilastiriimasi

VEGF antikoru ile immiinperoksidaz boyanmis kesitlerde immin-pozitif
reaksiyonun, Kontrol grubu (Resim 31, 32) ile kiyaslandiginda, Iskemi (Resim 33)
ve I/R (Resim 34) gruplarinda daha fazla oldugu goriildii.
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Resim 31. Kontrol grubuna ait over kesitinde VEGF immiinperoksidaz boyama.
Biiyiitme objektifi: 40x.

Resim 32. Kontrol grubuna ait over kesitinde VEGF immiinperoksidaz boyama.
Biiyiitme objektifi: 40x.
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Resim 33. iskemi grubuna ait over kesitinde VEGF immiinperoksidaz boyama.
Biiyiitme objektifi: 10x.

Resim 34. I/R grubuna ait over kesitinde VEGF immiinperoksidaz boyama.
Biiyiitme objektifi: 10x.
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Tedavi grubundaki (Resim 35) VEGF-pozitif boyanma, Kontrol grubuna (Resim 31,
32) kiyasla yiiksekti. iskemi (Resim 33, 36) ve I/R (Resim 34, 37) gruplarindaki
immiin-pozitif reaksiyon, Tedavi grubuna (Resim 38) kiyasla ¢ok daha yiiksekti.

Resim 35. Tedavi grubuna ait over kesitinde VEGF immiinperoksidaz boyama.
Biiyiitme objektifi: 10x.

Resim 36. iskemi grubuna ait over kesitinde VEGF immiinperoksidaz boyama.
Biiyiitme objektifi: 40x.
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Resim 37. I/R grubuna ait over kesitinde VEGF immiinperoksidaz boyama.
Biiyiitme objektifi: 40x.

Resim 38. Tedavi grubuna ait over kesitinde VEGF immiinperoksidaz boyama.
Biiyiitme objektifi: 40x.
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4.1.3.2. Caspase-3 primer antikoru ile immiinperoksidaz isaretleme

Caspase-3 antikoru kullanilarak immiinperoksidaz teknigi ile boyanan kesitlerde,
Kontrole kiyasla Iskemi, I/R ve Tedavi gruplarinda immiin-pozitif hiicre sayisi
istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek bulundu (p=0,000). Tedavi
grubundaki Caspase 3-pozitif hiicre sayist Kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek
olmasina karsin, Iskemi ve I/R gruplarina kiyasla anlamli diizeyde daha az bulundu
(p=0,000) (Sekil 8).
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Sekil 8. Dort deney grubunda Caspase 3-pozitif hiicre sayilarinin karsilagtirilmasi

Caspase-3 antikoru ile immiinperoksidaz boyanmis kesitlerde immiin-pozitif
reaksiyonun, Kontrol grubuna (Resim 39, 40) kiyasla, iskemi (Resim 41) ve I/R
(Resim 42) gruplarinda daha fazla oldugu goriildii.
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Resim 39. Kontrol grubuna ait over kesitinde Caspase-3 immiinperoksidaz boyama.
Biiyiitme objektifi: 20x.

A

Resim 40. Kontrol grubuna ait over kesitinde Caspase-3 immiinperoksidaz boyama.
Biiyiitme objektifi: 40x.
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Resim 41. Iskemi grubuna ait over kesitinde Caspase-3 immiinperoksidaz boyama.
Biiyiitme objektifi: 20x.

Resim 42. I/R grubuna ait over kesitinde Caspase-3 immiinperoksidaz boyama.
Biiyiitme objektifi: 10x.
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Tedavi grubundaki (Resim 43, 44) Caspase 3-pozitif boyanma, Kontrol grubuna
(Resim 39, 40) kiyasla yiiksekti. Iskemi (Resim 41, 45, 46) ve I/R (Resim 42, 47)
gruplarindaki immiin boyanma Tedavi grubuna (Resim 48) kiyasla daha yiiksekti.

Resim 43. Tedavi grubuna ait over kesitinde Caspase-3 immiinperoksidaz boyama.
Biiyiitme objektifi: 20x.

