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1. OZETLER

Sican Ovaryumunda Olusturulan Deneysel Iskemi — Reperfiizyon Hasarinda
Kudret Nar’nin (Momordica charantia) Etkilerinin Arastirilmasi

Ogrencinin Adi ve Soyadi: Firat ASIR

Damismani: Prof. Dr. Engin DEVECI

Anabilim Dah: Histoloji ve Embriyoloji

1.1. Tiirkce Ozet

Amag: Bu tezin amact deneysel sigan ovaryum torsiyon-detorsiyon modelinde

olusan hasara kars1 kudret nar1 (KN) ekstraktmin etkisini arastirmaktir.

Gere¢ ve Yontem: 48 adet Sprague Dawley tiirli disi sigan 6 gruba ayrildi. Sham
grubuna herhangi bir islem uygulanmadi. Iskemi-Reperfiizyon (IR) i¢in 3 saat iskemi
ve 3 saat reperflizyon islemi uygulandi. IR Oncesi ve/veya sonrasinda siganlara 600
mg/kg KN ekstresi orogastrik sonda ile verildi. Deney sonunda hayvanlarin serum
total antioksidan/oksidan statiileri (TAS/TOS) ve Anti-Miillerian Hormon (AMH)
seviyeleri olgtildii. Ovaryum dokusunda histopatolojik degerlendirme, immiin

aktivite ve Western Blot (WB) sonuglar1 analiz edildi.

Bulgular: IR grubunda TAS ve AMH seviyesi en diisiik iken, TOS seviyesi ve OSI
en yiiksek bulundu. KN ekstresi tedavisi verilen gruplarda IR grubuna goére TAS ve
AMH seviyeleri daha yiiksek ve TOS seviyesi ve OSI  daha  disik  bulundu.
Histopatolojik incelemede sham ve KN gruplarinda normal ovaryum histolojisi
gozlenirken, IR grubunda folikiiler ve graniiloza hiicre dejenerasyonu, mononiikleer
hiicre infiltrasyonu, stromal hiicre dejenerasyonu, vaskiiler konjesyon ve dilatasyon
izlendi. IR hasart (IRH) sonrast KN ekstresi tedavisi alan gruplarda IRH sonucu
gelisen histopatolojinin  biiyiikk oranda diizeldigi gozlendi. APAF-1 immiin
reaksiyonu sham ve KN gruplarinda genel olarak negatif iken IR ve KN+IR
gruplarmda yogun olarak kaydedildi. IRH sonrast KN ekstresi verilen gruplarda



APAF-1 ekspresyon seviyesinin azaldigi gozlendi. WB sonuglarinda, KN tedavisinin

IRH sonrast APAF-1 protein seviyesinde azalisa neden oldugu gozlendi.

Sonug¢: KN ekstresinin hem anti-inflamatuar hem de antioksidan 6zelliginden dolay1
ovaryum IRH sonucu gelisen olumsuz biyokimyasal ve histokimyasal degisimleri
restore ettigi ve APAF-1 ekspresyonunu baskilayarak hiicre yasamini destekledigi

gbzlendi.

Anahtar Sozciikler: antioksidan, anti-inflamatuar, iskemi-reperfiizyon, kudret nari,
ovaryum



Investigating the Effects of Momordica charantia on Experimental Ischemia -
Reperfusion Injury in Rat Ovary

Student’s Surname and Name: ASIR Firat
Adviser of Thesis: Prof. Dr. Engin DEVECI, Ph.D.

Department: Histology and Embryology
1.2. Abstract

Aim: The aim of this thesis is to investigate the effect of Momordica charantia (MC)

extract against damage in the experimental rat ovarian torsion-detorsion model.

Materials and Methods: Forty-eight Sprague Dawley female rats were divided into
6 groups. No treatment was applied to the sham group. In ischemia-reperfusion (IR)
group, 3 hours of ischemia/3 hours of reperfusion was conducted. Before and/or after
IR, 600 mg/kg momordica charantia (MC) were introduced to rats via orogastric
tube. At the end of the experiment, total serum antioxidant/oxidant status (TAS/TOS)
and  Anti-Mullerian  Hormone (AMH) level were measured. Ovarian
histopathologies, APAF-1 immune activity and Western Blot (WB) results were
analyzed.

Results: TAS and AMH levels were the lowest while TOS level and OSI were the
highest in the IR group. TAS and AMH levels were higher, and TOS levels and OSI
were lower in groups treated with MC extract compared to IR group. Normal ovarian
histology was observed in sham and MC groups, while follicular degeneration,
granulosa and stromal cell degeneration, mononuclear cell infiltration and vascular
congestion and dilatation were observed in IR group. Ovarian histopathology was
improved in groups that received MC extract. APAF-1 immune activity was intense
in IR and MC+IR groups while dramatically decreased in the groups treated with
MC extract after IRI. In WB results, MC treatment reduced APAF-1 protein level
after IRI.

Conclusion: MC extract restored negative biochemical and histochemical changes
caused by ovarian IRI due to its anti-inflammatory and antioxidant properties and
supported cell survival by suppressing APAF-1 expression.



Keywords: antioxidant, anti-inflammatory, ischemia-reperfusion, momordica

charantia, ovary



2.GIRIS ve AMAC

Kadm {ireme sisteminin organlarmdan ovaryumlarin temel goérevi kadin germ
hiicrelerini ve steroid hormonlarmi (Ostrojen ve progesteron) liretmektir. Ovaryumlar
karin arka duvarinda yer alan ara mezodermin olusturdugu {irogenital sirttan kdken
alir. Gebeligin 5-6. haftasinda primordial germ hiicreleri sekonder vitellus kesesinin
endoderminden iirogenital ¢gikintiya gé¢ ederek mezenkim ve intraembriyonik yiizey
epiteli ile etkileserek gonadlart olusturur. Ilkel gonadlardaki germ hiicreleri

oogoniaya doniislirken ylizey epiteli ise folikiiler hiicrelere dontisiir (1, 2).

Ovaryumlar sert, badem seklinde, genelde 3 cm uzunlugunda, 2 cm genisliginde
bir ¢ift organdir. Ovaryumun hilusa bagh boélgesi mezovaryum olarak adlandirilir.
Ovaryum, ylizey epiteli ile ¢evrilmistir ve sinirlar1 belirgin olmayan dista korteks ve
icte medulladan olusmustur. Yiizey epitelinin altinda ince bir fibréz bag dokusu ve
tunika albuginea bulunur. Korteksin geri kalan kismi farkli boyut ve asamalarda
(olgunlasma, dejenerasyon) primer oosit igceren folikiillerden meydana gelmistir.
Medulla kan damari, sinir ve lenf damarlarmi iceren gevsek bag dokusundan
meydana gelmistir (2, 3). Dogum esnasinda ovaryumlar 600-800 bin primer oosit
icerirken bu say1 puberteye kadar dejenerasyon ve atrezi sonucu 40.000°e kadar
diser. Kadinlarda ovulasyon sonucu 28+7 giinliik periyotlarla bir yumurta atilir.
Dogumdan sonra kadinlarda oogonia bulunmaz, sadece primer oosit iceren
primordial folikiiller bulunur. Primordial folikiil icindeki primer oosit 1. mayozun
profazin diploteninde tek kath yassi folikiiler hiicreler tarafindan salgmalan 00sit
matiirasyon inhibitér (OMI) tarafindan arreste ugratilmstir. Kortekste ise primordial,
olgunlagmakta olan (primer, sekonder), olgun (Graafian) veya preovulatuar folikiiller
bulunur. Primordial folikiiller etraf1 tek kath yassi epitel ile gevrili, yaklasik 25 pm
capmda primer oosit iceren, eksantrik bir ¢cekirdek ve belirgin bir niikleolusa sahiptir.
Folikiiller gelistikge primer oositin boyutu 40-45 pum capma ulagir, etrafindaki tek
katli yassi epitel prolifere olarak ¢ok katli kiiboidal hiicrelere doniisiir. Bazal
laminalar1 belirgin ve graniiler sitoplazmalara sahip bu hiicrelere ise graniiloza
hiicreleri denir. Bu folikiiliin graniiloza hiicreleri ile sitoplazmasi ortak bir membran
olan glikoprotein yapisinda zona pellusidayr meydana getirir. Folikiile komsu

interstisyel alanda bulunan stromal hiicreler ise teka interna hiicrelerine doniisiir. En



dis bolgede ise stroma hiicreleri ile devam eden bir teka eksterna bag doku tabakasi

olusur (2-4).

Ovulasyonda preovulator folikiilden sekonder oosit, zona pellusida, 1. kutup
cisimcigi, korona radiata hiicresi ve az miktarda graniiloza hiicresi ile periton
bosluguna dogru atilir. Daha sonra folikiil gegici bir glandiiler yapiya yani korpus
luteuma (sar1 cisim) doniistir. Folikiiliin i¢i fibrin, sivi ve kanla dolarak koagiile olur.
Graniiloza hiicre tabakasinin damarlanmasi sonucu 6n hipofizden salgilanan luteinize
edici hormon hem graniiloza hem de teka interna hiicrelerinin graniiloza lutein ve
teka lutein hiicrelerine doniismesini saglar. Her iki hiicre tipi de steroidojenik olup
benzer zellikler gosterir. Graniiloza lutein hiicreleri, endometriyumu implantasyon
icin hazirlar ve meme bezlerinin bilylimesini uyaran progesteronu salgilar. Teka
lutein hiicreleri ise Ostrojen salgilar. Gebelik olusmasi durumunda 8 hafta daha
fonksiyonunu siirdiiren korpus luteum gebelik olusmamasi durumunda korpus

albikans (beyaz cisim) ad1 verilen beyaz renkte bir skar dokuya dondisiir (1).

Kudret Nart (KN, Latince Momordica charantia) Cucurbitaceae ailesinde ait bir
bitki olup yiizyillardir Asya, Afrika ve Karayiplerde sebze olarak ve de g¢esitli
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Geleneksel Cin tibbinda farmakolojik ve
besleyici 6zelliklerinden dolay1 oldukg¢a popiilerdir. Bugiine kadar KN, antidiyabetik,
anti-inflamatuar,  antiviral,  antibakteriyel,  antelmintik,  antikanser  gibi
aktivitelerinden dolayr arastirmacilarin  dikkatini ¢ekmistir. Bunun disinda
dismenore, cilt hastaliklar1 (egzema, sedef), gastrointestinal sistem hastaliklari (karin
agrisi, peptik tlser) ve diisiik dogum tedavisinde kullanilmustir (5). KN, igeriginde
birgok giiclii biyoaktif bilesik icermekte ve basta diyabet olmak tizere kanser ve diger
inflamatuar hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Literatiirde, KN ekstraktinm
ozellikle Tip 2 diyabetten etkilenen hastalarda hipoglisemik etkisi bilinmektedir.
Ancak var olan ¢alismalarin ¢ogu hiicre kiiltiiri ve hayvan modelleri iizerine
yapildigindan insan saghgi tizerindeki etkileri tartigmalidir. Hem in vitro hem de in
vivo galismalarda, KN’nin toksik veya olumsuz etkilere de yol agtigi gosterilmistir.
KN bitkisini hazirlama metodu, hasat zamani, tiir ¢esitliligi, bitkinin kullanilan kism
ve literatiirdeki farkli veriler KN’nin hem etkinlik hem de giivenlik agisindan uygun

dozu bulmay1 zorlastirmistir (6, 7).



Iskemi-reperfiizyon hasar1 (IRH), miyokardiyal enfarktiis, akut kalp yetmezligi,
serebral disfonksiyon, koroner anjiyoplasti, organ nakli, felg, periferik vaskiiler
hastaliklar, hipovolemik sok, gastrointestinal disfonksiyon ve ¢oklu organ
fonksiyon bozuklugu gibi semptomlarda meydana gelen klinik bir komplikasyondur
(8). IRH, kalp, akciger, bobrek, bagirsak, iskelet kasi ve beyin dahil olmak tizere
bircok organda meydana gelir ve uzak organ hasarma da neden olabilir. Viicutta
herhangi bir bolgeye kanin yeterince veya hi¢ gitmemesi durumu iskemiyi ifade
ederken, kan akimmin tekrar saglanmasi reperfiizyonu saglar. Acil tedavi olmamasi
durumunda, dokularda hem iskemi hem de iskemi sonrasi reperfiizyon sonrasi hasar
meydana gelmektedir. Lokal inflamasyon, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) {iretimi ve
diger bir¢ok hiicresel siirecler sonunda hiicre hasarina ve apoptozis veya nekrozis ile
hiicre dliimiine yol agar. Uzun siireli iskemi, hiicre igin gerekli olan adenozin trifosfat
(ATP) tiretiminin oksijensiz yani anerobik metabolizma ile gerceklesmesine ve ATP
miktarinda azalmaya neden olur. Boylece, ATP’ye bagli mekanizmalar islevsizlesir
ve hiicrenin Slimil tetiklenir (9). Reperfiizyon sonrasi oksijen seviyesi normale doner
ancak ROT’nin olusumunda artis gerceklesir, kan ile proinflamatuar molekiiller
iskemik dokuya tasinir ve IRH meydana gelir. IRH’de apoptotik hiicre 6liimii birgok
genin aktivasyonu ile indiiklenir ve oldukc¢a yaygindir. Apoptozis intrinsik ve
ekstrinsik yollara aktive edilir. Buna karsmn hiicrenin ROT ile miicadelesinde
enzimatik ve enzimatik olmayan kendi savunma mekanizmalart mevcuttur. Normal
bir hiicrede zaten metabolik reaksiyonlar sonucu ROT olusur ancak IRH sonrasi
olusan ROT seviyesi hiicrenin antioksidan savunma mekanizmasini asarsa, hiicre
yetersiz kalabilir. Bu durumda yiiksek antioksidan igerigine sahip geleneksel tip

tirtinlerini tiikketmek yararl olabilir (9, 10).

Bu tezin amaci sican ovaryumunda olusturulan deneysel iskemi-reperfiizyon
modelinde, KN’nin ovaryan dokusundaki olas1 koruyucu etkilerinin arastirilmasi ve
antioksidan ozelliginin biyokimyasal, histokimyasal, immiinohistokimyasal, western
blot teknikleri ile incelemektedir. Yapacagimiz galisma ile iskemi-reperfiizyon

modellerinde KN’nin olas1 roliinii aydinlatmay1 hedeflemekteyiz.



3. GENEL BILGILER

3.1. Ovaryum

3.1.1.Ovaryumun embriyolojisi

Cinsiyetin belirlenmesi genetik acgidan fertilizasyonla birlikte belirlenmis
olmasma ragmen, intrauterin yasamm 6-7. haftalarma kadar ilkel gonadlarda erkek-
kadm ayrimu ultrasonografik olarak yapilamaz (genetik testler, amniyosentez ve
koryosentez harig). Ilkel gonadlar ara mezodermden koken alirlar ve fetiiste genital
ve gonadal sirt halinde gozlenirler. Epiblast hiicreleri gelisimin 2-4.haftalar arasinda
sekonder vitelliis kesesi endodermi i¢ine go¢ ederek primordial germ hiicrelerini
meydana getirir. Primordial germ hiicreleri gelisimin 5-6. haftalarinda dorsal
mezenter aracihigryla ve ameboid hareketlerle ilkel gonadlara dogru goc eder ve 7.
haftada ilkel gonadlara ulasirlar. Ilkel gonadlara ulasan primordial germ hiicreleri
cinsiyet belirleyici bolge Y (SRY) geni igerirse testisler, etmiyorlarsa ovaryumlar

meydana gelir (11, 12).

Primordial germ hiicreleri ilkel gonadlara ulastiktan sonra ilkel gonadlar
ovaryumlara farklanir. Primordial germ hiicreleri ayni zamanda ovaryumlar
disaridan saran ve intraembriyonik solomdan koken alan germinal yiizey epitel
hiicrelerini uyararak primitif (birincil) cinsiyet kordonlarmin olusmasmi saglar.
Primitif cinsiyet kordonlar1 ovaryumlarmm medullasina kadar ilerler ve ovaryumun
medullasinda bir araya gelerek hiicre kiimelerini olusturur. Bir siire sonra bu hiicre
kiimelerinin ¢ogu dejenere olur ve geriye kalanlar ise vaskiiler bir stromay1 (ovaryan

medulla) meydana getirir (11, 12).

Primitif cinsiyet kordonlarinin ortadan kalkmasinin ardindan primordial germ
hiicreleri ovaryumlarm germinal ylizey epitelyumunu yeniden uyararak kortikal
(ikincil) kordonlarin olusmasini saglar. Kortikal kordonlar, primordial germ hiicreleri
ile birlikte kortekse kadar ilerlerler ve oogoniumlara farklanir. Oogoniumlarin sayisi
3. aydan itibaren mitoza bagh hizli bir sekilde artar, 5. ayda yaklasik 3 milyon, 7.
ayda ise tahmini 7 milyona ulasir. 7. aydan itibaren oogoniumlarda apoptozis siireci
baglar ve oogoniumlarm biiyiik bir kismi1 dejenere olup atreziye ugrar. Ovaryumlarm

ylizeyine yakin olan oogoniumlar farklilagsarak primer oositlere doniistirler. Primer



oositler disaridan germinal yiizey epitelyumdan koken alan tek katli yassi epitel ile
kusatilir ve primordial folikiiller olusur. Primordial folikiil i¢cindeki primer oosit 1.
mayozun profazinin diplotenine kadar boliinmeye devam eder ancak intraembriyonik
s6lomdan koken alan tek katli yassi epitel hiicreleri tarafindan kusatilir ve bu
hiicrelerden salgilanan OMI sayesinde 1. mayozun tamamlanmasi engellenmis olur.
Primordial folikiiller puberteye kadar inaktif durumdadir. Dogumda primordiyal
folikiil sayis1 600-800 bin iken bu say1 puberteye kadar apoptozise bagl olarak
40.000’e diiser. Puberte ile folikiil stimiilan hormon (FSH)’dan bagimsiz olarak 15-
25 primordiyal folikiil sirastyla primer, sekonder, graaf ve preovulatuvar folikiile
dontisiir. Preovulatuvar folikiil icindeki primer oosit ovulasyon anmda veya
ovulasyona 3 saat kala LH’in etkisine bagh olarak 1. mayozu tamamlar 1. kutup
cisimcigi previtellin bosluga atilir ve sekonder oosit olusur. Sekonder oosit, 2. mayoz
boliinmeye gecer ancak korona radiata hiicrelerinden salgilanan inhibitdrlerin etkisi
ile 2. mayoz fazinda arreste ugrar. Yetiskin bir kadinda hayat1 boyunca ovulasyonla

periton bosluguna atilan sekonder oosit sayis1 yaklasik 400-500 adettir (12-14).

3.1.2.Ovaryumun anatomisi

Ovaryumlar, erkekteki testislere karsihk gelen ve apertura pelvis superiorun
hemen alt kisminda ve pelvis duvarinin lateral kisimlarinda, tuba uterinanin posterior
ve inferior kisminda yerlesmis bir ¢ift internal kadin genital organ1 ayn1 zamanda bir
¢ift endokrin bezdir. Fossa ovarica’da yerlesmislerdir. Arterya (A.) iliaca externa ve
a. iliaca interna arasinda yerlesen bu ¢ukuru posteriorda iireter sinirlarken anterior ve
inferior komsulugunda ligamentum latum uteri’nin taban kismu smirlar. Cukuru 6nde
oblitere olmus a. umblicalis (ligamentum umblicale medialis) smirlar. Fossa
ovarica’nin dibinde A. obturatoria, vena (V.) obturatoria ve nervus (N.) obturatorius
peritonla Ortiilii bir sekilde yer alir. Ovaryumlar koronal diizlemde pelvis yan
duvarlarindan uterusa uzanan bag olan ligamentum latum uteri’nin arka yiiziinden
mezovaryum ile asili durumdadirlar. Bu bag ayni zamanda tist kisimda tuba uterinay1
da sarar. Ovaryumlari asan mezovaryum ile tuba uterinanin arasinda kalan

ligamentum latum uteri boliimiine mesosalpinx ad1 verilir.

Ovaryumlarin uzun eksenleri diisey yondedir. Extremitas uterina ve extremitas
tubaria adli iki uglar1 vardir. Ligamentum (lig.) ovarii suspensorium ve igerisinde yer

alan A. ovarica ve v. ovarica, extremitas tubaria’da tutunacak sekilde yer alir.



Fimbria ovarica ad1 verilen, infundibulum tuba uterinanin en uzun sacagi da bu uca
tutunur. Extremitas uterina ise ligamentum ovarii proprium (gubernaculum kalintis1)
ile uterusun cornu uteri kismuna tutunur. Lig. ovarii proprium fibromiiskiiler bir
bagdir ve fundus uteri’ye tutunan lig. teres uteri ile devamlihk gosterir. Lig. teres
uteri pelvis girisinden gectikten sonra anulus inguinalis profundus ve canalis
inguinalisten gecip perineuma gelir. Labium majus pudendi’nin bag dokusunda

sonlanir.

Ovaryumun iki yiizii ve iki kenann vardir. Dig yiiziine facies lateralis ve ig¢
yiiziine facies medialis ad1 verilir. Dis yiizii fossa ovarica’ya bakar. I¢ yiizii
infundibulum tuba uterinaya bakar. Kenarlarindan 6nde olan ve daha ince olanina
margo mesovaricus adi verilir. Bu kenarda hilum ovarii bulunur. Bu kenardan damar
ve sinirler ovaryuma ulasirlar veya terk ederler. Ureter ile komsuluk yapan arka

kenara ise margo liber ad1 verilir.

Ovaryumun béliimleri incelendiginde, en dista squamoz epitel yapisinda periton
yer alir (Bu tabaka eriskinde bulunmaz, eriskinde kolumnar hiicre tabakasi vardir).
Daha sonra, tunica albuginea, stroma ovarii, cortex ovarii (folikiillerin yer aldigi
bolim), medulla ovarii olarak smiflanir. Ovaryuma arteriyal kan akig1 aorta
abdominalisin ¢ift visseral dallarindan olan A. ovaricalardir. A. ovarica iliak
damarlarin {izerinden geger ve ligamentum suspensorium ovarii i¢inde ovariuma
gider. Ovaryumda vendz drenaj ise ovaryumun venleri hilum ovarii’den ¢ikip plexus
pampiniformis adli damar agmi olusturur. V. ovarica bu ag1 olusturan venlerin
birlesmesiyle olusur. V. ovarica dextra, V. cava inferior’a agilir. V. ovarica sinistra,
V. renalis sinistra’ya ag¢ilir. Ovaryumda lenf damarlar paraaortik ve preaortik lenf

nodlarina agilir.

Ovaryumda sinir innervasyonunda, ovaryumun parasimpatik sinirleri N.
vagus’tan gelir. Sempatik sinirler ise torakal 10-11 seviyesinden gelir. Ovaryumda

agri duyusu sempatikler iginde tagmir (13-15).

3.1.3. Gelisim asamalarinda ovaryum
Yenidoganda ovaryum, bronz renkte, uzamig ve yassilasmis bir yapida
gelecekteki pelvis lizerinde yer almaktadir. Ovaryumun kenarlar genelde diizensiz

olup cok loblu bir goriintiiye icermektedir. Yaklasik 1,3 cm x 0,5 cm x 0,3 cm
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boyutlarnda ve 0,3 g'den daha az bir agirliga sahiptir. Bebeklik ve gocukluk
boyunca, ovaryum gelisir, biiyiir, sekli degisir ve agirhk kazanir (yaklasik 30 kat).
Boylece puberte doneminde olmasi gereken sekil, boyut ve agirliga ulasan yetiskin

ovaryumlar pelvis iginde yer alir (1, 16, 17).

Yetiskin ovaryumlar, yaklasitk 3,0-50 cm x 15-30 cm x 0,6-1,5 cm
boyutlarinda ve 5-8 g agirliginda oval sekilli pembe-beyaz renkli bir ¢ift organdir.
Folikiillerin igerigine gore boyutlari ve agirliklari degiskenlik gosterebilir. Erken
tireme donemlerinde dis ylizeyi genellikle piiriizsiiz olur ancak ilerleyen zamanlarda
kivrimli hale gelir. Kaba anatomisinde zor da olsa dista korteks, icte medulla ve hilus
bolgesi gozlenebilir. Folikiiler yapilar (kistik folikiiller, sar1 corpora lutea, beyaz
corpora albicantia) tipik olarak ovaryan korteks ve medullada goriiliir (1, 16, 17).

Postmenopozal donemde ovaryumlar olgun donemdeki boyutlarmin yaklagik
yarist kadar kiigiiliir ancak ovaryan stromal hiicre sayis1 ve rezorbe olmamis korpora
albicantia agisindan degisiklik gosterebilir. Postmenopozal dénemde ovaryumlarin
kaba anatomisinde genellikle kiiciilmiis, girintili-gikintili, sert ve agir, soluk renkte
kesik bir yiizey izlenir. Kortekse nadiren kiiciik ¢apta inkliizyon kistleri ve
medullada tipik olarak kiiglik beyaz yara izleri (corpora albicantia) goriiliir. Medulla

ve hilus bolgesinde kalin duvarl vaskiiler yapilar izlenebilir (1, 16, 18).

