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OZET

Rat Ovaryumunda iskemi/Reperfiizyon Hasarina Karsi Rutin ve

Taksifolinin Olas1 Koruyucu Etkinliginin Arastirilmasi

Calismada ratlarda ovaryum torsiyon/detorsiyon modelinde (iskemi/reperfiizyon),
rutin ve taksifolinin olas1 iyilestirici etkilerinin biyokimyasal ve histolojik analizler ile
arastirilmasi amaglanmistir.

Calismada 70 adet Sprague-Dawley ki ratlar; grup 1: kontrol, grup 2: sham, grup
3: torsiyon (M), grup 4: torsiyon/detorsiyon (T/D), grup 5:
torsiyon/detorsiyon+dimetilstlfoksit (T/D+DMSQ), grup 6: torsiyon/detorsiyon+rutin
(T/D+rutin, 80 mg/kg), grup 7: torsiyon/detorsiyon-+taksifolin (T/D+Taksifolin, 40 mg/kg)
olarak ayrilmistir. Plazma ve ovaryum 6rneklerinde biyokimyasal analizler ile ovaryumda
histolojik muayeneler gerceklestirilmistir.

Plazma LPO duzeyleri yonunden T/D+Taksifolin grubunda, kontrol, T ve T/D
gruplarina gore azalma oldugu gozlenmistir (p<0,01). Doku MDA diizeyleri T/D+DMSO,
T/D+rutin ve T/D+Taksifolin gruplarinda, T/D grubuna gore azalmistir (p<0,001). Doku
Cp diizeyleri T/D+rutin grubunda, T/D+DMSO grubuna kiyasla 6nemli diizeyde diisiik
(p<0,01) olarak belirlenmistir. Doku GSH diizeyleri degerlendirildiginde; T/D+DMSO
grubunda, T/D grubuna goére 6nemli bir artis oldugu belirlenirken (p<0,05), T/D+rutin ve
T/D+taksifolin gruplarinda, T/D+DMSO grubuna gore onemli bir azalma gozlenmistir
(p<0,05). Plazma GSH duzeyleri T/D+DMSO grubunda, T/D grubuna goére dnemli bir artis
gostermistir (p<0,001).

Torsiyon grubunda normal histolojik yapi ile birlikte folikuler yapilanmada
bozulmalar ve atretik folikiil tespit edilmistir. Ayrica intersitisyel alanlar ile corpus luteum
ve gevresinde hemoraji ve hiperemi gézlenmistir. Torsiyon/detorsiyon grubunda, T grubu ile
karsilastirildiginda daha yogun bir hiperemi ayrica yaygin bir hemoraji gozlenmistir.
T/D+DMSO grubunun, folikiil yapilarindaki bozulmalar ve doku biitiinliigli agisindan T/D,
T/D+rutin ve T/D+taksifolin gruplarma benzer oldugu goriilmiistiir. Hemorajik alan
yogunlugunun sham ve T/D+taksifolin grubuna yakin derecede oldugu bununla birlikte
hiperemik alanlarin T, T/D, T/D+rutin ve T/D-+taksifolin gruplarina gore azaldig1, hatta sham
grubuna yakin oldugu gézlenmistir.

Sonug olarak T/D+DMSO grubunda, T/D grubuna kiyasla, doku MDA diizeylerinin
diistik ve doku ile plazma GSH dizeylerinin yiksek olmasi, DMSO iginde ¢ozindurilen
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rutin ve taksifolinin doku GSH duzeylerini T/D+DMSO grubuna gore diistirmesi ile
histolojik bulgular birlikte degerlendirildiginde; DMSO’nun ovaryum torsiyon/detorsiyon
hasarmda olumlu etkiye sahip bir ajan olabilecegi, rutin ve taksifolinin uygulanan dozda ve
metodla prooksidan etkinlik géstermis olabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Rutin, Taksifolin, Ovaryum, Iskemi/Reperfiizyon, Torsiyon/

Detorsiyon
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ABSTRACT

Investigation of the Possible Protective Efficacy of Rutin and Taxifolin

Against Ischemia/Reperfusion Injury in the Rat Ovary

In this project, it was aimed to investigate the possible amoliorative effects of rutin
and taxifolin in the ovarian torsion/detorsion model (ischemia/reperfusion) in rats with
biochemical analyzes and histological examinations.

Seventy Sprague-Dawley rats, 8-10 weeks old, were used in the study. Rats were
divided into; group 1: control, group 2: sham undergoing laparotomy, group 3: torsion (T),
group 4: torsion/detorsion (T/D), group 5: torsion/detorsion+dimethylsulfoxide group
(T/D+DMSOQO), group 6: torsion/detorsion +rutin (T/D+rutin, 80 mg/kg), group 7:
torsion/detorsion + taxifolin (T/D + taxifolin, 40 mg/kg) . Biochemical parameters were
determined in plasma and ovary samples. Histological examinations were performed on
ovarian tissues.

There was a significant decrease in plasma LPO levels in the T/D+taxifolin group
compared to the control, T and T/D groups (p<0.01). When tissue MDA levels are examined;
a significant decrease was observed in the T/D+DMSO, T/D+rutin and T/D+taxifolin groups
compared to the T/D group (p<0.001). Tissue Cp levels were found to be significantly lower
(p<0.01) in the T/D+rutin group compared to the T/D+DMSO group. When tissue GSH
levels are evaluated; it was determined that there was a significant increase in the
T/D+DMSO group compared to the T/D group (p<0.05), a significant decrease was observed
in the T/D+rutin and T/D+taxifolin groups compared to the T/D+DMSO group (p<0.05).
When the plasma GSH levels were examined, it was determined that there was a significant
increase in the T/D+DMSO group compared to the T/D group (p<0.001).

In the torsion group, together with the normal histological structure, deteriorations
in follicular structure and atretic follicle were detected. In addition, hemorrhage and
hyperemia were observed in interstitial areas, corpus luteum and its surroundings. A more
intense hyperemia and extensive hemorrhage were observed in the torsion/detorsion group
compared to the T group. It was observed that the T/D+DMSO group was similar to the T/D,
T/D+rutin and T/D+taxifolin groups in terms of deterioration in follicle structures andtissue
integrity. It was observed that the hemorrhagic area density was close to the sham

XM



and T/D+taxifolin groups, however, the hyperemic areas were decreased compared to the
T, T/D, T/D+tutin and T/D+taxifolin groups, even close to the sham group.

As a result; findings revealed that T/D+DMSO decreased tissue MDA levels and
increased tissue and plasma GSH levels compared to T/D group, and that rutin and taxifolin
dissolved in DMSO decreased tissue GSH levels compared to T/D+DMSO group.When
evaluated together with histological examinations, it was concluded that DMSO maybe an
agent that has a positive effect on ovarian torsion/detorsion injury, and that rutin and taxifolin
may have demonstrated pro-oxidant activity at the applied dose and method.

Key Words: Rutin, Taxifolin, Ovary, Ischemia/Reperfusion, Torsion/Detorsion.
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1. GIRIS

Ovaryum torsiyonu, jinekolojik operasyonlarda 5. sirada yer alan ve jinekolojik aciller
icerisinde % 2-3 oraninda rastlanilan, daha ¢ok Ureme c¢agmdaki kadinlarda (ad6lesan)
goriilse de prepubertal veya postmenapozal donemde de karsilagilabilen bir olgudur.
Adneksal torsiyon, ovaryum dokusunda iskemi meydana gelmesine neden olan bir olgudur
ve adneksin (over ve fallop tipleri), infundibulopelvik ve tuboovaryen ligamanin ekseni
etrafinda en az tam bir tur donmesi olarak tanimlanir. Adneksal torsiyon sonrasinda olusan
arteriyal blok, damar tikaniklig1 ve hemorajik nekroza neden olarak iskemiye yol acar.

Iskemi, organ/dokuyu besleyen damarlarn (arter/vena) tikanmasi sonucunda
organ/dokuya giden kan akiminin azalmasi ve buna bagli olarak meydana gelen yetersiz
perflizyon sebebiyle doku ve hicrelerin oksijenden (O.) yoksun kalmasi seklinde
tanimlanir. Hiicrelerin yetersiz O2’e¢ maruziyeti, hiicrelerde hasara neden olan bir dizi
hiicre ici kimyasal olaylar1 baslatir; anaerobik metabolizmanin devreye girmesi ve artmasi
ile hiicre ici pH diiser ve hiicre ici enzim kinetigi ve dengesi degisir. Reperfiizyon ise,
yetersiz perflizyonun ortadan kaldirilmasi ve dokuya yeniden kan ve Og2 girisinin
saglanmasi olarak tanimlanmaktadir. Organlardaki reperflizyonun saglanmasi ila¢ veya
mekanik mudahale uygulamalar1 ile yapilabilmektedir. Reperflizyonunhicrenin ihtiyag
duydugu enerjiyi yeniden saglanmasi ve olusan toksik metabolitlerin atilmasi gibi yararli
etkileri bulunsa da meydana gelmis olan iskeminin dokuda olusturdugu hasardan daha
fazla hasara yol a¢tigi gozlenmektedir. Iskemi sirasinda hiicrede serbest oksijen
radikallerinin (SOR) iiretimi artar. Artan SOR ise yag asitlerinin,proteinlerin ve DNA’nin
oksidatif hasarina yol acar.

Ovaryum torsiyonu sirasinda meydana gelen bu hasara miidahale edilmedigi takdirde
meydana gelen iskemi overin, fallop tiipiliniin ve/veya tiim adneksin nekrozu ve kaybina
sebep olarak fertiliteyi olumsuz etkileyebilir. Ovaryum torsiyon/detorsiyonunda tedavi
cerrahi olarak gerceklestirilmektedir. Gegmis yillarda, cerrahi operasyon ooferoktomi
seklinde gerceklestirilmistir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda ise kiskektomi sonrasinda

detorsiyonun uygun sonuglar verdigi gosterilmistir. GUnumizde adneksin detorsiyonu



sonucunda dokuda meydana gelen iskemi-reperflizyon hasarin1 azaltabilmek igin

antienflamatuvar ve antioksidan tedaviler denenmektedir.



2. GENEL BILGILER

Daha c¢ok Ureme cagindaki kadmlarda (adOlesan) gorulse de prepubertal veya
postmenapozal donemde de karsilasilabilen ovaryum torsiyonu insanlarda acil jinekolojik
operasyonlarda 5. sirada yer alirken, jinekolojik aciller icerisinde de % 2-3 oraninda
rastlanilmaktadir (Green ve ark. 2003, Mashiach ve ark. 2011). Adneksal torsiyon,
ovaryum dokusunda iskemi meydana gelmesine neden olan bir olgudur ve adneksin (over
ve fallop tipleri) infundibulopelvik ve tuboovaryen ligamanin ekseni etrafinda en az tam
bir tur donmesi olarak tanimlanir (Akalin 2014). Torsiyon, ¢ok nadir olarak over veya
fallop tiiplerinde ayr1 ayr1 da gergeklesebilmektedir. Adneksal torsiyon sonrasinda olusan
arteriyal blok damar tikaniklig1 ve hemorajik nekroza neden olarak doku iskemisine yol
acar (Parashar ve Uppal 2011, Akalin 2014).

Sekil 2.1. Ovaryum torsiyonu. Uterusu gosteren intraoperatif fotografta kivrilmig yumurtalik pedikili
gorllmektedir (Trinh ve Kennedy 2015).

2.1. Torsiyon (iskemi) Mekanizmasi

Torsiyon sonucu olusan iskemi, organ/dokuyu besleyen damarlarin (arter/vena)

tikanmas1 sonucunda organa/dokuya giden kan akiminin azalmasi ve buna bagl olarak



meydana gelen yetersiz perflizyon sebebiyle doku ve hiicrelerin oksijenden (O2) yoksun
kalmasi1 (hipoksi) seklinde tanimlanir. Hiicrelerin yetersiz O2’e maruziyeti, hiicrelerde
hasara neden olan bir dizi hiicre i¢i kimyasal olaylar1 baslatir; anaerobik metabolizmanin
devreye girmesi ve artmasi ile hiicre i¢i pH diiser ve hiicre i¢i enzim kinetigi ve dengesi
degisir. Ayrica, enerji metabolizmasi sekteye ugrar. Gerekli enerjinin saglanamamasi
hiicre membraninda bulunan adenozin trifosfat bagimli Na*/K" pompasinda fonksiyon
bozukluguna yol agarak akut hiicre sismesine neden olur (Ozkaya 2010). Ayrica hiicrede
Na*/K*" pompasinin islev yetersizligi hiicre i¢i Na* miktarinin artmasma, K+ miktarmmn
azalmasina yol acar. Hicre ici Na+ miktar1 artist Na*/H kanallarinin aktivitelerinde
azalmaya yol acar. Bununla birlikte hiicre ve endoplazmik retikulum membranindaki Ca?*
pompasmin (Ca2*-ATPaz pompasi) fonksiyonel bozuklugu goriiliir (Ornellas ve ark.
2017). Artan Ca2" iyonlar1 sonrasinda dakikalar i¢inde fosfolipazlar aktifleserek membran
fosfolipidlerinin hidrolizine, serbest yag asitlerinin artmasina yol agar (Katsukive Okuda

1995, Rao ve ark. 1999).

Hipoksantin + O2 + H2 O — Ksantin + H20>
Ksantin oksidaz

Ksantin + 2 O, + H,O — {(irik asit + 20, + 2H*

Ksantin + O, + HoO — Urik asit + H202

20, + 2H+ — H,0.+ O»

Sekil 2.2. Ksantin oksidaz aktivitesi (Kostic ve ark. 2015, Aziz ve Jamil 2021).

Iskemi stirecinde serbest oksijen radikalleri (SOR) (iretimiyle iliskilendirilen
hipoksantin miktarinda artma goriiliir (Aziz ve Jamil 2021). Piirin katabolizmasinda
guanin mono fosfat (GMP) ve adenin mono fosfatin (AMP) ksantin ve hipoksantine
dontisimii gergeklesir. Olusan ksantin ve hipoksantinin {irik asite doniisiimii ksantin
oksidaz tarafindan katalizlenir. Oksijenin elektron alicis1 oldugu bu reaksiyonlarda siiper

oksit radikali (O.™) ve hidrojen peroksit (H.02) acgiga ¢ikar. Olusan O™, stiperoksit



dismutaz (SOD) ile H202 ve O2’e déniistiiriiliir. Iskemi sirasinda hiicrede birikmis olan
hipoksantin, hiicreye O2’nin girisi sayesinde aktivitesi artan ksantin oksidaz (KO,
1.17.3.2) ile yikilmaya ¢aligilir ancak bu reaksiyon sonucunda SOR {iretimi artar (Kostic

ve ark. 2015, Aziz ve Jamil 2021).

2.2. Detorsiyon (Reperflizyon) Mekanizmasi

Dokunun yeniden kanlanmasi amaciyla gergeklestirilen detorsiyon islemiyle
meydana gelen reperflizyon (perflizyonun yeniden saglanmasi) sirasinda hucrelere
yeniden O girisi meydana gelir. Organlardaki reperflizyonun saglanmasi ilag veya
mekanik miidahale uygulamalar: ile yapilabilmektedir. Reperflizyonun hiicrenin ihtiyag
duydugu enerjiyi yeniden saglanmasi ve olusan toksik metabolitlerin atilmasi gibi yararl
etkileri bulunsa da meydana gelmis olan iskeminin dokuda olusturdugu hasardan daha
fazla hasara yol agtig1 gézlenmektedir, $6yle ki, reperfiizyon sirasinda olusan SOR’leri Ve
iskemik donemde aktiflesen fosfolipaz Az’nin membranlardaki yag asitlerini parcalamasi
hiicre hasarinin artmasinda en énemli iki neden olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Metabolizma sirasinda hiicrelerde siirekli olarak SOR (OH”, siiperoksit, hidrojen
peoriksit) Uretilmektedir. Bu SOR hiicredeki bircok organelde ve sitoplazmada olusmakta
olup mitokondri baslica SOR kaynagi olarak bilinmektedir. Elektron transfer zincirindeki
kompleks | ve kompleks 111, gliserol-3-fosfat dehidrogenaz, Q oksidorediiktaz, pirlivat
dehidrogenaz ve 2-oksoglutarat dehidrogenaz mitokondride O™ iiretir (Okado-Matsumato
ve Fridovich 2001, Brand 2010). Ayrica hiicrede, demir (Fe), bakir (Cu), ¢inko (Zn) ve
aluminyum (Al) gibi metaller Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlarina neden olarak
hidroksil radikali (OH®) ve hidroksil anyonu (OHY) olustururlar (Liochev ve Fridovich
2002). Peroksizomlarda da yaglarin beta- ve alfa- oksidasyonu sirasinda hidrojen peroksit
(H202), Oz ve OH" iiretimi gergeklesir (Di Meove ark. 2016). Endoplazmik retikulumda
protein katlanma mekanizmasinin degisimi, yanlis katlanmis veya katlanmamis
proteinlerin olusumuna sebep olup endoplazmik retikulum stresine yol acar (Schroder ve
Kaufman 2005, Scriven ve ark. 2007); protein distlfid izomeraz (PDI) tiyol-disilfid
degisimini yapan enzim olup (Ellgaard ve Ruddock 2005), endoplazmik retikulum

oksidoretuktin-1 tarafindan okside edildiginde



rediikte PDI’dan elektron alarak O.-e aktarir ve boylece H20O2 olusumuna yol acar (Tu ve
Weismann 2004, Zito 2015).