Resim 44. Tedavi grubuna ait over kesitinde Caspase-3 immiinperoksidaz boyama.
Biiyiitme objektifi: 40x.
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Resim 45, Iskemi grubuna ait over kesitinde Caspase-3 immiinperoksidaz boyama.
Biiyiitme objektifi: 10x.

Resim 46. Iskemi grubuna ait over kesitinde Caspase-3 immiinperoksidaz boyama.
Biiyiitme objektifi: 20x.
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Resim 47. I/R grubuna ait over kesitinde Caspase-3 immiinperoksidaz boyama.
Biiyiitme objektifi: 20x.

Resim 48. Tedavi grubuna ait over kesitinde Caspase-3 immiinperoksidaz boyama.
Biiyiitme objektifi: 40x.
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4.2. INVERT MiKROSKOP BULGULARI

Calisma sonunda tiim deneklerin sag overlerinden toplanan oositler invert mikroskop
altinda sayildi ve M2, M1 ve GV olarak kategorize edildi. Tiim gruplara ait oosit
sayilar1 Tablo 3’ de gosterildi.

Tablo 3. Dort deney grubuna ait Oosit sayilari

OOSIT SAYISI

GRUPLAR

Toplam M2 M1 GV
KONTROL 43 23 9 11
ISKEMi 15 3 2 10
iSKEMi—" 17 6 4 7
REPERFUZYON
TEDAVi 29 13 11 5

Gruplar arasi istatistiksel karsilastirmalar, toplam oosit, M2 oosit, M1 oosit ve GV
oosit sayilart dikkate alinarak yapildi. Toplam oosit sayisi, Kontrol grubuna kiyasla
Iskemi ve I/R gruplarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha azd: (p=0,000)
(Sekil 9).

Tablo 3’te verilen oosit sayim sonuglarina gore, Tedavi grubundaki toplam oosit
sayist Kontrol grubuna kiyasla daha az olmakla birlikte, aradaki fark istatistiksel
olarak anlamli degildi (p>0,05) (Sekil 9).

M2 oosit sayist bakimindan karsilagtirma yapildiginda, Kontrol grubundaki M2 oosit
sayis1 diger gruplardakinden anlamli diizeyde yiiksekti (p=0,000). Tedavi grubu ile
Iskemi grubu arasindaki fark anlamli (p=0,030) olmasma karsin, Tedavi ile I/R

gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05) (Sekil 9).
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M1 oosit sayis1 bakimindan karsilastirma yapildiginda, Tedavi grubu ile iskemi
grubu arasindaki fark (Tablo 3) istatistiksel olarak anlamli (p=0,012) bulunmasina
karsin, diger gruplara ait M1 oosit sayilar1 (Tablo 3) arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark saptanmadi (p>0,05) (Sekil 9).

GV oosit sayilar1 bakimindan karsilastirma yapildiginda tiim gruplar arasinda
istatistiksel diizeyde anlamli fark bulunmadi (p>0,05) (Sekil 9).
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Sekil 9. Toplam oosit, M2, M1 ve GV oositlerin dort deney grubundaki sayilarini
gosteren grafik

Toplam oosit, M2, M1 ve GV sayilarinin gruplar arasi istatistiksel kiyaslamasi
yukaridaki sekilde yapilmakla birlikte (Sekil 9), her bir deney grubunda farkl
olgunlasma evresindeki oositlerin o gruba ait toplam oosit sayisina orani
hesaplanarak; M2, M1 ve GV sayilariin yiizdelik oranlar1 bakimindan da gruplar

arast anlamli fark olup olmadig istatistiksel olarak kiyaslandi (Tablo 4).
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Tablo 4. Do6rt deney grubu arasinda Toplam oosit, M2, M1 ve GV oosit sayilarinin ve farkli matiirasyon evresindeki yiizdelik oranlarinin

karsilastirilmast
. Mean+SEM
Toplam Oosit
p degeri
. Mean+SEM
M2 Oosit
p degeri
. Mean+SEM
M1 Oosit e
p degeri
. Mean+SEM
GV Oosit
p degeri
Mean+SEM
%M?2/Toplam
p degeri
Mean+SEM
%M1/Toplam
p degeri
Mean+SEM
%GV/Toplam
p degeri