3.1.4. Yiizey epiteli

Ovaryumun yiizey epiteli tek sirali kiibik hiicre tabakasindan olusur. Yiizey
epitel hiicreleri ve stroma bazal bir membran ile birbirinden ayrilir. Bu epitel tabakasi
¢ok ince ve kirilgan oldugundan doku takibi asamalar1 Ssebebiyle preparatlarda
gorlilmeyebilir. Yiizey epitel hiicreleri glikojen, asit ve notr mukopolisakkaritler
icermektedir.  Epitelyal  inklizyon  bezleri  yiizey  epitelinin  kortikal
invaginasyonlarindan kaynaklanan ve ylizey epiteli ile baglantisn1 kaybeden

bezlerdir (1, 13, 18).

Ovaryum ylizey epitelinin ultrastriiktiirel goriiniimii taramali ve gecirimli
elektron mikroskobu ile incelendiginde hiicre ylizeyi dallanmis ¢ok sayida
mikrovilluslu, silli ve pinositotik vezikiiller igeren kubbemsi bir apekse sahiptir.

Hiicre sitoplazmasinda ¢ok sayida polizom, serbest ribozom, mitokondri, ara
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filament ve tonofilament demetleri icerir. Bazal sitoplazmada bazen lipid
damlaciklar1 bulunur. Hiicre c¢ekirdegi girintili niikleer membrana sahip olup
cekirdekcik periferde lokalize olmustur. Diiz veya kivrimhi lateral yiizey
Ozellesmeleri luminal baglanti kompleksleri, desmozomlar ve desmozomal-
tonofilament kompleksleri ile birbirine baghdir. Membranlar, bazi1 alanlarda
birbirinde uzaklastiklarindan hiicreler arasi bosluklar olustururlar. Yiizey epiteli

altindaki stromadan bazal lamina ile ayrilmistir (1, 2, 4, 18) .

3.1.5. Stroma histolojisi

Korteks ve medullanin stromasi birbirinin devami oldugundan ikisi arasindaki
sinir belirgin degildir. Stromal hiicreler sitoplazma agisimdan az olup i¢ ige bir
formda organize olur. Geg¢ iireme dénemi ve menopoz sonrasi donemde bu
hiicrelerde lipid damlaciklar goriilebilir. Stromal hiicreler yogun bir retikiiler liflerle
cevrilmistir. Kortikal ve mediiller stroma birbirinin devamudir ve goriiniim olarak
benzediginden aralarinda kesin bir smir bulunmamaktadir. Stromal hiicreler ig
seklinde olup sitoplazma agisindan fakirdir. ¢ ice birarada bulunan stromal hiicreler
retikiiler ve kollajen liflerle birbirinden ayrilirlar ve yiizeyel kortekste bu durum
oldukga belirgindir. Buradaki kollajen, baz1 kaynaklarda tunika albuginea olarak
geger. Stroma, fibroblast benzeri hiicrelerden tiirevlenen farkli tipte hiicreler
barindirabilir. Stromada bulunan luteinize stromal hiicreler lipid igeren, eozinofilik
poligonal hiicrelerdir. Genellikle medullada tek veya gruplar halinde bulunurlar ve
bir ¢ekirdek ve belirgin bir ¢ekirdekgik icerirler. Gebelik esnasinda veya menopoz
sonrast donemde liiteinize stromal hiicreler sayica artar. Desidual hiicreler tek ve

nodiiler olarak yiizeyel korteksin stromasi i¢inde veya periovaryan yapisikliklar

icinde birlesik tabakalar halinde olusabilir (4, 18-20).

Ovaryumun stromal hiicreleri ultrastriiktiirel olarak ince ig seklinde ¢ekirdeklere
ve karmagsik sitoplazmik uzantilara sahiptir. Kollajen iiretimi i¢cin gerekli olan
organeller agisindan zengindir ancak az sitoplazma igerir. Serbest ribozom ve
mitokondri gibi organellerce zengindir. Plazma zarinda mikropinositotik vezikiiller
ve lateral desmozom benzeri baglanti kompleksleri bulunabilir. Luteinize stromal
hiicreler ise steroidogenezde rol alan diiz endoplazmik retikulum (ER), tiibiiler
kristali mitokondri ve Golgi gibi organellerden zengindir. Bu hiicrelerde lipid

damlaciklar1 gozlenir ve sitoplazmalari bol miktardadir (1, 13, 17, 19).
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3.1.6. Primordial folikiiller

Primordial folikiiller ovaryumun yiizeyel korteksinde yer alan etrafi mitotik
olarak inaktif olan tek kathi yassi graniiloza hiicresi ile ¢evrili i¢inde ¢ap1 40 ila 70
pm olan primer oosit barindiran folikiillerdir. Dogum esnasinda sayilar1 yaklasik
400.000 iken bu rakam menopozun sonuna kadar folikiilogenez ve atrezi gibi
stiregler sonunda gittik¢e azalir (20). Baz1 primordial folikiiller nadiren de olsa ¢ok
sayida primer oosit igerebilir ancak bu durum o6zellikle 20 yas alt1 bireylerde goriiliir.
Primordiyal folikiildeki primer oosit mayoz bdliinmesini tamamlamis ve profaz I’in
diploten asamasinda durmustur. Ovulasyon sonucu atilmadan once interfaza girer
veya dollenme olmazsa atreziye ugrayarak atilir. Primer oosit biliyiik ve yuvarlak bir
cekirdege sahiptir ve ¢ekirdek de graniiler homojen dagilan bir kromatine ve bir veya
daha fazla yogun, iplik benzeri ¢ekirdek¢ige sahiptir (4). Primer oosit
sitoplazmasinda organellerin birbiriyle baglanti sonucu olusturduklar parantikleer,
eozinofilik, hilal seklindeki bolgeye Balbiani vitellin cisimcigi (BVB) adi verilir.
Vitellin cisimciginin i¢inde koyu bir nokta (sentrozom) bulunur ve bu noktanin
etrafinda yogun mitokondrilerin yer aldig1 daha koyu ve Periyodik Asit-Schiff (21)
ile boyanan graniiler bolge bulunmaktadir. Primordial germ hiicre ve embriyonik
gonadlarin oogonya sitoplazmasinda bol miktarda glikojen ve yiiksek alkalin fosfataz
aktivitesi bulunurken primer oosit sitoplazmasi bunlardan yoksundur (1). Vitellin
govdesi icinde, bir hale ile ¢evrili karanlik bir nokta (sentrozom) bulunur ve bu
nokta, daha koyu, PAS-pozitif, mitokondri agisindan zengin graniiler bolgelerle
cevrilidir. Oositin sitoplazmasi, bol miktarda glikojenden ve primordial germ
hiicrelerinin ve embriyonik gonadmn oogonia'smim karakteristik 6zelligi olan yiiksek
alkalin fosfataz aktivitesinden yoksundur. Primordial folikiiliin etrafindaki graniiloza
hiicrelerinde organeller ve lateral desmozomlar nadir olup primer oosite ise apikal

yiizlerindeki mikrovilluslarla baglanirlar (1, 13, 22) (Sekil 1 ve 2).
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Sekil 1. Ovaryum kesitinden bir goriinim. Folikiil gelisimi, korpus luteum ve damarlarin oldugu
mezovaryum goriilmektedir. (4)

3.1.7. Gelismekte olan folikiiller

Folikiilogenez, kadimnlarin {iireme siireci boyunca primordial folikiillerin
olgunlastig1 her ay gerceklesen adet dongiisiinii ifade eder. Luteal fazda baglayan
folikiiler olgunlagma bir sonraki adet dongiisiiniin folikiiler fazina kadar devam eder.
Preovulator yada baskin folikiil oositin serbest birakilmasiyla sonuglanan tam
olgunlagsma evresine ulasir. Bunun disindaki folikiiller ise gelisimine devam eder
ancak erken evrelerde atreziye ugrayarak dejenere olurlar. Primer folikiiliin
graniiloza hiicreleri kiiboidalden silindirik sekle gecerek folikiiler olgunlagmanin
basladigimi1 gosterir. Bu arada primer oosit de genisler ve etrafindaki graniiloza
hiicreleri mitoz yoluyla 3-5 katl bir tabaka olusturur ve sekonder (preantral) folikiilii
meydana getirir . Tam bu asamada primer oositi eozinofilik, PAS pozitif, homojen ve
hiicresiz bir tabaka sarar ve bu tabakaya zona pellusida ad1 verilir. Tam olgunlagmis
bir folikiilde zona pellusida 20-25 pum kalmhigina ulasir ve asit mukopolisakkarti ve
glikoproteinden oldukca zengin hale gelir. Sekonder folikiiller 50-400 pm ¢apinda
olup onu gevreleyen ovaryan stromal hiicreleri, igte birka¢ tabakadan olusan teka
folikiili interna ve dista smirlart belirgin olmayan teka folikiilii eksterna hiicre

katmanina 6zellesir (1, 2, 4). Graniiloza hiicreleri tarafindan mukopolisakkarit igeren
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bir siv1 graniiloza hiicrelerini bolgelere ayirir ve bu bolgeler ileride birleserek birkag
kath graniiloza hiicreleri ile kaplamis tek biiyiik bir bosluk (antrum) olustururlar. Bu
asamdaki folikiil ise tersiyer (antral veya vezikiiler folikiil) olarak adlandirilir ve
oosit folikiiliin bir kutbunda eksantrik bir pozisyonda yer alir. Oositin merkezde
kalacak sekilde graniiloza hiicreleri antrumun i¢ine dogru bir ¢ikint1 yapar ve
cogalarak kiimiiliis ooforus'u olusturur. Bu asamadaki folikiil ise olgun veya

Graafian folikiilii olarak adlandirilir (3) (Sekil 1 ve 2).
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Sekil 2. Ovaryumdakifolikiillerin ve korpus luteumun histolojik goriiniimleri (3)
3.1.8. Atretik folikiiller

Dogumda mevcut olan 400.000 primordial folikiiliin yaklasik 400G ovulasyonla
atilirken geri kalan 9%99.9'luk kisim atreziye ugrayarak dejenere olur. Atretik
folikiiller dogumdan once baslar ve ilireme yasami boyunca devam eder, ancak en
yogun olarak dogumdan hemen sonra, ergenlik ve hamilelik sirasinda goriiliir (1, 3).
Atreziye neden olan ve atreziye giden folikiil se¢iliminin patogenezi giiniimiize kadar
aydinlatilamamustir. Primordial ve preantral folikiillerde atrezin ¢ekirdekte kromatin

yogunlagmasi, piknoz ve fragmantasyon ve sitoplazmada vakuol varligi ve oosit
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dejenerasyonu ile kendini gosterir. Son olarak graniiloza hiicreleri dejenere olur ve
folikiil iz birakmadan kaybolur. Daha olgun folikiillerde atretik folikiil mekanizmasi
kompleks olup bazen obliteratif atreziye ve bir skar olusumuna neden olarak korpus
fibrozuma yol agar. Bazi folikiiller bu agamada atretik kistik folikiiller olarak belirsiz
bir siire kalabilirler (4) (Sekil 1 ve 2).

3.1.9. Graniiloza hiicre tabakasi

Graniiloza hiicreleri kokenleri dogum esnasmndaki embriyonik  Onciil
hiicrelerinden alirlar. Olgun ve olgunlagsmakta olan folikiillerde yer alan graniiloza
hiicreleri 5-7 um ¢apinda olup bazal membran {lizerine oturanlar ise genellikle
silindiriktir. Soluk ve az sitoplazmali, polihedral, oval gériiniimlii, hiperkromatik
cekirdekli sinirlart belirgin olmayan hiicrelerdir (3). Gelisen folikiillerdeki graniiloza
hiicreleri yogun mitoz bdliinme gecirdiginden mitotik figiirlere sik rastlanir ancak
ovulasyona dogru sayilar1 azalir. Graniiloza hiicreleri arasinda Call-Exner cisimcigi
olarak adlandirilan ve yogun eozinofilik, PAS-pozitif, filamentli bir materyal i¢eren
kiigiik bosluklar yer alir (4). Olgunlasan Graafian folikiillerinin graniiloza hiicre
tabakasi damarsiz olup retikiilin icermezken teka hiicre tabakalart ise bu yapilar
barindirir. Graniiloza hiicrelerinde protein sentezinde yer alan lameliform kristali
mitokondri, graniilli ER, serbest ribozomlar ve Golgi gibi organeller folikiillerin
biliylimesine paralel olarak sayica artar. Steroidogenezde rol alan diiz ER ve tiibiiler
kristali mitokondri organelleri graniiloza hiicrelerinde ovulasyondan kisa bir siire
oncesine kadar goriilmez. Komsu graniiloza hiicreleri arasinda adheren baglantilar,

gap baglantilart ve desmozomlar bulunur (1, 13) (Sekil 3).

s

Sekil 3. Sekonder folikiildeki Graniiloza hiicreleri (GC), Antrum (A), Teka interna (TI) ve Teka
eksterna (TE) tabakalar (4)
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3.1.10.Teka hiicre tabakalar

Teka hiicreleri koken olarak gelisen folikiillerin stromal hiicrelerinden
farklhlagirlar. Antral folikiilde teka interna iyi gelismistir ancak teka eksterna pek
secilemez. Teka interna iig-dort sirali hiicre tabakasindan olusur ve bir bazal
membran ile graniiloza hiicre tabakasindan ayrilir. Graniiloza hiicrelerinin aksine,
teka interna hiicreleri luteinize veya kismen luteinize bir goriiniime sahiptir.
Olgunlasan folikiillerde teka interna luteinizasyonu Ozellikle gebelik sirasinda
belirginlesir. Teka interna hiicreleri yuvarlak veya poligonal sekilli, 12-20 pm
capinda, lipid igeren, berrak-eozinofilik ve vakuolli sitoplazmaya sahiptirler.
Merkezde yer almayan bir yuvarlak, vezikiiler ¢ekirdek ve belirgin bir niikleolus
icerirler. Olgunlagan folikiillerde teka hiicreleri genelde mitotik figiirler icerir. Teka

hiicre tabakasi damar yapisi gelismis olup yogun bir retikiiler lif ag1 icerir (1, 23) .

Teka eksterna, teka internay1 cevreler ve degisken kalnlikta olabilir. Ovaryan
stroma ile belli belirsiz birlesir. Sirkumferal olarak diizenlenmis kollajen demetleri,
kan ve lenf damarlari ve steroidojenik histokimyasal 6zellikleri (graniiloza ve teka
internada goriiliir) olmayan igsi hiicrelerden olusur. 1§ hiicreleri yogun mitotik
aktivite gosterir. Teka interna hiicreleri ultrastriiktiirel olarak graniiloza-lutein
hiicrelerindekilere benzer sekilde steroidogenez ile iliskili organelleri igermektedir.
Diiz kasa farklilagan teka eksterna hiicreleri bu organellerini kaybeder (4, 23) (Sekil
3).

3.1.11.Korpus luteum

Genelde 28 giin siiren adet dongiisiiniin on dordiincii giinlinde ovulasyonu
takiben ve dollenme gergeklesmediginde, bozulmus ovulatuar folikiil menstrual
korpus luteumu (MKL) haline gelir. Olgun MKL 1.5-2.5 c¢m, yuvarlak, sar1 renkli,
gri, fokal hemorajik bir piht1 ile dolu kistik bir yapidir. Ovulasyondan sonraki 14 giin
boyunca MKL’nin yapisi histolojik olarak degisir. Olgun bir MKL’ nin luteinize
graniiloza hiicreleri (yada graniiloza lutein hiicreleri), bir-iki niikleoluslu, yuvarlak
bir ¢ekirdek, soluk ve eozinofilik sitoplazmali, 30-35 pum boyutlarinda poligonal
sekilli ve ¢ok sayida kiigiik lipid damlaciklar igeren hiicrelerdir (1, 24). Birkag hiicre
tabakasindan olusan teka interna MKL’nin etrafim1 diizensiz bir sekilde sarar ancak
yer yer kesintiye ugrar. MKL’nin erken gelisim donemi haric, diger evrelerinde

lutein hiicreleri graniiloza lutein hiicrelerinin yaklasik yaris1 biiyiikliigiindedir. Bu
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hiicreler yuvarlak-oval cekirdekli, belirgin bir niikleolus, genelde graniiloza lutein
hiicrelerinden daha biiylik bir steroidojenik lipid damlaciklarina  ve koyu
sitoplazmaya sahiptirler (1, 4). Ugiincii gériilen ve ¢ok sayida bulunan hiicre tipi ise
K hiicresidir. Menstriiasyona kadar varligini siirdiiren ve sonra dejenere olan bu
hiicreler olgun folikiiliin teka internasinda goriilir. Bu hiicreler yildiz sekilli,
sudanofilik  sitoplazmaya yogun eozinofilik, hiperkromatik veya piknotik
cekirdeklere sahiptir . Ovulasyondan sonraki 8.-9. giinde graniiloza-lutein hiicreleri
piknozise girer, biyosentez azahsi, sitoplazmik lipid, hidrolitik enzim ve fibrozis
artist sonucu hiicreler fagositozise ugrar ve birkag ay sonra korpus albikans’a
dontigiir. Ultrastriiktiirel olarak graniiloza lutein hiicrelerinde diiz ER ve tiibiiler
kristali bol mitokondri (steroidogenez), gelismis bir Golgi, serbest ve bagh
ribozomlar, mikrovillus, lipid damlaciklar1 ve lipofuscin pigmenti goriiliir. Teka-
lutein hiicrelerinde ise Golgi, mikrovillus ve katlanmig zarlar bulunmaz (3, 4, 25)
(Sekil 1 ve 2).

Gebelik korpus luteumu (GKL) genellikle MKL’den ayut edilemeyebilir ancak
MKL’nin son evresinde sahip oldugu turuncu-sari renginin aksine daha biiyiik ve
parlak sar1 bir renge sahiptir. Bazen ovaryumun hacminin yarisii isgal eder ve
merkezi genellikle sivi ile dolu kistik bir bosluk, fibrin veya kan igerir. Gebelik
sonrasi lohusa doneminde GKL korpus albikans'a doniisiir. Gebelik gergeklestiginde
graniiloza lutein hiicreleri genisler ve maksimum 50-60 pm boyutlarina ulasir.
Hiicreler polihedral veya yuvarlak olup eozinofilik sitoplazma, yuvarlak-oval sekilli
vezikiiler ¢ekirdekler ve bir-iki belirgin niikleolus igerir. Ovulasyondan sonraki 15.
giinde GKL'nin graniiloza hiicreleri igindeki eozinofilik kolloid veya hyalin
damlaciklar ile hamilelik tanimlanabilir (2, 13). MKL’de goriilen K hiicrelerine
benzer hiicreler erken GKL’de graniiloza tabakasinda goriilir. GKL nin teka lutein
hiicreleri graniiloza hiicrelerine gére boyut olarak dortte bir biiyiikliigiinde, daha
koyu bir sitoplazmaya ve daha hiperkromatik bir g¢ekirdege sahip olup kolloid
inkliizyonlar icermezler. Teka lutein hiicreleri sekil olarak polihedral veya yuvarlak
olup c¢ekirdekleri sentral yerlesik ve bir-iki niikleolus icerirr GKL’nin erken
evrelerinde K hiicreleri goriilebilir. GKL’ nin merkezdeki kistik yapisi fibroblast,
kollajen, retikiiler lif ve kan damarlarn ile ¢evrilmistir. GKL’nin ultrastriiktiirel

yapisinda genel olarak MK L nin ultrastriiktiirel yapisma benzerdir (1, 4, 25).
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MKL dejenere olurken bag doku tarafindan istila edilir ve skar dokuya doniisiir,
bu yapiya korpus albikans ad1 verilir. Korpus albikans, erken donemlerinde seroid ve
hemosiderin yiiklii makrofaj i¢erirken olgun déneminde tamamen kollajen liflerinde
ve fibroblastlardan olusan smirlart belirgin bir yapiya donisiir. Yer yer fokal

kalsifikasyon ve ossifikasyon goriilebilir (25) (Sekil 1 ve 2).

3.1.12.Hilar hiicreler

Ovaryumdaki hilus hiicreleri morfolojik olarak testisin Leydig hiicrelerine
benzer. Hilus hiicreleri ¢cocukluk donemi hari¢ diger donemlerde (fetal, ergenlik,
postmenopozal) goriiliir. Sayilari, boyutlar, sekilleri degiskendir ancak genelde
agregat olarak ovaryan hilusu ve komsulugundaki mezovaryumda bulunur. Hilar
hiicreler 15-25 pm ¢apinda, yuvarlak-oval sekilli, hafif igsi, yogun eozinofilik
sitoplazma, vezikiiler c¢ekirdek ve bir veya iki tane ¢ekirdekgige sahiptir.
Ultrastriiktiirel olarak, hilar hiicreler belirgin diiz ER ve tiibiiler kristali mitokondri,

gelismis Golgi, biiyiik lizozomlar ve lipid iireten hiicrelerdir (2, 26).

3.1.13.Rete ovari

Rete ovari, testikiiler dokuda bulunan rete testisin ovaryumdaki benzeridir.
Hilusta yer alir ve kiiboidal-silindirik bir epitelle ortiiliidiir. Limeni diizensiz
yariklar, tiibiiller, kistler ve papilla agmdan olusur. Ultrastriiktiirel olarak
mikrovilluslu ve mikrovillus igermeyen epitel hiicrelerine sahiptir. Sitoplazmasinda
cok sayida mitokondri, graniillii ER, serbest poliribozom ve glikojen bulunur. Komsu

hiicreler arasinda lateral Ozellesmelerden desmozom bulunur ve bazal membranlar
belirgindir (1, 4, 27).

3.2. Kudret Nan

Kudret Nart (KN, Latince Momordica charantia) Cucurbitaceae ailesine ait
sarmagsik bir bitki olup hem sebze hem de ila¢ olarak kullanilir. Hint dilinde karela
olarak bilinir ve yapraklari isirilmig bir goriiniim verdiginden adini momoridica
(1isirmak) kelimesinden alir. Bu tiire ait bitkilerin meyve ve yapraklarn besleyici ve
icerik acisindan zengin olup bir¢ok fitokimyasal barindirmaktadir. KN bitkisinin
meyve dahil tiim kisimlar1 ac1 bir tada sahiptir. KN meyveleri dikdortgen seklinde

olup kiigiik salatalik goriinlimiinde iken olgunlastiginda turuncu-sartya doniisen
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ziimriit yesili bir renk alir (Sekil 4) (28). Tropikal ve subtropikal bolgelerde yetisen
KN o6zellikle Asya, Amazon, Dogu Afrika ve Karayipler’de yetisen bir bitkidir ve tip
2 diyabetes mellitus (T2DM), hipertansiyon, obezite, kanser, bakteriyel ve viral
enfeksiyonlar gibi bircok tibbi hastaligin tedavisinde geleneksel tibbi ila¢ olarak
kullanilmaktadir (29, 30). Tarihsel olarak KN’nin tohumlari, kokleri, yapraklari ve
meyvesi bircok rahatsizlikta kullanilmistir. Ornegin, KN meyvesinin suyu diiiretik,
laksatif ve antihelmintik 6zelliklerinden dolay1 eklem agrisi, kronik ates, sarilik ve
gastrointestinal sistem hastaliklarma karst kullanilmistir (31). Geleneksel Tiirk
tibbinda ise KN’nin olgun meyvesi zeytinyagina daldirilip glineste kurutularak balla
kanigtiriir ve yara iyilesmesinde ve peptik ilser tedavisinde kullanilir (32). Hint
tibbinda ise antidiyabetik, diisiik dogum, antelmintik, kontraseptif, antimalaryal ve
laksatif Ozellikleri oldugu diisliniilmekte ve dismenore, egzama, emenagog,
galaktagog, gut, sarilik, bobrek (tas), clizzam, 16kor, basur, pnomoni, sedef hastaligi,
romatizma ve uyuz tedavisi igin kullanilmaktadir. Afrika geleneksel tibbinda solucan
enfeksiyonlari, ates, dismenore, inflamasyon, frengi ve cilt hastaliklart i¢cin KN
bitkisinin farkli kisimlarindan yararlanilir. T2DM hastaligmin tedavisi igin bitki
yapraklart kaynatilp ekstrakti c¢ikarilir. Aynmi sekilde Karayip bolgesinde, yaprak
kaynatma veya meyve suyu da yaygm olarak uygulanmaktadir. T2DM’nin disinda
yiiksek tansiyon, rahim enfeksiyonlari, sitma, dizanteri ve solucan enfeksiyonlarinda
da yaprak kaynatma teknigi uygulanir. Baz1 bolgelerde gonore, kizamik, sucicegi,
uyuz ve sitma tedavisi igin Momordica preparatlar verilmektedir (28). Giiniimiiz
modern tibbinda, KN antidiyabetik, antiviral, antelmintik, antioksidan, anti-

inflamatuar ve immunostimulant 6zellikleri ile bilinmektedir (33).
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Sekil 4. Kudret nan bitkisi (5)

3.2.1. Kudret narmin bilesenleri

KN'nin kimyasal bilesenleri genel olarak asagidaki gibi 5 farkli maddede
siralanabilir (29):

1.