Cizelge 2.2. Serbest radikaller ve diger reaktif nitrojen-oksijen turleri (VValko ve ark. 2004, Genestra 2007)

Serbest radikaller Radikal olmayan reaktif SOR etkisiyle olusan
Oksijen- nitrojen tarleri radikaller
Stiperoksit (O2™) Hidrojen peroksit (H.02) Karbon merkezli radikal (R")
Hidroksil (OH" Tekli Oksijen ("O2) Peroksil/Karboksil (ROO")
Hidroksiperoksil (HO;") Hipoklordz asit (HOCI) Alkoksil (RO")
Nitrik oksit (NO") Peroksinitrit (ONOO™) Tiyol radikaller (RS")
Azot dioksit (NO;") Ozon (Os)

Lipid Hidroperoksit (LOOH)

Fizyolojik sartlarda ya da diisiik peroksidasyon dizeylerinde hiicre, temel
antioksidan savunma sistemi ile ya da antioksidan protein sinyal mekanizmasimin yeniden
dizenlenmesiyle stres durumuna adapte olur. Yilksek peroksidasyon diizeylerinde ise
oksidatif hasarin, hiicre tamir mekanizmalarinin kapasitesinin {istiine ¢ikmasi nedeniyle
apoptosis ve/veya nekroz mekanizmalari uyarilir. Her iki mekanizma da bir¢cok patolojik
durumun ortaya ¢ikmasina neden olur (Fruhwirth ve ark. 2007, Volinsky ve Kinnunen
2013). Iskemi/reperfiizyon sirasmnda asir1 diizeyde artan SOR hiicre membranlarinda
bulunan ¢oklu ¢ift baga sahip yag asitlerini okside ederek lipid peroksit driinlerinin (LPO)
artmasina ve membran biitiinliigiiniin kaybina neden olurlar. Boylelikle hiicrede ozmotik

basing degisimi, sisme ve 6lum meydana gelir (Grace, 1994).

2.3. Lipid Peroksidasyon Mekanizmasi

Lipid peroksidasyonu genellikle serbest radikal ya da radikal olmayan oksidan
tiirlerinin yag asitlerindeki karbonlar arasinda bulunan ¢ift baglara saldirmasiyla lipid

peroksil radikalleri ve hidroperoksit olusumu olarak tanimlanmaktadir (Yin ve ark. 2011).



Lipidleri en gok etkileyen SOR; OH" ve hidroperoksil (HO.") olup, bunlardan OH" en
reaktif serbest Oy tiirii olarak bilinmektedir. Hiicreler yarilanma émrii kisa olan OH"
molekiiliinii saniyede yaklasik 50 adet kadar iiretirken, giin boyunca bu say1 4 milyonu
bulabilir. Bu molekiil nétralize edilmezse biyomolekiillerle etkilesime girerek yapilarmi
bozmaktadir (Halliwell ve Gutteridge 1984). Lipid peroksidasyonunda énemli rolii olan
HO,", Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlarmda OH® olusumuna yol agmaktadir.
Stiperoksit radikalinden cok daha gucli bir oksidan olan HO;" ¢oklu doymamis
fosfolipidlerin oksidasyonuna sebep olarak membran fonksiyonunun zarar gérmesine yol
agmaktadir (Browne ve Armstrong 2000). Bununla birlikte glikolipid, fosfolipid ve
kolesterol molekulleri de peroksidatif zarar ve modifikasyonun hedefleri arasinda yer
almaktadir. Lipidler ayrica lipoksigenaz, siklooksigenaz ve sitokrom P450 gibi enzimler

tarafindan da oksitlenebilmektedir.

Lipid peroksidasyonu baslangig, zincir gelisimi ve sonlanma seklinde (¢

basamakta gerceklesmektedir.

Baslangig:
R*+LH—> RL+L"
Zincir geligimi:

L*+ O, — LOO"
Sonlanma:

LOO" +LH — L" + LOOH
LOO” + LOO — LOOOOL
LOOOOL — radikal olmayan rtinler + O

Sekil 2.3. Lipid peroksidasyonu (Ayala ve ark. 2014. -yeniden diizenlenmistir.). R": baslangic radikali, L":
lipid radikali, LOO™: peroksil radikali, LH: Lipid molekald.



Fenton reksiyonu
H,O,+ Cu* / Fe?* — OH" + OH" + Cu®*/ Fe**

Cu?*/ Fe** + 0, — Cu*/ Fe?*

Haber-Weiss reaksiyonu
Oz*' + H,0, — OH"+ OH + O,

Sekil 2.4. Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlar1 (Ayala ve ark. 2014).

2.4. Lipid Peroksidasyon Urtnleri

Lipid peroksidasyonu sirasinda bir¢ok oksidasyon iiriinii ortaya ¢ikar. Baslica lipid
peroksidasyonu Grtinii lipid hidroperoksittir (LOOH). Bununla beraber malondialdehid
(MDA, C7H1604), propanal, hekzenal ve 4-hidroksinonenal (4-HNE) gibi bircok aldehid

lipid peroksidasyonu siiresince ikincil tiriinler olarak ortaya ¢ikar (Ayala ve ark. 2014).

2.4.1. Malondialdehid

Malondialdehid en mutajenik lipid peroksidasyon urtini olarak kabul edilmektedir
(Esterbauer ve ark. 1991). Arasidonik asit metabolizmasinda ve ¢oklu doymamis yag
asitleri (CDY A) metabolizmalarinda Uretilmekte olan MDA yiiksek reaktifligi sebebiyle
protein, lipoprotein ve DNA gibi bircok molekiile kolaylikla baglanarak konformasyonel
degisime yol agmaktadir (Vance ve Vance 2002). Malondialdehid ve LPO urunleri
oksidatif stres biyomarkir1 olup giiniimiizde birgcok metabolik bozuklugun teshisinde
kullanilmaktadir (Moldovan ve Moldovan 2004, Yin ve ark. 2011, Kanno ve ark. 2012,
Shetty ve ark. 2021, Ghosh ve ark. 2022).



(o] (o] 0o
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Serbest lipid radikali Serbest IIPT radikali

0—0 o o-o' o)
J]\/U\ R \ = 2} ==\ /=
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Malondialdehit

Siklik endoperoksit Lipid peroksil radikali

Sekil 2.5. MDA Uretimi (Mas-Bargues ve ark. 2021)

Iki biyofonksiyona sahip olan MDA’nin aktivitesi pH’ya bagl olarak
degisebilmektedir; fizyolojik pH’da enolat iyonu olarak diisiik aktiviteye sahipken pH
azaldik¢a B-hidroksiakrolein olarak islev gormekte ve aktivitesi artmaktadir (Esterbauer
ve ark. 1991). Malondilatehitin yiiksek reaktifliginin elektrofil 6zelligine bagli oldugu
diistiniilmekte olup temel amino asitler gibi biyomolekiillere karsi yiiksek nukleofil
reaktifligi oldugu bilinmektedir. Serbest amino asit ya da proteinlerin MDA ile
reaksiyonlarindan 6ncelikle Schiff bazlar1 olusmaktadir (Traverso ve ark. 2004, Pizzimenti
ve ark. 2013). Asetaldehid oksidatif stres durumunda ve MDA varliginda malondialdehid
asetaldehid (MAA) olusturmaktadir (Tuma ve ark. 2001, Tuma 2002).Bu molekuller

ilerlemis lipid peroksidasyon son drinleri olarak bilinmektedir.

A,

Sekil 2.6. Malondialdehit yapis1 (Mas-Bargues ve ark. 2021)

Malondialdehit tarafindan modifiye edilebilen 6nemli proteinler; (i) Protein sentezi
sirasinda ribozomun mRNA boyunca hareketini katalizleyen eUzama faktorl 2 (eEF2).

(i) kompliman sistemi sikica kontrol ederek, ev sahibi hicrelere saldirmasini


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003986121001909#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003986121001909#!

engelleyen faktor H (FH) (Weismann ve ark. 2011). (iii) Aterosklerozda olusan
inflamasyon ve kompliman sistem aktivasyonu ile iliskilendirilen Anafilatoksin C3a
(proinflamasyon kompliman bilesenleri). (iv) Hiicre i¢i sinyal transdiiksiyonunda dnemli
rol oynadig1 bilinen protein kinaz C (PKC) (Kharbanda ve ark. 2002).

Malondialdehitin DNA hasar1 ve mutasyonuna neden oldugu bilinmektedir
(Niedernhofer ve ark. 2003, VanderVeen ve ark. 2003). Malondialdehit deoksiguanozin
ve deoksisitidin gibi nlkleozitlerle reaksiyona girerek pirimidoplrinon (M1dG)
olusturmaktadir (Niedernhofer ve ark. 2003, Del Rio ve ark. 2005). Genomik DNA
iizerindeki M1dG kalintilarinin baslica onarim mekanizmasi niikleotit eksisyonu yolagi
(NER) olarak bilinmektedir (Fink ve ark. 1997, Marnett 1999). Onarim mekanizmalar1
yoklugunda MDA-DNA (rlnleri nokta ve gerceve kaymasi mutasyonlar: (VanderVeenve
ark. 2003), zincir kirilmasi1 (Niedernhofer ve ark. 2003), hucre dongustnin durmasi(Ji

ve ark. 1998) ve apoptosis indiiklenmesine yol acabilmektedir (Willis ve ark. 2004).

2.4.2. 4-Hidroksinonenal

Lipid peroksidasyonunda uretilen 4-HNE baslica lipid alkoksil-radikallerinin [3-
ayrilma reaksiyonlarida ag13a ¢cikmaktadir. Bu yolak Fe?* gibi gecis metallerinin etkisiyle
once lipid hidroperoksid daha sonra da lipid alkoksil radikaline pargalanir. Lipid
hidroperoksidin C-C baglar1 Hock diizenlemesiyle protonlanarak C-O baglarina
dontstiriiliir.  Hidroperoksidin lipid peroksid radikali kolaylikla diooksietan ve
dioksietanla sonlanmis ayriklarin olusmasina neden olur. Serbest radikaller -6 CDYA’ya
saldirir. Sonrasinda reaktanlarin molekiiler O ile tepkimeye girmesiyle 13- HPODE ve
15-HPETE gibi hidroperoksid tlrevleri olusur. Alilik H’in yapidan ayrilmasindan sonra
stabil olmayan dihidroperoksid tirevleri olusur. Hock dizenlenmesinden sonra 4-HNE
oncull olan 4-hidroperoksi-2E-nonanal(4S-HPNE) olusur. Linoneat tiirevli hidroperoksi
epoksidin (13-Hp-Epo-Asid) Fe?* tepkimesi alkoliksil radikalini tretir. Bu radikal di-
epoksi-karbonil radikali ve B-kesilmesinden sonra 4-HNE gibi farkli aldehit bilesikler
olusturur (Ayala ve ark. 2014). Asir1 reaktif baglar igeren 4-HNE, U¢ adet fonksiyonel
gruba sahiptir; (i) C=C ¢ift baglar1 Michael reaksiyonlari, rediiksiyon ya da epoksidasyon
hedefi olabilmektedir. (ii) Karbonil grubu asetal/tiyoasetale doniisebilmekte ya da Schiff

bazi, oksidasyon ve reduksiyon hedefi
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olabilmektedir. (iii) Hidroksil grubu bir ketona okside olabilmektedir (Esterbauer ve ark.
1991, Schaur 2003).

o)

AV AVANV AV
:

OH

Sekil 2.7. 4-HNE molekiiler yapis1 (Petersen ve Doorn 2004).

15-Lipoksigenaz  (15-LOX) 4-HNE molekdlinin enzimatik  sentezini
saglamaktadir. Retikulosit, eozinofil ve makrafajlardan sentezlenen 15-LOX-1 ve deri,
kornea, prostat, akciger, 6zafagustan sentezlenen 15-LOX-2 olmak (izere 15-HNE’nin
bashca iki tipi oldugu bilinmektedir (Klil-Drori ve Ariel 2013). insanlarda 4-HNE’nin
baslica dncul molekulleri; linoleik asitin 15-LOX-1 katalizorliigiinde oksidasyonu sonucu
olusan 13-hidroperoksioktadekodionik asit (13-HPODE) ve arasidonik asidin 15-LOX-2
tarafindan oksidasyonuyla olusan 15-hidroperoksieikozatetraenoik asit (15- HPETE)
molekiilleridir (Schneider ve ark. 2001, Riahi ve ark. 2010). Bu bilesiklerin kisadmurli
oldugu ve lipoksin, lokotrien, 15-hidroksieikozatetraenoik asit (15-HETE) gibi daha
kararli molekillere yikildigi1 bilinmektedir (Massey ve Nicolaou 2011). 15-
hidroksieikozatetraenoik asit inflamasyon, kaspaz-3 ve 8 aktivasyonu, sitokrom ¢ salinimi
gibi proapoptotik fonksiyonla ve DNA fragmantasyonu ile iliskilendirilmektedir (Mahipal
ve ark. 2007, Kumar ve ark. 2009).

CDYA I .
Yag asidi hidroperoksit

Sekil 2.8. Lipoksigenaz aktivitesi. CDYA,; ¢oklu doymamis yag asidi, LOX; lipoksigenaz (Newcomer ve
Brash 2015)

11



4-hidroksinonenal; hidroperoksid, alkoksi radikali, epoksid molekillerinin
olusumuna bagli olarak oksijen radikalleri ile nonenzimatik reaksiyonlarda da
olusabilmektedir.

Lipid peroksidasyonunda olusan 4-HNE hiicrede sinyal molekiilii olarak islevi de
bulunmaktadir; 4-HNE strese duyarli niikleer faktor eritroid 2-salman faktor-2 (Nrf2),
aktivasyon proteini-1 (AP-1), nikleer faktor kappa B (NF-kB), peroksizom prolifelator ile
aktive edilen reseptor (PPAR) gibi bir¢ok transkripsiyon faktorini regiile edebilmektedir.
Ayrica mitojen ile aktive edilen protein kinaz (MAPK), epidermal blylme faktori
reseptor/protein kinaz B (EGFR/Akt) yolagini ve protein kinaz C gibi stres cevap
yolaklarin1 aktive edebilmektedir (Ishii ve ark. 2004, Huang ve ark. 2012). Nrf2-
antioksidan cevap elementi(ARE) aktivatorlerinin  yonetilmesi hicreyi 4-HNE
toksisitesinden korumaktadir (Miller ve ark. 2013).

2.5. Nitrik Oksit

Reperflizyon etiyolojisinde yer alan temel mekanizmalardan biri de peroksinitrit
olusumudur. Peoksinitrit olusumuna neden olan ajanlardan biri nitrik oksit (NO) olup,
endotel kdkenli, son derece hizli ve kisa sureli etkiye sahip, tim vaskiler sistemde eksprese
edilen bir vazodilatator ajandir (Demirci ve ark. 2004). Nitrik oksit, nitrik oksit sentaz (NOS)
ile L-arginin’den sentezlenir. Endotelyal NOS (eNOS), néronal NOS (nNOS) ve
indiklenebilir NOS (iNOS) olmak uzere, nitrik oksit sentaz enzimleri U¢ gruptatoplanir.
Normal fizyolojik surecler icinde eNOS ve nNOS tarafindan Uretilen NO miktarlarina
gereksinim varken, doku dejenerasyonu gibi durumlarda iNOS aktivitesinin artmasi sonucu
fazla miktarda NO uretilir ve bu miktarlar hiicre icin zarar verici olabilir. INOS aktivitesinin
artigtyla sentezi artan NO, siiperoksit radikalleri ile reaksiyona girerek peroksinitrit
anyonlarmin (OONO-) ve lipit peroksidasyon iirlinlerinin olusumunu artirir (Aydogdu ve
ark. 2007). Serbest radikal 6zelligi bulunan nitrik oksit (NO), ovaryumda gorev alan
intraovarian aracilardan biridir (Yamauchi ve ark. 1997). Ovaryumda belirlenen nitrik
oksit/nitrik oksit sentaz (NO/NQOS) sistemi folikiilogenez, ovulasyon, oosit maturasyonu ve
steroid sentezi gibi ovaryum fonksiyonlarinin gergeklesmesinde rol oynar (Chen ve ark.
2001). Vazodilatasyonla kollateral akim miktarin arttirilmasina ydnelik ovaryumun

detorsiyon isleminde, NO™ ’in iskemik ortamda var olan serbest radikallerden
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stperoksit'le birlesmesi ve peroksinitrit ortaya ¢ikmasina doku i¢in dejeneretif etkilere
neden olabilmektedir (Demirci ve ark. 2004).

2.6. Antioksidanlar

Serbest radikalleri ve lipid peroksit lirtinlerini ortadan kaldirmak ya da zararh
etkilerini azaltmak tizere hiicrede veya hiicre disinda bir takim antioksidanlar bulunur ve
bunlar endojen ve eksojen olarak ikiye ayrilir. Endojen antioksidanlar da enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidanlar olarak siniflandirilmaktadir. Hiicrelerde endojen
kaynakli antioksidanlarin blyuk bir bolimini enzimler teskil etmektedir. Serbest
radikallere kars1 ana savunmay1 olusturan enzimler katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz
(SOD), glutatyon-S-transferaz (GST), glutatyon peroksidaz (GPx) ve glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz (G6PD) olarak sayilabilir. Ayrica hiicrede enzimatik olmayan en 6nemli

endojen antioksidan bir tripeptit olan glutatyon (GSH)’dir (Akkus 1995).

2.6.1. Enzimatik Antioksidanlar

Hiicrelerde olusan H2O2’in detoksitkasyonunda 6nemli bir yeri olan CAT (E.C.
1.11.1.6) aerobik organizmalarin biiyilk kisminda bulunmaktadir. Enzim iki molekil
H202’i bir molekil Oz ve iki molekil H2O’ya doniistiiriir. Reaksiyon iki basamakta
gergeklesir.

CAT (porfirin Fe(l11)) + H20. — CAT(porfirin Fe(1V)-0) + H.0

CAT (porfirin Fe(1V)-0) + H20, —CAT(porfirin Fe(III)) + H2O+ O2 (Akkus 1995,
Nandi ve ark. 2019).

Dismutaz aktivitesine sahip olan SOD (EC 1.15.1.1) ise SOR detoksifikasyonunda
ilk sirada yer almakta olup Cu/Zn SOD, Mn/Fe SOD ve Ni-SOD olmak {izere tli¢ farkl
tipte bulunmaktadir (Blackney ve ark. 2014). Enzim O radikalininH202 ve Oz molekliine

dontistimiinii katalizler (Fridovich 1997).
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Sekil 2.9. SOD, CAT, GR ve GPx reaksiyonlar1 (Li ve ark. 2000).