Kontrol vs. iskemi
6,14+0,261  1,67+0,333
0,000
3,290,286 0,33+0,167
0,000
1,29+0,286  0,22+0,147
0,060
1,570,202 1,110,351
0,655
53,8+4,71  21,4+10,1

0,016

20,844,54  14,949.22

0,926
2534279 6424142

0,023

*Sonuglar Mean + SEM seklinde yazilnugtir.
*I/R: iskemi-reperiizyon

Kontrol vs. i/R
6,14£0,261 2,430,649
0,000
3,290,286 0,860,261
0,000
1,290,286  0,57+0,297
0,353
1,5740,202  1,00+0,309

0,534
53,844,71  34,9+4,08
0,317

20,844,54  21,649,71

1,000
25,3£2,79 43,3+9,64

0,553

Kontrol vs. Tedavi
6,14+0,261  4,14+0,738
0,060
3,29+0,286 1,860,404
0,009
1,29+0,286 1,570,429
0,906
1,57+0,202 0,710,184
0,199
53,844,771  45,046,83

0,820

20,8+4,54 37,2+8,36

0,475
25,3£2,79 11,7£3,79

0,935
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Iskemi vs. I/R
1,67+0,333  2,43+0,649
0,707
033£0,167  0,86+0,261
0,533
0,22+0,147  0,57+0,297
0,819
1,11£0,351  1,00£0,309

0,992
21,4£10,1  34,9+4,08
0,589

1494922  21,6+9,71

0,921
642+142  43,3+9,64

0,427

Iskemi vs. Tedavi
1,67+0,333  4,14+0,738
0,009
0,3340,167 1,860,404
0,003
0,220,147  1,57+0,429
0,012
1,11£0,351  0,71=0,184
0,749
21,4£10,1  45,0£6,83

0,123

14,9+9,22 37,2+£8,36

0,199
642142  11,743,79

0,008

I/R vs. Tedavi
2,430,649  4,14+0,738
0,129
0,86+0,261 1,860,404
0,092
0,570,297  1,57+0,429
0,112
1,00£0,309 0,710,184
0,903
34,9+4,08  45,0+6,83

0,801

21,6+9,71 37,2+£8,36

0,584
43,3£9,64 11,7£3,79

0,289



Her bir grup i¢inde M2/Toplam oosit, M1/Toplam oosit ve GV/Toplam oosit
yiizdelik oranlart (Tablo 4) hesaplanarak gruplar arasinda istatistiksel olarak

kiyaslandiginda;

1. M2 oosit yiizdeleri kiyaslandiginda; Kontrol grubunda Iskemi grubuna
kiyasla anlamli diizeyde yiiksek oldugu (p=0,016), diger gruplar ile Kontrol
grubu arasinda anlamli bir fark olmadigi bulundu (p>0,05) (Sekil 10).

2. M1 oosit yiizdeleri kiyaslandiginda; dort deney grubu arasinda anlamli
istatistiksel fark bulunmadi (p>0,05) (Sekil 11).

3. GV oosit yiizdeleri kiyaslandiginda; iskemi grubu ile karsilastirildiginda hem
Kontrol grubunda (p=0,023) hem de Tedavi grubunda (p=0,008) GV sayilari
istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha az bulundu. Iskemi grubu ile I/R
grubu arasinda anlamli fark bulunmadi (p>0,005). Diger gruplar arasinda da

anlaml1 bir fark yoktu (p>0,05) (Sekil 12).
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Sekil 10. Dort deney grubunda M2 oosit sayisinin Toplam oosit sayisina yiizde orani
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Sekil 11. Dort deney grubunda M1 oosit sayisinin Toplam oosit sayisina yiizde orani
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Sekil 12. Dort deney grubunda GV oosit sayisinin Toplam oosit sayisina ylizde orani