Galaktoz, glukoz, glikozit, arabinoz, ramnoz ve mannozdan olusan
heteropolisakkaritler,

Ribozomu inaktive eden protein ailesine (RIP'ler) ait momorcharin,
momordenol, momordisilin, momordisin, momordisinin, momordin,
momordolol, Momordica anti-insan immiin yetmezlik viriisii proteini 30
(MAP30) ve KN lektin gibi proteinler ve peptitler,

Kukurbitin, kukurbitanl ve kukurbitasinler gibi terpenoidler ve saponinler
(charantin, goyasaponin),

Flavonoidler ve fenolik bilesikler (kriptoksantin),

Ugucu yaglar, yag asitleri, amino asitler ve steroller gibi diger bilesikler

(sikloartenol, diosgenin, elaeerostit, eritrodiol gentisik asit).

KN’nin bilesenleri lizerinde yapilan analize gore KN bitkisi yiiksek miktarda

karbonhidrat, protein, lif, vitamin ve mineral icermektedir. Kendi tiirleri arasinda en

yiiksek besleyici degerlere sahiptir. Meyvesinin %93.2 orani sudan olusurken, kuru
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agirhgimm %18.02 protein ve %0.76'sm1 lipidlerden olusur. Olgunlagmamis
meyvesinde A, C ve P vitamini, tiamin, riboflavin, fosfor, demir, niasin ve mineraller
bulunmaktadir. Tohumunda doymamus yag asidi, esansiyel yag, seskiterpen,
fenilpropanoid, monoterpen, tokoferoller ve polifenoller gibi bilesikler bulunur.

Bitkinin perikarp, aril, gévde ve yapraklar1 fenolik bilesikler icermektedir (34).

3.2.2. Kudret narmn anti-diyabetik aktivitesi

KN bitkisinin bilinen en 6nemli aktivitesi hipoglisemik 6zelligidir ve bitkinin
tim kisimlar1 (meyve 0zii, tohum, yapraklar ve biitiin bitki) bu 6zelligi gosterir. KN
ekstraktini igeren bir bitkisel karisim deneysel diyabetik siganlarda kan glukozu ve
glikosile edilmis hemoglobin seviyesinde azalma saglarken ve plazma insiilin ve
total hemoglobinde artisa neden oldu. Diyabetik siganlara kurutulmus ve taze KN
meyve ektrakt tozunu diyabetik siganlara oral yoldan verildiginde, sentetik ilag olan
glibenklamid grubu ile Kkarsilastirildiginda KN meyvesinin sicanlarin aghik kan
sekerini %50 distrdigi gozlendi (29, 30). Kar ve arkadaslan alloksan diyabetik
siganlarda iki hafta boyunca giinde ti¢ defa 250 mg/kg KN meyve takviyesinin kan
seker diizeylerini normal aghk kan diizeyi seviyesine indigini kaydetmislerdir (35).
Rathi ve arkadaslari kronik alloksan diyabetik sicanlarda KN ekstraktinin sulu
tedavisinin 200 mg/kg/giin dozunda 4. ayda kan glukoz diizeyini %70.53 diisiiriirken
streptozotosin diyabetik sicanlarda 60. giinde plazma glukoz diizeyini %22.86
oraninda distirmiistiir (36). KN ekstraktindan izole edilen charantin, polipeptid-p,
momordin Ic, oleanolik asit 3-O-monodesmosit ve oleanolik asit 3-O-glukuronid gibi
kimyasallarim plazma glukoz diizeyini diisiirdiigii bildirilmistir. Baska bir calismada
streptozotosin diyabetik siganlarda KN meyve suyu tedavisi verilmis ve pankreatik
beta hiicre sayist incelenmistir. KN uygulanan diyabetik siganlarda, KN tedavisi
almayan sicanlara gore beta hiicre sayisinin arttigmi gozleyen yazarlar, KN

tedavisinin beta hiicre yenilenmesinde rolii oldugunu ileri stirmiislerdir (30).

KN’nin antidiyabetik etkisi yapilan klinik ¢aligmalarda da gosterilmistir.
Leatherdale ve arkadaslari insiiline bagimli olmayan 9 diyabetik hastada KN meyve
suyunun ekstraktmin 50 gr oral glukoz tolerans testi (OGTT) {izerinde kan sekerini
azalttigin1 gostermislerdir. Hastalara ayrica kizarmig KN meyve diyeti verilmis ve
glukoz toleransinda kiiglik bir iyilesme kaydetmislerdir (37). Ahmad ve

arkadasglarinin insiiline bagimli olmayan 100 diyabetik hastada KN sebze
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stispansiyonu verilmis ¢alismalarinda, 86 hastanin tokluk serum glukoz seviyesinde
ve 5 hastanin aclik glukoz seviyesinde azalma meydana geldi (38). Sistemik hastalig
olmayan ve herhangi bir ila¢ kullanmayan yetiskin baslangich diyabet (MODY) 18
hastada KN meyve suyunun hipoglisemik etkisi arastirilmis ve hastalarin %73’tiinde

OGTT ile glukoz toleransinda iyilesme saptanmustir (39).

Diyabetik 9 hastada KN meyve suyundan izole edilen insiilin benzeri bir
proteinin enjeksiyonu sonucu hipoglisemik etki gosterdigi ve kan sekerinde ortalama
%45,8+13,6 diisiise neden oldugu ve proteinin etkisinin 30-60 dakika arasinda
oldugu kaydedildi (40). Benzer bir ¢alismayr Khanna ve arkadaslart 19 diyabetik
hastada KN’nin meyve ve ¢ekirdeklerinden izole ettikleri polipeptit P proteinin
enjekte ederek denemislerdir. Bu proteinin subkutan olarak insanlara enjekte
edildiginde antihiperglisemik etkiye sahip oldugu ve 4-8 saat arasinda etki gosterdigi
ifade edilmistir (41).

3.2.3. Kudret narmin anti-inflamatuar ve anti-oksidan aktivitesi

Kronik inflamasyon farkli hastaliklar i¢in bir risk faktorii olup bircok hastaligi
tetiklemektedir. Norodejeneratif hastaliklar, obezite, kardiyovaskiiler bozukluklar,
kanser ve T2DM gibi bir¢ok hastalik kronik inflamasyonla iligkilendirilmistir.
Diyabetik hastaliklarda kronik inflamasyon hiperglisemik etki gostermektedir.
Yapilan ¢aligmalara gore inflamasyon ve oksidatif stres birbiri ile paralel seyreden
stireglerdir. KN bitkisi iizerinde yapilan ¢aligmalara gore KN’nin anti-inflamatuar ve

antioksidan aktivitesine sahip oldugu bildirilmistir (42).

Hiicre kiiltiirii ile yapilan bir ¢alismada KN ekstraktlarinin lipopolisakkaritler ile
indiiklenen tiimor nekroz faktor alfa (TNF-o) ekspresyonunu baskilarken diger
proinflamatuar genler olan interlokin (IL)-1, IL-1p ve TNF-a ekspresyonunu azaltt1.
KN ekstraktlarmin niikleer faktor kappa B (NF-kB) sinyal yolagni inhibe ederek
inflamasyonu regiile ettigi ve deoksiriboniikleik asit (DNA)’ya baglanma aktivitesini
azalttigi kaydedilmistir. Yine KN’nin p38, c-Jun N-terminal kinaz (INK),
ektstraseliiler sinyal-regiile kinaz ve mitojen-aktive protein kinaz (MAPK)
aktivasyonunu da engelledigi bildirilmistir (43). Nerurkar ve arkadaslart da KN
meyve Oziitlinlin noéronal dokularda inflamasyonu azaltarak norodejeneratif

hastaliklar1 iyilestirdigini kaydetmislerdir (44). Benzer sekilde inflamasyon
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yolaginda rol alan indiiklenebilir Nitrik oksit sentaz (iNOs), siklooksigenaz-2 (COX-
2), prostaglandin E2 ve nitrik oksit (NO) ekspresyonlarmmn da KN ekstraktlart
tarafindan baskilandig1 kaydedilmistir ve hiicre survivalinda rol alan molekiilleri de
downregiile etmistir (42). Bir in vitro ¢alismada, KN ekstraktindan elde edilen
triterpenin iNOs, NF-kB, TNF-a ve IL-1p proinflamatuar markerlerinin ekspresyonu
azalttig1 gosterilmistir. Benzer sekilde mutant farelere yiiksek yaglhh KN iceren diyet
takviyesi verilmis ve sitokin seviyeleri Olgiilmiis. Bu farelerde inflamasyon,
hiperglisemi ve hiperlipideminin azaldigi, obez farelerde ise insiilin direncinin
azaldig1, sitokin seviyelerinin normale dondiigii kaydedilmistir (45). Benzer diyeti
kullanan obez farelerde takviye olarak KN tozu verilmistir ve inflamasyon markerlar
incelenmigtir. KN tedavisinin, kandaki TNF-o ve IL-6 seviyelerinin azaldigi,
inflamatuar markerlarinin ekspresyonlarinin regiile edilerek sistemik inflamasyonun

ve kolon fonksiyonlarinin diizeldigi gézlenmistir (46).

TNF-a ile tedavi edilen farelerin akciger dokularinda tedavi 6ncesi KN ekstrakti
verilen grup incelenmis ve KN’nin anti-inflamatuar etkisi arastirlmistir. Bu
calismada, KN tedavisinin hiicre 6liimii ve inflamasyondan sorumlu molekiillerinin
seviyesinin azaldig1 ve bu durumun KN nin inflamatuar yolagini baskilayarak yaptigi
kaydedilmistir (47). Kim ve arkadaslari in vitro olarak noéroblastom hiicre kiiltiiriinde
KN ekstraktlarmin olas1 antioksidan aktivitesi arastirmuslardir. KN ekstraktinin
onceden verilmesi reaktif oksijen tiirlerinin ortadan kaldirilmasmi ve p38 ve ERK1/2
MAPK sinyal yolag: ile sitotoksik oksidatif stresi azalttigini gosterdiler (48). KN
bitkisinin gévde ve meyve ekstraktindan elde edilen triterpen glikozitlerin
inflamasyon ve kanser gibi hastaliklarda rolii olan ksantin oksidaz enziminin
aktivitesini inhibe etmistir. Benzer caligmalarda KN govdesinden izole edilen
triterpenoidlerin reaktif oksijen tiirlerini hiicreden uzaklastirdigi, ksantin oksidaz
aktivitesini inhibe ettigi, KN’nin tohum ekstraktlarinin ise lipid peroksidazi inhibe
ederek KN’nin antioksidan 6zellik gosterdigi ifade edilmistir (49). Bakterilerin neden
oldugu inflamasyona karst da KN ekstrakti denenmis ve etkisi arastirilmigtir. Huang
ve arkadaslarmm  fareler {izerindeki  arastirmasinda, KN  ekstraktinin
Propionibacterium acnes’in neden oldugu dermatolojik inflamasyonu hafiflettigi ve
sitokin ve matris metalloproteinaz-9 seviyelerini diistiirdiigiinii s6ylemislerdir.

Yazarlar, bu durumu KN’nin anti-inflamatuar etkisi ile agiklamislardir (50). Tsai ve
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arkadaslar periodental patojenlerden en yaygin goriilen Porphyromonas gingivalis’in
neden oldugu inflamasyona karsi KN ekstraktinin roliinii arastirmiglardir. KN
ekstraktindan izole edilen kukurbitan triterpenodlerin farelerde Porphyromonas
gingivalis enfeksiyonlarina karsi artan 1L-8, IL-6 ve IL-1b seviyelerini baskilayarak
anti-inflamatuar etki gostermistir (51). Klinik olarak tek kor, randomize bir
calismada 38 diz osteoartritli hastaya 3 ay boyunca KN takviyesi giinliik olarak
verildi. 3 ay sonra bu hastalarda plasebo grubuna goére diz osteoartritli hastanin klinik
semptomlarmin hafifledigi, agn sikayetlerinin, aglik kan sekeri ve viicut kitle
indeksinin azaldig1 kaydedilmistir. Yazarlar KN’nin anti-inflamatuar aktivitesinin
yaninda analjezik etkisinin de oldugunu ifade etmislerdir (52). Kudret narmim etki
mekanizmast Sekil 5’te gosterilmistir.

Momordica charantia Mechanisms Effects

1 TGF-B, IL-10, IFN-y

Anti-oxidant
| TNF-a, IL-6, IL-7, NF-kB :> Antl-inflammatory

IL-1B, NO, PGE:>

| Intestinal glucose uptake, Anti-diabetic
| gluconeogenesis, | glycaemia

1 Apoptosis, 1 autophagy,

| Proliferation, | Akt, | ERK1/2,
| protein synthesis

Sekil 5. Kudret narinin farmakolojik 6zellikleri ve etki mekanizmasi (53)
3.2.4. Kudret narmn anti-kanser aktivitesi

Bir¢ok kanser tipinde KN antikanser aktivitesini, Akt/mTOR/p70S6K sinyal
yolagmi, p38MAPK-MAPKAPK-2/HSP-27 sinyal yolagmi, Wnt/B-katenin sinyal
yolagini ve hiicre dongiisii regiilator proteinleri modiile ederek hiicre dongiisii inhibe
eder ve apoptotik proteinleri aktive ederek gosterir. Yue ve arkadaslart miirin hepatik
stellat hiicre calismasinda KN ektraktindan izole edilen ii¢ farkli kukurbitan tipi
triterpen glikozidlerin anti-kanser aktivitesini arastirmiuglardir. Bu ¢alismada yazarlar
KN ekstraktindaki kimyasallarin hepatik karsinomdan tiiretilen hiicre hattinda

hepatik karsinom ve fibrozisi Onleyerek antitiimor aktivitesi gosterdigini ifade
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etmislerdir (54). KN’nin ekstraktinda bulunan bazi proteinlerin ribozom-inaktive
edici protein ozelligi gosterdigi, bu proteinlerin hiicre gociinde yer aldigi ve anti
kanser ilaglarinda yaygin olarak kullanildig: belirtilmistir. KN sulu ekstrakti, in vitro
sican adenokarsinom hiicrelerinde hiicre biiylimesi, DNA/RNA (55) sentezi
malignitede rol alan guanilat siklazin aktivitesini diistirerek prostat adenokarsinom
biliylimesini inhibe etti. Lee ve arkadaslar1 yaptiklari in vitro insan kanser hiicre
deneyinde, KN ekstraktindaki momordin I’in antikanser 6zelligi gostererek timor
sinyal yolaginda rol alan Jun/Fos aktivasyonunu inhibe ettigi ve Jun/Fos-DNA
reaksiyonunu engelledigini belirtmislerdir (56). In vitro tiimér hiicre hattinda, alfa-
momorcharin koryokarsinom, melanoma, sarkoma hiicrelerine kars1 antitiimor
ozelligi gosterdi. Alfa-Momorcharin iizerinde yapilan bagka bir calismada, KN
ekstraktinin  timorlii mutant farelerde uterin adenomiyozu ilerlemesini durdur.
Taketomo ve arkadaslari KN ekstraktinin insan lenfosit hiicre kiiltiiriinde bir¢ok
dokuda guanilat siklazi inhibe ettigi ve bununda losemi ve diger kanser tiplerinin
patogenezi ve replikasyonunu rol almaktadir. Ayni yazarlar KN’nin antikanser
ozelligini gosteren klinik calisma da gerceklestirmistir. Bu calismada lokomogenezde
rol alan guanilat siklaz enziminin aktivitesini KN ekstrakt1 tedavisi ile inhibi

edildigini ifade etmislerdir (57).

3.2.5. Kudret narmn anti-bakteriyel aktivitesi

Yapilan deneysel ve klinik ¢aligmalarda KN ekstraktinin antimikrobiyal etkiye
sahip oldugu gosterilmistir. Khan ve arkadaslar1 15 farkli patojen iizerinde KN
meyvesinin  antimikrobiyal etkisini arastirdilar ve KN meyvesinin birgok
organizmaya (Staphylococcus albus, Escherichia coli, micrococcus roseus vb.) karsi
aktivitesini gostermiglerdir (58). Diger ¢ahismalarda KN yapraginin alkolik
ekstraktmin Escherichia coli, Salmonella paratyphi, Shigella dysenteriae ve
Streptomyces griseus kiiltirinde antimikrobiyal aktivitesi izlendi (59). KN’nin
meyve ekstraktmin Helicobacter pylori-organizmasma karst minimum inhibitor
konsantrasyonu 1.95-250 ug/ml ile tremesini inhibe etmistir. Fareler iizerinde
yapilan klinik faz II ¢alismasinda, KN’nin Mycobacterium tuberculosis inhibitor
aktivitesi test edilmis ve KN bitkisinin Mycobacterium tuberculosis biiylimesini

durduran maddeleri salgilattigi kaydedilmistir (60).
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3.2.6. Kudret narmm anti-viral aktivitesi

KN bitkisinden izole edilen bazi fitokimyasallarin (momorcharin, lectin ve MAP
30) in vitro deneylerde Epstein—Barr, herpes, insan immiin yetmezlik viristi (HIV),
coxsackievirus B3 ve polio viriislere karsi antiviral aktivite gosterdigi belirtilmistir.
KN cekirdeklerinin suyundan izole edilen alfa momorcharin’in diisikk dogum, anti-
timor ve anti-HIV aktivitesine sahip oldugu bulunmustur. Benzer sekilde, KN
meyve ve cekirdeklerinden izole edilen MAP30 proteini HIV-1 integraz enzimini
bloke ederek HIV enfeksiyonu inhibe etti (61). Cunnick ve arkadaslart KN meyve ve
¢ekirdeklerinin anti-losemik ve anti-viral etkisini arastirdiklart ¢alismada KN
ekstrakti farede natural killer hiicrelerinin aktivasyonu saglayarak anti-16semik
aktivite gosterdi (62). KN’nin tohum, meyve ve yapraklarmdan izole edilen
momorcharin HIV enfeksiyonunu akut ve kronik infekte hiicrelerde HIV -1 integraz
enzimini inhibe ederek engelledi. KN’nin meyve ve tohumlarindan izole edilen
MRK?29 proteini HIV enfekte hiicrelerde belirli konsantrasyonda HIV-1 ters
transkriptazi inhibe etti. Herpes simpleks viris-1 (HSV-1) ile enfekte edilen
hiicrelerde KN’den izole edilen protein inaktive edici proteinlerin ve MAP30’un
HSV-1 enfeksiyonunda protein sentezini ve viral replikasyonu inhibe etti. Bagka bir
viral ¢alismada, KN’den izole edilen proteinlerin anti-poliovirus enfeksiyon

aktivitesi gosterdi (63).

3.2.7.Kudret narmin dogum ve infertilite iizerindeki etkisi

Deneysel calismalarin  bazilart KN ekstraktindan izole edilen proteinlerin
bazilarinin disilerde diisiik dogumlara neden oldugunu bildirmistir. KN tohumundan
izole edilen momorcharinler, erken embriyonik dénemin organogenez asamasmda in
vitro hiicre kiiltiirinde teratogenik aktiviteye sahiptir. Farelere intraperitonal olarak
verilen Alfa momorcharin’in morula ve blastokist evresinde inaktif oldugu, ancak
gebeligin 4. ve 6. giinlerinde embriyonun implante asamasinda diisiik dogum
aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir (64). In vitro bagka bir calismada, beta-
momorcharin farelerde stromal hiicrelerin desidualizyonunu ve endometriyum ve
miyometriyumda hiicre dejenerasyonuna neden oldu. Alfa ve beta momorcharin ile
tedavi edilen farelerde ovule oosit azaldi, dejenere folikiil sayisi artt1 ancak gebe
kalan farelerin yavru boyutlar1 tedavi almayan grubun yavrular ile ayn1 boyutta idi.

KN’den izole edilen lektinlerin sigan Leydig ve adrenal hiicre kiiltiirlinde testosteron
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hormonu ve kortikosteron hormonunun iiretimini etkilemedi (65). KN tohumlarinin
ekstrakti sicanlara 25 mg/100 g viicut agirhginda 35 giin boyunca verildi ve
spermatosit, spermatid ve spermatozoa sayisini azaltti, steroidogenez ve androgenez
stireglerini inhibe etti. KN’nin antiviral 6zelligi gosteren MAP30 proteininin
maksimum efektif dozda bile spermatosit motilite ve vitalite {izerinde herhangi bir
olumlu veya olumsuz etkisi olmadi (66). Deneysel ¢aligmalardan elde edilen verilere
gore sican ve farelerde KN’nin diisiik dogum aktivitesi oldugu ve sperm sayisini
diisiirdligiinii  gostermistir, ancak bazi caligmalara goére hamilelik sirasmmda KN
takviyesinin giivenli oldugu bildirilmistir. KN bitkisinin gebelik esnasinda giivenli

tiiketimine dair daha fazla veriye ihtiya¢ duyulmaktadir.

3.2.8. Kudret narmin diger aktiviteleri

Yapilan birka¢ calismada KN’nin iilsere kars1 iyilestirici 6zelligi kaydedilmistir.
Matsuda ve arkadaslar sican midesinde etanol ile gastrik mukozal lezyon olusturarak
10 mg/kg momordin Ic takviyesinin gastroprotektif efekt gdsterdigini bildirmislerdir
(67). KN’nin olgun meyveleri etanoliin neden oldugu sigan iilserogenez modelinde
antiiilser aktivitesi gosterdi. In vitro bir ¢alismada, on farkli yerel bitki antelmentik
aktivite agismdan degerlendirildi ve KN’nin kuslardaki Ascaridia galli solucanlarina
karst etkili oldugu tespit edildi. KN’nin lipofilik ham ekstrakti in vitro olarak
antiplazmodiyal aktivite gosterdi (55). Sekiz hafta boyunca KN ile beslenen
sicanlarin kan parametre degerleri, besin alimi, biiylime ve organ agirliklarinda bir
degisim saptanmadi ancak serum kolesterol seviyeleri KN takviyesinden sonra KN
takviyesi almayan sicanlara gore diistii. Normal ve diyabetik hayvanlarda yiiriitiilen
birkag deneysel ¢alisma, KN tarafindan hipokolesterolemik etki gostermistir (68).
KN tohumundan izole edilen momorcharinlerin, sitotoksik lenfosit yanitini
bastirdigindan ve makrofaj kapasitesi etkilediginden immiinsiipresif aktivite gosterdi.
Buna karsin bagka bir calisma KN meyve ve tohumlarinin farelerde dogal 6ldiiriicii
hiicre aktivasyonu ve interferon artisini tetiklediginden immunostimulant aktiviteye

sahip oldugunu ifade etmistir (62).

3.2.9. Kudret narmin toksisitesi

Yiizyillardir geleneksel tip tedavisinde, 6zellikle de T2DM hastalarinda yaygm

kullanimma ragmen KN ekstraktinin klinik c¢aligmalardaki verileri olduk¢a az
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oldugundan KN ekstraktinin terapdtik etkisinin degeri tartismahdir. Calismalarin
cogunun deneysel hayvan modellerinde olmasi, klinik hasta {izerindeki etkilerine dair
veri azhigl, KN ekstraktinin etkinligi ve giivenliine dair bazi soru isaretlerine yol
acmustir. KN dahil Cucurbitaceae familyasina ait bitkilere alerjisi olan kisilerin KN
tedavisinden ka¢inmalar gerekmektedir. Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz eksikligi olan
hastalarda KN tiketimi favizme neden olabilir (69). Yapilan deneysel hayvan
calismalarinda, KN ekstraktinin erkek infertilitesi ciddi derecede diistirdiigiinden
dolay1 KN ekstraktinin giinliik doz almina dikkat edilmelidir. Ayrica, KN
ekstraktindaki bazi kimyasallarin dogumda diisiige neden olabilecegi bildirildiginden

gebelik esnasinda KN ekstraktinin tiiketilmesinden kaginmalari gerekir (33).

KN’nin hipoglisemik etkisi bilindiginden dolay1 ¢ocuklarda aglik durumunda
KN’nin tiiketilmesi kan glukoz seviyesinde ciddi bir diisise neden olur. Pediatrik
dozlarla ilgili diger veriler eksiktir. KN’nin 4000 mg/kg veya fazla doz ile uzun
stireli tedavinin nefrotoksisiteye neden oldugu bilinmektedir (70). KN’nin 8 haftaya
kadar diisiik dozlarda takviyesi hayvanlarda herhangi bir organ toksisitesi veya
hematolojik parametrelerde olumsuz bir etkiye yol agmamamustir ancak yiiksek
dozlarda intravendz veya intraperitoneal verildiginde hayvanlarda toksisite ve 6liime
yol agmustir. Genel olarak meyve ve tohumlarin bitkinin diger kisimlarina gére daha

toksik oldugu sdylenebilir (33).
3.3. iskemi Reperfiizyon Hasar1

Iskemi, dokulara yeterince oksijen gitmemesi durumudur, yani kanmn
hipoperfiize olmasidir. Sepsis, akut koroner sendromu, organ nakli ve uzuv
yaralanmasi iskemi-reperfiizyon hasart (IRH) igin birer risk faktoriidiir. Reperfiizyon
iskemik dokunun yeniden kanlanmasidir, ancak bu durum klinik olarak her zaman iyi
sonuclar dogurmaz. Yapilan giincel caligmalara gore, iskemi sonrasi reperfiizyon
isleminin IRH’ye neden oldugunu gostermistir. Bu durum klinik olarak organ
disfonksiyonuna, morbidite ve mortaliteye bir neden olarak tanimlannustir. iskemi
sliresinin azaltilmasi, antibiyotik ve vazopressorler gibi tedavi secenekleri mevcuttur
(71). Reperfiizyondan sonra, iskemik dokuya kan akisinin yeniden saglanmasi,
kirmizi kan hiicreleri aracihigiyla dokuya yeniden oksijen akisini saglar. Paralel

olarak, iskemik hiicrelerde daha diisiik antioksidan ajan konsantrasyonu nedeniyle
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reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) iretimi artar. ROT, endotel disfonksiyonu, DNA
hasar1 ve lokal inflamatuar yanitlar1 destekleyen oksidatif strese neden olur.
Inflamatuar kaskadlar ve oksidatif stres, daha sonra bir sitokin firtinasimni
indiikleyebilir ve hiicresel yapilara verilen hasarmn neden oldugu hiicre Oliimiiyle
sonuglanabilir. Reperfiizyon asamasi dinamiktir ve birka¢ giin siirebilir. Iskemi-
reperfiizyon hasarmm ayrintili mekanizmasmi anlamak, yalnizca yeni terapotik
firsatlar i¢in degil, aym1 zamanda yaralanmanin 6nlenmesi i¢in de gii¢lii bir temel

saglayabilir (21, 72).