Superoksit dismutaz tarafindan uretilen H.O., CAT ve GPx (E.C.1.11.1.9)
tarafindan H,O ve O molekiillerine doniistiiriiliir. Katalaz ve SOD’dan farkli olarak
GPx’in reaksiyonunda, glutatyon rediiktaz (GR) ve G6PD gibi ikincil enzimlere ayrica
GSH, NADPH, glikoz-6-fosfat (G-6-P) gibi kofatorlere ihtiya¢ duyulur (Li ve ark. 2000).
Baslica karacigerde sentezlenmekte olan seruloplazmin (Cp) ayn1 zamanda inflamasyon ve
doku hasar1 gibi metabolik durumlarda 1limli yanit gosteren bir akut faz proteinidir (Fox ve
ark. 1995, McPearson 1996). Seruloplazmin karacigerde dnce aposeruloplazmin olarak
sentezlendikten sonra golgi organelinde 6-7 bakir atomu baglanarak holo-seruloplazmin
formuna doniistiiriiliir ve bu sekilde plazmaya salinir (Perman ve ark. 1979, Yuce ve ark.
1999). Akut faz proteini olan Cp’nin, organizmada antioksidan olarak da gorev yaptigi
bilinmektedir. Yara, infeksiyon, inflamasyon boyunca Cp aktivitesindeki artis, serum Cp’nin
bir akut faz reaktani ve bir antioksidan gibi hareket ettigini gostermektedir (Gitlin 1988,
Fleming ve ark. 1991). Seruloplazminin, SOR olusumunu ve lipid peroksidasyonunu
engelleyerek, dokularda ve plazmada bulunan serbest radikallerin yol a¢tigi zararlari
engelledigi bildirilmistir (Burtis ve Ashwood 1999, Floris ve ark. 2000). Seruloplazmin,
ferroksidaz aktivitesiyle ferr6z demirin (Fe?*) ferrik demire (Fe**) oksidasyonunu
katalizleyerek demirin transport proteini olan transferrin ve depo proteini olan ferritine
baglanmasimi kolaylastirirken, Fenton reaksiyonunu da onleyerek antioksidan aktivite
gosterir (Fox ve ark. 1995). Superoksit radikali ve H.O gibi oksidasyon Urtnlerinin
uretimiyle plazmada artan Cp’in, serum antioksidani gibi gorev yaptig1 ortaya konmustur

(Osaki ve ark. 1966, Aouffen ve ark. 2001). Seruloplazminin, damar tonusunun
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diizenlenmesinde etkili oldugu yapilan ¢caligmalarla gosterilmistir (Cappelli- Bigazzi ve ark.
1997, Bianchini ve ark. 1999). Seruloplazminin endotelyal nitrik oksit sentaz fonksiyonunu
degistirebilecegi gosterilmistir. Nitrik oksit sentaz, damar tonusunun korunmasi ile iliskili
oldugundan, Cp’nin damarlarin nitrik okside bagl gevsemesinin kontrol ile iligkili bir roli

de olabilecegi ileri surulmektedir (Floris ve ark. 2000).

2.6.2. Enzimatik olmayan Antioksidanlar:
2.6.2.1. Enzimatik olmayan endojen antioksidanlar
2.6.2.1.1. Glutatyon

Endojen bir antioksidan olan GSH, bir tripeptid olup (L-y-glutamil-L-sisteinil-
glisin), organizmada basta antioksidasyon olmak iizere bir¢ok dnemli isleve sahiptir (Sies
1999, Diaz Vivancos ve ark. 2010).

Glutatyonun sentezi in vivo olarak ATP bagimli iki enzim tarafindan gergeklesir.
Sentez iki basamakli bir reaksiyonla sitein, glutamat ve sistein amino asitlerinden L-
glutamat- L-sisteine y-ligaz, (YGLCL, EC 6.3.2.2) ve glutatyon sentaz (GS, EC 6.3.2.3) ile
ger¢eklesmektedir:

yGLCL yardimiyla;
y-L-Glutamat + L-sistein + ATP — y-L-glutamil-L-sistein + ADP + Pi

reaksiyonu gerceklesir.
GLS yardimiyla;
y-L-glutamil-L-sistein + glisin + ATP — GSH+ADP + Pi reaksiyonu gergeklesir.

Heterodimer olan yGLCL, denatiire edici olmayan kosullarda modiilator veya hafif
alt tiniteye (YGLCLM) ve katalitik ya da agir alt iinitelerine (YGLCLC) ayrilabilmektedir (Lu
2013). Sistein grubunun amino grubu ve y-glutamat karboksil grubu arasindaki peptid bagi
ATP hidrolizinden saglanan enerjiyi kullanmaktadir. Oksidatif strese duyarli protein sinifina
dahil olan yGLCL sentezi baglica nukleer faktor like-2 (NFE2L2) regulasyonu ile
gerceklesmekte olup bir¢ok hiicre tipinde oksidatif stres cevabi olarak sentezlenmektedir
(Baldelli ve ark. 2013). Glutatyon sentezindeki ikinci enzim olan GS insanlardaki formu
homodimerdir. Alt Unitesi 474 amino asit icermekte olup tek bir gen tarafindan
ifadelenmektedir (Gali ve Board 1997). Enzim yGLCL tarafindan sentezlenen y-L- glutamil-

L-sistein glisin eklenmesini katalizlerken ATP hidrolizi ile agiga ¢ikan enerji
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kullanmaktadir. Glutatyon sentezi orami L-sistein gibi baglica substratlarinin
kullanilabilirligi (Anderson ve Meister 1983), yGLCL miktar1 (Chen ve ark. 2005), GSH’1n
yGLCL’yi geri beslemeyle inhibisyon orani (Taylor ve ark. 1996) gibi birgok faktor
tarafindan kontrol edilmektedir. Glutatyon biitiin hiicre tiplerinde sentezlenmesine ragmen
onctilleri karacigerde yogun bulunan sistein ve diyetle sinirlandirilabilen amino asitlerdir.
Glutatyon sentezlendikten sonra mitokondri, endoplazmik retikulum gibi intraseluler
yapilara ayrica kan plazmasi, safra gibi ekstraseliler sivilar diger hiicrelere ulastirilmaktadir
(Forman ve ark. 2009).

Hiicre disinda bulunan GSH hiicre yiizeyinde yer alan y-L glutamil-transpeptidaz
(GGT, EC 2.3.2.2) tarafindan hidroliz edilmektedir (Zhang ve Forman 2009, Baudouin-
Cornu ve ark. 2012). y-L glutamil-transpeptidaz, GSH, GSH S-konjugat, GSH kompleksi
gibi GSH-eklentili molekiilleri katalizleyen tek enzimdir. Heterodimerik ve glikoprotein
yapilt olan GGT; bobrek tiibiilii, ¢ift kath epitel ve beyin kilcal damari gibi 6zel hiicrelerin
plazma membranlarinda yerlesmis olup GSH’1 glutamik asid ve sistein-glisine hidroliz eder.
Olusan dipeptid hiicre yiizeyindeki dipeptidazlar tarafindan hidroliz edildikten sonra agiga
¢ikan amino asitler hiicre tarafindan yeniden GSH sentezlemek (zere hiicre igine alinirlar
(Pompella ve ark. 2007). Hiicre i¢i ve hiicre dis1 ortamda bulunan GSH diizeyi; GSH Uretimi,
tiketimi ve transportu arasindaki dengeye bagh olarak belirlenmektedir. Glutatyon
metabolizmasindaki enzimlerin aktiviteleri transkripsiyon, translasyon ve posttranslasyon
dizeylerinde kontrol edilmektedir (Pocsi ve ark. 2004).

Organizmada okside ve rediukte (GSSG ve GSH) formlar1 bulanan GSH,
nikotinamid adenin dintkleotit fosfat (NADPH) ve nikotinamid adenin dinlkleotit
(NADH) molekullerinden H alarak reduklenir ve hiicrede 6nemli bir redoks durumu
diizenleyicisidir (Jones ve ark. 2011). Glutatyon baslica oksidasyon, konjugasyon ve
hidroliz tepkimelerinde kullanilmaktadir (Halliwell ve Gutteridge 1984). Glutatyon
dogrudan SOR, SNR, RO*, RO2*, 02" ve ONOO" ile tepkimeye girmektedir. Ote yandan
GSH, SOR ve SNR tarafindan dogrudan oksitlenebilecegi gibi GSH bagiml
peroksidazlarin katalizledigi reaksiyonlarda dolayli olarak da oksitlenebilmektedir. Sistein
kisminda aktif tiol grubu tastyan GSH, SOR ve SNR’leri ile etkilesimlerinde antioksidan
olarak veya birgok enzimin kofaktori olarak gorev yapmaktadir (Poole 2005, Duan ve
Chen 2007). Glutatyondaki bu aktif tiol grubu antioksidan aktivitesi ve radikal tlrlerin

direk zararsiz hale getirilmesinde olduk¢a 6nemlidir. Glutatyon selenyum
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bagimli GPX kosubstrati olarak H202 ve lipid hidroksiperoksitlerin etkisizlestirilmesindeki
en 6nemli mekanizmada rol almaktadir. Ayrica, peroksiredoksinlerin, H.O’in GSH veya
diger tiyol gruplari tarafindan etkisizlestirilmesini katalizledigi ve aktif bolgelerinde
selenyum-sistein yerine sisteinin tiyolat formu igerdigi 6ne siiriilmiistiir (Dickinson ve
Forman 2002). Serbest oksijen radikalleri tarafindan indiklenen lipid peroksidasyon
urtinleri olan MDA ve 4-HNE molekullerinin detoksifikasyonunda da GSH antioksidan
olarak gorev yapmaktadir (Yadav ve ark. 2008, Zhong ve ark. 2013).
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Sekil 2.10. GSH ve GSSG yapist. (a) GSH, (b) GSSG (Lushchak 2012).

17



Cysteinyl glycine

v-Glutamyl AA

\ 1 A
S WARRg@ v-Glutamyl AA
W . y-Glutamyl
;({', S MRP-1 cyclotransferase AA
e
GSH 5-Oxoproline - ’
w‘xoprollnase Cysteine
L-Glutamate
ATP
GCL
ADP + Pi

ROOH
H,0 H.,0, 7-L-Glutamyl-L-cysteine

ROH +H,0 Glycine ATP

GS

PSH
)GSSC 2 GSH
PSSG

GR

ADP +Pi

NADPH NADP'

Sekil 2.11. Glutatyon biyosentezi ve metabolizmasi: GCL; glutamat-sistein ligaz, GS; glutatyon sentaz, y- GT;
v-glutamil transpeptidaz, DP; dipeptidaz, GPx; glutatyon peroksidaz, ROOH; hidroperoksit, ROH; alkol,
GSSG; glutatyon disulfit(okside glutatyon), GR; glutatyon redilktaz. (Singh ve ark. 2011).

2.6.2.2. Enzimatik olmayan eksojen antioksidanlar
2.6.2.2.1. Vitamin E

Eksojen antioksidanlardan biri olan E vitamini bir tokol ¢ekirdegi iceren, Tokoferol
olarak da adlandirilan, yalnizca bitkiler tarafindan sentezlenen bir vitamindir. Yagda
¢ozlinen E vitamini, hiicre zarlarinda bulunan uzun zincirli ¢oklu doymamis yag asitlerini
SOR ve NO™nun oksidatif hasarlarma kars1 korur. Boylelikle hiicre zarlarmm
biitlinliigiinii saglar. Ayrica steroid tireten dokularda yiiksek miktarda bulunan E vitamini
sitokrom p-450’nin aktiviteleri sonucunda olusabilen lipid peroksidasyonuna karsi
lipidleri korur (Altmer ve ark. 2017).
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2.6.2.2.2. Vitamin C

Suda ¢oziinen C vitamini (Askorbik asit) eksojen antioksidanlardandir ve bir¢ok
hayvan tiiriinde D-glikozdan sentezlenir. Insan, maymun, kobay, bazi1 kuslar ve baliklarda
ise vitamin C sentezi yapilamaz, ¢iinkii bu canlilarda L-glonolakton oksidaz enzimi genetik
olarak yoktur. Vitamin C, sulu ortamda SOR ve SNR’lerine karsi antioksidan etkinlik
gostererek hiicredeki molekiilleri oksidatif hasardan korur. Ayrica kollajen, karnitin ve
norotransmitter sentezinde rol aldigi bilinmektedir (Li ve Schellnorn 2007). Alfa-
tokoferoksil radikallerinden alfa-tokoferol sentezini gergeklestirerek Vitamin E’nin
rejenerasyonunu saglar (Carr ve ark. 1999, Kalaycioglu ve ark. 2013).

Organizmada serbest radikal olusumunu artiran, hiicre ve dokulara zarar veren bir

durum olan torsiyon/detorsiyon sonrasinda hiicrelerin sahip oldugu antioksidan potansiyel
yetersiz kalmaktadir. Torsiyon/detorsiyon (I/R) sirasinda ve sonrasinda kalp, testis, bobrek
ve karaciger dokularinda ve kanda MDA/LPO diizeylerinin arttigi, SOD, GPx, CAT gibi
bazi antioksidan enzimlerin aktivitelerinin azaldig: bildirilmistir; Erkek Wistar Albino
ratlarda karacigerde olusturulan I/R sonucunda karaciger MDA ve GSSH diizeylerinde
sham grubu ile kiyaslandiginda anlamli artis oldugu rapor edilmistir (Eken ve Kurnaz
2019). Ratlarda kalpte olusturulan I/R sonucunda, kontrol grubu ile kiyaslandiginda
miyokard dokusu MDA diizeyinin arttigi, SOD ve GPx aktivitesinin ise azaldigi
bildirilmistir (Tang ve ark. 2019). Ratlarda intestinalde olusturulan I/R hasarinda COX-
2 gen ekspresyonunun arttigi, CAT, SOD, GPx aktivitelerinin ve GSH diizeyinin azaldigi
bildirilmistir (Gugliandolo ve ark. 2020). Korkmaz ve Kolankaya (2010) erkek rat
bobreklerinde olusturulan I/R hasarinda, kontrol grubuna goére, bobrek GSH duzeyi ile
MnSOD aktivitesinin azaldigini, serumda ise Ure, kreatin ve laktat dehidrogenaz (LDH)
seviyelerinin arttigin1 bildirmistir. Sprague-Dawley rat testislerinde yapilan bir ¢alismada
I/R hasarini testislerde kontrol grubuyla kiyaslandiginda MDA diizeyini arttirdigi, SOD
ve CAT aktivitesini ise azalttigi rapor edilmistir (Wei ve ark. 2011).

Ovaryum T/D ile meydana gelen doku iskemisi sonrasinda da dokuda ve kanda
SOR, MDA ve birgok toksik madde ortaya ¢ikmaktadwr. Demir ve ark. (2021) rat
ovaryumlarmda T/D uygulamasi sonrasinda serum oksidatif stres indeksi (OSI) ve TOS
dizeylerinin kontrol grubu ile kiyaslandiginda yiikseldigini rapor etmislerdir. Wistar

albino rat ovaryumlarinda T/D hasarinda, kontrole gére, hem torsiyon hem de detorsiyon
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gruplarinda serum TOS ve OSI diizeylerinin yiiksek oldugu bildirilmistir (Dokuyucu ve
ark. 2014). Karamese ve ark. (2015) rat ovaryumlarinda olusturduklar1 I/R hasarinda
ovaryum IL-1-beta, IL-6 ve iNOS ekspresyonlar1 ile MDA diizeyinin arttigini, SOD ve
GSH aktivitelerinin ise azaldigini agiklamiglardir. Yine ratlarda yapilan bir baska
caligmada, torsiyon ve torsiyon/detorsiyon hasar1 sonucunda, sham grubuyla
kiyaslandiginda doku MDA diizeylerinin yiiksek oldugu belirlenmistir (Akdemir ve ark.
2014).

Artan bu toksik maddelerin dokuya hasar vermesinin oniine gecilmedigi takdirde
over, fallop tlipi ve/veya tim adneks nekroza ugrayabilir ve fertilite olumsuz etkilenebilir
(Green ve ark. 2003). Ayrica, adneksiyal torsiyon, ¢ok nadir olarak pelvik tromboflebit
veya peritonit gibi komplikasyonlara yol agabilir. Tanida ve miidahalede gecikme,
ovaryumun kaybina veya folikiil rezervinin azalmasina neden olabilir (Parasharve Uppal
2011, Akalin 2014). Ovaryum torsiyon/detorsiyonunda tedavi cerrahi olarak
gerceklestirilmektedir. Gegmis yillarda, ovaryumun detorsiyonunun emboliye neden
olacagi savunuldugundan, cerrahi operasyon ooferoktomi seklinde gergeklestirilmekte idi
(McGovern ve ark. 1999). Son yillarda yapilan calismalarda (Quillin ve ark. 1994,
Chapron ve ark. 1996, Ercan ve ark. 2011, Erkal ve ark. 2014) ise kiskektomi sonrasinda
detorsiyonun uygun sonuglar verdigi gosterilmistir. Ancak, I/R sonrasinda asir1 diizeyde
artan ROS’un ortamdan uzaklastirilmasi i¢in hiicrenin sahip oldugu antioksidan kapasite
yetersiz kaldigindan, gliniimiizde adneksin detorsiyonu sonucunda dokuda meydana gelen
lokal ve sistemik etkileri ve olas1 iskemi-reperflizyon hasarmni azaltabilmek i¢in
antioksidan tedaviler denenmektedir (Taskin ve ark. 1998, Ergin ve ark. 2010,
Osmanagaoglu ve ark. 2012). Bu amagla ovaryum T/D rat modelinde eritropoetin, dimetil
stlfoksit, amlodipin, klotrimazol ve flavonoidlerden 3',4'-dihydroxyflavonol (DiOHF),
osajin ve chrysin’in koruyucu etkinliklerinin oldugu bildirilmistir (Halic1 ve ark 2008,
Ergiin ve ark 2010, Osmanagaoglu ve ark. 2012, Cigsar ve ark. 2015, Agartan 2017, Dirik
ve ark. 2021).

3',4'-dihydroxyflavonol (DiOHF) uygulamasmm I/R hasarina karsi koruyucu
etkilerinin arastirildigi bir c¢alismada, rat ovaryumunda T/D sonucunda artan MDA
diizeylerinin DiOHF uygulanan gruplarda diistiigii bildirilmistir (Agartan 2017). Dogal bir
flavonoid olan Chrisin balda, propoliste ve birgok bitki ekstraktinda bulunmakta olup

antioksidan, antiinflamatuvar ve antidiabetik 6zellige sahip oldugu bildirilmistir (Khan

20



ve ark. 2012, Belhan ve ark. 2020a). Chrisinin testis I/R hasarma kars1 koruyucu 6zellikte
oldugu ortaya konulmustur (Belhan ve ark. 2020b). Ayrica, rat ovaryumlarinda T/D
sonucunda serumda ve ovaryumda GSH duzeyleri ile GPx ve SOD aktivitelerinin kontrol
grubuna gore azaldig1 bildirilmistir. Chrisin uygulanan grupta ise, T/D grubuna gore hem
serumda hem de ovaryumda GSH seviyeleri ile GPx ve SOD aktivitelerinin anlamli olarak
arttig1 bildirilmistir (Dirik ve ark. 2021). Maclura pomifera bitki meyvelerin ekstraktindan
elde edilen bir flavonoid olan osajin’in, rat ovaryum T/D hasarina kars1 koruyu etkinliginin
arastirildigi bir calismada T/D grubuna artan polimorfonikleer I6kosit (PMO)
infiltrasyonunun, miyoloperoksidaz (MPO) aktivitesinin ve LPO dizeylerinin T/D-0sajin
gruplarinda azaldigi rapor edilmistir (Cigsar ve ark. 2015). Gencer ve ark. (2014) ovaryum
T/D uyguladiklar1 ratlarda quercetinin iskemi sonrasinda artan modifiye albimin

dizeylerini distirdiigiinii bildirmislerdir.