Kontrol grubu oositleri, kiimiiliis ooforus hiicrelerinden ayiklandiktan sonra invert
mikroskop altinda incelendiginde; ¢ogunlukla seffaf sitoplazmaya sahip, normal

sekilli ve zona pellusidalart normal kalinlikta olan M2 oositler oldugu goriildii
(Resim 49).
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Resim 49. Kontrol grubundan toplanan oositler (a), kiimiiliis ooforus hiicrelerinden
temizlenmis oositler (b)

Iskemi (Resim 50) ve /R (Resim 51) gruplarindan toplanan oositler invert
mikroskop altinda incelendiginde, Kontrole kiyasla bu gruplarda zona pellusidalarin
daha kalin oldugu, perivitellin araligin daha genis oldugu ve sitoplazmalarinin bol

graniillii ve koyu renkte oldugu tespit edildi.

Resim 50. Iskemi grubundan toplanan oositler (a), kiimiiliis ooforus hiicrelerinden
temizlenmis oositler (b)
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Resim 51. I/R grubundan toplanan oositler (a), kiimiiliis ooforus hiicrelerinden
temizlenmis oositler (b)

Tedavi grubundan toplanan oositler invert mikroskop altinda incelendiginde, Kontrol
grubundakilere benzer sekilde seffaf sitoplazmali ve normal kalinlikta zona

pellusidaya sahip olduklar1 goriildii. Kutup cisimcikleri perivitellin aralikta tespit
edildi (Resim 52).

Resim 52. Tedavi grubundan toplanan oositler (a), kiimiiliis ooforus hiicrelerinden
temizlenmis oositler (b)
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4.3. BIYOKIMYASAL ANALIiZ BULGULARI

Tim deneklerin sakrifikasyon sirasinda alinan kan Orneklerinden hazirlanan serum

biyokimyasal verileri Tablo 5’te goster,ldi.

Tablo 5. Dort deney grubuna ait biyokimyasal analiz verileri

GRUP  KONTROL ISKEMI ISKEMI - TEDAVI P Degeri
REPERFUZYON
AMH | 1,410,127 1,96+0,232 1,05+0,250 1,100,211 0,062
GSH | 176,6+12,5 176,1425,2 100,0+11,0 184,8+28,2 0,052
NF-«B | 1,58+0,169 1,24+0,141 1,53+0,087 1,52+0,096 0,242
TNFa | 81,9+1,45 75,8+3,82 91,0+7,60 82,9+2,23 0,132
IL-18 | 6,58+0,475 5,72+0,192 6,90+0,497 7,17£0,153 0,048

* Sonuglar Mean + SEM seklinde yazilmisgtir.

Dort deney grubuna ait serum AMH diizeylerine analiz edildiginde, gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. Kontrol, Iskemi, I/R ve Tedavi
gruplarina ait ortalama:SEM degerleri (sirasiyla 1,41+0,127; 1,96+0,323;
1,05+0,250; 1,0+0,211) istatistiksel olarak birbirinden farkli degildi (p>0,05) (Sekil
13).

Dort deney grubuna ait serum GSH diizeyleri incelendiginde, Kontrol grubunda
ortalamatSEM degeri 176,6+12,5; Iskemi grubunda 176,1+£25,2; I/R grubunda
100,0+11,0 ve Tedavi grubunda 184,8+28,2 olarak tespit edildi. Ortalamalar dikkate
alindiginda deney gruplar arasinda anlamli istatistiksel bir fark olmadigi saptandi
(p>0,05) (Sekil 14).
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Sekil 13. Dort deney grubunda AMH ELISA sonuglarinin karsilastirilmasi
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Sekil 14. Dort deney grubunda GSH ELISA sonuglarinin karsilastirilmast

Dort deney grubuna ait serum NF-xB diizeyleri, ortalamatSEM degeri olarak
Kontrol 1,58+0,169; Iskemi 1,24+0,141; I/R 1,53+0,087 ve Tedavi 1,52+0,096
seklinde bulundu. Tiim gruplarin ortalama+SEM degerlerine gore, gruplar arasi

istatistiksel fark anlamli degildi (p>0,05) (Sekil 15).