Arteriyel kan akiminin kesilmesi dokularda hipoksiye neden olur ve
mitokondrideki elektron tasima zincirinde aksamalar meydana gelir ve bu yolla
tiretilen ATP miktarinda diisiis gerceklesir. Hiicrenin enerji ihtiyacini karsilamak igin
mitokondri organelinde anaerobik metabolizma daha az ATP ve antioksidan
tiretirken serbest radikaller de olusur. Hiicresel olarak ¢ok aktif olan bu iirlinler bir
dizi reaksiyon sonucu kendilerinden daha zararli tiirlere doniisiirler ve hiicrede
oksidatif strese neden olur (73). Oksidatif stres, enzimatik ve enzimatik olmayan
yollarla gerceklesebilir. Enzimatik yollar oksidatif stresin major nedenidir ve ksantin
oksidaz sistemi, nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) oksidaz sistemi,
mitokondriyal elektron tagima zinciri ve eslesmememis nitrik oksit sentaz (NOS)
sistemlerini igerir. Enzimatik olmayan yollar ise ekstremite yaralanmalarinda
karsilagilan hemoglobin ve miyoglobine bagh gergeklesir. Ksantin oksidaz sistemi,
NADPH oksidaz sistemi, mitokondriyal elektron tagima zinciri genelde bagirsak,
akciger, kalp, beyin, kas, karaciger, pankreas, mide ve bobrek gibi organlarda
oksidatif strese neden olurken NOS, karaciger, kalp ve aort endotel hiicrelerinde

onemli bir oksidatif stres faktoriidiir (74).

Hiicrelerin normal fizyolojik akisinda, serbest radikaller {iiretilir ve hiicrenin
savunma sistemi olan antioksidanlar tarafindan temizlenir. Ancak iskemi gibi
durumlarda hiicrenin antioksidan sisteminin iistesinden gelemeyecegi bol miktarda
tiretilir ve yeterince ndtralize edilemediklerinde hiicreye zarar verirler. Serbest
radikaller reaktif oksijen ve nitrojen tiirleridir ve bunlar eslenmemis (unpaired)
elektronlara sahip farkli iyon, molekiil ve atom formunda olabilir. Serbest radikaller

DNA, proteinler ve lipitler ile kolayca tepkimeye girerek lipit peroksitler gibi zararli
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urinler uretir ve hiicresel hasara neden olur. Bu durum IRH’nin temel

karakteristigidir (75).

3.3.1.Iskemi (1)

Iskemi (I) bir dokunun normal fonksiyonlarmi devam ettirebilmek icin ihtiyag
duydugu kan akiminin az olmasi ve oksijen, glikoz ve metabolik reaksiyonlar i¢in
gereken diger maddelerin almamamasi durumuna verilen addir. Iskemik fazda,
mitokondri anaerobik reaksiyon ile glikojeni pargalayarak 2 ATP iiretirken laktik asit
ortaya ¢ikar ve dokuda pH seviyesi diiser. Diisen pH bir negatif geri besleme ile ATP
tiretimini durdurur. Uretilen anaerobik ATP daha sonra sirayla adenozin difosfat
(ADP), adenosin monofosfat (AMP) ve inozin monofosfata (76) ve daha sonra
adenozin, inozin, hipoksantin ve ksantine pargalanir. ATP iiretiminin durmasi hiicre
yiizeyinde ATP’ye baglh Na+-K+-ATPase pompalart ve Ca2+-ATPase pompalarinin
bozulmasma ve hiicre zar1 i¢-dis iyon dengesinin kaybolmasma neden olur (7).
Boylece sitoplazmada sodyum artar ve Na+-H+ pompalarmm aktivitesi azalr.
Hiicrelerde hidrojen, sodyum ve kalsiyum iyonlarmin birikmesi hiperosmolariteye
neden olur ve osmotik dengeyi korumak icin ekstraseliiler matriksten (ESM) hiicreye
su gecer ve hiicre siser. Ayni zamanda iyonik denge i¢in potasyum hiicreden ESM’ye
gecer. Mitokondrideki kalsiyum sitoplazmaya ve ESM’ye salmir ve mitokondriyal
kalsiyuma bagh sitoplazmadaki bir¢ok proteaz aktifleserek ksantin dehidrogenazi
ksantin oksidaza doniistiiriir. Hiicrede hidrojen birikmesi hiicresel pH't diisiiriir ve
enzim aktivitesi bozulur. Aktive olan fosfolipaz enzimleri de hiicre zarindaki lipid

yapisint bozarak kandaki yag asit seviyesini arttirir (8).

3.3.2.Repertfiizyon (R)

3.3.2.1. Reaktif tiirler

Reaktif tiirler, reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNT)
olmak tizere ikiye ayrilir. Bu tiirlerin ortak ozellikleri en az bir tane eslesmemis
elektrona sahip olmalaridir. Bu 6zelliklerinden dolayr kimyasal tepkimelerde oldukca
reaktiftirler ve iyon, atom veya molekiil seklinde olabilirler. Oksijen metabolizmasi
sirasinda hiicrede reaktif tiirler normal olarak iiretilir ve hiicreler arasi ve hiicre i¢i

sinyal iletimi gibi birgok biyolojik siiregle iliskilidir (9).
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3.3.2.2. Reaktif oksijen tiirleri (ROT)

Oksijen akismin normal oldugu durumlarda hiicrede metabolik reaksiyonlar
sonucu peroksizom, mitokondri, endoplazmik retikulum, hiicre zar1 ve sitozolde
ROT fretilir. Reaktif oksijen tiirleri siiperoksit anyonu (O2e-), hidrojen peroksit
(H202) ve hidroksil radikalidir (OHe¢). IRH sirasinda ROT’lar enzimatik yollar veya
enzimatik olmayan yollarla olusturulur. Enzimatik yollardan ilki NADPH oksidaz
enzimi ile ROT {iretimidir. Hiicre zarma bagh bulunan bu enzim fibroblast, diiz kas,
endotel, monosit, mononiikleer lokositler ve makrofajlarda bulunur. Bakteriyel
enfeksiyonu onlemek i¢in fagositoz sirasnda, NADPH oksidaz enzimi araciligr ile

stiperoksit patlamasi yasanir (9,10).

Enzimatik ROT iiretiminin en yaygin ve bilinen yolu ksantin oksidorediiktaz
(KOR) enzim araciligiyla gergeklesir. KOR piirin katabolizmasinda 6nemli bir rol
oynayan karmasik molibdoflavo enzimleridir. Memelilerde KOR’un ksantin
dehidrogenaz (KDH) (yaklasik %90) ve ksantin oksidaz (KO) (yaklasik %10) olmak
tizere iki formu bulunur. Hipoksik dokuda, KDH son elektron alicist olarak oksijen
molekiiliinii (O2) kullanir ve ROT {iretme kapasitesi olan KO’ya doniisiir [9,11]. Bu
siire¢, oksidatif hasarin ana mekanizmasi olarak kabul edilmistir. Iskemik dokuda
ATP yikilinca hipoksantin firetili. Yogun Oz girisii KOR enzimlerinin
aktivasyonunu baglatir ve bu enzimler énce hipoksantini ksantine ve sonra ksantini
tirik aside okside ederek indirger. Bu reaksiyon sirasinda agiga ¢ikan siiperoksit
anyonu (O2-) yiiksek reaktif bir radikal olup daha sonra hidrojen peroksit (H202) ve
hidroksil radikaline (OHe) dontstiiriiliir. Hidroksil radikali inflamasyon yolagini
tetikleyerek ve proinflamatuar eikosanoidlerin {iretilmesine ve disartya salinmasina
neden olur. Eikosanoidler hiicre zarindaki lipid peroksidasyonu baslatir ve hiicre
zarinin gegirgenligi bozarak hiicre 6liimiine neden olurlar. Eikozanoidler arasidonik
asitin tlirevleri olup IRH’de 6nemli gorevler {iistlenirler. Arasidonik asit, IR’ nin
patofizyolojisinde rol alan prostaglandinler, tromboksanlar ve lokotrienlerin tiretimi
icin substrat gorevi goriir. Enzimatik olmayan ROT iiretimi mitokondriyal elektron
tasima zincir reaksiyonlar1 sonucu hiicre i¢ine O2e- radikalinin serbest birakilmasidir.

IRH sirasinda mitokondri kaynakli ROT iiretimi artar (9, 12).

32



3.3.2.3. Reaktif nitrojen tiirleri (RNT)

Reaktif nitrojen tiirleri (RNT), nitrik oksit (NO¢), nitrojen dioksit (NOz2¢), potent
oksidan peroksinitrit (ONOO—) ve NO¢; Oz2¢-, H*O* ve RO+ ile reaksiyona girdiginde
ortaya cikan diger nitrojen oksitleri ve metabolitleri igerir. Nitrik oksit (NO), nitrik
oksit sentaz (NOS) enzimi tarafindan L-arjininden sentezlenen ve IRH’de 6nemli
gorevleri olan bir sinyal molekiiliidiir. NOS’un ii¢ farkli izoformu vardir: NOS-1
(nNOS, ndronal), NOS-2 (iNOS, indiiklenebilir) ve NOS-3 (eNOS, endotelyal). Tim
NOS tiirleri, L-argininin L-sitriilline donistirilmesiyle NO diretir.  NO’nun
antioksidan ve anti-inflamatuar aktiviteleri mevcut olup koruyucu bir rol oynar (77).
Iskeminin ilk 15 dakikas1 icinde eNOS’un aktivasyonu sonucu NO seviyesi artar.
eNOS' tan tiiretilen NO, vaskiiler tonusun korunmasi i¢in gereklidir ¢iinkii IRH’de
meydana gelen eNOS diizeyindeki azalma, IRH'de goriilen yaygin bir yanit olan
vazokonstriksiyona yatkinlk olusturabilir. Reperfiizyondan {i¢ saat sonra, iNOS
sitkoinler aracihigi ile NO ekspresyonunu upregiile eder ve NO seviyesi dokuda
ikinci kez artar. NO’nun reperfiizyon sonrast IRH’da rolii olusumunun dogasma ve
dokuya 0zgii olarak degiskenlik gostermektedir. Bazi durumlarda, NO bir
antioksidan gorevi goriirken bazi durumlarda siiperoksit anyonu ile birleserek
peroksinitrit radikalini (ONOO™) olusturur. Peroksinitrik hiicre membraninda lipid

peroksidasyonu indiikler ve hiicre zarinin yapisini bozar (78, 79).

3.3.3.IRH’de “No reflow fenomeni”

No reflow fenomeni, ya da tekrar akis olmamasi, iskemik dokunun reperfiize
edilmesine ragmen mikrovaskiiler perfiizyonda islev bozuklugunu ifade eder. Bu
olayin patofizyolojisi tam olarak bilinmemektedir ancak bir¢cok faktoriin rol aldig
tahmin edilmektedir. Onerilen bir mekanizmaya gore sitokinler ve nétrofiller birlikte
hareket ederek mikrovaskiiler bariyerin bozukluguna yol acar. Bdylece hiicre zar
gecirgenligi bozulur, daha fazla madde gecisine izin verilirken sivi ve proteinler
damar disina sizar. Hiicreler arasi basing artar ancak damar i¢i basing azalir. Bu
mekanizmaya kiime farklilagsmasi 18 (CD18)’den kaynaklanan 16kosit birikimi ve
vendz tikanma da katki saglamaktadir. Miyokard, beyin ve iskelet kasinda nétrofil
tiikenmesi “no reflow” mekanizmasini engelleyerek notrofillerin akis olmamasi

durumunda ne kadar 6nemli bir rol oynadiklarini gosterir (80).
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3.3.4. IRH’de apoptotik hiicre dliimii

IRH’den kaynaklanan doku tahribati iskemik (primer) hasar ve reperfiizyon
(sekonder) hasar olarak iki kisma ayrilir. Iskemik hasar akut olarak hiicrelerde
oksijen yetersizligine ve beslenememeye neden olabilir, ancak uzun siireli iskemide
hiicrelerde biriken metabolik iiriinler metabolik asidoza neden olur. Reperfiizyon
hasarinda ise yeniden kanlanan dokularda lokal inflamasyon ve ROT iiretimi artar.
Uzun siiren IRH’de apoptozis, nekroz, otofaji gibi hiicre Oliimiine neden olan

yolaklar aktive olur (81).

Apoptozis veya programlanmis hiicre Oliimii, iskemik hasarda hipoksik stres
altinda ve reperfiizyon hasarinda ROS {iretimi sirasinda birgok gen ekspresyonunu da
barindiran aktif bir hiicresel olaydir. Apoptozis intrinsik ve ekstrinsik yollarla
gergeklesebilir. Bu iki yol arasinda g¢apraz-konusma olabilir. Ekstrinsik yol daha ¢ok
olim ligandlart ve reseptorleri (TNF-0, Fas ligand, sitokin tiimor nekroz faktor
benzeri apoptozun zayif indiikleyicisi (TWEAK), TNF-iliskili apoptoz indiikleyici
ligand (TRAIL)) iizerinden baslatilir ve kaspaz 3 ve 8 rol oynar (82). Intrinsik yol ise
mitokondri organeli ilizerinden gerceklesir ve hipoksi, radyasyon veya hiicresel
toksinler tarafindan baglatilir. Bu yolla Bcl-2 gen ailesi aktive edilir ve Bcl-2-iligkili
X proteini (Bax), Bcl-2 homologu antagonist 6ldiiriicii (Bak), sitokrom ¢, kaspaz-9
ve apoptotik proteaz aktive edici faktor 1'e (APAF-1) gibi proapoptotik proteinler rol
oynar. Literatiirde apoptozis ve IRH ile ilgili son yillarda birgok ¢alisma mevcuttur.
IRH’ nin karakteristik 6zelliklerinden oksidatif stres ve ROT {iretimi serebral IRH’de
apoptozisi indiikledigi kaydedilmistir. Bobrek ve kalp gibi organlarda da IRH’de
apoptozis varligi gézlenmistir. Bu galismalara gére IRH’de apoptozisin 6nemli rol

oynadigi soylenebilir (Sekil 6) (83).
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Sekil 6. Iskemi-Reperfiizyon hasarinin mekanizmasi (84)

3.3.5.IRH’de antioksidan sistemi

IRH’ye kars1 hiicreler enzimatik ve enzimatik olmayan iki farkli yolla miicadele
eder. Antioksidan aktivitesine sahip enzimlerden bir tanesi siiperoksit dismutazdir
(SOD). SOD siiperoksit radikalini hidrojen peroksit ve oksijene doniistiiriir. Diger
onemli enzimler ise katalaz (53) ve glutatyon peroksidazdir (GPx). Bu enzimler ise
hidrojen peroksiti 6nce suya ve sonra O2 molekiiliine doniistiiriir. Enzimatik olmayan
antioksidan maddeler protein veya diisiik molekiiler agirlikli molekiillerdir ve ROT
ve RNT’ye karsi etkili hiicre i¢i ve hiicre disi savunmada rol oynarlar. Glutatyon
(GSH) onemli bir antioksidan olup hem enzimatik hem de enzimatik olmayan
reaksiyonlarda ROT’u azaltir (85). Diger enzimatik olmayan antioksidanlar ise
alblimin, ferritin, seruloplazmin, miyoglobin, metallotiyoneinler, transferrin,
laktoferrin gibi metal baglayict proteinler, iirik asit ve Koenzim Q10 Onemli

molekiillerdir (85, 86).
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4. GEREC VE YONTEM

Bu calismada yapilan hayvan deneyleri igin Dicle Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurul Baskanhigindan (DUHADEK) 26/02/2020 tarih ve
2020/08 protokol numarasi ile izin almmustir. Bu ¢alismaya finans destegi
TIP.20.009 protokol numarasi ile Dicle lniversitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinatorligii (DUBAP) tarafindan saglannustir. Cahismadaki deney hayvanlar
Dicle Universitesi Saghik Bilimleri Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nden (DUSAM)
temin edilmistir. Calismanm deneysel boliimii DUSAM hayvan bakim merkezinde;
histolojik doku takipleri ve analizler Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Arastirma Laboratuvarinda; biyokimyasal ¢alismalar Dicle Universitesi

Tip Fakiiltesi Merkez Biyokimya Laboratuvarinda yapilmustir.
4.1. Kudret Narmm Oziitiiniin Elde Edilmesi

Yaklasik 1.5-2 kg giineste kurutulmus kudret nart meyvesi toz halinde yerel bir
saticidan temin edildi (Sekil 7). Toz karisim bir balon jojeye aktarildi ve karisimin
tizerini gegecek sekilde absolut alkol (%100 ethanol, katalog no: K49284483729,
Merck, Germany) eklendi. Bir manyetik balik yardimi ile manyetik karistirici
izerinde karisim 3 saat karistirildiktan sonra 8 saat dinlenmeye birakildi. 8 saat
sonunda karisimimn sivi kismu alind1 ve kalan ¢okeltiye tekrardan absolut alkol eklendi
(Sekil 8). Karisim tekrar 3 saat karistirilip 8 saat dinlendirildikten sonra iistte yiizen
stvi kisim alindi. Bu islem toplamda ti¢ kez arka arkaya tekrarlandi1. Daha sonra elde
edilen dziit+etil alkol karisimi Dicle Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi
Arastirma laboratuvarinda rotari evaporator cihazi (katalog no: HEID_ 31011,
Heidolph, Schwabach, Germany) (Sekil 9) ile saf alkol uzaklastirilarak sadece kudret
narinin alkolik 6ziitii (Sekil 10) elde edildi.
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Sekil 7. Kurutulmusg kudret nart meyvesi Sekil 8. Kudret narinin alkolik ekstrakti

—

Sekil 9. Kudret nan meyvesinin alkolik Sekil 10. Kudret nart meyvesinin alkolik 6zt
Ozitiiniin rotarievaporatdrile elde edilmesi
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4.2. Deney Hayvanlarimin Temini ve Deney Protokolii

Ortalama agirliklari 250-300 gr arasinda, yaklasik 10-12 haftalik 48 adet
Sprague Dawley tiirii disi siganlar kullanildi (grup basmna 8 adet sigan). Siganlar
paslanmaz celik kafeslerde 24+2 °C de 12 saat aydinhk ve 12 saat karanlk 1sik
periyodunda, normal diyet ve su ile beslendi. Siganlarin yem ve suya erigimi sinirsiz
olup sicanlara herhangi bir kisitlama uygulanmadi. Deney hayvanlarina yapilan tiim
cerrahi iglemler anestezi altinda hayvan refahi yiiksek tutularak yapildi. Ovaryum
iskemi-reperfiizyon isleminden once deney hayvanlarma 90 mg/kg intramiiskiiler
ketamin hidrokloriir (Ketalar; Pfizer, Istanbul, Tiirkiye) ve 8 mg/kg ksilazin
(Rompun; Bayer, Istanbul, Turkey) uygulanarak genel anestezi sagland1. Tiim ratlar
anestezi  uygulamasindan sonra operasyon masasma sabitlenerek  supin
pozisyonunda, batin bolgesi tiraglanarak %10 povidon-iyot ile temizlendikten sonra
abdomenin 2 cm’lik alt orta hat insizyonu ile acild1. Iskemi-reperfiizyon islemi icin
atravmatik paslanmaz celik steril Bulldog forsepsleri (klamplari) kullanildi. Gruplar

ve uygulanan iglemler asagidaki gibidir:

1. Grup (sham): Hayvanlara herhangi bir iglem uygulanmadi. Sadece batinlari
cerrahi protokol ile agild1 ve bagka miidahale yapilmadan batin katlar (cilt ve
cilt alt1) kapatildi. 15. giliniin sonunda intrakardiyak kan alimm ile hayvanlar
sakrifiye edilip ovaryumlart eksize edildi. Kanlar biyokimyasal analiz igin,
sag ovaryum histolojik doku takibi i¢in zinc-formalin soliisyonuna, sol
ovaryum ise western blot teknigi i¢in -80°C’de sakland:.

2. Grup (kudret nar1 grubu, KN): Hayvanlara herhangi bir islem
uygulanmadi. Sadece batinlar1 cerrahi protokol ile acildi1 ve bagka miidahale
yapilmadan batin katlarn (cilt ve cilt alt1) kapatildi. Hayvanlara 15 giin
boyunca orogastrik yoldan (orogastrik sonda ile) 600 mg/kg kudret nar
ekstresi verildi (Sekil 11). 15. giinlin sonunda intrakardiyak kan alimi ile
hayvanlar sakrifiye edilip ovaryumlar eksize edildi. Kanlar biyokimyasal
analiz i¢in, sag ovaryum histolojik doku takibi i¢in zinc-formalin
soliisyonuna, sol ovaryum ise western blot teknigi i¢in -80°C’de sakland.

3. Grup (iskemi-reperfiizyon, IR): Genel anestezi altinda batin bolgesi 2

cm’lik alt orta hat insizyonu ile acildi. Tuba uterina ve ovaryan dokular
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iceren ovaryan adneksiyalar agiga ¢ikarilarak ovaryumlar abdominal duvara
sabitlendi. Atravmatik vaskiiler diiz paslanmaz Bulldog forsepsi (Smile Inc.,
Germany) ile 3 saat boyunca iskemi olusturuldu (Sekil 12). Daha sonra
ovaryumlar Bulldog forsepsleri ¢ikarilarak ovaryumlar eski anatomik
lokasyonuna brrakildi. Cilt ve cilt alt1 fasyalar dikilerek ovaryumlarin 3 saat
boyunca reperfiize olmasi saglandi. Reperfiizyon isleminden sonra
intrakardiyak kan alimi ile hayvanlar sakrifiye edilip ovaryumlar1 eksize
edildi. Kanlar biyokimyasal analiz i¢in, sag ovaryum histolojik doku takibi
icin zinc-formalin soliisyonuna, sol ovaryum ise western blot teknigi icin -
80°C’de sakland1.

Grup (KN+IR): Hayvanlara 15 giin orogastrik yoldan 600 mg/kg kudret nari
ekstresi verildi. 15. gliniin sonunda, genel anestezi altinda batin bolgesi 2
cm’lik alt orta hat insizyonu ile acildi. Tuba uterina ve ovaryan dokular
iceren ovaryan adneksiyalar aciga c¢ikarillarak ovaryumlar abdominal duvara
sabitlendi. Atravmatik vaskiiler diiz paslanmaz Bulldog forsepsi (Smile Inc.,
Germany) ile 3 saat boyunca iskemi olusturuldu. Daha sonra ovaryumlardan
Bulldog forsepsleri ¢ikarillarak ovaryumlar eski anatomik lokasyonuna
birakildi. Cilt ve cilt alt1 fasyalar dikilerek ovaryumlarin 3 saat boyunca
reperfiize olmasi saglandi. Reperfiizyon isleminden sonra intrakardiyak kan
alimi ile hayvanlar sakrifiye edilip ovaryumlarn eksize edildi. Kanlar
biyokimyasal analiz i¢in, sag ovaryum histolojik doku takibi i¢in zinc-
formalin soliisyonuna, sol ovaryum ise western blot teknigi i¢in -80°C’de
sakland1.

Grup (IR+KN): Genel anestezi altinda batin bolgesi 2 cm’lik alt orta hat
insizyonu ile agildi. Tuba uterina ve ovaryan dokulart igeren ovaryan
adneksiyalar aciga cikarilarak ovaryumlar abdominal duvara sabitlendi.
Atravmatik vaskiiler diiz paslanmaz Bulldog forsepsi (Smile Inc., Germany)
ile 3 saat boyunca iskemi olusturuldu. Daha sonra ovaryumlar Bulldog
forsepsleri ¢ikarilarak ovaryumlar eski anatomik lokasyonuna birakildi. Cilt
ve cilt alt1 fasyalar dikilerek ovaryumlarin 3 saat boyunca reperfiize olmasi
sagland1. Reperfiizyon isleminden sonra hayvanlara 15 giin boyunca

orogastrik yoldan 600 mg/kg kudret nar1 ekstresi verildi. 15. giinlin sonunda,
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intrakardiyak kan almm ile hayvanlar sakrifiye edilip ovaryumlarn eksize
edildi. Kanlar biyokimyasal analiz i¢in, sag ovaryum histolojik doku takibi
icin zinc-formalin soliisyonuna, sol ovaryum ise western blot teknigi i¢in -
80°C’de sakland1.