2.6.2.2.3. Flavonoidler

Ismini Latincede sar1 anlammda olan ‘flavus’ kelimesinden alan flavonoidler
flovon, flavonol, flavonon gibi farkli kimyasal formlarda bitkilerde yaygin olarak bulunan
antioksidan etkili molekillerdir (Formica ve Regelson, 1995). Yenilebilen sebze ve
meyvelerde de olmak iizere bugiine kadar 4000 civarinda flavonoid izole edilmistir
(Stavric 1994, Trouillas ve ark. 2006).

Antioksidan 6zellikleri nedeniyle, flavonoidlerin bir¢ok hastaligi 6nleyici olduklar1
ve dolayisi ile saglig1 olumlu etkiledikleri diistiniilmektedir (Salaritabar ve ark. 2017). Bu
amacla disardan organizmaya alinan flavonoidler, hem endojen antioksidanlarin etkilerini
artirabilmekte hem de farkli mekanizmalarla serbest radikallere karsi savasabilmektedir
(Sunil ve Xu 2019). Flavonoidler, gerek radikalleri dogrudan temizleyerek gerekse serbest
radikalin reaktif kismi ile reaksiyona girerek, lipid peroksidasyonunu ve hiicresel hasar1
onlerler (Nijveldt ve ark. 2001, Cotelle 2001, Sunil ve Xu 2019). Antioksidan
etkinliklerinin yaninda antiviral, antiinflamatuvar, antiallerjik ve antitrombotik etkileri de

bildirilen flavonoidler, bircok arastirmaya konu olmaktadir.
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Sekil 2.12. Flavonoid temel yapis1 (Panche ve ark. 2016).

Cizelge 2.1. Flavonoidlerin siiflandirilmas: (Oztiirk 2012).
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2.6.2.2.3.1. Rutin

Rutin (3,3',4',5,7-pentahydroksiflavon-3-ramnoglukozid) rutin trihidrat, quercetin-
3-rutinoside, rutoside ve sophorin olarak da adlandirilan, kimyasal olarak; rutinoz
(disakkarit) ile birlikte flavonolik aglikon kuersetin igeren bir glikozittir (Shenbagam ve
Nalini 2011, Nafees ve ark. 2015). Molekiler formili C7H30016 olup molekiil agirligi
610,51 g/mol’diir (Kape“sov'a ve ark. 2019). Rutin en fazla bulundugu meyveler narenciye
meyve ve kabuklari, dut ve kizilciktir. Ayrica, elma, ¢ay ve karabugdayda da hatir1 sayilir
bir miktarda rutin bulunmaktadir (Singh ve ark. 2019, Shenbagam ve Nalini 2011).

OH
Sekil 2.13. Rutinin kimyasal yapisi (Shenbegam ve Nalini 2011, Agrawal ve ark. 2021).

Rutin hidrofobik baglar1 nedeniyle suda 0,125 g/L gibi diisiik ¢6ziinmeye sahipken
metanolde 55 g/L, etanolde 5,5 g/L, piridinde 37,3 g/L ve dimetilsilfoksitte 100 g/L gibi
coziculerde yiksek ¢oziniirliige sahip oldugu ifade edilmistir (Gullon ve ark. 2017).
Flavonoidlerin bagirsaklarda zayif emiliminin; molekiler agirlik, glikozillenme ve gut
mikroflorasiyla iliskisini oldugu diisiiniilmektedir (Thilakarathna ve Rupasinghe 2013). In
vitro yapilan bir caligmada rutinin, yavas emildigi ve sekal mikrobiyata tarafindan quersetine
hidroliz edildigi rapor edilmistir (Manach ve ark. 1997). Bir baska ¢alisma da rutinin rat
sindirim siteminde diisiik oranda emildigini gdstermistir (Carbonaro ve Grant 2005). Yapilan
klinik bir ¢aligmada 500 mg rutin dozunun maksimum 6-7 saatte quersetinehidroliz edildigi
ve quersetinin 24 saat iginde tamamen temizlendigi bildirilmistir (Boyle ve ark. 2000).
Rutinin bagirsaklardan zayif emilimi, yiiksek metabolizma ve hizli atilim1 nedeniyle diisiik

biyoyararlanimi, onun terapOtik bir ajan olarak prospektif kullanimini
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simirlamaktadir (Maciej ve ark. 2015, Enogieru ve ark. 2018). Bu nedenle oral uygulama
yerine parenteral uygulamalarinin daha etkili olacag: diisiiniilebilir.

Rutinin antioksidan, antiinflamatuvar, vazoprotektif, sitoprotektif, néroprotektif,
antilosemik, antikarsinojenik ve kardiyoprotektif etkileri bildirilmistir (Arjumand ve ark.
2011, Lin ve ark. 2012, Aziza ve ark. 2014, Ganeshpurkar ve Saluja 2017, Singh ve ark.
2019).

Antiinflamatuvar etkinligi olan rutin’in TNF-a 0Oretimini azaltmasi1 ve NF-xB
aktivasyonunu diisiirmesi sebebiyle vaskuler inflamasyonu tedavi edici potansiyele sahip
oldugu diistiniilmektedir (Semwal ve ark. 2021). Rutin uygulamasi sonucunda inflamasyon
markirlar olan IL-6, MAPK, NF-kB, i-NOS ve COX-2 regiilasyonlarinin azaldig1 bir¢ok
farkli deneysel modeller rapor edilmistir; yapilan bir galismada RAW 264.7 hiicrelerinde 50
ve 100 uM rutin uygulanmasinda, fagositik aktivitenin ve NO, TNF-a, IL-1p ve IL-6
diizeylerinin diistiigi rapor edilmistir (Tian ve ark. 2019). Ratlarda yapilan baska bir
calismada, siklofosfoamid tarafindan indiiklenen hepatoksitede, 100 mg/kg rutin
uygulanmasinda TNF-a, ve IL-6 regulasyonunun ve p38-MAPK, NFjB (Nukleer faktor jB),
INOS ve COX-2 ifadelenmesinin diistiigii gosterilmistir (Nafees ve ark. 2015). Rutinin
antioksidan ve antiinflamatuvar etkisinin, MAPK ve NFjB yolagiyla Kkesistigi
diistiniilmektedir (Semwal ve ark. 2021). Metabolizmada karsilasilan bir diger 6nemli sorun
oksidasyonlarda olusan serbest radikaller ve bunlarmn yol agtig1 hasarlardir.

Yapilan c¢alismalar rutinin antioksidan etkilerini ortaya koymaktadir; insan
eritrositleri ve rat karacigerinde Singh ve ark. (2019)’mn yaptigi ¢alismada t-BHP (tert btil
hidroksiperoksit) etkisiyle olusan oksidatif streste, rutinin CAT, SOD, GPx, GR ve GST
(glutatyon S-transferaz) aktivitelerini arttirdigi bildirilmistir. Ratlarda yapilan in vivo bir
calismada Cd + etanol uygulanmasiyla testislerde olusturulan oksidatif strese kars1 50 ve 100
mg/kg rutin (oral yolla) uygulanmasiyla sperm kalitesinin iyilestigi, GSH diizeyinin ve GPX
aktivitesinin arttigi bildirilmistir (Abarikwu ve ark. 2017).

Rutinin, ratlarda yiksek dizeyde demir tarafindan meydana getirilen hepatik
oksidatif hasar sonrasinda antioksidanlardan GSH diizeyi ile CAT ve SOD aktivitelerini
artirdigi ve hucreleri oksidatif hasardan korudugu bildirilmistir (Aziza ve ark. 2014).
Ratlarda etanole bagh karaciger toksikasyonuna karsi, rutinin lipid peroksidasyonunu
onleyerek koruyucu etkinlik gosterdigi de rapor edilmistir (Shenbagam ve Nalini 2011).

Antioksidan ve antiinflamatuvar etkinlikleri nedeni ile bobrek ve testis T/D modelinde

24



rutinin koruyucu etkinligi ortaya koyulmustur; Korkmaz ve Kolankaya (2010) Wistaralbino
erkek rat bobrek T/D modelinde, T/D uygulamasi sonrasinda kontrol grubu ile
kiyaslandiginda bobrek GSH diizeyi ve MnSOD aktivitesinin azaldigini, MDA diizeyinin ise
anlamli bir artis gosterdigini belirlemistir. Iskemi uygulamasindan 1 saat 6nce uygulanan
rutin (1g/kg dozda, i.p., fizyolojik tuzlu su icinde) ise T/D sonucu artan MDA diizeyini
azaltirken, MnSOD aktivitesini ve GSH diizeyini artirmustir. Ayrica histolojik bulgular da
T/D uygulamasi sonrasinda hasara ugrayan hiicreler iizerine rutinin olumlu etkilerini
gostermistir. Erkek Sprague-Dawley ratlarda testis T/D’u sonucu MDAdiizeyinin arttigi,
SOD ve CAT aktivitesinin azaldigi, T/D uygulanan ratlarda detorsiyon sirasinda rutin
verilmesinin (30 mg/kg, i.v.), MDA diizeyini diistirdiigii, CAT ve SOD aktivitesini artirdigi
ve histolojik olarak doku biitiinliigliniin korunmasini sagladigi bildirilmistir (Wei ve ark.
2011). Wistar albino ratlarda ovaryum T/D hasar1 (2 saat torsiyon, 2 saat detorsiyon)
uygulamasi sonrasida 50 mg/kg dozda rutin, detorsiyon isleminden 1 saat dnce distile suda
¢oziindiiriilerek, intraperitoneal yolla uygulanmis, T/D grubunda kontrol grubuna gore
Onemli diizeyde MDA artis1 ve GSH diististi gozlenirken, rutin uygulamasinin bu degisimleri

T/D grubuna goére diizelttigi belirtilmistir (Nayki ve ark. 2018).

2.6.2.2.3.2. Taksifolin

Flavonoidlerin flavonon alt smifindan olan taksifolin (3,5,7,3,4-pentahidroksi
flavonon veya dihidrokuersetin) turuncgiller ve soganda bol miktarda bulunan, antiradikal
Ozellige sahip giiglii bir antioksidandir (Rice-Evans ve ark. 1996, Menaa ve ark. 2014,
Zhang ve ark. 2019). Flavonollerin alt takiminda yer alan taksifolin flavonoid ailesinden
bir isoflavonondur. Temel yapisinda C halkasi ile birbirine baglanan iki fenil grubu (A ve
B halkasi) icermektedir (Beecher 2003). Pentahidroksiflavon olan taksifolin;3, 3', 4, 5 ve
7 pozisyonlarmda 5 hidroksil bulunmaktadir. Molekiil agirhg 304,5 g/mol olup molekdl
formili  CisH1207 seklindedir (NCBI 2021). Taksifolin birbirine meta ve para
pozisyonunda olan iki fenolik grubu iceren iki aromatik halkaya sahip olup bu fenolik
gruplar taksifoline gicli bir antioksidan aktivitesi saglamaktadir (Sroka ve Cisowski
2003).
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Sekil 2.14.Taksifolinin temel kimyasal yapisi1 (Das ve ark. 2021).

Molekiillerde aromatik halkaya baglanan OH gruplarinin sayisi arttikga molekulin
antioksidan aktivitesi de artmaktadir (Galato ve ark. 2001). Taksifolinin sahipoldugu
aromatik halkalarin rezonans ve kararlilig1 giiclii bir antioksidan etkiye sahip olmasini
saglamaktadir (Topal ve ark. 2015). Taksifolinin C halkasinin 2 ve 3. karbon atomlar1
arasinda ¢ift bag bulunmamasi, onun makromolekiillerle gii¢clii H bagi kurarak inaktive
olmasina karsi koruyucu etki gostermektedir. Notrofillerin oksidatif ataklarina karsi
taksifolinin C halkasinda bulunan 3-OH grubu ve B halkasinda yer alan katekol grubu
o6nemli bir modulatér olmasini saglamaktadir (Ribeiro ve ark. 2018). Ayrica Katekol
grubunun taksifoline, amiloid B-proteinlerin konformasyonlarinin bozulmasmi engelleme
ozelligi sagladig: ifade edilmistir (Sato ve ark. 2013).

Taksifolinin antiinflamatuvar, kardiyoprotektif, antikanser ve antioksidan etkileri
rapor edilmistir (Itaya ve Igarashi 1992, Kuang ve ark. 2017). Ratlarda serebral I/R
hasarmnda, taksifolinin NF-xB aktivasyonunu diizenleyebildigi belirtilmistir. Ote yandan
16kosit sizmasini engelledigi, beyinde COX-2 ve iNOS gen ifadesini baskiladig1 rapor
edilmistir (Wang ve ark. 2006). Taksifolin’in karaciger lizerinde koruyucu etkisi ile ilgili
yapilan ¢alismalarda, retonon ile ratlarda olusturulan hepatoksiklikte 0.25, 0.5 ve 1 mg/kg
taksifolin uygulanmasiyla total protein miktarmm arttig1, alanin amino transferaz (ALT),
GGT ve aspartat amino transferaz (AST) aktivitelerinin arttigi belirlenmistir (Tapas ve
ark. 2008). C halkasindaki C2-C3 arasinda bulunan ¢ift baglarin, taksifolinin karaciger
koruyucu etkisi i¢in son derece onemli oldugu vurgulanmistir (Akinmoladun ve ark.
2018).
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Farkli dokularm T/D modelinde taksifolinin koruyucu etkinligi ortaya
konulmustur; erkek albino ratlarda karacigerde I/R hasar1 sonrasinda serum AST ve ALT
duzeyleri ile karaciger MDA dlzeyleri artmus, GSH duzeyleri diismiis, ayrica
histopatolojik olarak doku biitiinliigii bozulmustur. iskemi uygulamasmdan 1 saat dnce
oral olarak uygulanan taksifolin (50 mg/kg dozda) serum ALT ve AST aktivitelerini ve
doku MDA duzeylerini diisirmiis, GSH duzeylerini artrmistir. Ayrica taksifolin
uygulamasi karaciger doku biitlinliigiinii I/R hasarina kars1 korumustur (Eken ve Kurnaz
2019). Ratlarda kalp iskemisinde SOD ve GPx aktivitesinin azaldigi, MDA diizeyinin
diistiigii gozlenirken, taksifolin uygulamasinin (infiizyon seklinde SuM-15uM) SOD ve
GPx aktivitesini arttirdigi, MDA seviyesini ise azalttig1 agiklanmustir (Tang ve ark. 2019).
Balci ve ark. (2019), erkek albino ratlarda yaptiklar1 ¢alismada, bobrek I/R modelinde,
I/R’nin doku MDA diizeylerini artirdigi, GSH diizeylerini ve sitoprotektif birenzim olan
COX1’in aktivitesini diistirdiigii, I/R uygulamasindan 1 saat once taksifolin (50 mg/kg)
uygulamasinin ise bu dizeyleri normale gevirdigini, bobrekte olusan histopatolojik hasar1
iyilestirdigini bildirmislerdir. Kiremitli ve ark (2021), oral bir preparat olan ve Larix
sibirica’dan elde edilen Taxifolini (Evalar Company, Russia) ovaryum T/D olusturmadan
1 saat Once ratlara oral yolla tek doz (50 mg/kg/canli agirlik,serum fizyolojik i¢inde) olarak
uygulamuisglar ve taksifolinin T/D sonrasinda artan MDA ve azalan GSH diizeylerini tersine

cevirdigini, ayrica histopatolojik hasar1 diizelttigini bildirmislerdir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hayvan Materyali

Sunulan ¢alismada, Hatay Mustafa Kemal Universitesi Deneysel Arastirmalar
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edilen, 8-10 haftalik (180-250 gr agirlikta), 70
adet, disi Sprague-Dawley kullanilmistir. Calisma protokolii Hatay Mustafa Kemal
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylanmis (Karar no:
2020/06-10, Tarih: 16.10.2020) ve deneysel c¢alismalar etik kurallara uygun olarak
gergeklestirilmistir.

3.2. Deneme Plam ve Gruplar
3.2.1. Deneme Plam

Ratlar adaptasyon amaciyla calisma baslamadan 1 hafta 6nce temin edildi. Bu siire
icerisinde ratlar standart polietilen kafeslerde, oda isisinda (22-25°C), 12 saat aydinlik ve
12 saat karanlik siklusunda barindirildi. Su ve standart rat yemi ad libitum olarak saglanda.
Ratlar her bir grupta 10 hayvan olacak sekilde 7 gruba ayrildi. Hayvanlardan 2 tanesinin sol
ovaryumu histolojik analizler i¢cin kullanilirken, 8 tanesinin sol ovaryumu biyokimyasal
analizler i¢in kullanildi. Tim operasyonlar ksilazin hidroklorid (10 mg/kg, The Romper,
Bayer, Almanya) ve ketamin hidroklorit (60 mg/kg, Ketan’s, Eczacibasi, Turkiye) anestezisi
altinda gergeklestirildi (Lebovic ve ark. 2004). Rutin (Rutin hydrate, abcr, Almanya)
uygulamasi i¢in, rutinin 80 mg/kg’lik ¢ozeltisi dimetilsiilfoksit (DMSO, (0,176 mg/kg, 1,6
ml NaCl icerisinde) (K45190143408, Merck, Almanya) icerisinde hazirland1 ve
intraperitoneal (i.p.) yolla uygulandi (Korkmaz ve Kolankaya 2010, Wei ve ark. 2011, Gelen
ve ark. 2018, Liu ve ark. 2018). Taksifolin (T4512-100MG, Sigma-Aldrich Co.) uygulamasi
i¢in, taksifolinin 40 mg/kg’lik ¢ozeltisi DMSO (0,176 mg/kg, 1,6 ml NaCl igerisinde)
icerisinde hazirlanarak i.p. yolla uygulandi (Gupta ve ark. 1971, Balc1 ve ark. 2019, Eken ve
Kurnaz 2019).
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3.2.2. Gruplar:

Grup 1 (Kontrol Grubu): Herhangi bir islem yapilmadan ketamin-ksilazin anestezisi
altinda sakrifiye edildi, sol ovaryumlar1 alindu.