67



2.0+

E sl -

5" 7

= [

c

o

s

s

©

£ 0.5- %

o

) /
0.0 — s - .A

Kontrol Iskemi Reperflizyon Tedavi

Mean+SEM NFKB
p>0.05

Sekil 15. Dort deney grubunda NF-kB ELISA sonuglarinin karsilagtirilmasi

Dort deney grubuna ait serum TNFa degerlerine gore, gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark tespit edilmedi (p>0,05). Grup ortalama+SEM degerleri
Kontrol 81,9+1,45; iskemi 75,8+3,82; I/R 75,8+3,82 ve Tedavi 82,9+2.23 olarak
bulundu (Sekil 16).
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Sekil 16. Dort deney grubunda TNFa ELISA sonuglarinin karsilagtiriimasi
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Dort deney grubuna ait serum IL-1B sonuglarina gore, Kontrol grubuna kiyasla
Iskemi, I/R ve Tedavi grubu arasinda fark bulunmadi (p>0,05); iskemi ve Tedavi
gruplart arasindaki fark p=0,05 diizeyinde anlamliydi. Grup ortalamalari+SEM
degerleri Kontrol, Iskemi, I/R ve Tedavi olmak iizere swrasiyla 6,58+0,475;
5,72+0,192; 6,90+0,497 ve 7,17+0,153 olarak bulundu (Sekil 17).
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B
L

ﬁﬁﬁﬁ
AN\

0 1 ) )

Kontrol iskemi Reperfliizyon Tedavi
Mean+SEM IL1B
p>0.05

Sekil 17. Dort deney grubunda IL-13 ELISA sonuglarinin karsilastiriimasi
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5. TARTISMA VE SONUC

Over torsiyonu % 2,7 prevalansa sahip jinekolojik acil durumlardan biridir ve
tedavisine ge¢ kalindigr durumlarda kadinlarda iireme saglhigini tehdit eden klinik bir
tablo olusturur (Hibbard 1985). Geleneksel tedavi yontemi, torsiyone olmus overin
cerrahi miidahale ile c¢ikarilmasidir; ancak giiniimiizde bu yontem kadin iireme
sagligina olumsuz etkilerinden dolay1 pek kabul gormemektedir. Organ koruyucu
cerrahi yaklasim olarak uygulanan detorsiyon islemi, giiniimiizde over torsiyonunu
tedavi etmekte kullanilan etkin bir yontemdir (Kilig¢ ve ark 2016). Fakat bu islem,
over dokusunda iskemi nedeniyle olusmus olan hasar1 daha da fazla arttirmaktadir.
Bu hasarin en temel sebebi serbest oksijen radikallerinin (SOR) dokuda birikmesidir.
Reaktif 6zellikleri yiiksek olan bu serbest oksijen radikalleri dokuda hiicresel hasara
sebep oldugundan, bu hasar1 Onlemeye yonelik tedaviye yardimci ajanlarin
kullanilmasi diisiincesi ile yapilmis bircok deneysel calisma literatiirde mevcuttur
(Toktay et al 2022, Celik ve ark 2002). Bu yardimci ajanlardan bir grubu da
antioksidanlardir. Bitkisel kaynakli bir madde olan Mirisetin, flavonoid sinifina ait
bir antioksidan maddedir (Jung et al 2017).

Yapilan literatiir arastirmasinda Mirisetin ile fare ve sican modellerinde bir¢ok
deneysel calismaya rastlanmistir. Fare sepsis modelinde, Mirisetin’in sepsis ile
iligkili akciger hasarinda olumlu etki gosterdigi rapor edilmistir (Xu et al 2021). Bir
baska calismada Mirisetin’in gastrointestinal sisteme etkisi sican modelinde
incelenmis olup alkol kaynakli mide {ilserinde 6n tedavi olarak kullaniminin
koruyucu etki sagladigi bildirilmistir (Park et al 2021). Oztiirk ve ark. tarafindan
calisilan Sigan testis /R modelinde, detorsiyon 6ncesi uygulanan Mirisetin’in I/R
hasarina kars1 olumlu etkileri rapor edilmistir (Oztiirk ve ark 2021). Baska bir sican
modeli calismasinda, akut I/R kaynakli miyokardiyal hasar iizerine Mirisetin’in

koruyucu kardiyovaskiiler etkilerinin oldugunu bildirilmistir (Qiu ve ark 2017).