6. Grup (KN+IR+KN): Hayvanlara 15 giin orogastrik yoldan 600 mg/kg
kudret nart ekstresi verildi. 15. giiniin sonunda, genel anestezi altinda batin
bolgesi 2 cm’lik alt orta hat insizyonu ile acgildi. Tuba uterina ve ovaryan
dokular igeren ovaryan adneksiyalar agiga ¢ikarilarak ovaryumlar abdominal
duvara sabitlendi. Atravmatik vaskiiler diiz paslanmaz Bulldog forsepsi
(Smile Inc., Germany) ile 3 saat boyunca iskemi olusturuldu. Daha sonra
ovaryumlar Bulldog forsepsleri ¢ikarilarak ovaryumlar eski anatomik
lokasyonuna birakildi. Cilt ve cilt alt1 fasyalar dikilerek ovaryumlarin 3 saat
boyunca reperfiize olmasi saglandi. Reperfiizyon isleminden sonra
hayvanlara 15 giin daha orogastrik yoldan 600 mg/kg kudret nar1 ekstresi
verildi.  Ikinci 15. giin sonunda intrakardiyak kan almi ile hayvanlar
sakrifiye edilip ovaryumlan eksize edildi. Kanlar biyokimyasal analiz i¢in,
sag ovaryum histolojik doku takibi i¢in zinc-formalin soliisyonuna, sol

ovaryum ise western blot teknigi i¢in -80°C’de sakland1 (Sekil 13). Gruplara

uygulanan iglemlerin 6zeti Tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1. Gruplara uygulanan islemlerin 6zeti

Gruplan Cerrahi islem Beslenme
1. grup = Sham Sadece batmn acilip kapatildi Normal diyet — 15 giin boyunca
2.grup = KN Sadece batin acilip kapatildi Normal diyet + 600 mg/kg KN ekstresi — 15
giin boyunca

3.grup=IR 3 saat iskemi-3 saat reperfiizyon Normal diyet
uygulandi

4. grup = KN+IR 3 saat iskemi-3 saat reperfiizyon Normal diyet + 600 mg/kg KN ekstresi — 15
uygulandi giin boyunca

5.grup = IR+KN 3 saat iskemi-3 saat reperfiizyon Normal diyet + 600 mg/kg KN ekstresi — 15
uyguland1 giin boyunca

6. grup = KN+IR+KN 3 saat iskemi-3 saat reperfiizyon Normal diyet + 600 mg/kg KN ekstresi — 30
uyguland1 giin boyunca

KN: Kudret nar1, IR: Iskemi-reperfiizyon
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Sekil 12. Ovaryum iskemi-reperfiizyon
hasarinin olusturulmasi

S
" 1A
P

Sekil 11. Deney hayvanlarina orogastrik Sekil 13. Eksize edilen ovaryum dokusu
sondayla kudret nar 6zttiiniin verilmesi

4.3. Biyokimyasal Analiz

Sicanlardan alnan kan Orneklerinden serum izole edildi ve Total Antioksidan
Statiisii (TAS) ve Total Oksidan Statiisii (TOS) parametreleri ¢alisildi. Her gruptaki
sicanlarm kanlarindan serum izolesi yapildi ve TAS ve TOS modifiye Erel yontemi
ve biyokimyasal otoanalizor (AU5800; Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, ABD)
kullanilarak spektrofotometrik olarak olgiildii. TAS ve TOS Kitleri ticari olarak satin
alind1 (Rell Assay Diagnostics, Gaziantep, Tiirkiye). Serum TAS seviyesi pmol
Trolox Equivalent/LL ve serum TOS seviyesi umol H202 Equivalent /L olarak
kaydedildi. Oksidatif Stres Indeksi (OSI) ise TOS degerinin TAS degerine
boliinmesiyle elde edildi ve birimsiz olarak kaydedildi (87). Serum 6rneklerinden
tim gruplar i¢in Anti-Miillerian Hormonu (AMH) ticari olarak satilan sigan uyumlu
enzim-bagh immunosorbent assay kiti (ELISA) (katalog numarasi: MBS2509909,
MyBioSource, California, USA) calisildi. Serum AMH diizeyleri ng/mL olarak
kaydedildi ve minimum seviye 0.05 ng/mL olarak kabul edildi.
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4.4. Doku Takibi

Disseke edilen sag ovaryum dokular1 rutin parafin doku takibine alindi. Zinc
formalin fiksatif (catalog no: Z2902-3.75L, Sigma, Germany) soliisyonunda 24 saat
fikse edildikten sonra dokular 1 gece akar su altinda bekletildi. Daha sonra dokular
artan alkol serilerinde (%50, %70, %80, %90, %96 ve absolii etil alkol) gegirilip
dehidrate edilerek ksilende 3x30 dakika boyunca tutuldu ve alkol uzaklastirildi.
Parafin inkiibasyonuna (58°C) alman dokular burada 3x45 dakika inkiibe edildikten
sonra parafin bloklara gomiildii. 5 um kalinhgmmda kesitler mikrotom (katalog no:
Leica RM2265, Wetzlar, Germany) yardimiyla pozitif sarjli lam {izerine alinarak

histokimyasal ve immiinohistokimyasal boyamalar uygulandi.
4.5. Hematoksilen-Eozin Boyama

Parafin bloklardan alinan ovaryan doku kesitleri 58°C’deki etiivde 8 saat
boyunca bekletildi. Kesitler etiivden ¢ikarilip oda sicakligina birakildiktan sonra
3x15 dakika boyunca ksilen soliisyonunda deparafinize edildi. Kesitler azalan alkol
serilerinden (%100, %96, %90, %70, %50 etil alkol) 10’ar dakika gecirildi ve distile
suya getirilerek 5 dakika bekletildi. Harris Hematoksilen boyasinda 8 dakika
bekletildikten sonra kesitler akar su altinda 5 dakika yikandi. Fazla hematoksilen
alinip kesitler durulandiktan sonra alkolik eozin boyasinda 8 dakika boyandi. Kesitler
artan alkol serilerinden (%70, %80 %90, %96 etil alkol) hizli bir sekilde gecirildi ve
absolii alkolde 1 dakika bekletildi. Son olarak kesitler 3x45 dakika ksilende
seffaflastirildiktan sonra Entellan® (katalog no:107961, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, US) kapatma medyumu ile kapatild1 (Sekil 14). Kesitler Motic EASYSCAN
PRO 6 Pathology Slide Scanner (Meyer Instruments Inc, Texas, USA) programi ile
analiz edildi.
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Sekil 14. Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama

4.6. APAF-1 immunohistokimyasal Boyama

Parafin bloklardan alinan ovaryan doku kesitleri 58°C’deki etiivde 8 saat
boyunca bekletildi. Kesitler etiivden ¢ikarillip oda sicakhigma birakildiktan sonra
3x15 dakika boyunca ksilen soliisyonunda deparafinize edildi. Kesitler azalan alkol
serilerinden (%100, %96, %90, %70, %50 etil alkol) 10’ar dakika gecirildi ve distile
suya getirilerek 5 dakika bekletildi. Kesitler yikama soliisyonu olan 1X Phosphate-
Buffered Saline with Tween20 (PBST) soliisyonunda 3x5 dakika yikandi. Kesitlere
endojen peroksidaz aktivitesini bloklamak i¢in %3 hidrojen peroksit soliisyonu
(katalog no: TA-015-HP, ThermoFischer, Fremont, CA, USA) damlatilip 20 dakika
beklendi. Ardindan 1X PBST ile 3X5 dakika yikama yapilip, non-spesifik
baglanmay1 6nlemek igin 8 dakika boyunca Ultra V Block (katalog no: TA-015-UB,
ThermoFischer, Fremont, CA, USA) soliisyonu kesitlerin {izerine dokiildii. Kesitler,
anti-APAF-1 (katalog no: ab2000, Abcam plc, Cambridge, UK) primer antikoru ile
bir gece +4°C’de overnight edildi. Ertesi giin kesitler oda sicakligma birakilarak 30-
60 dakika bekletildi. Kesitlerin tizerindeki antikorlar aspire edilerek uzaklastirild1 ve
1X PBST ile 3x5 dakika yikandi. Kesitlere biotinli sekonder antikor (katalog no: TP-
015-BN, ThermoFischer, Fremont, CA, USA) damlatilip 14 dakika bekletildi. 1X
PBST ile 3x5 dakika yikandiktan sonra streptavidin-peroxidase soliisyonu (katalog
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no: TS-015-HR, ThermoFischer, Fremont, CA, USA) damlatilip 15 dakika
beklendikten sonra 1x PBST ile 3x5 dakika yikama yapildi. Protein ekspresyonu
gormek i¢in kesitlere kromojen diaminobenzidin (DAB) (katalog no: TA-001-HCX,
ThermoFischer, Fremont, CA, USA) damlatilip reaksiyon mikroskop altinda izlendi.
Reaksiyonu durdurmak igin kesitler 1X PBST ile yikand1. Zit boyama i¢in Gill 111
hematoksilen (katalog no: HX84908574, Merck, Darmstadt, Germany) boyamasi 45
saniye yapildi. Kesitler distile suda yikandiktan sonra artan alkol serilerinden (%70,
%80 %90, %96 etil alkol) hizli bir sekilde gegirildi ve absolii alkolde 1 dakika
bekletildi. Son olarak kesitler 3x15 dakika ksilende seffaflastirildiktan sonra
Entellan® (katalog no:107961, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US) kapatma
medyumu ile kapatildi. Kesitler Motic EASYSCAN PRO 6 Pathology Slide Scanner

(Meyer Instruments Inc, Texas, USA) programu ile analiz edildi.
4.7. Western Blot

Sakrifikasyon sonrasi -80°C’de bekletilen sol ovaryan dokular i¢i sivi azot dolu
porselen havanda doviilerek toz haline getirildi. Toz haline getirilen ovaryum
dokularn 1.5 ml’lik ependorf tiiplere alinarak buz iizerinde tutuldu ve sonraki tiim
asamalar buz iizerinde gergeklestirildi. Toz ovaryum dokularinin iizerine 1/100
oraninda olacak sekilde proteaz-fosfataz inhibitor kokteyli (katalog numarasi:78440,
Thermo Scientific, USA) ve niikleaz iceren radioimmunoprecipitation assay buffer
(RIPA) buffer (katalog numarasi: R0278, Sigma Aldrich, Germany) eklendi. Tiipler
parafilm ile kapatilarak homojen bir karisim elde etmek igin vortekslendi. Ornekler
lizat bufferda her 15 dakikada bir vortekslenmek iizere toplamda 1 saat buz iizerinde
lizis edildi. Dokudaki toplam protein miktart Smart BCA (Bicinchoninic Acid)
protein assay kiti (lot numarasi: 201410651, Intron Biotechnology) kullanilarak
oOlgiildii. Ticari kitin kullanim protokoliine gore BSA (Bovine Serum Albumine)
standartlart kullanildi ve 562 nm’ de o6l¢lim yapilarak pg/ml deki total protein
konsantrasyonu belirlendi (Sekil 15). Daha sonra orneklerin i¢indeki proteinler
95°C’de 5 dakika boyunca denatiire edildi. Ornekleri jelde yiiriitmek icin ticari olarak
satilan %10 TGX stain-free fastcast acrylamid jel (Bio-Rad) kullanildi. Jel, kitin
manueline gore hazirlandi ve Mini Protean Tetra Cell apparatus sistemi (Bio-Rad)

kullanildi. Her gruptan esit miktarda protein hacmi ve miktar1 alinmak sartiyla
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proteinler jel kuyucuklarina yiiklendi ve proteinler yaklasik 25 dakika boyunca 300
volt/400 Amper jelde elektroforez edildi (Sekil 16). Agirliklarina gore ayrilmis
proteinler jelden PVDF (poliviniliden difloriir)y membranma transblot edildi (Bio-
Rad). Transfer cihazindan alinan membranlar PBST igerisinde hazirlanmis %5°lik
yagsiz siit tozu icerisinde 1 saat oda sicakliginda bir calkalayic1 yardmm ile bloke
edildi. Bloke edilen membranlar %5’lik siit tozu PBST igerisinde anti-APAF-1
(katalog no: ab2000, Abcam plc, Cambridge, UK) ile hazirlanan primer antikorlar ile
calkalayic1 tlizerinde bir gece +4°C’de inkiibe edildi. Ertesi sabah membran oda
sicakliga alinarak 4 saat boyunca calkalayici lizerinde inkiibasyona devam ettirildi.
Membranlar 3x5 dakika PBST ile yikandiktan sonra sekonder antikorlar (1/10000
oraninda PBS-Tween igerisinde hazirlanmig) ile 1 saat oda sicakliginda calkalayici
iizerinde inkiibe edildi. Membranlar 3x5 dakika PBST ile yikandiktan sonra,
proteinler, ECL (enhanced chemiluminiscent) (Advansta) metoduna gore

goriintiileme cihazi (Bio-Rad ChemiDoc MP) kullanilarak goriintiilendi.

Sa'ta

Sekil 15. BCA protein assay ile Orneklerin Sekil 16. Proteinlerin jelde yiiriimesi

spektrofotometreye yiiklenmesi

4.8. istatistiksel Analiz

Tim deney gruplarinin TAS, TOS, OSI ve AMH verileri istatistiksel analizi i¢in
IBM SPSS Statistics 25 (IBM®, version 25.0.0.0, US) yazilmi kullanildi. Verilerin
normal ve homojen dagilimi analiz edildikten sonra varyansin homojenitesine bagh
olarak ANOVA testi ve post-hoc Tukey ve Games-Howell testleri kullanildi.
Istatistiksel analiz sonucu test sonucu anlamliik degeri p<0.05 olanlar istatistiksel
olarak anlaml kabul edildi.
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5. BULGULAR

5.1. TAS, TOS ve AMH Bulgulan

Gruplardaki sigcanlardan deney sonucu alinan serum Orneklerinden Total
Antioksidan Statii (TAS, umol H202 Eq/L) ve Total Oksidan Statii (TOS, pumol
Trolox Eqg/L) degerleri Rel Assay Kkiti ile galisildi. Serumdaki enzimatik olmayan tiim
oksidan ve antioksidan molekiiller 6lgiildii. Oksidatif stres indeksi (OSI), TOS
degerlerinin TAS degerlerine boliinmesi ile elde edildi ve birimsiz bir olgiittiir.
Yiiksek OSI degerleri, oksidasyon veya oksidatif stres i¢cin daha biiyiik bir egilimi
gosterir. AMH degerleri sican uyumlu ticari ELISA kiti ile ol¢lildii. Gruplardaki
TAS, TOS, OSI ve AMH degerlerinin ortalama, standard sapma, minimum ve
maksimum degerleri Tablo 2’de gosterilmistir. Ortalama TAS degeri gruplar
arasinda birbirine yakm bir aralikta dlciildii ve IR grubu en diisiik degere sahipti.
Ortalama TOS degeri ise en yiiksek IR grubunda bulunurken, KN tedavisi alan
gruplarda ortalama TOS degeri IR grubuna gore daha disiik tespit edildi. OSI,
oksidatif indeksi olarak kabul edilir ve en yiiksek deger IR grubunda 6l¢iildii. KN nin
antioksidan 6zelligi 6zellikle IR+KN ve KN+IR+KN gruplarinda gozlendi ¢iinkii bu
gruplarda IR grubuna gére OSI degeri daha diisiik kaydedildi (Tablo 2).
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Tablo 2. Gruplardaki TAS, TOS, OSI ve AMH degerlerinin tanimlayiciistatistik selanalizi

Denek Standard Minimum Maksimum
Sayisi Ortalama Sapma  Deger Deger

Serum TAS Sham 8 2.66 0.21 2.32 2.93
(umol H202 Eq/L) KN 8 2.57 0.21 2.26 2.83
IR 8 2.20 0.13 2.03 2.46

KN+IR 8 2.26 0.16 2.09 253

IR+KN 8 2.37 0.09 2.27 251

KN+IR+KN 8 2.34 0.11 2.21 2.57

Toplam 48 2.40 0.22 2.03 2.93

Serum TOS Sham 8 45.75 9.80 30.02 58.38
(umol Trolox Eq/L) KN 8 67.66 13.88 53.14 87.40
IR 8 105.55 22.88 85.50 151.37

KN+IR 8 83.04 15.12 57.27 100.38

IR+KN 8 56.47 16.33 31.78 86.93

KN+IR+KN 8 57.12 11.30 38.77 70.73

Toplam 48 69.26 24.85 30.02 151.37

Osl Sham 8 17.40 4.74 11.64 24.47
KN 8 26.32 4.97 20.49 34.29

IR 8 47.76 8.78 39.27 61.53

KN+IR 8 36.52 5.46 27.27 41.75

IR+KN 8 23.83 7.16 13.58 38.30

KN+IR+KN 8 24,51 5.43 15.09 29.91

Toplam 48 2939 1168 11.64 61.53

AMH Sham 8 4.15 0.68 3.12 4.90
(ng/mL) KN 8 3.83 0.74 2.85 4.86
IR 8 1.63 0.48 0.97 2.40

KN+IR 8 1.85 0.68 1.01 2.85

IR+KN 8 231 0.75 1.53 3.50

KN+IR+KN 8 3.28 0.98 2.29 4.84

Toplam 48 2.84 1.20 0.97 4.90
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Yapilan tanimlayic1 istatistik, histogram, basiklik ve carpiklik, egri analizi
sonuglarina gore veriler normal dagilim gosterdi ve bu veriler paramertrik testlerden
ANOVA ile analiz edildi. Homojen varyans (Levene) testi sonuglarina gore TOS,
OSI ve AMH degerleri homojen varyans dagilim gosteritken TAS verilerinin

varyansinin homojen dagilmadig: gozlendi (Tablo 3).

Tablo 3. Gruplardaki TAS, TOS, OSI ve AMH verilerinin varyanshomojenlik dagilim analizi

Levene Serbestlik  Serbestlik p

istatistikleri ~ derecesi 1 derecesi 2 degeri

TAS Ortalamaya gore 2479 5 42 0.047
Mediana gore 1.624 5 42  0.175

Median ve diizeltilmis df ye gore 1.624 5 31.352  0.183
Trimlenmis ortalamaya gore 2.518 5 42  0.044

TOS Ortalamaya gore 1.403 5 42  0.243
Mediana gore 0.630 5 42  0.678

Median ve diizeltilmis df ye gore 0.630 5 26.809 0.678
Trimlenmis ortalamaya gore 1.227 5 42 0313

OSI Ortalamaya gore 1.117 5 42 0.366
Mediana gore 0.755 5 42  0.587

Median ve diizeltilmis df ye gore 0.755 5 33.601  0.589
Trimlenmis ortalamaya gore 1.023 5 42 0416

AMH  Ortalamaya gore 1.007 5 42 0425
Mediana gére 0.585 5 42  0.712

Median ve diizeltilmis df ye gore 0.585 5 34.226  0.712
Trimlenmis ortalamaya gore 0.921 5 42 0477

ANOVA testi sonuglarina gore TAS, TOS, OSI ve AMH ol¢limlerinde gruplar

arasinda en az bir grupta digerlerinden farkli bir anlamhilik tespit edildi (Tablo 4).

Tablo 4. TAS, TOS, OSI ve AMH degerlerinin ANOVA testi sonuglari.

ANOVA TESTI
Serbestlik  Ortalamaninka
derecesi-1 resi F testi p degeri
TAS Gruplar Arasinda 5 0.255 9.529 <0.001
Grup i¢inde 42 0.027
Toplam 47
TOS Gruplar Arasinda 5 3796.915 15.861 <0.001
Grup icinde 42 239.392
Toplam 47
oSl Gruplar Arasinda 5 954.038 24.340 <0.001
Grup i¢inde 42 39.196
Toplam 47
AMH Gruplar Arasinda 5 9.008 16.511 <0.001
Grup i¢inde 42 0.546
Toplam 47

Not: p<0.05 anlamh olarak kabul edilmektedir.
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TAS verilerinin varyanslari homojen dagilim gostermediginden post hoc
testlerinden Games-Howell testi uygulandi. IR grubunda ortalama TAS degerlerinde
sham (p=0.003) ve KN (p=0.015) gruplarina gére anlaml bir diisiis goézlendi. KN
ekstresi verilen KN+IR, IR+KN ve KN+IR+KN gruplarinda IR grubuna gdore
ortalama TAS degerlerinde yiikselis gozlendi ancak bu artma istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (sirasiyla p=0.959, p=0.113, p=0.296) (Tablo 5). Gruplardaki

ortalama TAS degerlerinin grafik sunumu Sekil 17°de gosterilmistir.

Tablo 5. TAS verileri i¢in posthoc Games Howell test sonuglar

Ortalama Fark Standard 95% Giiven Araligt
Gruplar (A) Gruplar (B) (A-B) hata p degeri Alt limit Ust limit
SHAM KN 0.09375 0.10695 0.946 -0.2570 0.4445
IR 0.46125 0.09047 0.003 0.1576 0.7649
KN+IR 0.39875" 0.09541 0.011 0.0828 0.7147
IR+KN 0.29125" 0.08268 0.049 0.0015 0.5810
KN+IR+KN 0.31875 0.08644 0.032 0.0233 0.6142
KN SHAM -0.09375 0.10695 0.946 -0.4445 0.2570
IR 0.36750" 0.09025 0.015 0.0647 0.6703
KN+IR 0.30500 0.09519 0.060 -0.0102 0.6202
IR+KN 0.19750 0.08243 0.247 -0.0912 0.4862
KN+IR+KN 0.22500 0.08620 0.175 -0.0695 0.5195
IR SHAM -0.46125" 0.09047 0.003 -0.7649 -0.1576
KN -0.36750° 0.09025 0.015 -0.6703 -0.0647
KN+IR -0.06250 0.07623 0.959 -0.3134 0.1884
IR+KN -0.17000 0.05952 0.113 -0.3693 0.0293
KN+IR+KN -0.14250 0.06464 0.296 -0.3554 0.0704
KN+IR SHAM -0.39875 0.09541 0.011 -0.7147 -0.0828
KN -0.30500 0.09519 0.060 -0.6202 0.0102
IR 0.06250 0.07623 0.959 -0.1884 0.3134
IR+KN -0.10750 0.06679 0.609 -0.3348 0.1198
KN+IR+KN -0.08000 0.07139 0.864 -0.3176 0.1576
IR+KN SHAM -0.29125" 0.08268 0.049 -0.5810 -0.0015
KN -0.19750 0.08243 0.247 -0.4862 0.0912
IR 0.17000 0.05952 0.113 -0.0293 0.3693
KN+IR 0.10750 0.06679 0.609 -0.1198 0.3348
KN+IR+KN 0.02750 0.05318 0.995 -0.1482 0.2032
KN+IR+KN SHAM -.31875 0.08644 0.032 -0.6142 -0.0233
KN -0.22500 0.08620 0.175 -0.5195 0.0695
IR 0.14250 0.06464 0.296 -0.0704 0.3554
KN+IR 0.08000 0.07139 0.864 -0.1576 0.3176
IR+KN -0.02750 0.05318 0.995 -0.2032 0.1482

*p<0.05 anlaml olarak kabul edilmektedir.
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Sekil 17. Ortalama TAS degerlerinin gruplara gore dagilimi

TOS verilerinin varyansi homojen dagildigindan post hoc testlerinden Tukey
testi uygulandi. Ortalama TOS degerleri IR grubunda en yiiksek olarak 6l¢iildii ve bu
yiikselis sham (p=0.001) ve KN (p=0.001) gruplarina gére anlamliydi. IR &ncesi
verilen KN ekstresinin TOS degerini KN+IR grubunda IR grubuna gore diisiirdiigii
ancak bu disiisiin anlamh olmadig1 kaydedildi. IR+KN ve KN+IR+KN gruplarinda
IR grubuna gore ortalama TOS degerlerinde azalma kaydedildi ve bu azalisin
istatistiksel olarak anlamli oldugu hesaplandi (sirasiyla p=0.001 ve p=0.001) (Tablo
6). Gruplardaki ortalama TOS degerlerinin grafik sunumu Sekil 18’de gosterilmistir.