Grup 2 (Sham Grubu): Ketamin-ksilazin anestezisi altinda, sol fossa paralumbalisten
insizyon yapildiktan sonra sol adneksa insizyon yerinden disar1 ¢ikarildi ve yerine
yerlestirilerek, serozaya bir sutur konularak, torsiyon yapilmadan insizyon yeri dikildi. 3 saat
sonra yeniden bir laparaskopi yapildi, sol ovaryumlar1 alindi. Ovaryumlar alinmadan 30 dk
once i.p. yolla serum fizyolojik uyguland.

Grup 3 (T grubu): Ketamin-ksilazin anestezisi altinda, sol fossa paralumbalisten
insizyon yapildiktan sonra bir klips ile sol adneksaya 360° torsiyon yapilarak abdominal
duvara fikse edildi ve insizyon yeri bir sutur ile dikilerek, 3 saatlik iskemi olusturuldu.
Iskemi islemi sonlanmadan 30 dk &nce i.p. yolla serum fizyolojik uygulanip 3 saatin sonunda
insizyon yeri agilarak sol ovaryumlari alindi.

Grup 4 (T/D grubu): Ketamin-ksilazin anestezisi altinda, sol fossa paralumbalisten
insizyon yapildiktan sonra bir Klips ile sol adneksaya 360° torsiyon yapilip abdominal
duvara fikse edilerek insizyon yeri bir sutur ile dikildi ve iskemi olusturmak igin 3 saat
beklendi. Detorsiyondan 30 dk 6nce (3 saatlik iskemi sonlanmadan 30 dk énce), i.p. yolla
serum fizyolojik uygulandi. 3 saatin sonunda yeniden bir laparaskopi yapildi ve adneksa
detorsiyone edilip insizyon yeri bir sutur ile dikildi. Bu sekilde reperfiizyonun saglanmasi
icin 3 saat daha beklendi. 3 saatin sonunda insizyon yeri agilarak sol ovaryumlar1 alind.

Grup 5 (T/D + DMSO grubu): Ketamin-ksilazin anestezisi altinda, sol fossa
paralumbalisten insizyon yapildiktan sonra bir klips ile sol adneksaya 3600 torsiyon
yapilip abdominal duvara fikse edilerek insizyon yeri bir sutur ile dikildi ve iskemi
olusturmak i¢in 3 saat beklendi. Detorsiyondan 30 dk dnce (3 saatlik iskemi sonlanmadan
30 dk 6nce), i.p. yolla serum fizyolojik i¢cinde DMSO (0,176 mg/kg, 1,6 ml) uygulandi.
Ug saatin sonunda yeniden bir laparaskopi yapilarak adneksa detorsiyone edildi ve
insizyon yeri bir sutur ile dikildi. Bu sekilde reperflizyonun saglanmasi i¢in 3 saat daha
beklendi. 3 saatin sonunda insizyon yeri agilarak sol ovaryumlar1 alindi.

Grup 6 (T/D + Rutin grubu): Ketamin-ksilazin anestezisi altinda, sol fossa
paralumbalisten insizyon yapildiktan sonra bir klips ile sol adneksaya 360° torsiyon yapilip

abdominal duvara fikse edilerek insizyon yeri bir sutur ile dikildi ve iskemi
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olusturmak i¢in 3 saat beklendi. Detorsiyondan 30 dk 6nce (3 saatlik iskemi sonlanmadan
30 dk once), i.p. yolla DMSO (0,176 mg/kg, 1,6 ml serum fizyolojik igerisinde) ile
sulandirilan rutin (80 mg/kg dozda, i.p.) uygulandi. Ug saatin sonunda yeniden bir
laparaskopi yapilarak adneksa detorsiyone edildi ve insizyon yeri bir sutur ile dikildi. Bu
sekilde reperfiizyonun saglanmasi i¢in 3 saat daha beklendi. Ug saatin sonunda insizyon
yeri agilarak sol ovaryumlari alind1.

Grup 7 (T/D + Taksifolin grubu): Ketamin-ksilazin anestezisi altinda, sol fossa
paralumbalisten insizyon yapildiktan sonra bir klips ile sol adneksaya 360° torsiyon yapilip
abdominal duvara fikse edilerek insizyon yeri bir sutur ile dikildi ve iskemi olusturmak
icin 3 saat beklendi. Detorsiyondan 30 dk dnce (3 saatlik iskemi sonlanmadan 30 dk 6nce),
i.p. yolla DMSO (0,176 mg/kg, 1,6 ml serum fizyolojik igerisinde) i¢inde sulandirilan
taksifolin (40 mg/kg, i.p.) uyguland1. Ug saatin sonunda yeniden bir laparaskopi yapilarak
adneksa detorsiyone edildi ve insizyon yeri bir sutur ile dikildi. Bu sekilde reperflizyonun
saglanmasi i¢in 3 saat daha beklendi. Uc saatin sonunda insizyon yeri agilarak sol
ovaryumlar1 alind.

Hayvanlar 37°C’lik bir su banyosunda sitilan akiiler iizerinde, viicutlar1 birbirine
temas edecek sekilde yatirilarak viicut isilarinin operasyon siiresi boyunca diismesinin

oniine gecildi. Operasyon siirecinde hayvanlara idame (yar1doz) doz anestezik uyguland:.

Sekil 3.1. Rutin ve taksifolinin ¢ozundirulmesi.
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Cizelge 3.1. Deney Diizenegi

Group n | Rutinve Taksifolin Rutin ve Torsion Detorsion

dozlar1 Taksifolin Uygulama | Uygulama Siresi
uygulama sireleri Siresi

Kontrol 10 - - - -

Sham 10 - - - -

T 10 - - 3 saat -

T/D 10 - - 3 saat 3 saat

T/D+DMSO 10 - - 3 saat 3 saat

T/D-Rutin 10 Rutin 80 mg/kg 3,5 saat 3 saat 3 saat

T/D-Taksifolin 10 | Taksifolin 40 mg/kg 3,5 saat 3 saat 3 saat

T: torsiyon, T/D: torsiyon/detorsiyon, T/D+DMSQ: torsiyon/detorsiyon+DMSO, T/D-Rutin:

torsiyon/detorsiyon+Rutin, T/D+Taksifolin: torsiyon/detorsiyon+Taksifolin.

Sekil 3.2.Ratlarin anesteziye alinmasi ve operasyon bélgesinin dezenfeksiyonu.
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Sekil 3.4.0varyumun disar1 alinmasi.
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Sekil 3.5.Sol adneksaya Clip Turcica’nin uygulanmast.

Sekil 3.6. Clip Turcicanin sutur ile sabitlenmesi.
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Sekil 3.7.Hayvanlarin operasyon sonrasi gorinimu.

e

TG W P PO P
o v

Sekil 3.8.Hayvanlarin operasyon suresi boyunca bekletilmesi.

Deneme sonunda tim ratlardan kalpten kan ornekleri de alindi ve hayvanlar
ketamin/ksilazin anestezisi altinda dekapitasyon ile sakrifiye edildi. Kan plazmasinda

biyokimyasal, ovaryum dokusunda biyokimyasal ve histopatolojik analizler gergeklestirildi.
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3.3. Biyokimyasal ve Histolojik Analizler
3.3.1. Biyokimyasal Analizler

Kalpten alinan kan 6rnekleri EDTA’l tiiplere aktarilip 2500 rpm’de 15 dk +4°C'de
santrifiij edilerek plazmalar1 ayrildi ve analizlere kadar -20°C'de muhafaza edildi. Plazma
orneklerinde LPO (Abcam ab133085, Cambridge, A.B.D.), GSH (Ellman 1959) ve NO
dizeyleri (Rel assay, Gaziantep, Turkiye) ile GPx aktiviteleri (Beutler 1975)
spektrofotometrik olarak (UV 2100 UV-VIS Recording Spectrophotometer, Shimadzu,
Japonya) belirlendi.

Ovaryum dokularinin homojenizasyonu amaciyla; oncelikle dokular % 0.9’luk
sodyum kloriir (NaCl) ¢ozeltisinde yikandiktan ve kurutma kagidi arasinda kurutulduktan
sonra doku numunesi 1 ml phosphate buffered saline (PBS) tamponunda 1500 rpm’de 15 sn
streyle mekanik homojenizasyona (Wisd, Daihan Scientific, Gliney Kore) tabi tutulduktan
sonra ultrasonik homojenizat6r (Bandelin Electronic UW 2070, Almanya) ile 10 sn siireyle
sonike edildi (%100 amplitude, 2 cyle). Lipid peroksidasyon analizi i¢in homojenatlar
analize kadar -80 °C'de sakland1. Diger parametrelerin analizleri igin; sonikasyon sonrasinda
elde edilen homojenatlar 4100 rpm’de, 4°C'de, 30 dk santrifiij edilerek Ustte kalan
slipernatantlar analizleri yapilincaya kadar -20 °C'de muhafaza edildi. Stpernatantlarda LPO
(Abcam ab133085, Cambridge, A.B.D.), GSH (manuel yontem), NO (Rel assay, Gaziantep,
Turkiye) ve seruloplazmin (CP, Colombo ve Richerich 1964) dizeyleri ile GPx ve CAT
aktiviteleri (Beutler 1975, Aebi 1984) spektrofotometrik olarak (UV 2100 UV-VIS
Recording Spectrophotometer, Shimadzu, Japonya) belirlendi. Dokularm protein

diizeylerinin belirlenmesi i¢in Lowry ve ark. (1951) tarafindan bildirilen metodkullanildi.

3.3.1.1. Plazma ve Dokuda MDA Duzeyinin Analizi

Plazma ve doku numunelerinin MDA diizeylerinin tayini amaciyla Ohkawa ve ark.
(1979)’m metodu kullanildi. Prensip: Aerobik sartlar altinda ve pH:3.5’te, doku ve plazma
numuneleri kaynar su banyosunda bir saat inkubasyonu sonucu, lipit peroksidasyonunun
sekonder UrGnu olan MDA’nin tiyo barbitrik asit (TBA) ileolusturdugu pembe renkli

kompleksin 532 nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢iimii esasina dayanir.
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Kullanilan Cozeltiler:

1- TCA Cozeltisi (0,25 N HCL — %10 TCA iginde): Taze hazirlandi.

2,07 ml HCL (Merck 1.00314) + 10 g TCA (Merck 807) 100 ml distile suda hazirland:.
2- Tiyo Barbutrik Asit Cozeltisi (0,25 N HCL iginde): Taze hazirland1 (TBA-Merck
1.08180.0025).

2,07 ml HCL + 0,375 g TBA alinarak 100 ml distile suda ¢oziindiiriildii.

Standart Hazirlanmast:

Standart (1,1°,3,3°- Tetraetoksipropan (Acros Organics 122-31-6): distile sudan 5 ml
alindi, Ozerine 5 ml etanol eklenerek %50’lik 10 ml etanol c¢ozeltisi hazirlandi.
Tetraetoksipropan’dan 50 ul alip, 10 ml %50°1ik etanolde ¢6zdirildi (20 mmol/ml). Bundan
50 ul alinp 50 ml distile suya tamamlandi (20 nmol/ml). Daha sonra bu ¢ozeltiden2 kat

sulandirmalar yapilarak 10, 5, 2,5, 1,25 nmol/mI’lik konsantrasyonlu standartlar hazirland:.

Prodesir:
Numune (ml) Blank (ml) | Standart (ml)
Ornek 0,25 - -
Standart - - 0,25
Distile su - 0,25
TCA Cozeltisi 0,5 0,5 0,5
TBA Cozeltisi 0,5 0,5 0,5

Karistirip 30 dk kaynar su hamammda (95°C)
bekletildikten sonra 4100 rpm x 10 dk x 4°C santriifiij

edildi ve supernatant alind.

Siipernatantlarm absorbans1 Blank’e kars1 532 nm’de

okundu.

Hesaplama: Standart egri izerinden numunelerin MDA diizeyleri hesaplandi.

nmol/g doku: (nmol/L)/(g/L). Sonuglar nmol/L ve nmol/g doku olarak verildi.
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3.3.1.2. Plazma ve Dokuda LPO Analizi

Doku homojenatlari ve plazmalarda LPO analizi ticari test kiti (Abcam ab133085,
Cambridge, A.B.D.) ile ger¢eklestirildi. Buna gore; hidroperoksit 6lgimi ferroz iyonlarinin
hidroperoksitlerle yaptigi redoks reaksiyonlar1 kullanilarak yapilir. Hidroperokistler yiksek
kararsizliga sahip olup ferrdz iyonlariyla kolaylikla tepkimeye girip ferrik iyonu olusturur.

Ferrik 1iyon miktar1 tiosiyanat iyonlarmin kromojen olarak kullanilmasiyla ol¢iiliir.

Kit proseduriine gére numunelerde 6n ekstraksiyon:

250 pl numune tlizerine metanolde ¢oziindiiriilmiis Ekstrakt R eklendi ve vortekslendi.
Uzerine 500 pl kloroform ilave edildi ve vortekslendi. Daha sonra 3600 rpm x 5 dk x 4°C’de
santriftj edildi. En alttaki kloroform tabakasi alinarak prosediirde kullanildi.

Daha sonra 100 ml kloroform (Sigma-Aldrich 24216-2.5 R) ve 100 ml metanol (Merck
K38650909 836) ayr1 ayr1 olacak sekilde 30 dk boyunca nitrojen ile deoksijenize edildi. Bu
amagla nitrojen gazi, beher igerisine konulan kloroform ve etanol igine, nitrojen tiipiine bagl
bir aparat (hortum ve ucuna eklenmis siringa) yardimi ile ¢6zeltinin dip kismindan verilmek
tizere 30 dk boyunca uygulandi. Daha sonra 2 birim deoksijenize kloroform ve 1 birim
deoksijenize metanol birlestirildi ve analiz prosediri sirasinda kullanildi.

Prosedur:

1- Her bir numune tlplne numunenin Kloroform ekstraktlarindan 350°er pl koyuldu.
Standart tlplerine de standart ¢ozeltilerinden 350 pl koyuldu.

2- Uzerlerine 450 pl deoksijenize klorofom-metanol karisimi eklendi.

3- Her bir tup Uzerine 50 pl kromojen eklendi. Tilplerin kapag: kapatildi ve oda isisinda 5
dakika inkiibasyona birakildi.

4- Tlplerdeki numunelerin optik dansitesi spektrofotometrede quartz kiivetlerle 500 nm’de
olculda.

Numune sonuglar1 standart egri Uzerinden hesaplandi. Duzeyler pmol/L ve pmol/g doku

olarak verildi.

3.3.1.3. Plazma ve Dokuda Nitrik Oksit DUzeyinin Analizi

Doku ve plazmada NO diizeyleri ticari kit ile belirlendi. Prensip: Nitrik oksit in Vvivo

veya sulu ortamda NO: formuna kolaylikla okside olarak renk gelistirici ajan ile
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kirmizims1 azo baglarint olusturur. Azo baglarmin konsantrasyonu dogrusal olarak NO
konsantrasyonu ile iliskilendirilir.
Kullanilan Cozeltiler:
1- Reaktif 1: Stlfat soliisyonu
2- Reaktif 2: Alkali reaktif
3- Reaktif 3: Kromojenik reaktif kompleksi ve asit sollisyonu
4- Standart (Stok): 2 mM/L NaNO>
5- Kor: Distile su
Stok standart ¢ozeltisi 15 dakika oda sicakliginda bekletildi ardindan 5261 rpm’de
10 dakika santriftij edildi. Daha sonra seri sulandirmalar ile 40 pmol/L olarak hazirlandi.
Prosedur:
1- Ependorf tuplerine, Blank igin; distile sudan 50 ul, Standart icin; 40 umol/L NaNO;
standart ¢ozeltisinden 50 pl, Numune igin; numuneden 50 pl eklendi.
2- Uzerlerine 4 ml reaktif 1 eklendi ve vortekslendi.
3- Uzerlerine 200 pl reaktif 2 eklendi ve vortekslendi.
4- Uzerlerine 200 pl reaktif 3 eklenerek karistirild: ve oda sicakliginda 20 dakika
bekletildi.
5- Spektrofotometrede 550 nm dalga boyunda absorbanslar okundu.
Hesaplama:
NO pumol/L: ( AA1/AA2) x ¢

AA1: OD 6rnek - OD kor, AA2: OD standart - OD kér, C: standart konsantrasyonu (40
umol/l)

pumol/g doku: (umol/L)/(g/L)

Sonuglar umol/L ve pmol/g doku olarak verildi.

3.3.1.4. Dokuda Seruloplazmin Duzeyi Analizi

Doku siipernatantlarinda Cp analizi i¢in Colombo ve Richterich (1964)’in maniiel
metodu kullanildi. Buna gore; optimum pH ve 1s1 kosullarinda asetat tamponunda hazirlanan
P-fenilen diamin diklorid (PPD) doku slpernatant ornekleri ile inkiibe edildiginde olusan

renkli Uriiniin absorbansi spektrometrede 546 nm’de okunur.

38



Kullanilan Cozeltiler:

Substrat Cozeltisi: 144 mg p-fenilen daimin diklorid, PPD (Merck N394597608) 100
ml asetat tamponunda ¢ozeltildi (7.95 mM). Cozeltinin pH’s1 0,1 N sodyum hidroksit ile
5,6’ya ayarlandi. Isiga karsi duyarli olan ¢ozelti her seride taze olarak hazirlandi ve

kullanildi.

Asetat Tamponu (0,43 M, pH 5,6): 1,34 ml glasiyel asetik asit (CH3COOH Merck
K36232556 625) ve 26,49 g sodyum asetat (Merck 6267) 1 litrelik balon jojeye alinarak bir

miktar distile suda ¢ozeltildi, balon igerigi distile su ile litreye tamamland:.