Daha 6nce yapilmis bir calismada, Mirisetin’in deneysel over I/R hasarinda,
biyokimyasal olarak oksidatif stres belirteglerini azaltarak tedaviye yardimci
olabilecegi bildirilmistir (Topdag1 ve ark 2021). Ancak bu biyokimyasal ¢alismada,

mikroskobik diizeyde over dokusu ve oosit degerlendirilmesi agisindan histolojik bir
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inceleme yapilmadig tespit edilmistir. Yapilan bu tez ¢caligmasinda Mirisetin’in sigan
overinde I/R hasarina kars1 olas1 koruyucu etkileri hem 151k mikroskobik diizeyde
histokimyasal boyama yontemleriyle hem de kanda biyokimyasal analizlerle
arastirtlmis olup ayrica, overlerden toplanan oositlerin invert mikroskopta

incelenmesi ile Mirisetin’in oosit sayilarina etkileri de degerlendirilmistir.

Bu tez c¢alismasinda yapilan 1s1tk mikroskobik incelemelerde, over dokusu
histopatolojisi vaskiiler dilatasyon-hemoraji, 6dem, folikiiler dejenerasyon ve dokuda
ayrigsma kriterlerine gore degerlendirildi. Bu parametreler iizerinden deney gruplari
arasinda yapilan istatistiksel degerlenmeye gore, iskemi ve I/R gruplarinda doku
hasarinin Kontrol grubuna kiyasla anlamli diizeyde yiiksek oldugu tespit edildi.
Masson-Trikrom ile boyanmis kesitlerde de Kontrol grubuna kiyasla, Iskemi ve I/R
gruplarinda doku hasarlanmasinin gostergesi olarak yogun fibrozis alanlar1 gorildii.
Literatiirde mevcut olan deneysel over I/R hasar1 yayinlarinda (Soyman ve ark. 2017;
Toktay ve ark. 2022; Tokgoz ve ark.2017; Karakas ve ark. 2020) belirtilen bulgular,
calismamizda saptadigimiz histopatolojik over verilerini desteklemektedir. Iskemi ve
I/R gruplarinda gozlenen histopatolojik hasarin, Mirisetin uygulanan Tedavi
grubunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmis oldugu ilk kez ¢alismamizda
elde edilen verilerle saptandi. Kanimizca bu bulgular, antioksidan bir madde olan
Mirisetin’in over dokusunda I/R hasarma karsi koruyucu etkilerinin oldugunu
gostermektedir. Nitekim, Tedavi ve Kontrol gruplari arasinda yukarida belirtilen
vaskiiler dilatasyon-hemoraji, 6dem, folikiiler dejenerasyon ve dokuda ayrigma gibi
histopatolojik kriterler bakimindan istatistiksel diizeyde anlamli bir fark olmamasi da

bu goriisiimiizii desteklemektedir.

Topdag ve ark., sican over I/R modelinde doku biyokimyas: iizerine Mirisetin’in
etkilerini arastirdiklarinda, Mirisetin’in oksidatif stres belirteclerini diistirdiigiinii
gostermis olsalar da (Topdagi ve ark. 2021), tez calismamizda sakrifiye edilen
deneklerin serum 6rneklerinde yaptigimiz biyokimyasal analizlerde deney gruplari
arasinda anlamli bir fark bulunmadi. Yapilan literatiir arastirmasinda, over
torsiyon/detorsiyon modellerinde, cerrahi islemler ile sakrifikasyon arasinda gegen
stirenin 2-4 saat oldugu goriilmiistiir (Kili¢ ve ark 2016; Toktay ve ark 2022; Haftaci
ve ark 2013). Topdagi ve ark. da yukarida bahsedilen c¢alismalarinda, doku