OSI verilerinin varyansi normal dagilm gosterdiginden post hoc testlerinden
Tukey testi uygulandi. IR grubundaki ortalama OSI degerleri diger tiim gruplardaki
ortalama OSI degerinden daha biiylik kaydedilmistir. IR grubu ile diger gruplar
arasindaki ortalama OSI farklari istatistiksel olarak anlamlihk gdstermistir (IR-Sham:
p=0.001, IR-KN: p=0.001, IR- IR+KN: p=0.010, IR-KN+IR: p=0.001, IR-
KN+IR+KN: p=0.001). IRH o6ncesi KN ekstresinin verilmesinin oksidatif stresi
diistirdiigiinii, ancak ozellikle IRH sonrast KN ekstresi tedavisinin oksidatif stresi
azaltmada etkili oldugu tespit edildi. (Tablo 7). Gruplardaki ortalama OSI

degerlerinin grafik sunumu Sekil 19’da gosterilmistir.
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Tablo 6. TOS verileri i¢in posthoc Tukey test sonuglar

OrtalamaFark Standard 95% Giiven Aralig
Gruplar (A) Gruplar (B) (A-B) hata p degeri Altlimit Ust limit
SHAM KN -21.91250 7.73615 0.072 -45.0068 1.1818
IR -59.79875 7.73615 0.001 -82.8931 -36.7044
KN+IR -37.29625° 7.73615 0.001 -60.3906 -14.2019
IR+KN -10.72025 7.73615 0.735 -33.8146 12.3741
KN+IR+KN -11.37375 7.73615 0.685 -34.4681 11.7206
KN SHAM 21.91250 7.73615 0.072 -1.1818 45.0068
IR -37.88625 7.73615 0.001 -60.9806 -14.7919
KN+IR -15.38375 7.73615 0.366 -38.4781 7.7106
IR+KN 11.19225 7.73615 0.699 -11.9021 34.2866
KN+IR+KN 10.53875 7.73615 0.749 -12.5556 33.6331
IR SHAM 59.79875* 7.73615 0.001 36.7044 82.8931
KN 37.88625* 7.73615 0.001 14.7919 60.9806
KN+IR 22.50250 7.73615 0.060 -0.5918 45.5968
IR+KN 49.07850* 7.73615 0.001 25.9842 72.1728
KN+IR+KN 48.42500* 7.73615 0.001 25.3307 71.5193
KN+IR SHAM 37.29625* 7.73615 0.001 14.2019 60.3906
KN 15.38375 7.73615 0.366 -7.7106 38.4781
IR -22.50250 7.73615 0.060 -45.5968 .05918
IR+KN 26.57600* 7.73615 0.016 3.4817 49.6703
KN+IR+KN 25.92250* 7.73615 0.020 2.8282 49.0168
IR+KN SHAM 10.72025 7.73615 0.735 -12.3741 33.8146
KN -11.19225 7.73615 0.699 -34.2866 11.9021
IR -49.07850* 7.73615 0.001 -72.1728 -25.9842
KN+IR -26.57600* 7.73615 0.016 -49.6703 -3.4817
KN+IR+KN -0.65350 7.73615 0.995 -23.7478 22.4408
KN+IR+KN SHAM 11.37375 7.73615 0.685 -11.7206 34.4681
KN -10.53875 7.73615 0.749 -33.6331 12.5556
IR -48.42500* 7.73615 0.001 -71.5193 -25.3307
KN+IR -25.92250* 7.73615 0.020 -49.0168 -2.8282
IR+KN 0.65350 7.73615 0.995 -22.4408 23.7478

*p<0.05 anlamli olarak kabul edilmektedir.
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Sekil 18. Ortalama TOS degerlerinin gruplara gore dagilimi
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Tablo 7. OSI verileri igin post hoc Tukey test sonuglari

Ortalama Fark Standard 95% Giiven Araligt
Gruplar (A) Gruplar (B) (A-B) hata p degeri Alt limit Ust limit
SHAM KN -8.92500  3.13035 0.069 -18.2699 0.4199
IR -30.36500°  3.13035 0.001 -39.7099 -21.0201
KN+IR -19.12250"  3.13035 0.001 -28.4674 -9.7776
IR+KN -6.43875  3.13035 0.329 -15.7836 2.9061
KN+IR+KN -7.11250  3.13035 0.228 -16.4574 2.2324
KN SHAM 8.92500  3.13035 0.069 -0.4199 18.2699
IR -21.44000*  3.13035 0.001 -30.7849 -12.0951
KN+IR -10.19750*  3.13035 0.025 -19.5424 -0.8526
IR+KN 248625 3.13035 0.967 -6.8586 11.8311
KN+IR+KN 1.81250 3.13035 0.992 -7.5324 11.1574
IR SHAM 30.36500*  3.13035 0.001 21.0201 39.7099
KN 21.44000*  3.13035 0.001 12.0951 30.7849
KN+IR 11.24250*%  3.13035 0.010 1.8976 205874
IR+KN 23.92625*  3.13035 0.001 14,5814 33.2711
KN+IR+KN 23.25250*  3.13035 0.001 13.9076 325974
KN+IR SHAM 19.12250*  3.13035 0.001 9.7776 28.4674
KN 10.19750*  3.13035 0.025 0.8526 19.5424
IR -11.24250*  3.13035 0.010 -20.5874 -1.8976
IR+KN 12.68375*  3.13035 0.003 3.3389 22.0286
KN+IR+KN 12.01000*  3.13035 0.005 2.6651 21.3549
IR+KN SHAM 6.43875 3.13035 0.329 -2.9061 15.7836
KN -2.48625  3.13035 0.967 -11.8311 6.8586
IR -23.92625*  3.13035 0.001 -33.2711 -14.5814
KN+IR -12.68375*  3.13035 0.003 -22.0286 -3.3389
KN+IR+KN -0.67375  3.13035 1.000 -10.0186 8.6711
KN+IR+KN SHAM 7.11250  3.13035 0.228 -2.2324 16.4574
KN -1.81250  3.13035 0.992 -11.1574 75324
IR -23.25250*  3.13035 0.001 -32.5974 -13.9076
KN+IR -12.01000*  3.13035 0.005 -21.3549 -2.6651
IR+KN 0.67375 3.13035 0.995 -8.6711 10.0186
*p<0.05 anlamli olarak kabul edilmektedir.
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Sekil 19. Ortalama OSI degerlerinin gruplara gére dagilimi
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AMH verilerinin varyanst normal dagilm gosterdiginden posthoc testlerinden
Tukey testi uygulandi. IR grubundaki ortalama AMH degerleri diger tiim gruplardaki
ortalama AMH degerinden daha disiik kaydedilmistir. IR grubu ile sham ve KN
gruplan arasindaki ortalama AMH farklar istatistiksel olarak anlamlilik géstermistir
(IR-Sham: p=0.001 ve IR-KN: p=0.001). KN ekstresi tedavisi alan gruplardan
KN+IR ve IR+KN gruplarmda AMH seviyesi IR grubuna gore artt1 ancak bu artis
istatistiksel olarak herhangi bir anlamlilk gostermedi (sirasiyla, p=0.991 ve
p=0.451). IR ve KN+IR grubuna gére AMH seviyesi KN+IR+KN grubunda anlaml
bir sekilde artig gostermistir (p=0.001 ve p=0.005) (Tablo 8). KN tedavisinin IRH’de
AMH degerlerini arttirarak ovaryan rezervi restore ettigi, ancak en iyi sonucun IRH
oncesi KN

ve sonrasl ekstresi tedavisinin verildigi grup oldugu gdzlendi.

Gruplardaki ortalama AMH degerlerinin grafik sunumu Sekil 20°de gosterilmistir.

Tablo 8. AMH verileri i¢in posthoc Tukey test sonuglari

Ortalama Fark Standard 95% Giiven Araligt
Gruplar (A) Gruplar (B) (A-B) hata p degeri Altlimit Ust limit
SHAM KN 0.32375 0.36931 0.950 -0.7787 1.4262
IR 2.52375 0.36931 0.001 1.4213 3.6262
KN+IR 2.30750" 0.36931 0.001 1.2050 3.4100
IR+KN 1.84375" 0.36931 0.001 0.7413 2.9462
KN+IR+KN 0.87625 0.36931 0.189 -0.2262 1.9787
KN SHAM -0.32375 0.36931 0.950 -1.4262 0.7787
IR 2.20000* 0.36931 0.001 1.0975 3.3025
KN+IR 1.98375* 0.36931 0.001 0.8813 3.0862
IR+KN 1.52000* 0.36931 0.002 0.4175 2.6225
KN+IR+KN 0.55250 0.36931 0.669 -0.5500 1.6550
IR SHAM -2.52375* 0.36931 0.001 -3.6262 -1.4213
KN -2.20000* 0.36931 0.001 -3.3025 -1.0975
KN+IR -0.21625 0.36931 0.991 -1.3187 0.8862
IR+KN -0.68000 0.36931 0.451 -1.7825 0.4225
KN+IR+KN -1.64750* 0.36931 0.001 -2.7500 -0.5450
KN+IR SHAM -2.30750* 0.36931 0.001 -3.4100 -1.2050
KN -1.98375* 0.36931 0.001 -3.0862 -0.8813
IR 0.21625 0.36931 0.991 -0.8862 1.3187
IR+KN -0.46375 0.36931 0.807 -1.5662 0.6387
KN+IR+KN -1.43125* 0.36931 0.005 -2.5337 -0.3288
IR+KN SHAM -1.84375* 0.36931 0.001 -2.9462 -0.7413
KN -1.52000* 0.36931 0.002 -2.6225 -0.4175
IR 0.68000 0.36931 0.451 -0.4225 1.7825
KN+IR 0.46375 0.36931 0.807 -0.6387 1.5662
KN+IR+KN -0.96750 0.36931 0.115 -2.0700 0.1350
KN+IR+KN SHAM -0.87625 0.36931 0.189 -1.9787 0.2262
KN -0.55250 0.36931 0.669 -1.6550 0.5500
IR 1.64750* 0.36931 0.001 0.5450 2.7500
KN+IR 1.43125* 0.36931 0.005 0.3288 2.5337
IR+KN 0.96750 0.36931 0.115 -0.1350 2.0700

*p<0.05 anlamli olarak kabul edilmektedir.

53



AMH (ng/mL)

E=N

L¥5]

(]

Ortalama AMH Degeri

(]

Sham KN IR KN+IR IRTKN  KN+IRTKN

Gruplar

Sekil 20. Ortalama AMH degerlerinin gruplara gore dagihmi

5.2. Histopatolojik Bulgular

Tim gruplardaki ovaryum kesitleri histokimyasal boyamalardan Hematoksilen-

Eozin boyamasi ile boyandi (Sekil 21 — 38).

5.2.1. Hematoksilen-Eozin boyama bulgular:

Sham grubu ovaryum kesitlerinde ovaryum histolojisinin normal oldugu izlendi.
Preantral folikiiller, antral follikiiler ve ovumlu Graafian folikiiliiniin yaninda korpus
luteum ve mezovaryumdaki bag doku ve damarlar diizenli olarak gézlendi (Sekil 21
—23).
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400um

Sekil 21. Sham grubu ovaryum kesitinin total goriiniimii. Hematoksilen Eozin, Bar: 400 um

Sekil 22. Sham grubu ovaryum Kkesiti. Preantral folikiiller (paf), antral folikiiller (af), korpus luteum
(c]), zona pellusidali ovum (san ok) ve bag doku stromal alan (san yildiz) diizenli olarak gbzlendi.
Hematoksilen Eozin, Bar: 60 um
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Sekil 23. Sham grubu ovaryum Kkesiti. Graafian folikiil (gf), teka hiicre tabakasi (teca), graniiloza
hiicreleri (gc) ve zona pellusidali ovum (sarn ok) ve bag doku stromal alan (sar1 yildiz) normal

histolojide goriindii. Hematoksilen Eozin, Bar: 60 um

KN grubu ovaryum Kesitlerinde ovaryum histolojisinin kontrole benzer ve
histolojik olarak diizenli oldugu gozlendi. Primordial folikiiller, preantral ve antral
folikiiller, stromal alan, ova ve germinal epitelyum histolojik olarak normal izlendi.,
(Sekil 24 — 26).

400um

Sekil 24. KN grubu totalovaryum kesit. Hematoksilen Eozin, Bar: 400 pm
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Sekil 25. KN grubu ovaryum Kkesiti. Preantral folikiiller (paf), antral folikiiller (af), zona pellusidah
ovum (sart ok), stromal alan (sart yildiz) ve germinal epitelyum (siyah ok) normal histolojik

goriiniimde idi. Hematoksilen Eozin, Bar: 60 pm

Sekil 26. KN grubu ovaryum kesiti. Primordiyal folikiiller (prf), antral folikiiller , stromal alan (sarn
yildiz) ve germinal epitelyum (siyah ok) normal gdzlendi. Hematoksilen Eozin, Bar: 60 pm
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Iskemi/reperfiizyon grubu ovaryum Kkesitlerinde folikiiler dejenerasyon, yogun
vaskiiler konjesyon ve dilatasyon, yogun mononiikleer lokosit infiltrasyonu, bag

doku ve graniiloza hiicre tabakasi dejenerasyonu gozlendi (Sekil 27 — 29).

400um

Sekil 28. IR grubuna ait ovaryum kesiti. Dejenere folikiiller (df), dejenere graniiloza hiicre tabakasi
(gc) ve vaskiilerdilatasyon/konjesyon (kirmizi yildiz) izlenmektedir. Hematoksilen Eozin, Bar: 60 pm
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Sekil 29. IR grubuna ait ovaryum Kkesiti. Stromal alanda dejenerasyon, mononiikleer hiicre
infiltrasyonu ve vaskiiler dilatasyon ve konjesyon (kirmizi y1ldiz) goriilmektedir. Hematoksilen Eozin,
Bar: 60 pm

KN+IR grubunda, IR grubuna benzer histolojik gériiniim mevcuttu. Odem,
folikiiler dejenerasyon, vaskiiler dilatasyon/konjesyon, mononiikleer lokosit
infiltrasyonu, bag doku hiicre dejencrasyonu, dejeneratif folikiiller ve az sayida

normal folikiiler yap1 izlendi. KN tedavisinin IR Oncesi verilmesinin zayif etkiye
sahip oldugu gozlendi (Sekil 30 — 32).

400um

Sekil 30. KN+IR grubuna ait ovaryum kesitinin total gériiniimii. Hematoksilen Eozin, Bar: 400 um
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Sekil 31. KN+IR grubuna ait ovaryum kesiti. Baz1 alanlarda normal preantral folikiiller (paf), antral
folikiiller (af) ve zona pellusidah ovum (sar1 ok) izlenirken genel olarak yogun 6dem (ed), yaygin
vaskiiler dilatasyon/konjesyon ve mononiikleer 16kosit infiltrasyonu (kirmiz1 yildiz) ve dejeneratif
stromalalan (sar1 yildiz) izlendi. Hematoksilen Eozin, Bar: 60 pm

Sekil 32. KN+IR grubuna ait ovaryum kesiti. Dejeneratif folikiiller (df) ve graniiloza hiicre tabakasi
(ge), yaygin vaskiiler dilatasyon/konjesyon ve mononiikleer 16kosit infiltrasyonu (kirmizi yildiz) ve
dejeneratif stromalalan (sar yildiz) izlendi. Hematoksilen Eozin, Bar: 60 um
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IR+KN grubunda, azalmis folikiiler dejenerasyon, mononiikleer lokosit
infiltrasyonu, vaskiiler dilatasyon/konjesyon ve stromal bag doku dejenerasyonu
gbzlendi. Bunun yaninda, normal folikiiller, teka hiicre tabakasi, ovum ve korpus
luteum (cl) izlendi. IR sonras1t KN tedavisinin histolojik yapiy1 biiylik oranda restore
ettigi gozlendi (Sekil 33 — 35).

400um

Sekil 33. IR+KN grubuna ait totalovaryum kesiti. Hematoksilen Eozin, Bar: 400 um

Sekil 34. IR+KN grubuna ait ovaryum kesiti. Preantral folikiiller (paf), dejenere folikiiller (df), korpus
luteum (cl), azalmis vaskiiler dilatasyon/konjesyon ve mononiikleer 16kosit infiltrasyonu (kirmizi
yildiz) ve azalmis dejeneratif stroma (sar1 y1ldiz) goriinmektedir. Hematoksilen Eozin, Bar: 60 pm
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Sekil 35. IR+KN grubuna ait ovaryum kesiti. Primordiyal folikiiller (prf), Graafian folikiil gf), teka
hiicre tabakasi (teca) ve zona pellusidali ovum (sar1 ok), azalmis vaskiiler dila tasyon/konjesyon ve
mononiikleer lokosit infiltrasyonu (kirmizi yildiz) ve azalmis dejeneratif stroma (sar yildiz)
gorinmektedir. Hematoksilen Eozin, Bar: 60 pm

KN+IR+KN grubunda, normal histolojik yapida primordiyal folikiil, preantral
folikiiller, antral folikiil, teka hiicre tabakasi, zona pellusidali ovud, germinal
epitelyum ve stromal bag doku alanm1 kaydedildi. IR sonrasi olusan ovaryum
patolojisini IR oncesi ve sonrast KN tedavisinin etkili bir sekilde iyilestirdigi
gozlendi (Sekil 36 — 38).

400um

Sekil 36. KN+IR+KN grubuna aittotal ovaryum kesiti. Hematoksilen Eozin, Bar: 400 pm
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Sekil 37. KN+IR+KN grubuna ait bir ovaryum kesiti. Primordiyal folikiil (prf), preantral folikiiller
(prf), antral folikiil , teka hiicre tabakasi (teca), zona pellusidali ovum (sar1 ok), germinal epitelyum
(siyah ok) ve stromalbag doku alani (sari yildiz) normal izlendi. Hematoksilen Eozin, Bar: 60 pm

g . ST il S - e

Sekil 38. KN+IR+KN grubuna ait bir ovaryum kesiti. Normal histolojik yapida prea ntral folikiil (prf),
teka hiicre tabakasi (teca), germinal epitelyum (siyah ok) ve stromal bag doku alani (sar yildiz)
goriilmektedir. Vaskiiler dilatasyon/konjesyon ¢ok hafif izlenmektedir. Hematoksilen Eozin, Bar: 60
pm
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5.3. APAF-1 immiinohistokimyasal Bulgular

Tiim gruplardaki ovaryum kesitleri APAF-1 ekspresyonu yogunlugunu
gozlemlemek i¢in APAF-1 immiinohistokimya boyamasi ile boyand1 (Sekil 39 — 44).

Sham grubu ovaryum kesitlerinde APAF-1 ekspresyonu sadece stromal alanda

birka¢ bag doku hiicre sitoplazmasinda izlendi (Sekil 39).

NT S AN T  N A (363

Sekil 39. Sham grubu ovaryum kesiti. APAF-1 ekspresyonu folikiil genel olarak negatif izlenirken
sadece bag doku stromal alanda birkag¢ hiicrede pozitif APAF-1 ekspresyonu (yildiz) izlendi. paf: pre-
antralfolikiil, gf: Graafian folikiilii, ok: ovum, APAF-1 immiin boyama, Bar: 60 pm
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KN grubunda, APAF-1 ekspresyonu ovaryan folikiillerde ¢ogunlukla negatifti

ancak ovaryan stromada nadiren birkag hiicrede pozitif APAF-1 ekspresyonu izlendi
(Sekil 40).

Sekil 40. KN grubu ovaryum kesiti. APAF-1 ekspresyonu sadece ovaryan stromada birkag¢ hiicre
sitoplazmasinda pozitif olarak izlendi (y1ldiz). af: antralfolikiil, APAF-1 immiin boyama,Bar: 60 um
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IR grubunda, APAF-1 immiin aktivitesi ovaryan folikiillerde, teka hiicre
tabakasinda, graniiloza hiicrelerinde, vaskiiler yapilarda, korpus luteum ve ovaryum

stromasinda yogun olarak izlendi (Sekil 41). APAF-1 ekspresyonu sham ve KN

gruplarma gore IR grubunda artig gosterdi.

Sekil 41. IR grubu ovaryum Kkesiti. APAF-1 ekspresyonu preantral folikiillerde (paf), ovumda (ok),
teka hiicre tabakasinda (teca), graniiloza hiicrelerinde (gc), damarlarda (ok basi), korpus luteum (cl) ve

ovaryum stromasinda (y1ldiz) ¢ok yogun olarak kaydedildi. APAF-1 immiin boyama,Bar: 60 pm
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KN+IR grubu kesitlerinde ovaryan folikiillerde, teka hiicre tabakasinda, ovumda,
germinal epitelyumda ve bag doku alanlarinda APAF-1 immiin aktivitesi yogun
olarak izlendi (Sekil 42). KN+IR grubundaki APAF-1 immiin aktivitesi IR grubuna

benzer bir yogunlukta izlendi.

P AY X “&3\: = *...4 A .&:X’J‘& % *‘S S &‘ il S e, ‘m
Sekil 42. KN+IR grubu ovaryum kesiti. Ovaryumun preantral (paf) ve antral (af) folikiillerinde,

ovumda (ok), teka hiicre tabakasinda (teca), ovaryum stromasinda (yildiz) ve germinal epitelyumda
pozitif APAF-1 ekspresyonu yogun olarak izlendi. APAF-1 immiin boyama,Bar: 60 pm
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IR+KN ovaryum kesitlerinde ovaryan follikiillerde genel olarak negatif APAF-1
reaksiyonu izlenirken, stromal alanlarda yer yer APAF-1 reaksiyonu pozitif olarak

gozlendi (Sekil 43). IR+KN grubunda APAF-1 reaksiyonu, IR ve KN+IR gruplarina

gore azald1.

Sekil 43. IR+KN grubu ovaryum Kesiti. Preantral (paf) ve atretik (atf) folikiillerde, teka (teca) ve

graniiloza (gc) hiicre tabakasinda ¢ogunlukla negatif APAF-1 ekspresyonu izlendi. Ovaryum
stromasinin bazi alanlarinda (yildiz) APAF-1 ekspresyonu pozitif olarak izlendi. APAF-1 immiin

boyama,Bar: 60 pm
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KN+IR+KN grubu ovaryum kesitlerinde, APAF-1 immiin reaksiyonu ovaryum
dokusunda negatif olarak izlenirken sadece ovaryum stromasinda hafif diizeyde
APAF-1 immiinreaktivitesi izlendi (Sekil 44). KN tedavisinin IR Oncesi ve

sonrasinda APAF-1 ekspresyonu giiclii bir sekilde baskiladigi, ekspresyonun sham

grubuna yakin bir seviyede oldugu izlendi.

Sekil 44. KN+IR+KN grubu ovaryum Kesiti. Preantral (paf) ve germinal epitelyumda (ok) negatif
APAF-1 reaksiyonu izlendi. Ovaryum stromasinin bazi alanlarinda (yildiz) hafif diizeyde pozitif

APAF-1 reaksiyonu izlendi. APAF-1 immiin boyama,Bar: 60 pm

5.4. ImageJ Bulgular:

Yari nicel (semi-quantitative) immiinohistokimya, dokularda protein
ekspresyonunu ve lokalizasyonunu tespit etmek i¢in kullanilan gii¢lii bir metottur
(88). Bu calismada Crowe ve arkadaslarinin metodu 6rnek alinmis olup yari nicel
immiinohistokimya analizi i¢in tcretsiz Image] Fiji (sirim 1.5; WS Rasband ve

arkadaglari, Ulusal Saglk Enstitisi, USA, http:/imagej.nih.gov/ij) yazilimi

kullanilmigtir (89). Kromojen DAB ve hematoksilen zit boyamasi kontrastina
dayanan programda kahve rengi (ekspresyon alanlar1) yogunlugu tespit edilerek tiim
alandaki renk yogunluguna olan orani tespit edilmektedir. Bu sekilde gruplardaki
APAF-1 ekspresyonu yari nicel sekilde olgiildii (Sekil 45 ve 46).
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Sekil 45. ImageJ yazihminda yari nicel immiinohistokimya analiz.
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Sekil 46. ImageJ yazihminda APAF-1 ekspresyon yogunlugu sonuglari. Label: grup ismi, Area:
toplam resim alani, mean: ortalama sinyalyogunlugu.

ImageJ yazilim analizi ile ovaryum kesitlerindeki APAF-1 pozitif reaksiyonunun
ortalama, standard sapma, minimum ve maksimum degerleri gruplara goére Tablo
9’da gosterilmistir. ImageJ analizine gore IR grubunda APAF-1 sinyali sham ve KN
gruplarmna gore artarken, KN tedavisi uygulanan gruplarda ortalama APAF-1 sinyal
yogunlugunun azaldig izlendi (Tablo 9). KN tedavisinin 6zellikle IR islemi sonrasi
uygulanan gruplarda APAF-1 ckspresyon diizeyini anlamh bir sekilde diistirdigii
gozlendi. Tablo 9’un grafiksel gosterimi Sekil 47°te gosterilmistir.
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Tablo 9. Pozitif APAF-1 ve AMH sinyal ortalamasinin gruplara gore dagilimi ve istatistiksel analizi

Pozitif APAF-1 sinyali

Gruplar Ortalama Standard Mlnltnum Makslmum p degeri
Sapma deger deger
Sham 47.71 50.67 0.07 110.24 IR: 0.001
KN 89.17 39.21 0.10 124.28 IR: 0.005
IR 166.50 33.01 117.66 217.99 Sham: 0.001
KN: 0.005
127.99 19.15 102.91 171.11 Sham: 0.001
KN+IR IR: 0.017
Sham: 0.028
99.24 21.77 60.33 142.13 IR:0.001
IR+KN KN+IR: 0.007
KN+IR+KN: 0.995
Sham: 0.066
IR: 0.001
KN+IR+KN 94.82 16.39 50.35 112.77 KN+IR: 0.002
IR+KN: 0.995

Ortalama: istenilen antikorun 6lgiilen sinyal (ekspresyon) miktarini temsil eder.