Sodyum Azid (NaNs) Cozeltisi: 3 g Sodyum azid (Sigma Lot 112K0982) 100 ml’lik
balon jojeye alindi, bir miktar distile su ile ¢ozeltildi, balon igerigi distile su ile 100 ml’ye

tamamlandi ve oda 1sisinda saklandi.
Prosedir:

Analizler 10 6rneklik seriler halinde yapildi. 96 kuyucuklu bir mikroplate tzerinde
10 adet numune kuyucugu Ve karsilarina ayni sayida kor olarak kullanmak amaciylanumune

kord kuyucuklar: kullanildi.

TUm numune ve kor kuyucuklarina taze olarak hazirlanmig substrat ¢ozeltisinden
300°er pl konuldu. Kor tiiplerine 67°ser ul sodyum azid ¢ozeltisi eklenerek tiipler iyice
karistirildi.

Her doku 6rneginden kendisine ait numune ve kor kuyucuklarma 10’ar pl eklendi.
Kuyucuklar coklu mikropipet yardimu ile iyice karistirildi ve lizerleri sikica bantlanarak 37°C
‘deki su banyosunda 15 dk inkubasyona birakildilar.

Inkubasyon sonunda numune kuyucuklarina sira ile 67 ser pl sodyum azid ilave
edildi ve Kkuyucuklar iyice karistirildi Numune ve kor tuplerindeki karigimlarin

absorbanslar1 Blanka kars1 spektrofotometrede 546 nm’de 6l¢uld.
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Numune Numune Kor Blank
tupu
Substrat Coz 300 pl 300 pl 300 pl
Na-Azid - 67 pl -
Ornek 10 pl 10 pl 10 pl distile su
Karistir 37°C 37 °C
37°C’de 15dk | 37°C’de 15dk | 37°C’de 15 dk
bekletme bekletme bekletme
Na-Azid 67 pl - 67 ul
543 nm’de
absorbans
okundu
Hesaplama:

Seruloplazmin (mg/dl)= (Numune Absorbanst — Numune Koérlnin Absorbansi)x
237

mg/g doku: (mg/dl) / (g/dl)
Sonuglar mg/g doku olarak verildi.

3.3.1.5. Plazma ve Dokuda Redukte Glutatyon Duzeyi Analizi

Plazmada ve doku siipernatantlarinda GSH aktiviteleri Ellman (1959) tarafindan
ditiyonitrobenzoik asit geri ¢evirim metodu olarak tanimlanan yonteme gore tayin edildi.
Buna gore, 5,5’-ditiyo-bis[2-nitrobenzoik asit] (DTNB), siilthidril bilesikleri tarafindan
rediikte edilerek bir disiilfit bilesigi olan sar1 renkli kompleks olusturur. Bu sar1 renkli

bilesigin optik dansitesi 412 nm dalga boyunda 6l¢tilerek GSH aktivitesi saptanir.
Kullanilan Cozeltiler:

1- TRIS-EDTA Buffer (0.2 mol/L, pH=8,9): 2,42 g Tris (Merck) tartilir ve 100 ml distile
suda ¢ozdiiriiliir. 7,44 g EDTA (Sigma) tartilir ve 100 ml distile suda ¢ozdiiriiliir. 1 birim
EDTA, 10 birim Tris karistirthir ve pH 8.9 olan buffer elde edilir.

2- %10 Triklorasetik asit (TCA, Merck 807): 10 g TCA alinir ve 100 ml distile suya
tamamlanir.

3- DTNB (5,5’-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit, AppliChem 69-78-3)- 0.01 mol/L: 39.6 mg

DTNB alinir ve 10 ml saf etanole tamamlanir.
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4- Standartlar: GSH (Sigma G4251)’dan 308 mg alinip 100 ml %10 TCA’ ya tamamlanir.
Bundan 2 ml alinip 100 ml TCA’ya tamamlanirsa 200 nmol/ml standart elde edilmis olur.
1 ml standart + 1 ml % 10 TCA karistilir ve prosediire uygulanir.

Not: Siipernatant ve plazma 6rnekleri 1 birim alinarak iizerlerine 1 birim % 10 TCA

eklenir ve deproteinize edilir. Daha sonra bu karisim 4100 rpm X 30 dk x 4°C’de santrifiij

edilerek Ustteki sivida analiz yapilir.

Prosedir:

GSH Analizi

Numune

Blank

Standart

TRIS/EDTA
Buffer

1ml

1ml

1ml

Slpernatant

250 pl

DTNB

50 pl

50 pl

50 pl

Standart

250 pl

Distile su

250 pl

412 nm’de

absorbans okundu

Hesaplama:
(Numune absorbans / standart absorbans) x standart konsantrasyonu= Numune

konsantrasyonu. Sonuclar nmol/ml ve nmol/g doku olarak verilmistir.

3.3.1.6. Plazma ve Dokuda Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi Analizi

Glutatyon peroksidaz, GSH’yi kullanarak H2O2’nin suya doniisiimiinii katalizleyen
bir enzimdir. Dokulardaki GPx aktivitelerinin tayini Beutler (1975) tarafindan tarif edilen
metoda gore yapildi. Buna gore; GPx, H202 varliginda, GSH’nin GSSG’ye doniismesini
katalize eder. H2O’nin bulundugu ortamda GPx’in olusturdugu GSSG, glutatyon rediiktaz

ve NADPH yardimiyla tekrar GSH’a doniistiiriiliir. Glutatyon peroksidaz aktivitesi, deney
ortamindaki NADPH’m NADP+’ya cevrilmesi ile optik dansiditede meydana gelen

absorbans farkinin 340 nm’de spektrofotometrik olarak olgtilmesi ile hesaplanir.
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Kullanilan Cozeltiler:

1- EDTA’l1 fosfat tamponu (50 mM) hazirlanmast:

-A ¢0zeltisi: 3. 55 g Na2HPO4 (Merck 6580) tartilir ve distile su ile 500 ml’ye tamamlanr.
-B ¢Ozeltisi: 3.4 g KH2PO4 (Merck 4873) tartilir ve 500 ml distile suda ¢ozalir:

300 ml A gozeltisi + 200 ml B ¢Ozeltisi karistirilir, Uzerine 2,08 g EDTA (Na2-EDTA -
MW: 372,24 Sigma-E1644) eklenir, pH=7.

2- Redukte GSH (Sigma G4251): Kullanmadan hemen 6nce taze hazirlanir. 150 mM: 230
mg GSH tartilir ve EDTA’11 fosfat tamponu ile 5 ml’ye tamamlanr.

3- Na-Azid (Sigma S8032-25 g): 65 mg tartilir ve EDTA’l1 fosfat tamponu ile 1 ml’ye
tamamlanir.

4- H,0O, Cozeltisi (Merck 1.08600): Kullanmadan hemen énce taze hazirlanir. 60 pl H.O>
alinir ve EDTA’11 fosfat tamponu ile 20 ml’ye tamamlanir.

5- Amonyum suilfat (Merck 1216) ¢Ozeltisi: 4.22 g amonyum silfat tartilir ve distile su ile
10 mI’ye tamamlanur.

6- Glutatyon rediiktaz (G3664): 40 U/ml olarak kullanilir.

7- NADPH (2 mM) (Sigma N1630): Taze hazirlanir. 8,34 mg tartilir ve EDTA’1 fosfat

tamponu ile 5 ml’ye tamamlanur.

Prosedr:
Numune (ml) Blank (ml)
EDTA’1 fosfat 2,65 2,65
tamponu
GSH 0,10 0,10
NADPH 0,10 0,10
GSH-Reduktaz 0,01 0,01
Na-azid 0,01 0,01
Numune 0,02 -
340 nm’de absorbans Oda 1sisinda 30 dk beklenir sonra tek tek
okundu her bir numuneye 0,10 ml H,O; ¢ozeltisi
eklendi ve absorbans diisiisti takip edildi.
Hesaplama:

U/L: (Delta Abs /6,22) x (3000 / harcanan pl) x Sulandirma Katsayis1 x 1000
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U/g doku: (U/ml enzim) / (g doku/ml)
Sonuglar U/L ve U/g doku olarak verildi.
3.3.1.7. Dokuda Total Protein Analizi

Total Protein Tayini

Lowry ve ark. (1951) tarafindan bildirilen yontem, ovaryum homojenatlarinin total
protein konsantrasyonunun dlgiilmesinde kullanildi. Alkali ortamda Cu+2, proteinin yapisimni

+1>

olusturan peptit baglariyla birleserek Cu™’e indirgenir ve bitiret kompleksini olusturur. Daha
sonra, Folin ve Ciocolteu’nun fenol reaktifi ilave edilir ve fosfotungstik ve fosfomolibdik
asitlerin indirgenmesiyle molibdenyum mavisi ve tungsten mavisi renkleri meydana  gelir.
Olusan  renkli  kompleksin 700 nm’deki  optik dansitesi, spektrofotometrede
(UV 2100 UV-VIS Recording Spectrophotometer Shimadzu, Japonya) 6lgllerek protein

duzeyleri belirlenir.
Kullanilan Cozeltiler:

1-A reaktifi: 5 g Na2CO3z (Merck 1.06392.1000) ve 1 g NaOH (Merck 1.06462.1000)
tartilarrak ¢oziindiiriiliir ve 250 ml distile suya tamamlanarak %2 Na>COs ve 0,1N NaOH

elde edilir.

2-B reaktifi: 0,125 g CuS04.5H,0 (Merck 1.02790.1000) ve 0,25 g Na-K tartarat (Sigma
Aldric 25508) tartilarak distile suda ¢Ozundurilir sonrasinda 25 ml distile suya
tamamlanarak % 0,5 CuSO4.5H20 ve % 1 Na-K tartarat elde edilir.

3-C reaktifi: 50 ml A reaktifi ve 1 ml B reaktifi karistirilarak elde edilir.

4- D reaktifi: 1 ml Folin-Fenol ( Carlo Erba E463562) reaktifi ve 1 ml distile su oraninda

karistirilarak elde edilir.

Standart hazirlama: Bovine Serum Albiimin (BSA) (Sigma 1001781242) 10 mg/ ml stok igin
50 mg BSA 5 ml distile suda ¢ozundurultr. Bovine Serum Albimin 1 mg/ ml stok i¢cin5 mg

BSA 5 ml distile suda ¢ozlndurulerek hazirlanir.
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Prosedir:

Kor Tapa Numune Tlpl Standart Tipu
Numune 10 ul 10 ul 10 ul
C raektifi 250 pl 250 pl 250 pl

Tiplerin kapaklar1 kapatilarak vortekslendi. Oda sicaklandiginda 10 dakika bekletildi.

Kor Tapa Numune Tpl Standart Tipi

D raektifi 250 pl 250 pl 250 pl

Tiiplerin agz1 kapatilarak vortekslenir. Oda sicakliginda ve karanlikta 30 dakika
bekletildikten sonra 700 nm’de kore karsi okunur. Total protein konsantrasyonu, standart

kalibrasyon grafiginden yararlanilarak hesaplandi. Sonuclar mg/ml olarak belirlendi.

Total Protein Standart Kalibrasyon Grafigi

0.2 y=0.0137 +0.1029
R2=1(.99 0
0.15
®
®

01 @--- e P A
0.05
0

0 1 2 3 4 5 6

3.3.2. Histolojik Muayeneler

Elde edilen ovaryum dokularmmin 15tk mikroskobunda histolojik incelemelerinin
yapilmasi amaciyla doku rnekleri %10 tamponlu formaldehit ile en az 24 saat tespit edildi.
Tamponlu formaldehitten ¢ikarilan 6rnekler 12 saat boyunca akar suda yikama islemi
gerceklesti. Yikama islemini takiben doku Ornekleri standart protokole uygun olarak
dehidrasyon ve saydamlastirma islemleri i¢in doku takip cihazinda (Leica TP 1020) alkol ve

ksilol serilerinden gegirildi. Son olarak dokular vakumlu etiivde 3 saat paraplast
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icerisinde bekletildikten sonra blokaj islemi gerceklestirilerek parafin bloklara yerlestirilip
sogumaya birakildi. Parafin bloklardan, mikrotom cihazi (Leica RM 2125 RT) ile 4-5 pm
kalmliginda seri kesitler alindi. Alinan Kesitlerin genel yapisin1 ortaya koymak icin
Crosman’m modifiye Ucli boyama teknigi uyguland: (Denk ve ark. 1989). Doku kesitlerinin
incelenerek degerlendirilmesi ve fotograflarinin ¢gekilmesi Olympus CX21 model arastirma

mikroskobu ile gergeklestirildi.

Her bir over dokusu doku hasari, hemoraji, atretik folikiil ve hiperemi agisindan; ‘-
:hasar yok’, ‘+:az hasarli (hafif)’, “++:orta hasarli (ileri)’, ‘+++:siddetli hasarli (ciddi)” olarak

smiflandirilarak degerlendirildi.

Istatistiksel Analizler

Arastirmadan elde edilen verilerin istatistiksel analizleri icin SPSS 22.0 paket
programindan yararlanildi. Sonuglar ortalama + standart hata seklinde sunuldu. Coklu
gruplarin karsilastirilmas i¢in normal dagilim gosteren gruplarda varyans analizi(ANOVA)
ve post-hoc Duncan testi kullanilirken, normal dagilim gostermeyen gruplarda Kruskal

Wallis ve post-hoc Bon-ferroni diizeltmeli Man-Whitney U testi kullanildi.
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4. BULGULAR

Ovaryum dokularinin makroskopik goriiniimleri sekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 4.5, 4.6 ve 4.7°de
verildi.

Sekil 4.1.Kontrol grubu ovaryum makroskobik gorinumd.
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Sekil 4.2.Sham grubu ovaryum makroskobik gérinima.

Sekil 4.3.Torsiyon grubu ovaryum makroskobik gorinim.
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Sekil 4.4.Torsiyon/Detorsiyon grubu ovaryum makroskobik gértnumi.

Sekil 4.5.Torsiyon/Detorsiyon+DMSO grubu ovaryum makroskobik gorinimy.
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Sekil 4.6.Torsiyon/Detorsiyon+Rutin grubu ovaryum makroskobik gorinimd.

Sekil 4.7.Torsiyon/Detorsiyon+Taksifolin grubu ovaryum makroskobik gorinimi.
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Ovaryum T/D’u uygulanan ratlarda rutin ve taksifolinin ovaryum biyokimyasal
parametreleri Gzerine etkileri Cizelge 4.1.”de sunuldu. Doku MDA dizeyleri incelendiginde
T grubunda kontrol grubuna goére anlamli bir artis oldugu (p<0,001), T/D grubunda T
grubuna gore dnemsiz bir azalma oldugu belirlendi (p>0,05). T/D+DMSO grubunda T/D
grubuna gore 6nemli bir azalma gozlenirken (p<0,001), rutin ve taksifolin uygulanan
gruplarda MDA yoniinden T/D+DMSO grubuna gore bir fark tespit edilmedi (p>0,05).
Plazma MDA diizeylerine bakildiginda, T grubunda kontrol (p<0,001) ve sham gruplarina
(p>0,05) gore yikselme belirlenirken, T/D grubunda T grubuna gére dnemli (p<0,001)
diizeyde diisiis saptandi. Rutin ve taksifolin uygulanan gruplarda T/D+DMSO grubuna
kiyasla hafif bir artis gozlenirken istatistiki bir fark belirlenmedi (p>0,05).

Doku LPO duzeyleri incelendiginde istatistiksel olarak oOnemli bir fark
belirlenmemesine ragmen, sham, T, T/D ve T/D+ DMSO gruplarinda kontrol grubuna gore
yukselme belirlendi. Torsiyon grubunda sham grubuna gére onemsiz bir artig varken T/D
grubunda T grubuna goére Onemsiz bir azalma oldugu goézlendi. Rutin ve Taksifolin
gruplarinda ise T/D+DMSO, T/D, T, sham ve kontrol grubuna gore diisiis (p>0,05) belirlendi
ve disiisiin kontrol grubunun da altinda oldugu go6zlemlendi. Plazma LPO dizeyleri
incelendiginde ise doku LPO diizeyleri ile uyumlu olacak sekilde sham grubundakontrol
grubuna goére 6nemsiz bir artis oldugu, T grubunda sham ve kontrol grubuna gére énemsiz
bir artis oldugu, T/D grubunda T grubuna gore anlamsiz bir azalma oldugubelirlendi. Rutin
uygulanan grupta kontol, sham, T, T/D gruplarina gére anlamsiz azalma gorulirken T/D+
DMSO grubuna gére 6nemsiz bir artis oldugu belirlendi. Taksifolin uygulanan grupta
kontrol, T ve T/D gruplarina gére anlamli bir azalma oldugu gozlenirken (p<0,01),
T/D+DMSO ve sham gruplarma gore 6nemsiz bir azalma oldugu belirlendi (p>0,05).

Doku NO diizeyleri incelendiginde; sham ve T/D gruplarinda kontol grubuna gore
istatistiksel olarak dnemsiz bir artis belirlenirken (p>0,05), T grubunda kontrol grubuna gore
anlamli bir artis oldugu goriildii (p<0,05). Ote yandan T grubunda sham grubuna gore
Onemsiz bir artma oldugu, T/D grubunda T grubuna gére 6nemsiz bir artis oldugu belirlendi
(p>0,05). Rutin ve taksifolin uygulanan gruplarda T/D+DMSO grubuna gére anlamsiz bir
azalma oldugu, T/D+DMSO grubunda T grubuna gore 6nemsiz bir azalma oldugu ve T/D
grubuna gore anlamsiz bir azalma gosterdigi belirlendi (p>0,05). Plazma NO duzeyleri

incelendiginde sham, T, T/D gruplarinda kontrol grubuna gore 6nemsiz bir
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artig goriiliirken, T grubunda sham grubuna gore anlamli olmayan bir diisiis oldugu T/D
grubunda T grubuna gore anlamsiz bir artis oldugu belirlendi (p>0,05). Rutin uygulanan
grupta T/D+DMSO grubuna go0re anlamsiz bir artis oldugu gorulirken, Taksifolin
uygulanan grupta T/D+DMSO grubuna gore olarak anlamsiz olarak azaldigi goruldu
(p>0,05). Ote yandan T/D+DMSO grubunda kontrol grubuna gére anlamli bir artis oldugu
(p<0,01), sham, T ve T/D grubuplarina gore anlamsiz bir yikselme oldugu goruldi (p>0,05).