orneklerini cerrahi iglemlerden 3 saat sonra alarak analiz etmigslerdir (Topdagi ve ark.
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2021). Calismamizin biyokimyasal analizlerinde gruplar arasinda anlamli fark
bulunmamasi, oosit sitlimiilasyonu i¢in ii¢ Ostriis siklusu beklenerek deneyin 20.
giinlinde sakrifikasyonla alinan serum 6rneklerinin kullanilmasindan kaynaklanabilir.
Bu nedenle, cerrahi islemler ile sakrifikasyon arasinda gegen siire i¢inde serum
degerlerinde iyilesme olabilecegi diisiiniildii. Nitekim, Iskemi ve I/R gruplarmin
Masson-Trikrom ile boyanmis kesitlerinde yogun fibrozisin saptanmasi, deneklerin

hasarli dokuyu tamir siirecine girdiklerini gostermektedir.

Immiinperoksidaz ile boyanan preparatlarimizda, Iskemi ve I/R gruplarinda VEGF-
pozitif boyanan hiicre sayisi Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
diizeyde yiiksek bulundu. VEGF, hiicrelerde vaskiilogenez ve anjiyogenezi uyarmak
i¢in tretilen bir sinyal proteinidir (Vincenti et al 1996). Literatiirde, VEGF’in overde
I/R hasarmin belirteci olduguna dair bulgular mevcuttur (Ersoy Canillioglu ve ark
2020). VEGF seviyeleri cesitli dokularda da I/R hasarinda artis gostermektedir
(Tiriveedhi et al 2014; Zhang et al 2016). Bunun sebebi doku reperfiizyonuna
yardimc1 olmak amaciyla anjiyogenezi saglamaktir. Dolayisiyla hasarli dokuda
vaskiilogenezi ve anjiyogenezi saglamak amaciyla artis gostermesi beklenir.
VEGF’in ayn1 zamanda over hiicre farklilasmasina ve folikiiler olgunlagmaya da etki
ettigi diigtinilmektedir (Ersoy Canillioglu ve ark 2020). Calismamizda VEGF-pozitif
hiicre sayis1, Kontrol grubuna kiyasla Tedavi grubunda da anlamli derecede yiiksek
bulunsa da, Tedavi grubundaki VEGF-pozitif hiicre sayisi Iskemi ve I/R
gruplarindakine kiyasla daha distikti. Kanimizca, VEGF-pozitif hiicre sayisinin
Tedavi grubunda Iskemi ve I/R gruplarindan daha diisiik olmasi, Mirisetin’in doku

hasarini azalttiginin gostergesi olabilir.

Calismamizda 151k mikroskobik preparatlarda, Iskemi ve I/R gruplarina ait kesitlerde
bol miktarda olmak iizere, Tedavi grubunda da yer yer apoptotik cisimlere rastlanildi.
Bilindigi iizere apoptoz, fizyolojik diizeyde programlanmis hiicre 6limii olmakla
birlikte, viicutta hastalik ya da zararli maddeler nedeniyle hasarlanmis hiicrelerin
ortadan kaldirildigi bir savunma mekanizmasidir (Eréz ve ark. 2012). Biz de,
Caspase-3 antikoru kullanarak immiinperoksidaz yontemi ile boyadigimiz
preparatlarimizda, Kontrol grubuna kiyasla Iskemi ve I/R gruplarinda immiin-pozitif
boyanan hiicre sayisini istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulduk. Mirisetin

ile tedavi edilen grupta da Caspase-3 immiin-pozitifligi, iskemi ve I/R gruplarina
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kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha diisiiktii. Caspase-3, hiicrenin
apoptoza gitmesini engelleyen proteinleri ortadan kaldiran veya inaktive eden sistein
proteazlardan biridir (Yerlikaya 2009). Dolayisiyla verilerimiz, iskemi ve I/R
gruplarinda tetiklenen apoptotik hiicre Oliimlerini Mirisetin’in azaltabilecegini

gostermektedir.