180.00

160.00

140.00

120.00

100.00

Ortalama Sinyal

80.00

60.00

40.00

Sham

APAF-1 Ekspresyonu

KN IR KN+IR

Gruplar

IR+KN KN+IR+KN

Sekil 47. Image]J yazilimina gore gruplardaki APAF-1 ortalama sinyal degeri.
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5.5. Western Blot Bulgular:

Tiim gruplardaki ovaryum doku homojenatlarinda spesifik olarak APAF-1
ekspresyonu yogunlugunu gézlemlemek i¢in Western Blot teknigi kullanildi. B-Actin
protein seviyesi ise pozitif kontrol olarak kullanildi (Sekil 48). Sham ve KN
grubunda IR grubuna gére APAF-1 protein seviyesinin arttigi gozlendi. IR 6ncesi
verilen KN tedavisinin APAF-1 protein seviyesinde ciddi bir degisime neden
olmazken, IR+KN ve 6zellikle KN+IR+KN grubunda APAF-1 proteinin downregiile
oldugu tespit edildi (Sekil 48).

KN-+IR
[R+KN
KN+IR+KN

g
& ¢

B-actin - - . - -

APAF-1 L .. . .

Sekil 48. Gruplara gére Western Blot teknigi ile B-actin ve APAF-1 protein seviyesinin gosterimi.
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6. TARTISMA

Ovaryan torsiyonu acil miidahale gerektiren ve besinci en yaygm jinekolojik
komplikasyondur. Tiim yas grubu kadinlarda goriilmesine ragmen ozellikle {ireme
cag1 yas grubundaki kadinlarda insidansi yiiksektir. Prevalansi Amerika Birlesik
Devletleri’nde  yaklasik %2.7°dir (90). Ovaryan torsiyonun spesifik semptom ve
belirtisi olmadigindan tani ve tedavide gecikmeler yasanir. Ovaryan iskemi ise
ovaryumda torsiyon gelismesi sonucu olusur ve bu durumda dokulara az veya hig
kan akis1 olmaz ve hiicre Sliimiine neden olur. iskemik dokunun yeniden kanlanmasi
ise reperfiizyon olarak adlandirilir. Reperfiize olan dokularda genelde iskeminin
neden oldugu kot durumun diizelmesi beklenir ancak reperfiizyon, iskeminin tek
basina olusturdugu hasardan daha fazla doku hasarma sebebiyet verir, bu hasar
iskemi-reperfiizyon hasart (IRH) olarak bilinir (91). IRH’de bir¢ok histopatolojik
degisikliklerin yani sira reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve reaktif nitrojen tiirlerinin
(RNS) tiretimi artar. Bunun yani sira, oksidatif stres ve lipid peroksidasyonun son
irlinii olan malondialdehit (MDA) seviyesi artarken, ortaya ¢ikan toksik iiriinler
antioksidan defans sisteminde rol alan siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GPx) ve katalaz (CAT) (53) enzimlerinin aktivitesi ile hiicreden
uzaklagtirilir. Serbest oksijen tiirleri hiicrede metabolik bozukluklara ve hiicre igi
kalsiyum dengesinin bozulmasina, sonug¢ olarak hiicresel hasar veya 6liime neden

olur (92).

Hortu ve arkadaslari, 30 adet disi Sprague Dawley albino rat iizerinde ovaryan
iskemi reperfiizyon hasarini incelemislerdir. 3 saat iskemi ve 3 saat reperfiizyon
uygulamasi sonrast ovaryan dokularda MDA, oksidatif stres ve histopatolojik
incelemelerde  bulunmuslardir. Yazarlar, MDA degerlerinin kontrol grubu
degerlerine gore IR grubunda anlamli bir sekilde yiiksek oldugunu belirtilmiglerdir
(p<0.01). Benzer sekilde, iskemi-reperfiizyon grubunda folikiiler dejenerasyon,
vaskiiler konjesyon, 6dem, hemoraji ve Iokosit infiltrasyonu skorlarinin sham
grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulmuslardir (p<0.05) (93). IRH’nin ovaryum
dokusu tizerinde etkilerinin incelendigi bir calismada, IR grubuna 1 saat iskemi ve 2
saat reperfiizyon iglemi uygulandi. Ovaryum dokularnda ayni zamanda oksidatif

stres indikatorii MDA ve antioksidan enzimleri SOD, CAT ve GPx degerleri de
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Ol¢iildii. IR grubunda, kontrol grubuna gére MDA degeri yiiksek iken SOD, CAT ve
GPx degerleri diisiik olarak olgiildii (p<0.05). IR grubunda, histopatolojik olarak
siddetli vaskiiler konjesyon, ddem, hemoraji ve folikiiler dejenerasyon izlendi (94).
Melekoglu ve arkadaglari benzer olarak disi ratlarda 3 saat/3 saat ovaryan IR modeli
tasarlamislardir. Yazarlar serum MDA (nmol/g tissue) GSH (nmol/mL tissue) SOD
(U/mg protein) GPx (U/mg protein) CAT (kU/mg protein) degerlerinin yaninda
histopatolojik skorlamada yapmuslardir. Biyokimyasal parametrelerdeki degisim
kontrol ve IR grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur: MDA: 6.38 +
1.12 vs 9.16 £+ 0.98 (anlamh artis), GSH: 55.4 £ 2.66 vs 35.5 £+ 2.87 (anlaml azalis),
SOD: 80.1 £10.2 vs 57.6 £ 14.7 (anlamh azalis), GPx: 596.4 +£45.9 vs 468.9 £ 92.6
(anlamh azals), CAT: 0.014 £ 0.001 vs 0.005 = 0.001 (anlaml azahs). IR grubunda
hemoraji, 6dem, vaskiiler konjesyon, mononiikleer 16kosit, vaskiiler proliferasyon ve
apoptozis bulgulan skorlanmig ve kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
bir yiikselis kaydedilmistir (p<0.001) (95). Eken ve arkadaslar 3 saat iskemi ve 24
saat repefiizyon yapilan ovaryum dokularmda GSH, MDA, MPO, SOD ve DNA
hasarin1 6lgmiislerdir. Doku diizeyinde kontrol grubuna gore, SOD ve GSH degerleri
IR grubunda daha diigiik bulunurken, en yiiksek MDA ve MPO degerleri IR
grubunda bulunmustur. Yazarlar IR grubunda histopatolojik olarak vaskiilar
dilatasyon, hemoraji, folikiiler dejenerasyon ve mononiikleer 16kosit infiltrasyonu
kaydetmislerdir. Doku diizeyinde bakilan apoptozis dl¢iimiinde IR grubu, kontrol
grubuna gore daha fragmente DNA sayisina sahipti. Ovaryan folikiil sayis1 agisindan
kontrol grubunda primordial folikiil sayisi:12+4.94, preantral:6.83+2.63, kiigiik
antral:2.83+0.75, biiyiik antral:1.83+0.40 ve korpus luteum:4.67+1.03 idi. Kontrol
grubu ile Kkarsilastirildiginda IR grubunda ise primordial:3.50+1.04 (p=0.001),
preantral:  2.17+0.75 (p=0.004), kiicik antral:1.67£0.51 (0.017), biiyiik
antral:1.17+0.40 (p=0.063) ve korpus luteum:2.50+0.83 (0.009) olarak kaydedildi
(96). Sahin ve arkadaslar1 3 saat iskemi -3 saat reperflizyon uyguladiklari Sprague
Dawley disi ovaryumlarinda biyokimyasal ve histopatolojik degisimler gozlemledi.
Kan orneklerinden bakilan MDA degerlerinde sham grubunda 0.06+0.01 nmol/ug
bulunurken IR grubunda 1.66+0.20 nmol/pg kaydetmislerdir. Yazarlar histopatolojik
bulgularda, kontrol grubuna gore IR grubunda folikiiler dejenerasyonu (0.16+0.16 -
2.66+0.21), vaskiiler konjesyonu (0.33+0.21 - 2.5+0.34), 6demi (0.5+0.22 -
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2.16+0.30) hemorajiyi (0.16+0.16 - 2.33+0.33), inflamatuar hiicre infiltrasyonunu
(0.16£0.16 -1.66+0.21) daha yogun gozlemlediler (97).

Bagka bir ovaryan IR c¢alismasinda, IR Oncesi ve sonrasinda hayvanlarin
agirliklart  kaydedilmis ancak herhangi bir istatistiksel olarak anlamlilik
kaydedilmemistir. 2 saat iskemi/2 saat reperfiizyon uygulamasi sonrasinda doku
MDA seviyeleri sham grubunda 0.1+0.04 nmol/mg iken IR grubunda 1.8+0.3
nmol/mg olarak Olclilmiis ve artig istatistiksel olarak anlaml idi (P<0.001). Yine
CAT, sham grubunda 32.2+ 8.1 kg/protein iken IR grubunda ise 4.8+1.3 kg/protein
olarak bulundu ve sham grubuna gore IR grubundaki bu diisiis istatistiksel olarak
anlaml idi (p<0.001) Yazarlarin yaptig1 histopatolojik skorlamada 0: patolojik bulgu
yok olarak ifade edilirken en yiiksek olan 3 skoru ise yiiksek patolojiyi temsil
etmistir. Bu skorlamada konjesyon, hemoraji, 6dem ve hiicresel dejenerasyon ayri
ayrt olarak skorlanmistir. IR grubunda histopatolojik skor (9.8+1.1) iken sham
grubunda (2.1+0.6) olarak kaydedilmistir (P<0.001) (98). Caltekin ve arkadaslar
ovaryum IRH i¢in 3 saat iskemi/3 saat reperfiizyon uygulamasinda, sham grubuna
gore IR uygulanan hayvanlarin serum SOD ve GSH degerleri daha diisiik kaydedildi.
Ovaryum histopatolojisinde IR grubunda hemoraji ve folikiiler dejenerasyon izlendi.
Tunel assay sonuclarinda, IR grubunda sham grubuna gore apoptotik hiicre sayisinda
artig izlendi (p<0.001) (99). Ovaryan IR hasar yapilan bir ¢alismada 48 adet disi
Sprague Dawley rat kullanilmis ve 3 saat iskemi/3 saat reperfiizyon islemi
uygulanmistir.  Ovaryumda doku MDA (nmol/g) ve glutatyon (GSH, nmol/g)
degerleri sirasiyla kontrol grubunda 9.10+0.29 ve 7.40+0.80 iken IR grubunda
14.88+01.06 ve 5.34+0.83 nmol/g idi (p<0.05). Histopatolojik incelemede IR
grubunda hemorajik dejeneratif folikiil, vaskiiler konjesyon ve 6dem izlendi. Tunel
assay sonuclarinda da pozitif apoptotik hiicre sayist IR grubunda ytiksekti (p=0.003)
(100). Otuz bes Wistar Albino disi sican 3 saat iskemi/3 saat reperfiizyon islemine
tabi tutulmus ve ovaryum dokularmda SOD, MPO, GSH, DNA hasarmin yaninda
histopatolojik degerlendirme analiz edilmis. Kontrol grubu ve IR grubunda, MDA
5.7£0.19 - 11.6+0.23 pmol/g protein, MPO 6.5+0.18 - 13.9+0.28 U/g protein, SOD
69.5+0.57 - 57.2+0.21 mmol/min/mg, GSH 9.8+0.33 - 4.9+0.31 nmol/g protein,
DNA hasar1 (8-OH Gua/Gua) 1.3£0.14- 2.3+0.15 pmol/L olarak bulunmustur.
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Histopatolojik bulgularda IR grubunda yogun hemoraji, 6dem ve vaskiiler konjesyon

izlenmistir (76).

Osmanagaoglu ve arkadaslart Sprague Dawley cinsi 32 adet disi siganda 2 saat
iskemi-24 saat reperfiizyon hasarini deneysel olarak ovaryum dokusunda uyguladilar.
Yazarlar deney Oncesi ve sonrasi hayvan agirliklarinda istatiksel olarak herhangi bir
anlamlilik kaydetmediler. Serum ve doku diizeyinde MDA degerleri kaydedilmis,
ovaryan dokularda histopatolojik inceleme yapilmistir. Serum MDA (nmol/ml) ve
doku MDA (nmol/ml.g) degerleri kontrol grubunda (1.24+0.67 ve 111.62+37.61)
iken IR grubunda (1.18+0.62 ve 112.91+36.30) kaydedilmistir (anlamli bir artis,
p<0.005). TAS (mmol Trolox equivalent/g), TOS (umol H202 equivalent/g) ve OSI
(birimsiz) degerleri kontrol ve IR grubunda 0.92+0.07 - 0.84+0.40; 32.30+0.51 -
41.424+16.71 ve 3.52+0.86 -5.89+3.49 olarak bulunmustur ve gruplar arasindaki artis
veya azalig istatistiksel olarak anlamh kaydedilmistir (p<0.05). Folikiiler
dejenerasyon, vaskiiler konjesyon, hemoraji ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu
acisindan yapilan histopatolojik skorlamada kontrol gurubuna gore IR grubunda
ortalama degerler istatistiksel olarak daha yiiksek ¢ikmustir (p<0.001) (101).
Kalyoncu ve arkadaslarmm deneysel ovaryum iskemi reperfiizyon modelinde, 56
Wistar albino disi sigan kullanilmis, 3 saat iskemi uygulanmis ve 1 hafta ovaryum
reperfiizyonu saglanmistir. Kontrol grubunda doku TAS (mmol Trolox equivalent/g),
TOS (umol H20:2 equivalent/g) ve OSI (birimsiz) degerleri sirasiyla 9.25+2.05,
80.96+10.12 ve 0.91+0.19 iken IR grubunda. 9.41+1.33, 114.00+27.17, 1.21+0.24
bulunmustur. Kontrol grubunda serum TAS, TOS ve OSI degerleri 1.16+0.13,
5.25+0.91 ve 0.46+0.09 iken IR grubunda 1.08+0.06, 32.34+16.40, ve 2.99+1.50
bulunmustur. TOS ve OSI sonuglart IR grubunda yiiksek kaydedilirken, TAS
grubunda ¢ok biiyiik farklilk izlenmemistir. Yazarlarin yaptigi histopatolojik
skorlamada kontrol grubuna gore tiim degerler IR grubunda yiiksek ¢ikmigtir
(kontrol grubu: hemoraji: 0.00 £ 0.00, konjesyon: 1.00 £+ 0.00, dejenerasyon: 0.13 +
0.35, inflamasyon: 0.13 £ 0.35, total folikiil sayis1 29.0 + 8.9; IR grubu: hemoraji:
1.88 £+ 0.35, konjesyon: 1.88 + 0.64, dejenerasyon: 2.38 + 0.74, inflamasyon: 2.75 +
0.46, total folikiil sayis1 19.3 £4.7) (102).

3 saat/3 saat iskemi-reperfiizyon uygulanan bir ovaryum IR ¢alismasinda, 40

adet disi Wistar Albino sigan1 kullanilmis, doku ve serum oksidatif stres belirtegleri
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ve histopatoloji incelenmistir. Doku MDA degeri tiim gruplarda birbirine yakin bir
deger oOlgiilitken doku TOS ve OSI degerinin IR grubunda en yiiksek olarak
hesaplandi. Calismada serum oksidatif stres indikatorleri TAS, TOS ve OSI
degerlerinin tiim gruplarda deney Oncesi ve sonrasi Olglimlerde istatistiksel olarak
farklihk izlenmedi. Kontrol grubuna goére histopatolojik parametreler hemoraji,
konjesyon, 6dem ve inflamasyon istatiksel olarak artti. IRH deki hiicre 6liimleri igin
Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) metodu
kullanilmis ve kontrol grubu TUNEL pozitif hiicre sayist 21.8£7.85 iken IR
grubunda bu say1 53.8+17.13 olarak bulunmustur (anlaml artig, p=0.05) (103). Pinar
ve arkadaglar1 40 adet Wistar albino siganlarmmda IRH’yi ve bu hasarin TAS, TOS,
OSI ve histopatolojik etkilerini ovaryumda incelemislerdir. Kontrol grubunda TAS
(mmol Trolox equivalent/g), TOS (umol H202 equivalent/g) ve OSI (birimsiz)
degerlerini 1.28+0.07, 35.8+4.06 ve 2.840.3 iken IR grubunda ise 1.14+0.04,
89.5+3.13 ve 7.87+£0.32 olarak olgiilmiistiir. Yazarlar TOS ve OSI degerlerindeki
degisimi istatistiksel olarak anlamli bulurken (p<0.001), TAS degerinde kontrol ve
IR grubu arasmda anlamlilik bulmamislardir. Kontrol grubuna gore, IR grubunda
histopatolojik olarak 6dem (p=0.001), vaskiiler konjesyon (p=0.001), hemoraji
(p<0.001) ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu (p<0.001) istatiksel olarak artmustir
(104). Kalyoncu ve arkadaslarinin 48 hayvan iizerindeki yaptiklari bilateral ovaryan
IR ¢aligmasinda, biyokimyasal parametrelerde doku ve serum diizeyinde TAS (mmol
Trolox equivalent/g), TOS (umol H202 equivalent/g) ve OSI (birimsiz) bakilirken
histopatolojik skorlama i¢in folikiiler hiicre dejenerasyonu, vaskiiler konjesyon,
hemoraji, inflamasyon analiz edilmis ve 0-3 (0: yok, 3: siddetli) arasi skorlama
gelistirilmistir. Doku diizeyinde kontrol grubunda TAS degeri:8.04+1.36, TOS
degeri:83.59+14.61, OSI: 1.08+0.34 iken bu degerler IR grubunda 8.43+1.83,
114.80+27.07, 1.41+0.38 olarak kaydedilmistir. Kontrol grubu serum TAS (mmol
Trolox equivalent/L), TOS (umol H202 equivalent/L) ve OSI (birimsiz) degerleri
1.12 £ 0.13, 10.37 £ 6.80 ve 0.96 = 0.67 iken IR grubunda ise 1.04 + 0.07, 26.64 +
10.12 ve 2.56 + 1.01 olarak bulunmustur (kontrol grubu ve IR grubu
karsilastirilmasinda istatistiksel olarak TAS i¢in anlamh bir farklilik yok, TOS ig¢in
p=0.00023 ve OSI icin p=0.00023). Histopatolojik skorlamada kontrol grubunda,
hemoraji: 0.00 + 0.00, konjesyon: 1.00 £ 0.00, folikiiler dejenerasyon: 0.13 + 0.35 ve
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inflamasyon: 0.13 £ 0.35 olarak skorlanirken bu degerler IR grubunda 1.88 £+ 0.35
(p=0.0001), 1.88 £ 0.64 (p=0.0002), 2.38 £ 0.74 (p=0.0005), ve 2.75 £ 0.46 (0.0003)
ve istatistiksel olarak daha yiiksek bulundu (105). Benzer bir ¢alismada 3 saat iskemi
— 3 saat reperfiizyon bilateral ovaryan modelinde, doku diizeyinde sham grubunda
TAS degeri 0.50+0.09 mmol Trolax Eq/g protein, TOS degeri 7.01+£0.48 pmol H20>
Eq/g protein ve OSI (birimsiz) degeri ise 1.44+0.36 olarak bulunurken IR grubunda
sirastyla 0.354+0.12 (p<0.05), 12.71+3.95 (p<0.001) ve 3.90+1.67 (p<0.001) olarak
bulunmustur. Kontrol grubuna goére Odem, hemoraji ve inflamatuar hiicre
infiltrasyonu IR grubunda oldukca belirgindi (kontrol grubunda: 0.50+0.83,
0.33+0.51, 0.83+0.98 ve IR grubunda 2.834+0.40, 2.66+0.51, 2.80+0.44, p<0.05)
(106). Baska bir ovaryum IRH ¢alismasinda, 48 adet Sprague Dawley cinsi disi sican
kullanilmis ve 3 saat/3 saat iskemi-reperfiizyon uygulanmustir. Sham grubunda
ortalama serum TAS (umol H202 equivalent/L), TOS (mmol Trolox equivalent/L) ve
OSI degerleri sirasiyla 0.8 + 0.15, 16.51 + 1.50, 21.74 + 3.99 olarak kaydedilirken IR
grubunda 0.3 + 0.1, 31.55 £ 1.24, 121.75 £ 32.40 olarak bulunmustur. Sham ve IR
grubu arasindaki TAS, TOS ve OSI degisimleri istatistiksel olarak anlamh
bulunmustur (p<0.001). Ayni calismada ovaryum histopatolojisi analiz edilmis,
interstisyel 6dem, konjesyon, hemoraji ve kohezyon kaybi degerlendirilmis ve 0-10
aras1 bir skorlama yapimstir (0: diisiik - 10: yiliksek patoloji). Total histopatolojik
skor sham grubunda 0.6 £ 0.7 iken IR grubunda 8.4 + 0.7 olarak kaydedilmistir
(107). Bir ovaryan IR calismasinda, bazi siganlarda 2 saat iskemi/2 saat reperfiizyon
yapilirken diger siganlarda 4 saat iskemi/4 saat reperfiizyon uygulanmustir. 2/2 ve 4/4
saat IR gruplarmin TAS degerleri kontrol grubundaki si¢anlarla anlamh bir farklilik
gostermezken, TOS degerleri kontrol grubuna gore yiiksek bulundu. 2/2 ve 4/4 saat
IR grubunda, siddetli interstisyel 6dem, siddetli vaskiiler konjesyon, siddetli
hemoraji ve akut mononiikleer 16kosit infiltrasyonu kaydedildi (108). Nayki ve
arkadaglart deneysel IR ovaryum modelinde IR grubunda hemoraji, vaskiiler
dilatasyon ve konjesyon, dejenere folikiiller ve mononiikleer 16kosit, 6dem varligi

tespit etmislerdir (109).

Calismamizda, gruplardaki serum TAS ve TOS seviyeleri deney sonunda
Olglilmiis ve OSI hesaplanmustir. Bu veriler istatistiksel olarak da analiz edilmistir
(Tablo 2). TAS degerleri gruplarda sirastyla sham: 2.66+0.12, KN: 2.57+0.21,
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IR:2.20+0.13, KN+IR:2.26+0.16, IR+KN:2.37+0.09 ve KN+IR+KN:2.34+0.11 pmol
H202 Eq/L olarak Olciildii. Gruplar arasmda TAS degerlerinin paralel seyrettigi
ancak en diisiik seviyenin IR grubunda oldugu tespit edildi. KN ekstresi tedavisinin
IRH uygulanan gruplarda TAS degerini IR grubuna gore arttirdig1 ve sham ve KN
grubuna yakm bir degere ulastirdigi gozlendi (Tablo 5, Sekil 17). KN ekstresi IRH
sonrasi antioksidan seviyeyi arttirdi ancak istatistiksel olarak bir artis izlenmedi
(Tablo 5). Gruplardaki TOS degerleri ise swrasiyla sham: 45.75+9.80, KN:
67.66+13.88, IR: 105.55+22.88, KN+IR: 83.04+15.12, IR+KN: 56.47+16.33 ve
KN+IR+KN: 57.12+11.30 umol Trolox Eq/L olarak 6lgiildii (Tablo 2). Sham ve KN
gruplarina gére TOS seviyesinde IR grubunda daha yiiksek degerler kaydedildi ve bu
artis anlamli olarak hesaplandi1 (Tablo 6, Sekil 18). KN ekstresi tedavisinin IR
sonras1 olusan yiiksek TOS seviyesini sham ve KN gruplarindaki degere yakin
istatistiksel olarak anlamli bir seviyeye yaklastirdigi izlendi. Gruplara gére OSI
degerleri sham: 17.40+4.74, KN: 26.32+4.97, IR: 47.76£8.78, KN+IR: 36.52+5.46,
IR+KN: 23.83+7.16 ve KN+IR+KN: 24.51+£5.43 olarak hesapland1 (Tablo 2). TOS
verilerine paralel olarak OSI verileri de benzer sekilde en yiiksek IR grubunda
hesapland1 (Yiiksek OSI degeri, yiiksek oksidasyon veya oksidatif stres potansiyeli
demektir). Sham ve KN gruplarina gére IR grubunda anlaml bir artis izlenirken, KN
ekstresi tedavisi alan gruplarda IR grubuna gore anlaml bir diisiis izlendi (Tablo 7,
Sekil 19). TAS, TOS ve OSI verileri g6z 6niine alindiginda KN ekstresi tedavisinin
antioksidan seviyesini arttirdig1, oksidan seviyesini diislirdiigli kaydedildi.

Calismamizin TAS, TOS ve OSI verilerinin literatiir ile uyumlu oldugu gozlendi.