Doku CP diizeyleri ele alindiginda; sham, T/D gruplarinda, kontrol grubuna gore,
onemsiz bir azalma oldugu, T grubunda sham grubuna goére 6nemsiz bir artma oldugu
goruldi (p>0,05). T grubunda kontrol grubuna gore anlamli bir artis oldugu goriiliirken
(p<0,01), T/D grubunda T grubuna gére anlamli bir azalma oldugu goriildiic (p<0,01). Rutin
uygulan grupta T/D+DMSO grubuna gére anlamli bir azalma oldugu (p<0,01), taksifolin
uygulan grupta ise T/D+DMSO grubuna gére anlamsiz bir diisme oldugu (p>0,05). gordldi.
Ayrica T/D+DMSO grubunda T grubuna gore anlamsiz bir azalma oldugu goriiliirken, T/D
grubuna gore 6nemsiz bir artma oldugu goruldi (p>0,05).

Doku GSH diizeyleri degerlendirildiginde; Sham ve T ve T/D gruplarinda kontrol
grubuna gore anlamsiz bir diisiis belirlenirken, T grubunda sham grubuna gére anlamsiz bir
azalma oldugu, T/D grubunda T grubuna gére 6nemsiz bir azalma oldugu gordldi (p>0,05).
Rutin ve taksifolin uygulana gruplarda T/D+ DMSO grubuna gore anlamli bir azalma
goriilirken (p<0,05), T/D+ DMSO grubunda kontrol, Sham, T ve T/D gruplarina gore
istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu belirlendi (p<0,05). Plazma GSH diizeyleri
incelendiginde sham grubunda kontrol grubuna gore anlamsiz bira azalma oldugu, T
grubunda sham grubuna 6nemsiz bir artma oldugu, T/D grubunda T grubuna gore anlamsiz
bir azalma oldugu goriildii (p>0,05). Rutin uygulanan grupta T/D+DMSO grubuna gore
anlamsiz bir azalma oldugu goriiliirken, taksifolin uygulanan grupta T/D+DMSO grubuna
gore 6nemli bir degisim gdriilmedi (p>0,05). Ayrica T/D+DMSO grubunda kontrol, sham, T
ve T/D gruplarmna gore anlamli bir artis oldugu goruldi (p<0,001).

Doku GPx aktiviteleri degerlendirildiginde; sham grubunda kontrol grubuna gére
Onemsiz artig oldugu, T grubunda sham grubuna gore anlamsiz bir artis oldugu, T/D
grubunda T grubuna goére anlamsiz bir azalma oldugu goriildii (p>0,05). Rutin ve taksifolin
uygulan gruplarda T/D+DMSO grubuna gore Onemsiz bir azalma oldugu gorullirken,

T/D+DMSO grubunda T/D grubuna gore anlamsiz bir artis oldugu goriildii (p>0,05).
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Plazma GPX aktiviteleri incelendiginde; T grubunda sham grubuna gére 6nemsiz bir azalma
oldugu, T/D grubunda T grubuna gore anlamsiz bir artma oldugu goriildii (p>0,05).Rutin
uygulanan grupta T/D+DMSO grubuna gore Onemsiz bir azalma oldugu goriiliirken,
taksifolin uygulanan grupta T/D+DMSO grubuna gore onemli bir degisimin olmadigi
goruldi (p>0,05). Ayrica T/D+DMSO grubunda kontrol, sham ve T/D gruplar1 gore
anlamsiz bir artig oldugu (p>0,05), T grubuna gore ise anlamli bir artis oldugu belirlendi

(p<0,05).

4.1.Histolojik Bulgular:
1. Kontrol Grubu;

Kontrol grubundan elde edilen ovaryum kesitlerinde histolojik olarak saglikli bir
ovaryumda goriilmesi beklenen kortekse ait doku 6zellikleri (folikiiler yapilanma, korpus
luteum) ve medulla bolgesine ait belirgin damar yapilanmasi ayrica ovaryumu g¢evreleyen
germinatif epitel ve altindaki siki1 bagdoku tunika albuginea ile ovaryumun parensimindeki
intersitisyel hiicreler belirgin olarak gézlendi (Sekil 1).

2. Sham Grubu;

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda; korteks ve medula yapilanmalarinda bir
farklilik gorilmedi ancak intersitisyel alanlarda ve korpus luteumlarda operatif stres
kaynakli oldugu disiiniilen kii¢lik kanama odaklarina rastlandi (Sekil 2).

3. Torsiyon Grubu;

Sadece torsiyon uygulamasi ger¢eklesen bu grupta normal histolojik yapida ovaryum
dokusu ve bu doku icerisinde dejenere olmamis primordiyal folikiller ayirtedildi. Bununla
birlikte folikiiler yapilanmada bozulmalar ve dikkat ¢eken sayida atretik folikil tespit edildi.
Ayrica intersitisyel alanlar ile corpus luteum ve cevresinde hemoraji ve hiperemi de
gozlendi (Sekil 3-4).
4.Torsiyon/Detorsiyon Grubu;

Sham ve Torsiyon gruplari ile karsilastirildiginda ¢ok daha yogun bir hiperemi ayrica
yaygin bir hemoraji gozlendi. Ozellikle hemorajinin diger gruplardan farkli olarak
foliklllerin cevresinde de gorulmesi dikkat cekti. Folikuler yapilanmada bozulmalar,
dejenere olmamis primordiyal folikiller ve atretik folikll miktar1 agisindan torsiyon grubuna
benzer oldugu belirlendi (Sekil 5-6).
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5. T/D+DMSO Grubu;

T/D+ DMSO grubunun, folikil yapilarindaki bozulmalar ve doku bitiinligi
acisindan T/D Rutin ve T/D Taksifolin grubuna benzer oldugu goriildii. Ayrica atretik folikul
yogunlugunun da kontrol ve sham gruplar1 hari¢ diger gruplarla ayni oldugu tespit edildi.
Hemorajik alan yogunlugunun sham ve T/D Taksifolin grubuna yakin derecede oldugu
bununla birlikte hiperemik alanlarin T, T/D, T+D+ Rutin ve T/D +Taksifolin gruplarma gore
azaldig, hatta sham grubuna yakin oldugu gozlendi. (Sekil 11-12).

6. T/D+Rutin Grubu;

Torsiyon-Detorsiyon grubuna gore korpus luteumda goériilen kanama odaklarinin
azaldig1 ve folikullerde nispeten doku biitiinliigiiniin daha iyi oldugu gorildu. Ancak atretik
folikiil yogunlugu, intersitisyel alanlarda ve folikiil gevresinde goriilen hemoraji ve hiperemi
acisindan torsiyon-detorsiyon grubuna benzer bulgular tespit edildi (Sekil 7-8).

7. T/ID+Taksifolin Grubu;

Doku hasarinin T-D Rutin grubuna benzer ancak T ve T/D grubuna gore daha az
oldugu ayrica atretik folikiillerin de T, T/D ve T/D +rutin gruplarina benzer oldugu tespit
edildi. Hiperemi yogunlugu T/D Rutin grubuna benzer iken, hemoraji yogunlugunun T/D ve
T/D +Rutin grubuna goére azaldig tespit edildi (Sekil 9-10).

Elde edilen bu bulgular dogrultusunda histolojik agidan DMSO’nun ovaryum dokusu
uzerinde en olumlu etkiye sahip ajan oldugu diistiniildii.

Ovaryum dokularinin histolojik degerlendirmesi Cizelge 4.3°de verildi.
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Cizelge 4.1. Ovaryum T/D’u uygulanan ratlarda rutin ve taksifolinin ovaryum biyokimyasal parametreleri izerine etkileri (Ort=SH, n=8).

Parametre Kontrol Sham T T/D T/D+DMSO T/D+Rutin T/D+Taksifolin P
MDA nmol/gdoku 50,41 + 6,99 72,95 + 10,45% 80,76 + 6,40° 75,76 + 11,50® 29,1344,90° 30,61+10,38¢ 29,8946,84°¢ faleid
LPO umol/g doku 0,39+ 0,02 0,53 +0,06 0,60 + 0,05 0,46 + 0,06 0,50+0,09 0,38+0,01 0,40+0,03 -
NO pmol/g doku 0,38 +£0,03" 0,50 +0,06% 0,70 + 0,09? 0,59 +0,05% 0,63+0,11%® 0,46+0,02%® 0,50+0,07%® *
CP mg/g doku 3,01 +0,33* 4,83 +0,84%® 6,44 +0,81° 3,41 40,36 4,55+1,07%® 2,38+0,23° 2,84+0,43% faled
GSH nmol/g doku 706,89 + 134,10° 603,24 + 128,48 687,18 +59,52° 483,46 + 101,57° 1188,74+262,29*°  580,93+51,04° 579,06+73,67° *
78,39+18,81 ® 58,84+2,80° 72,9547,27 ® *

GPx Ulg protein 59,21 +4,94° 79,09 5,58 @ 82,71+6,25% 63,67 + 4,53

Not: Ayni satirdaki farkli harfler istatistiksel olarak onemlidir; *P<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

LPO; Bon Ferroni diizeltmeli Kruskal Wallis, GSH; Duncan, NO; Bon ferroni diizeltmeli Kruskal Wallis (p=0,044), GPx; Duncan, MDA; Duncan, Cp; Duncan.
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Cizelge 4.2.0varyum T/D’u uygulanan ratlarda rutin ve taksifolinin plazma biyokimyasal parametreleri Gizerine etkileri (Ort+SH, n=8).

Parametre Kontrol Sham T T/D T/D+DMSO T/D+Rutin T/D+Taksifolin P
MDA nmol/L 0,30 + 0,007« 0,35 +0,011%® 0,37 + 0,006° 0,27 0,014 0,30 +0,0105% 0,32 + 0,008 0,33+0,021%° faleid
LPO pmol/L 3,16 £0,23° 3,26 +£0,59% 3,36 +0,40° 3,12+0,17° 2,80 £0,21% 2,86 +0,09% 2,23 +0,04° fal
NO pmol/L 10,49 £+ 0,88? 15,47 +0,94%® 15,92 + 0,46%® 16,27 +0,98® 19,22 +2,01° 20,00 + 2,78° 12,31 +1,34® faled
GSH nmol/ml 13,38+ 1,352 9,80 + 3,94° 12,66 + 1,082 9,33+2,00? 25,52 +2,10° 23,14 +0,82° 25,76 +0,57° faleie
GPx U/L 755,63 + 24,64 755,60 +39,22% 711,41 +20,41° 787,78 +13,45% 823,95+ 11,50* 779,74+ 18,33® 823,95+ 21,942 *

Not: Ayn1 satirdaki farkli harfler istatistiksel olarak énemlidir; *P<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001
LPO (p=0,005), GSH (p=0,00), NO (p=0,001); Bon Ferroni dizeltmeli Kruskal Wallis, GPx, MDA; Duncan.
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Sekil 4.8.0varyum T/D’u uygulanan ratlarda rutin ve taksifolinin doku MDA dlizeylerine etkileri.
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Sekil 4.9. Ovaryum T/D’u uygulanan ratlarda rutin ve taksifolinin plazma MDA diizeylerine etkileri.
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Doku LPO diizeyleri
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Sekil 4.10. Ovaryum T/D’u uygulanan ratlarda rutin ve taksifolinin doku LPO dizeylerine etkileri.
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Sekil 4.11. Ovaryum T/D’u uygulanan ratlarda rutin ve taksifolinin plazma LPO duzeylerine etkileri.
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Doku NO diizeyleri
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Sekil 4.12.0varyum T/D’u uygulanan ratlarda rutin ve taksifolinin doku NO dizeylerine etkileri.
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Sekil 4.13. Ovaryum T/D’u uygulanan ratlarda rutin ve taksifolinin plazma NO duzeylerine etkileri.
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Doku CP dizeyleri
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Sekil 4.14. Ovaryum T/D’u uygulanan ratlarda rutin ve taksifolinin plazma Cp duzeylerine etkileri.
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Sekil 4.15. Ovaryum T/D’u uygulanan ratlarda rutin ve taksifolinin doku GSH diizeylerine etkileri.
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Sekil 4.16. Ovaryum T/D’u uygulanan ratlarda rutin ve taksifolinin plazma GSH dlzeylerine etkileri.
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Sekil 4.17. Ovaryum T/D’u uygulanan ratlarda rutin ve taksifolinin doku GPx akvitelerine etkileri.
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Plazma GPx aktiviteleri
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Sekil 4.18. Ovaryum T/D’u uygulanan ratlarda rutin ve taksifolinin plazma GPx akvitelerine etkileri.
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Cizelge 4.3. Ovaryum T/D’u uygulanan ratlarda rutin ve taksifolinin ovaryum histolojisi Uizerine etkilerinin
degerlendirilmesi.

Kontrol ~ Sham T T/D T/D+DMSO T/D+Rutin  T/D+Taksifolin

Doku Hasar1 - - ++ ++ + + +
Hemoraji - + ++ +++ + ++ +

Atretik Folikl + + ++ ++ ++ ++ T+
Hiperemi - + ++ +++ + R -

Sekil 4.19. Kontrol grubu; Rat ovaryumunun histolojik kesiti. CL: Korpus Luteum, SF: Sekonder folikdl, Ok:
Germinatif epitel, *: Atretik folikul. Crosman’m modifiye t¢lii boyama teknigi, Bar: 100 pum.
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Sekil 4.20. Sham grubu; Rat ovaryumunun histolojik Kkesiti. CL: Korpus Luteum, PF: Primer folikul, SF:
Sekonder folikil, IC: Intersitisyel hlicreler, Ok: Germinatif epitel, Ok basi: Hiperemi,*: Hemoraji. Crosman’in
modifiye U¢li boyama teknigi, Bar: 100 pum.

Sekil 4. 21.Torsiyon grubu; Rat ovaryumunun histolojik kesiti. *: Primordiyal folikil, SF: Sekonder folikil, a:
Atretik folikiil, CL: Korpus Luteum, h: Hemoraji, Ok: Hiperemi. Crosman’mn modifiye ii¢lii boyama teknigi,
Bar: 100 pm.
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Sekil 4. 22. Torsiyon grubu; Rat ovaryumunun histolojik kesiti. CL: Korpus Luteum, IC: Intersitisyel hiicreler,
SF: Sekonder folikiil, Ok: Hiperemi, a: Atretik folikiil, h; Hemoraji. Crosman’in modifiye ii¢lii boyama teknigi,
Bar: 100 pm.

Sekil 4. 23. T/D grubu; Rat ovaryumunun histolojik kesiti. CL: Korpus Luteum, SF: Sekonder folikil, Ok:
Hiperemi, h; Hemoraji. Crosman’m modifiye ¢l boyama teknigi, Bar: 100 pm.
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Sekil 4. 24. T/D grubu; Rat ovaryumunun histolojik kesiti. *: Primordiyal folikiil, SF: Sekonder folikiil, CL:
Korpus Luteum, IC: Intersitisyel hiicreler, h; Hemoraji. Crosman’in modifiye ii¢lii boyama teknigi, Bar: 100

pm.

Sekil 4. 25. T/D + DMSO grubu; Rat ovaryumunun histolojik kesiti. PF: Primer folikiil, GF: Graaf folikiili,
CL: Korpus luteum, IC: Intersitisyel hiicreler, Ok basi: Hiperemi. Crosman’in modifiye {iglii boyama teknigi,
Bar: 100 pm.
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Sekil 4.26. T/D + DMSO grubu; Rat ovaryumunun histolojik kesiti. *: Primordiyal folikiil, PF: Primer Folikil,
SF: Sekonder folikil, CL: Korpus luteum, IC: Intersitisyel huicreler, Ok basi: Hiperemi, Ok. Germinatif epitel.
Crosman’in modifiye U¢li boyama teknigi, Bar: 100 pm.

Sekil 4. 27. T/D +Rutin grubu; Rat ovaryumunun histolojik kesiti. CL: Korpus Luteum, Ok: Hiperemi.
Crosman’in modifiye U¢li boyama teknigi, Bar: 100 pm.
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Sekil 4. 28. T/D+ Rutin grubu; Rat ovaryumunun histolojik kesiti. GF: Graaf folikiili, a: Atretik folikiil IC:
Intersitisyel hucreler, h; Hemoraji, Ok: Hiperemi. Crosman’in modifiye U¢lii boyama teknigi, Bar: 100 pm.

Sekil 4. 29. T/D + Taksifolin grubu; Rat ovaryumunun histolojik kesiti. *: Primordiyal folikiil, PF: Primer
folikiil, CL: Korpus luteum, IC: Intersitisyel hiicreler, Ok: Germinatif epitel, Ok basi: Hiperemi. Crosman’mn
modifiye U¢li boyama teknigi, Bar: 100 pm.
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Sekil 4. 30. T/D+Taksifolin grubu; Rat ovaryumunun histolojik kesiti. GF: Graaf folikili, CL: Korpus
luteum, IC: Intersitisyel hiicreler, Ok: Hiperemi. Crosman’m modifiye ti¢lii boyama teknigi, Bar: 100 pm.
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5. TARTISMA

Ovaryum torsiyonu daha ¢ok iireme ¢agindaki kadinlarda (addlesan) goriilse de
prepubertal veya postmenapozal donemde de karsilasilabilen bir olgudur (Green ve ark.
2003, Mashiach ve ark. 2011). Adneksal torsiyon, ovaryum dokusunda iskemi meydana
gelmesine neden olan bir olgu olup adneksin (over ve fallop tupleri) infundibulopelvik ve
tuboovaryen ligamanin ekseni etrafinda en az tam bir tur donmesi olarak tanimlanir
(Akalin 2014).

Torsiyon sonucunda olusan iskemide, organ/dokuyu besleyen damarlarin
(arter/vena) tikanmasi sonucunda organ/dokuya giden kan akimi azalmakta ve buna bagl
olarak meydana gelen yetersiz perfiizyon sebebiyle doku ve hicrelerin oksijenden (O2)
yoksun kalmasi (hipoksi) gibi durumlar ortaya ¢ikmaktadir (Ozkaya 2010).

Detorsiyon islemiyle meydana gelen reperfuzyon (perfiizyonun yeniden
saglanmasi) srrasinda hiicrelere yeniden O, girisi meydana gelir. Ilag veya mekanik
miidahale uygulamalar1 ile yapilabilen reperflizyonun hiicrenin ihtiya¢ duydugu enerjiyi
yeniden saglanmasi1 ve olusan toksik metabolitlerin atilmasi gibi yararli etKileri
bulunmaktadir. Ancak reperflizyon sirasinda olusan SOR’leri ve iskemik dénemde
aktiflesen fosfolipaz A2 nin membranlardaki yag asitlerini pargalamasi iskeminin dokuda
olusturdugu hasardan daha fazla hasara yol agtig1 bilinmektedir (Akalin 2014).