Oosit rezervi kadin iireme saghgmmin en 6nemli belirteglerinden biridir. Over
torsiyonu/detorsiyonu sonras1 gelisen I/R hasari, overde oosit sayisinda azalmaya
sebep olur. Klinikte oosit rezervinin belirteci olarak kullanilan serum AMH diizeyi
bakimindan ¢alisma gruplarimiz arasinda istatistiksel anlamli fark bulunamamasina
karsin, siganlarin sag overlerinden toplanan oosit sayilart (Toplam, M2, M1, GV)
gruplar arasinda kiyaslandiginda, toplam oosit sayist bakimindan Kontrol ve
Mirisetin uygulanan Tedavi gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark yoktu; buna
karsin, Kontrol grubuna kiyasla iskemi ve I/R gruplarinda toplam oosit sayis1 anlamli
diizeyde diisiiktii. Ayrica, Tedavi grubundaki toplam oosit sayis1 Iskemi grubuna
kiyasla anlamli diizeyde yiiksek bulundu. M2 oosit sayisi, Kontrol grubuna kiyasla
diger li¢ grupta istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha dusiiktii; ayrica, Tedavi
grubundaki M2 oosit sayis1 Iskemi grubundan anlamli diizeyde daha yiiksek bulundu.
Bu verilerimize gore, over torsiyonunda tedavi amagli yapilan detorsiyon igleminin,
toplam oosit ve M2 oosit sayilarinin artigin1 saglamada tek basina yararli olmadigi,
reperfiizyonla birlikte uygulanan Mirisetin tedavisinin torsiyon ile olusan over
iskemisinde oosit sayisinin artigi iizerine olumlu etki sagladigi sonucuna varildi.
Oosit sayilar ile ilgili bu verilerimize dayanarak, tez kapsaminda zaman kisitliligi
nedeniyle gerceklestiremedigimiz, ayni deney gruplarina ait serum Orneklerinde

AMH o6l¢iimlerinin tekrarlanmasinin yararl olacagini diisiinmekteyiz.

M1 oosit sayilar1 gruplar arasinda kiyaslandiginda; Tedavi grubunda Iskemi grubuna
kiyasla anlamli diizeyde fazla sayida M1 oosit bulundu. Diger gruplar arasinda
anlamli fark saptanmadi. GV 00sit sayisi bakimindan da gruplar arasinda bir fark
bulunmadi. Her bir deney grubunda oosit yiizdelerini gérmek igin; M2/Toplam oosit,
M1/Toplam oosit ve GV/Toplam oosit yiizdelik oranlar1 kiyaslandi. Buna gore, GV
oosit verileri dikkat gekiciydi. Iskemi grubunda GV oosit oram, Kontrol ve Tedavi
grubundakilerle kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksekti.

Ancak, iskemi grubu ile I/R grubu arasinda GV oosit oran1 bakimmdan anlaml1 bir

73



fark yoktu. Mirisetin uygulanan Tedavi grubunda, iskemi grubuna kiyasla GV
oositlerin daha az, M1 oositlerin ise daha fazla bulunmasi, over torsiyonu tedavi
protokoliine  Mirisetin’in  eklenmesinin  daha olumlu etki g0sterecegini

diistindiirmektedir.

Over I/R hasarmnda detorsiyon tedavisine ek olarak Brusatol ve D vitamini gibi
antioksidan maddelerin kullanilmasi1 ile ilgili daha evvel yapilmis deneysel
caligmalara literatlir arastirmasi sirasinda rastlanilmistir (Akdemir et al 2021, Tokgoz
et al 2018). Literatiirde, antioksidan maddelerden biri olan Mirisetin’in de I/R hasarl
over biyokimyasi lizerine olumlu etkilerinin oldugunu bildiren bir ¢alisma rapor
edilmistir (Topdag: et al 2020). Ancak, I/R hasarli over dokusu iizerine Mirisetin’in
etkilerini arastiran ne 151k mikroskobik diizeyde ne de oosit verilerine iligkin bir
aragtirmaya literatiirde rastlanmamustir. Literatiirde eksik goriilen bu konuya yonelik
olarak yaptigimiz tez calismamizda, over torsiyonunu takiben tedavi amach
uygulanan detorsiyon islemi sebebiyle gelisen I/R hasarinda Mirisetin’in tedaviye

yardimc1 ajan olarak kullanilmasinin faydali olabilecegi sonucuna varildi.
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