Calismamizda, biyokimyasal parametrelerden TAS, TOS ve OSI degerlerinin
yan1 sira gruplarda histopatolojik inceleme de yapildi. Sham grubu ovaryum
kesitlerinde ovaryum histolojisinin diizenli oldugu, folikiilogenezin devam ettigi
(preantral, antral, Graafian folikiilleri), korpus luteum olusumu ve mezovaryumun
normal yapida oldugu izlendi (Sekil 21 — 23). KN grubu ovaryum Kkesitleri
incelendiginde sham grubuna benzer histolojik goriinim izlendi. KN grubunda
folikiilogenezin devam ettigi ve ovaryum histolojisi normal olarak izlendi (Sekil 24 —
26). IR grubunda, sham ve KN grubuna gore histopatolojinin arttig1 gozlendi. Bu
grupta dejeneratif folikiiller, damarlarda dilatasyon ve konjesyon, mononiikleer

lokosit infiltrasyonunda artig, graniiloza hiicrelerinde ve ovaryumun stromasinda
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dejenerasyon gozlendi (Sekil 27 — 29). IRH o6ncesi KN ekstresi verilen KN-+IR
grubunda, IR grubundaki histopatolojinin devam ettigi ve KN etkisinin zayif oldugu
gozlendi. Dejeneratif folikiiller, damarlarda dilatasyon ve konjesyon, 6dem olusumu,
mononiikleer 16kosit infiltrasyonu, ovaryum stromasinda dejenerasyon izlendi (Sekil
30 — 32). IRH sonrasi verilen KN ekstresinin IR ve KN+IR gruplarma gore
histopatolojik iyilesmeyi IR+KN grubunda arttirdigi kaydedildi. IR+KN grubunda
folikiilogenezin devam ettigi, damarlardaki dilatasyon ve konjesyonun ve ovaryum
stromasindaki bag doku dejenerasyonunun azaldigi goriildii. Ovaryan folikiillerle
beraber teka hiicre tabakasi ve korpus luteum varligi da izlendi (Sekil 33 — 35). IRH
hem Oncesi ve hem sonras1 verilen KN ekstresinin histolojik yapisal bozukluklar
etkili bir sekilde restore ettigi gozlendi. KN+IR+KN grubunda, normal folikiilogenez
stireci (primordiyal, preantral, antral folikiiller) ve teka hiicreleri, ovaryum stromasi
ve germinal epitelyum diizenli olarak izlendi (Sekil 36 — 38). KN ekstresinin
ozellikle IRH oOncesi ve sonrasinda verilmesinin ovaryum histopatolojisinin
tyilestirmede daha etkili oldugu gozlendi. Calismamizdaki IRH sonrasi olusan
histolojik degisimlerin literatiirdeki histopatolojik bulgularla uyumlu oldugu

gozlenmistir.

Anti-Miillerian Hormon (AMH), diger adiyla Miillerian inhibe edici madde
(MIS), cinsiyete 0zgli kanallarin farkhilagmasmda rol alan bir peptit hormondur. Fetal
donemde testisteki Sertoli hiicreleri tarafindan iiretilir ve disi iireme sisteminde
Miillerian kanallarnin regrese olmasinda rol alir. Dogum sonrast AMH dimorfik
cinsiyet ekspresyon 0zelligini kaybeder ve ovaryumda gelisen folikiillerin graniiloza
hiicrelerinde eksprese edilir. AMH ekspresyonu primordial folikiiliin primer folikiile
donlisimii  swrasinda graniiloza hiicrelerinde iretilmeye baslar. Dimerik bir
glikoprotein olan AMH proteinin konsantrasyonu en yiiksek preantral (primer)
folikiillerde ve ozellikle antral folikiillerde goriiliir. Boyutlar1 5 mm'den biiyiik antral
folikiiller AMH iiretme yeteneklerini kaybederler. Folikiillerin gelisgiminin son
evresinde AMH gorevini folikiil stimulan hormon (FSH)’a devreder ve atretik
folikiillerde AMH ekspresyonu goriilmez. Ovaryan rezerv, ovaryumun basarili ve
saglikli bir gebelik i¢in folikiil/oosit iiretim kapasitesini ifade eder. AMH seviyesi,
yas ilerledik¢e azalir ve ovaryumun yasmi da goOsteren bir bilimsel kanit olarak

gosterili. AMH seviyesi ovaryan rezervi ve fertilite acisindan bir indikator olarak
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kabul edilmektedir. Ovaryum rezervi ve erken dénemdeki folikiilleri gostermek igin
literatirde AMH seviyesi arastirilmis ve azalmis AMH seviyesi ve IRH hasart

arasinda iliski oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur. (110, 111).

Musayeva ve arkadaslari pnomoperitoneum modeli ile olusturduklar iskemi
reperfiizyon modelinde ovaryum iizerindeki etkilerini ve serum AMH degelerini
incelemiglerdir. Yazarlar sham grubunda AMH seviyesini 2.09 = 0.14 ng/mL ve IR
grubunda 1.45 + 0.21 ng/mL olarak Olgmislerdir (p=0.035) (112). Eser ve
arkadaglart ovaryum iskemi reperfiizyon c¢alismalarinda, 2 saat iskemi-2 saat
reperfiizyon ve 4 saat iskemi-4 saat reperfiizyon olmak iizere iki farkl grup olusturup
ve serum AMH degisimini incelemislerdir. 2/2 saatlik sham grubunda 2.2+1.7 ng/mL
iken IR grubunda 1.9+1.2 ng/mL (disiis, p=0.445); 4/4 saatlik sham grubunda
2.9£0.8 ng/mL iken IR grubunda 2.5+0.2 ng/mL (anlaml diisiis, p=0.001) olarak
bulunmustur. Yazarlar IR siiresinin AMH seviyesinde Oonemli oldugunu ifade
etmiglerdir (113). Soyman ve arkadaslart 3 saat/3 saat IR calismasinda, IRH ve
serum AMH seviyesini arastirmiglardir. Sham grubunda serum AMH degeri
3.12+0.58 ng/mL iken IR grubunda 1.70+£0.43 ng/mL olarak bulunmus ve sham
grubuna gore IR grubundaki AMH degerinin diisiisii istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (p<0.005) (114). Sakin ve arkadaslar1 bir ovaryum IRH ¢alismasinda,
28 adet Wistar albino cinsi disi sigan kullanilms ve 3/3 saat iskemi-reperfiizyon
uygulanmistir. IRH sonucu sham grubunda AMH degeri 3.12+0.58 ng/mL iken bu
deger IR grubunda 1.70+£0.43 ng/mL olarak (anlaml azahs, p<0.05) (115). Ayni
yazarlar yiiriittiikkleri farkli bir ovaryum IR ¢alismasinda, sham grubunda AMH
seviyesini 2.641 £+ 0.95 ng/mL ve IR grubunda 1.372 + 0.66 ng/mL olarak
Olemiislerdir. IR grubundaki diisiik AMH ortalama degeri istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (p=0.004) (116). Baska bir ovaryan IR modelinde serum AMH (ng/mL)
hormon diizeyi bakilmis ve kontrol grubunda AMH diizeyi 7.54+0.77 ng/ml iken IR
grubunda 3.47+0.54 ng/ml olarak 6l¢iilmiis ve bu diisiis istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (95). Deneysel bir ovaryum IR modelinde, 30 disi Wistar Albino cinsi
sicanda IR Oncesi ve sonrast AMH seviyesi Ol¢iilmiistiir. Bilateral 3/3 saatlik IRHde,
sham grubunda AMH seviyesinde anlaml bir degisiklik izlenmezken (p>0.05), IR
grubunda IR 6ncesi ve sonrast AMH seviyesinde istatistiksel olarak anlaml bir diisiis

gozlendi (p<0.05) (117). Wistar Hannover cinsi 24 adet disi sicanda yapilan ovaryum
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IRH’de serum AMH degisimi IR Oncesi ve sonrasi incelenmistir. IR Oncesi ve
sonrasinda sham grubunda sirasiyla 4.34 + 1.43 ve 3.22 £ 1.39 ng/mL iken IR
grubunda 5.87 £ 1.02 ve 1.78 + 1.82 ng/mL olarak o6l¢iildii. IR 6ncesi ve sonrasi
AMH ortalama degisimleri IR grubunda anlaml olarak diisiik kaydedildi (p=0.0001).
IR sonrasi sham ve IR grubu arasindaki AMH degisimi anlamh farkhiik gozlendi
(p=0.037) (118). Bir galismada ovaryum IR oncesi ve sonrasinda serum AMH
seviyesindeki degisimler Slciilmiis. IR Oncesi ve sonrast degisim farki sham grubuna
gore IR grubunda anlaml bir sekilde yiiksek kaydedildi de sham grubuna gore diisiik
seviyede kaydedildi (p<0.05) (99). Deneysel bir ovaryum IR modelinde, serum
AMH seviyesi IR Oncesi ve sonrasi Olciilmiistiir. Bulgularda, kontrol grubunda deney
oncesi ve sonrasi ortalama fark +0.02+0.49 artis iken IR grubunda opereasyon oncesi

ve sonrasinda -4.85+0.76 olarak anlamh bir diisiis kaydedildi (p<0.001) (96).

Calismamizda AMH hormonu serum diizeyinde deney bitiminde Ol¢iilmiistiir.
AMH seviyesinin gruplardaki dagilimi sham: 4.15+0.68, KN: 3.83+0.74, IR:
1.63+0.48, KN+IR: 1.85+0.68, IR+KN: 2.31+0.75, KN+IR+KN: 3.28+0.98 ng/mL
olarak ol¢iildii (Tablo 2). IR sonrasi AMH seviyesinde sham ve KN gruplarina gére
anlaml bir diigiis gozlendi (sirasiyla, p=0.001 ve p=0.001). KN ekstresinin IR dncesi
veya sonrasinda verilmesi AMH seviyesini arttirdi ancak anlamh bir artis
gozlenmedi (sirasiyla, p=0.991 ve p=0.451). KN ekstresinin IR Oncesi ve sonrasi
tedavi olarak verilmesi AMH seviyesini arttirarak ovaryan rezervi normal seviyesine
yakin bir diizeye getirmistir (Tablo 8, Sekil 20). Calismamizdaki IRH sonrast AMH
seviyesindeki degisimlerin literatiirdeki IRH sonrasi dlglilen AMH diizeyleri ile

uyumlu oldugu gozlendi.

Apoptotik proteaz aktive edici faktor-1, kisaca APAF-1, Caenorhabditis elegans
organizmasindaki CED-4 genin insan homologudur. APAF-1 geni 12. kromozomun
uzun kolunun 2. bdlgesinin 3. bandmin 1. alt bandinda yer alir. Molekiiler agirligi
133.3-141.8 kDa araliginda olup Y seklinde bir proteindir. APAF-1 molekiilii, N-
terminal kaspaz recruitment domein, merkezi niikleotid baglayic1 oligomerizasyon
domein (NOD) ve WD40 domeinin (WRD) 12-13 tekrarindan olusur. Bu gen
apoptoziste rol alan sitoplazmik bir proteini kodlamaktadir (10). APAF-1 proteini 6
heliksten olusan Greek anahtar motifine sahip bir proteindir. Apoptozis intrinsik

(mitokondriyal) ve ekstrinsik (6liim reseptorlerine bagli) olmak iizere iki farkli sinyal
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yolag1 iizerinden gerceklesir. Intrinsik sinyal yolagmda, iskemi reperfiizyon sonucu
hiicre i¢i olugsan oksidatif stres, endoplazmik retikulum stresi, DNA hasarn gibi
hiicresel olaylar mitokondriyal dis membran gegirgenligini etkiler ve proapoptotik
molekiillerin salmmasina neden olur. Bu molekiillerden sitozolik APAF-1, sitokrom
¢ ve prokaspaz 9 birleserek apoptozom denilen oligomer yapiyr olusturur. Bu
etkilesim kaspaz-9’un proteolitik yikimma ve efektor kaspaz-3’tin aktivasyonuna
neden olarak apoptozisi baslangicin1 indiikler. Mitokondriyal membranin
porlarmdaki regiilasyonun degismesi, APAF-1 ve sitokrom c gibi proapoptotik
faktorlerin mitokondriden sitozole salinmasina izin verir, burada kaspazlarn aktive
eder ve sonunda apoptotik hiicre 6liimiine neden olur (119, 120). Literatiirde IRH’ye

bagl olarak APAF-1 ekspresyonunun arttigimi gosteren ¢aligmalar mevcuttur.

Lina ve arkadaslart in vitro olarak sican embriyonik-kalp kokenli HO9C2
hiicrelerinde  iskemi-reperfiizyon hasari  olusturmuslardir.  Yazarlar IRH’nin
inflamatuar yanita neden oldugunu, miyokardiyal IRH’de kalp hiicre otofaji ve
apoptozun diizenlenmesinde APAF-1/Caspase9 sinyal yolaginin etkili oldugu
belirtilmistir. Deney sonucunda APAF-1 inhibitériiniin kardiyomiyosit apoptozunu
yavaglattigi, inflamasyonu azalttigt ve hiicre yasamini destekledigi bildirilmistir.
Yazarlar ayrica iskemi/reperfiizyonun neden oldugu inflamasyonu ve apoptozun,
APAF-1/Kaspaz 9 sinyal yolu aracilifiyla diizenlenebilecegini ifade etmislerdir
(1212).

Benzer bir miyokardiyal iskemi reperfiizyon c¢alismasinda, embriyonik-kalp
kokenli H9C2 hiicrelerinde ZYZ-488 bilesiginin (APAF-1 inhibitorii) APAF-1
proteini ile iligkisi arastirilmistir. Calismada ZYZ-488 bilesiginin in vitro hiicre
kiiltiirinde APAF-1’e baglanarak kaspaz-9’un c¢agrilmasmi engelledigi ve
miyokardiyal IRH’de indiiklenen apoptozisi engelledigi bildirilmistir. Ayrica, APAF-
1 yolagmmm inhibe edilmesinin apoptozu belirgin bir sekilde azalttigi belirtilmistir
(122). Zou ve arkadaslart 40 dakika iskemi ve 2 saat reperfiizyon islemini koroner
arter ligasyonu metoduyla farelerde uygulamislardir. Yazarlar kardiyak IRH’nin
kardiyomiyositlerde apoptozise neden oldugunu Tunel assay metodu ile
kaydetmislerdir. Yazarlar IR uygulanan farelerin kardiyak dokularinda Apaf-1-
sitokrom ¢ kompleksinin arttigini, apoptotik hiicre sayist ve fragmente DNA

sayisinin arttigini kaydetmislerdir (123). Kit ve arkadaslann 42 erkek siganda
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unilateral (sol) renal iskemi-reperfiizyon hasarinda, siganlarin bobrek dokularinda
apoptozisin regiilasyonunda yer alan transkripsiyonel degisimleri IRH nin 1., 3. ve
48. saatinde incelemislerdir. Sham grubuna gore, IR grubunda iskemi-reperfiizyon
isleminden 3 saat sonra, proapoptotik APAF-1 ekspresyonu 11.2 kat artmustir
(p<0.005). Aymi grubun IR yapilmayan bobrek dokusunda ise IRH’den 1 saat sonra
anlaml bir sekilde APAF-1 ekspresyonu 7.7 kat artmustir (p<0.0005). Sham grubuna
gore, dokulara kan akisinin baslamasindan 48 saat sonra APAF-1 genindeki degisim
IR yapilan bobrekte 12.7 kat (p<0.0005) ve IR yapilmayan bobrekte ise 9.3 kat
(p<0.005) artmustir. Yazarlar APAF-1 genindeki degisimin ¢ok fazla oldugunu ve
bunu apoptozun uyarilmasi ile beraber intrinsik ve ekstrinsik faktorlerin
mitokondriyal membrandaki hasar ile yada membrandaki porlarin agilmasi sonucu

salmm ile agiklamiglardir (124).

Bektas ve arkadaglart 40 adet Wistar albino siganlar1 lizerinde yaptiklari
karaciger iskemi-reperfiizyon hasarmda 1.5 saat iskemi ve 2 saat reperfiizyon islemi
uygulayaip karaciger dokusunda APAF-1 ekspresyonunu 0: yok — 3: yiiksek olarak
skorlamiglardir. Yazarlar APAF-1 immiin aktivite yogunlugunu sham grubunda
0.6+0.51 olarak saptarken hepatik IR grubunda 2.4+0.51 olarak kaydetmislerdir.
Yazarlar bu durumu IR hasarinda reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin iiretiminin
arttigini, bunun da mitokondride ATP iiretimini bozdugunu belirtmislerdir. Béylece
hiicre i¢inde ve organellerde iyonik dengenin bozulmasiyla mitokondriyal
membranin hasara ugradigi ve apoptotik hiicre Oliimiini tetikledigini ifade
etmislerdir (125). Arab ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada karacigerde 60 dakika
iskemi ve 2 saatlik reperfiizyon isleminde apoptotik marker olarak APAF-1
ekspresyonunu reperfiizyon isleminin 5., 10., 30., 45., 60. ve 120. dakikasinda
incelemislerdir. Yazarlar reperfiizyondan sonraki 5-10. dakikadan itibaren APAF-1
ekspresyonun arttigin1 ve reperfiizyon baslar baslamaz apoptozisin indiiklendigini ve
30-60 dakika arasinda apoptotik cisimciklerin belirmeye basladigini ve reperfiizyon
siiresi uzadik¢a cisimcik sayisinda artis meydana geldigini kaydetmislerdir (126). Bir
serebral iskemi reperfiizyon calismasinda, farelerde serebral arter okliizyonu ile 60
dakika iskemi sonrasi 24 saatlik reperfiizyon islemi uygulanmistir. Apoptotik indeks
icin TUNEL metodu ve doku apoptozisi icin APAF-1 antikoru calisildi. TUNEL

assay sonuglarina gore IRH’nin pozitif hiicre sayismi arttirdigini ve western blot
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teknigi ile APAF-1 ekspresyonunun arttigi kaydedildi (127). Bas ve arkadaslari 1
saat iskemi ve 2 saat reperfiizyon sonrasi ovaryan IRH’nin APAF-1 ekspresyonu
tizerindeki immunohistokimyasal olarak incelemislerdir. Yazarlar kontrol grubunda
APAF-1 ekspresyonunun zayif oldugunu ve IR grubunda ise giiclii bir APAF-1
immiin aktivite ve birgok apoptotik hiicre kaydetmislerdir (94). Klinik bir ¢alismada,
40 saglikli ve 45 pulmoner embolizm (akciger iskemi-reperfiizyon) gegiren
hastalarinda apoptosiz markerlarindan APAF-1 seviyesi incelenmistir. Akciger
iskemi reperflizyonun hiicre 6liimiine neden oldugu ve apoptotik yolag: aktive ettigi
One sirlilmiistiir. Kan o6rneklerinden yapilan Olgiimlere gore APAF-1 ortalamasi
saglikli bireylerde 0.12+ 0.01 ng/mL iken hasta grubunda 0.14 + 0.02 ng/mL olarak
Olclilmiis ve saglikli bireylere gore hasta grubundaki artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p=0.001). Akciger IR gegiren ancak yasamini devam ettiren hastalarda
APAF-1 ortalamast 0.13 + 0.02 ng/mL bulunurken 6len hastalarda bu oran 0.16 +
0.02 ng/mL olarak tespit edilmistir (p= 0.006). Calisma sonucunda APAF-1 ve
mortalite oranlarnt arasinda bir iliski oldugu ve pulmoner IRH’de hiicre 6liimiiniin

artt1ig1 raporlanmustir (128).

Calismamizda gruplardaki APAF-1 protein immiin aktivitesi degerlendirilmistir.
Sham grubu ovaryum Kkesitlerinde APAF-1 immiin reaksiyonu ovaryumun
stromasindaki birka¢ hiicre sitoplazmasinda pozitif olarak gdzlenirken diger
yapilarda negatif APAF-1 immiin reaksiyonu oldugu goézlendi (Sekil 39). KN grubu
ovaryum kesitlerinde APAF-1 ekspresyonu sham grubuna benzer bir diizey gosterdi.
Ovaryum stromasinda birka¢ hiicrede pozitif APAF-1 ekspresyonu kaydedilirken
diger yapilarda APAF-1 ekspresyonu negatifti (Sekil 40). IRH sonrasi IR grubunda
sham ve KN gruplarma gore APAF-1 ekspresyonunda artis izlendi. Bu grupta
ovaryum folikiillerinde, graniiloza ve teka hiicrelerinde, damarlarda, korpus luteum
ve ovaryumun stromal bag doku hiicrelerinde APAF-1 immiin aktivitesi olduk¢a
yogun gozlendi (Sekil 41). KN ekstresi IRH oncesi verilen KN+IR grubu ovaryum
kesitlerinde IR grubuna benzer bir yogunlukta APAF-1 immiin reaksiyonu izlendi.
KN+IR grubu ovaryum kesitlerinde APAF-1 ekspresyonu folikiillerde, teka
hiicrelerinde, germinal epitel tabakasinda ve stromal bag doku hiicrelerinde yogun
olarak pozitif izlendi (Sekil 42). IRH sonrasi verilen KN ekstresinin IR+KN
grubunda IR ve KN+IR grubuna gére APAF-1 ekspresyonunu azalttigir gozlendi.
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APAF-1 immiin reaksiyonu genel olarak folikiillerde negatif iken ovaryum
stromasinda yer yer pozitif olarak izlendi (Sekil 43). IR+KN grubunda APAF-1
reaksiyonu, IR ve KN-+IR gruplarna gore azaldi. KN+IR+KN grubu ovaryum
kesitlerinde ise APAF-1 immiin aktivitesi sham ve KN grubundaki APAF-1 immiin
aktivitesine benzer bir yogunlukta kaydedildi. Bu grupta ovaryum dokusunda APAF-
1 ekspresyonu negatif olarak izlenirken sadece ovaryum stromasinda hafif diizeyde
APAF-1 ekspresyonu izlendi (Sekil 44). KN ekstresi tedavisinin o6zellikle IRH
sonrast APAF-1 ekspresyonunu baskiladigi izlendi. Ancak IRH Oncesi ve sonrasi

verilen KN ekstresi tedavisinin en etkili yontem oldugu saptand1 (Tablo 9, Sekil 47).

Western Blot teknigi kullanilarak gruplardaki APAF-1 protein yogunlugu analiz
edildi ve internal kontrol olarak B-Actin kullanild1 (Sekil 48). Western Blot sonuglari
da immiinohistokimya sonuglarina paralel bir goriintii olusturdu. Sham ve KN
grubunda IR grubuna gore bant yogunlugu daha az izlenirken IR ve KN+IR
gruplarinda bant yogunlugu daha kalin olarak kaydedildi. Boylece IR sonucu IR ve
KN+IR gruplarinda APAF-1 protein seviyesinin arttigi gézlendi. IRH sonrast IR+KN
ve KN+IR+KN gruplarinda IR ve KN+IR gruplarinda gore bant yogunlugunun
azaldigl, KN tedavisinin oOzellikle IRH sonrasi etkili olarak APAF-1 protein
seviyesini azalttigi kaydedildi (Sekil 48).
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7. SONUC

Caliymamizda iskemi-reperfiizyon hasar1 (IRH) oncesi ve sonrasmnda uygulanan
Kudret Nar1 (KN) ekstresinin ovaryum lizerinde terapotik etkisinin olup olmadigi
arastirllmis  ve  bununla  ilgili  olarak  biyokimyasal,  histopatolojik,
immiinohistokimyasal yontemlere ek olarak western blot uygulamasi yapilmistir.
Biyokimyasal, histopatolojik, immunohistokimyasal ve Western blot yontemleri ile
yapilan incelemede KN’nin antioksidan ozelliginin korumaya yonelik oldugu, ancak

inflamasyonu Onleme agisindan etkinliginin daha fazla oldugu ortaya ¢ikmustir.

KN ekstresi tedavisinin mononiikleer hiicre infiltrasyonunu ve hiicre
dejenerasyonunu azalttigi, [IRH sonrast KN ekstresi verilen gruplarda KN’nin

inflamasyonu ve dejenerasyonu azaltmada daha etkili oldugu gortilmiistiir.

Ayrica KN ekstresinin pro-apoptotik APAF-1 ekspresyonunu baskiladigi ve
bdylece apoptozisi engelleyerek hiicre yasammi destekledigi kanitlanmistir. Sonug
olarak, KN’nin IRH sonrasi ovaryumda meydana gelen inflamasyonu onlemede
indiikleyici rol oynarak doku hasarini apoptotik siirece ilerlemeden azaltarak doku

biitiinliigiinli korumada terap6tik bir ajan olarak kullanilabilecegi diistintilmiistiir.
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Abstract

Ovartan torsion 15 one of the gynecological emergencies that affect ovarian
tissue integrity and fertility. In this study, we alm to investigate the effects
of Momordia charantta (MC) on ovarlan tssue Injury induced by ovarlan
Ischemia-reperfusion. Twenty-four rats were assigned to three groups: con-
trol group, Ischemia-reperfusion (I/R) group and IR + MC group. 600 mg/kg
MC extract were piven rats via orogastric route. 3-hour ischemia and 3-hour
reperfusion were performed for IR protocol. At the end of experiment, ova-
rian tssues were exclsed, flxed In zinc-formalin and processed for routine
paraffin wax tissue embedding. Sections were stained with hematoxylin and
eosin. Ovartan sections of control group showed repular histological appear-
ance. In ovartan sections of I/R group, hemorrhage, fibrin accumulation,
mononuclear cell infiltration and degenerated follicles were observed. /R +
MC group showed improved histopathology caused by I/R injury. We think
that MC extract may protect ovarlan tissue integrity and its histological struc-
tures.

Keywords
Follicles, Histology, Ischemla, Momordica charantia, Ovary, Reperfusion

1. Introduction

Owvarlan torston 1s the rotatlon of the peduncle with arterles and velns of the
ovary on Its axis by partially or full turn, preventing blood flow. As a result of
torston, 1schemia develops in tissues and tssue damage occurs. Ovartan torsion
Is seen In 2.7% of gynecological emergencies. Although it affects all age groups
from female fetuses to menopause, 1t 1s more common in women of reproduc-
tive age [1] [2]. The etiology of ovarlan torsion Is not known exactly, but most
cases have functional cysts or neoplasms of the ovary. Delay or mistake in the

DOl: 10.4236/jbm.2021.912002 Dec. 2, 2021 B Joumal of Biosciences and Medicines
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