Hucrelerin metabolizmalar1 sirasinda siirekli olarak SOR (OH, sliperoksit, hidrojen
peoriksit) Uretilmektedir. Baslica SOR kaynagi mitokondri olmakla beraber birgok
organelde ve sitoplazmada SOR olusabilmektedir (Okado-Matsumato ve Fridovich 2001,
Brand 2010).

Organizmada torsiyon/detorsiyon sonrasinda hiicrelerin sahip oldugu antioksidan
potansiyel yetersiz kalmaktadir. Torsiyon/detorsiyon (I/R) sirasinda ve sonrasinda kalp,
testis, bobrek ve karaciger dokularinda ve kanda MDA/LPO diizeylerinin arttig1, SOD,
GPx, CAT gibi baz1 antioksidan enzimlerin aktivitelerinin azaldigi rapor edilmistir (Balc1
ve ark. 2019, Eken ve Kurnaz 2019, Tang ve ark. 2019).

Yag asitlerinin metabolizmasinda {iiretilmekte olan MDA reaktif bir ara {iriin olup

protein ve DNA gibi birgcok biyomolekiile baglanarak biyoaktivitelerini etkilemektedir
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(Vance ve Vance 2002). Oksidatif stres biyomarker1 olarak kabul edilen MDA birgok
metabolik bozuklugun teshisinde gunimizde yaygm olarak halen kullanilmaktadir
(Moldovan ve Moldovan 2004, Yin ve ark. 2011, Kanno ve ark. 2012, Ghosh ve ark. 2019,
Shetty ve ark. 2021). Saglikli rat ovaryum dokusunda (kontrol grubu) MDA diizeyleri,
Behroozi-Lak ve ark. (2018) tarafindan Wistar rkinda 5.7+0.19 umol/g protein, Yaman
Tung ve ark. (2016) tarafindan Wistar irkinda 11.1+0.4 nmol/mg doku, Deniz ve ark. (2022)
tarafindan Sprague-Dawley rkinda 161.5 nmol/g doku olarak bildirilmistir. Serumda ise
ratlarda Yaman Tung ve ark. (2016) tarafindan 14.143.3 nmol/ml, Akalin (2014) tarafindan
Wistar irkinda 2.02 umol/L olarak, Agartan (2017) tarafindan Wistar albino ratlarda 15.41
nmol/ml, Soni ve ark. (2016) tarafindan Sprague-Dawley irkinda 1.01+£0.04 nmol/ml, Ren
ve ark. (2019) tarafindan 0,30 nmol/ml olarak tespit edilmistir. Sunulan ¢alismada Sprague-
Dawley ratlarda elde edilen ovaryum (50,41 + 6,99 nmol/gdoku) MDA duzeyleri
arastiricilarin bildirdigi diizeylerden biraz diisiik olarak, plazma MDA (0,30 + 0,007 nmol/L)
diizeyleri arastiricilarin bildirdigi diizeylerle uyumlu olarak tespit edilmistir.

Ovaryum I/R hasarinda (3 saat torsiyon, 3 saat detorsiyon), Wistar ratlarda, torsiyon
sonrasinda serum ve doku MDA duzeylerinin sham grubuna goére 6nemli dizeyde
degismedigi, diger yandan T/D sonrasinda serum MDA dizeylerinin 6nemli diizeyde
yiikseldigi Akalin (2014) tarafindan bildirilmistir. Yine, Deniz ve ark. (2022)’nin rat
ovaryum IR hasar1 ¢alismasinda (3 saat torsiyon, 3 saat detorsiyon) doku MDA diizeylerinin
IR grubunda kontrol grubuna (yalnizca serum fizyolojik grubu) gore istatistiksel olarak
onemsiz diizeyde yiikseldigini bildirmislerdir. Diger yandan, Ali ve ark. (2019), Wistar rat
ovaryum I/R hasarinda (3 saat torsiyon, 3 saat detorsiyon) T/D grubundadoku MDA
diizeylerinin sham grubuna goére 6nemli diizeyde arttigini bildirmistir. Ali ve ark. (2022)
diger bir ¢alismalarinda Sprague-Dawley rat ovaryumlarinda T/D (3 saat torsiyon, 24 saat
detorsiyon) ile olusturulan I/R hasarinda, I/R grubunda doku MDA dizeylerinin sham
grubuna gore anlamli olarak yiikseldigini rapor etmislerdir. Behroozi- Lak ve ark (2018),
Wistar rat ovaryum (3 saat torsiyon, 3 saat detorsiyon) I/R hasarinda, T/D grubunun doku
MDA diizeylerinin kontrol grubuna gdre anlamli olarak arttig1 (p<0,01), T grubuna gore ise
azaldigin bildirmistir. Baska bir Wistar rat ovaryum I/R hasar1 calismasinda (3 saat torsiyon,
3 saat detorsiyon) doku MDA dizeylerinin T ve T/D gruplarinda sham grubuna gore anlamli

olarak arttig1 (p<0,01), buna karsin T/D grubunda
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T grubuna gore azalma goriildiigii ancak istatistiksel bir degeri olmadig1 bildirilmistir. Ayn1
calismanin serum MDA diizeylerinde ise T grubunda sham grubuna gore anlamsiz birartig
oldugu, T/D grubunda ise T ve sham grubuna gore anlamsiz olarak azalma oldugu
bildirilmistir (Yaman Tung ve ark. 2016). Sunulan ¢alismada baz1 arastiricilarin (Ali ve ark.
2019,Deniz ve ark. 2022) bulgular: ile uyumlu olarak, ovaryum dokusu MDA dizeyleri
sham, T ve T/D gruplarinda kontrol grubu ile kiyaslandiginda artarken, istatistiki Onem
sadece T grubunda gozlendi (p<0,001). Ancak, T ve T/D gruplarinda, sham gruba kiyasla
MDA diizeylerindeki artis istatistiksel olarak Onemli diizeyde degildi. Plazma MDA
diizeyleri incelendiginde, sham ve T gruplarinda kontrol gruba kiyasla 6nemli bir yiikselme
gozlenirken (p<0,001), T/D grubunda 6nemsiz bir diisme belirlendi. Diger yandan T/D
grubu MDA duzeyleri sham ve T gruplarina gére 6nemli diizeyde diisiik olarak belirlendi
(p<0,001). Sunulan ¢alismada, T ve T/D islemlerinin, MDA yoniinden, sham grubuna gére
dokuda 6nemli bir degisime neden olmadigi, diger yandan plazmada sham grubuna gore
diismiis olmasi, kanda MDA molekilunin farkli antioksidan mekanizmalar ile bertaraf
edilmis olabilecegini diisiindiirmiistiir. Yine, iskemi sonrasinda reperfiizyon uygulamasmin
MDA y6niinden iskemi uygulanmasina gore olumsuz etkisinin azaldigi 6ngorilebilir.

Yag asidi metabolizmasinda iiretilen LPO oksidatif stres biyomarkir1 olarak kabul
edilmekte olup bazi metabolik bozukluklarin teshisinde kullanilmaktadir (Moldovan ve
Moldovan 2004, Yin ve ark. 2011, Kanno ve ark. 2012, Ghosh ve ark. 2019, Shetty ve ark.
2021). Yapilan ¢alismalarda, kontrol grubu ovaryum dokusunda LPO duzeyleri Kog ve ark.
2019 tarafindan 46 nmol/g doku (0,046 umol/g doku), Ghosh ve ark. 2022 tarafindan 20
mmol/mg doku (20 pmol/g doku), Cigsar ve ark. 2015 tarafindan 0,6 nmol/g doku (0,0006
pumol/g doku) olarak bildirilmistir. Serumda Abd-Elkareem ve ark (2022) tarafindan 1,284
+ 0.095 nmol/mL (1,284 umol/L), Yang ve ark (2016) tarafindan 500 nmol/L (0,5 umol/L),
Khaksar ve ark (2017) tarafindan 2,9 pmol/L, Turkalp ve Kaptanagasi (1994) tarafindan 3,49
nmol/ml (3,49 pmol/L), Yavuz ve Kurtoglu (2014) tarafindan 5,31 pmol/L olarak
bildirilmistir. Sunulan ¢alismada elde edilen ovaryum (0,39
+ 0,02 pumol/g doku) ve plazma LPO duzeyleri (3,16 + 0,23 umol/L) arastiricilarin bildirdigi
diizeylerin arasinda bulunmustur.

Cigsar ve ark (2015) yaptiklar1 bir ¢alismada Wistar rat ovaryum I/R (3 saat torsiyon,
3 saat detorsiyon) hasarmnda doku LPO diizeylerinin I/R grubunda kontrol

71



grubuna gore (sadece laporektemi yapilmis) anlamli olarak arttigini bildirmistir (p<0,05).
Bir bagka ¢alismada Sprague-Dawley rat ovaryum I/R hasarinda (3 saat torsiyon, 3 saat
detorsiyon) doku LPO diizeylerinde I/R grubunda kontrol grubuna gére anlamli bir artis
(p<0,0001) oldugu bildirilmistir (Ko¢ ve ark. 2019). Ghosh ve ark. (2022) yaptiklari
calismada Wister strain ovaryum I/R hasarimnda (3 saat torsiyon, 3 saat detorsiyon) doku LPO
diizeylerinde I/R grubunda sham grubuna gore anlamli bir artis oldugu bildirmistir (p<0,01).
Sunulan ¢alismada da her ne kadar istatistiksel olarak 6nemli olmasa da sham, T ve T/D
gruplart doku LPO diizeylerinin kontrol grubuna gore arttig1, yine plazma LPO diizeylerinin
sham ve T gruplarinda kontrol grubuna gore yiikseldigi tespit edildi. Sunulan ¢alismada,
MDA duzeylerinde oldugu gibi, doku ve plazmada LPO diizeyleri T/D grubunda T grubuna
gore diisiik olarak belirlendi.

Peroksinitrit olusumu reperfiizyon etiyolojisinde yer alan temel mekanizmalardan
biridir. Peoksinitrit olusumuna neden olan ajanlardan biri nitrik oksittir (NO). Nitrik oksit
endotel kdkenli, son derece hizli ve kisa sureli etkiye sahip, tim vaskiler sistemde eksprese
edilen bir vazodilatator ajandir (Demirci ve ark. 2004). Yapilan literatlr taramalarinda,
kontrol grubu rat ovaryum NO dizeyleri farkli arastiricilar tarafindan olduk¢a genis bir
aralikta bildirilmistir; Ghosh ve ark. (2022) Wister strain ratlarda 120 pmol/mg doku (12000
umol/g doku), Yaman Tung ve ark. (2016) Wistar irkinda 14,2 nmol/mg doku (14,2 pmol/g
doku), Akalin (2014) Sprague-Dawley irkinda 0.95 nmol/mg doku (0,95 umol/g doku), Ali
ve ark. (2022) Sprague-Dawley irkinda 50,47 nmol/g doku (0,050 pmol/g doku) olarak
bildirmislerdir. Dokuda oldugu gibi serum NO diizeyleri de ratlarda genis bir aralikta rapor
edilmistir; Yaman Tung ve ark. (2016) 132,9 nmol/ml (132,9 umol/L), Xu ve ark (2012)
Sprague-Dawley wrkinda 13.58 + 1.83 umol/L, Soytiirk ve ark. (2012) Wistar albino irkinda
5,92 umol/L, Famurewa ve ark. (2018) Wistar wrkinda 0,45 pmol/L olarak bildirmislerdir.
Sunulan ¢aligmada elde edilen kontrol grubu ovaryum NO diizeyleri (0,38 + 0,03 umol/L)
ve plazma NO diizeyleri (10,49 + 0,88 umol/L) olarak elde edilmis ve arastiricilarm buldugu
dizeyler araliginda oldugu gozlendi.

Yapilan literatiir taramalarinda, ovaryum T ve T/D uygulamasi sonrasi I ve I/R hasar1
olusturulan ratlarda ovaryum NO diizeyleri degisiminin birbiriyle celiskili oldugu
goriilmiistiir; Ghosh ve ark. (2022) Wistar strain rat ovaryum I/R hasarinda (3 saat torsiyon,
3 saat detorsiyon) ovaryum NO diizeylerinin I/R grubunda, sham grubuna gére, 6nemli

dizeyde azaldigmi bildirmislerdir (p<0,01). Diger bir ¢alismada Wistar rat
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ovaryumlarmnda I/R hasar1 sonrasinda (3 saat torsiyon, 3 saat detorsiyon) ovaryum NO
diizeyleri I/R grubunda, sham grubuna gore, 6nemli diizeyde (p<0,01) azalmustir (Banerjee
ve ark. 2021). Ovaryum I/R hasarinda Wistar rat ovaryum NO diizeylerinin sham grubuna
gore 6nemsiz duzeyde azaldigini bildiren bir ¢alisma da yer almaktadir (Akalin 2014). Diger
yandan Ali ve ark. (2022) Sprague-Dawley irki ratlarda ovaryum I/R hasar1 (3 saat torsiyon,
24 saat detorsiyon) sonrasinda ovaryum NO diizeylerinin I/R grubunda, sham grubuna gore
onemli diizeyde arttigini rapor etmislerdir (p<<0,01). Baska bir calismada da Wistar ratlarda
ovaryum I/R hasar1 sonrasinda (3 saat torsiyon, 3 saat detorsiyon) ovaryum NO diizeylerinin
torsiyon ve torsiyon/detorsiyon uygulanan gruplarda, sham grubuna gére 6nemli diizeyde
arttigr gozlenmistir (p<0,01, p<0,05, sirasiyla). Calismada, torsiyon/detorsiyon grubunda
torsiyon grubuna gore 6nemsiz bir azalma oldugu da gozlenmistir. Ayni ¢alismada plazma
NO dizeyleri torsiyon grubunda, sham grubuna gore Onemsiz bir artig gosterirken,
torsiyon/detorsiyon grubunda, sham grubuna gére dnemli bir azalma (p<0,05) gostermistir
(Yaman Tung ve ark. 2016). Sunulan ¢alismada Ali ve ark. (2022) ve Yaman Tung ve ark.
(2016)’1n bulgulariyla uyumlu olarak, ovaryumda iskemi uygulanan grupta NO duzeylerinin
kontrol (p<0,05) ve sham gruplarina gore (p>0,05) yiikseldigi belirlendi. Ayrica, Yaman
Tung ve ark. (2016)’nin bulgulariyla uyumlu olarak, T/D grubunda NO dizeyleri T grubuna
gore 6nemsiz diizeyde azaldi. Plazma NO duzeyleri ise iskemi ve iskemi/reperfiizyon hasar1
sonrasinda sham grubuna gore 6nemli diizeyde degismedi.

Baslica karacigerde sentezlenmekte olan seruloplazmin (Cp) inflamasyon ve doku
hasar1 gibi metabolik durumlarda 1limli yanit gosteren bir akut faz proteini olup (Fox ve ark.
1995, McPearson 1996), SOR olusumunu ve lipid peroksidasyonunu engelleyerek,
dokularda ve plazmada bulunan serbest radikallerin yol actigi hasar1 engelledigi
bildirilmistir (Burtis ve Ashwood 1999, Floris ve ark. 2000).

Yapilan literatiir taramalarimda ovaryum T ve T/D uygulamas1 sonrasinda Cp diizeylerinin
incelendigi az sayida literatiire rastlanilmistir. Atasever ve Bakacak (2017) Wistar rat
ovaryum I/R hasar1 (3 saat torsiyon, 3 saat detorsiyon) uyguladiklar1 ¢alismalarinda Cp
duzeylerinin (Olgim metodu ve birim belirtilmemis) T ve T/D gruplarinda kontrol grubuna
gore onemli diizeyde diisiik oldugunu bildirmislerdir (p<0,01). Ayn1 ¢alismada T ve T/D
gruplar1 arasinda onemli degisim gézlenmemistir. Diger yandan Lazar (2017) ovaryum T ve

T/D gruplarinda serum Cp dizeylerinin kontrol gruba gore degismedigini
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bildirmiglerdir. Yine Kili¢ ve ark. (2016) ratlarda ovaryum torsiyon detorsiyonu (2 saat
torsiyon, 2 saat detorsiyon) hasarinda, sham, T ve T/D gruplar1 arasinda kan seruloplazmin
dizeylerinin degismedigini belirtmislerdir. Sunulan ¢alismada 6nemsiz diizeyde de olsa T
grubunda, sham ve kontrol gruplarina gore, artis oldugu, T/D grubunda ise sham (p>0,05)
ve T grubuna (p<0,01) gbére 6nemli dizeyde bir azalma oldugu, ayrica T/D+DMSO
grubunda sham, T ve T/D gruplar1 arasinda bir fark olmadigi belirlendi. Sunulan ¢aligmada
rutinin ovaryum torsiyon/detorsiyon modelinde doku seruloplazmin diizeylerine etkisi ilk
defa sunulan caligmada ortaya konuldu. T/D+ DMSO +Rutin grubu Cp dizeyleri
T/D+DMSO grubuna gére 6nemli diizeyde diisiik olarak belirlendi.

Endojen bir antioksidan olan GSH, organizmada basta antioksidasyon olmak lizere
birgok 6nemli fonksiyona sahiptir (Sies 1999, Diaz Vivancos ve ark. 2010). Glutatyon
serbest oksijen radikalleri tarafindan indiiklenen lipid peroksidasyon trtinleri olan MDA
ve 4-HNE molekillerinin detoksifikasyonunda antioksidan olarak gérev yapmaktadir
(Yadav ve ark. 2008, Zhong ve ark. 2013). Ovaryum dokusunda GSH dizeyleri Kog¢ ve
ark. (2019) tarafindan Sprague-Dawley wrkinda 3,5 mmol/mg doku (3,5x 10° nmol/g
doku), Abdelzaher ve ark. (2021) tarafindan Wistar albino wkinda 200 pumol/g doku (200
x 10° nmol/g doku), Refaie ve El-Hussieny (2018) tarafindan Wistar ratlarda 8,6 pmol/g
doku (8600 nmol/g doku), Karagor ve ark. (2020) tarafindan Sprague-dawley ratlarda
2064.8 nmol/g doku, Deniz ve ark.(2022) tarafindan 2,9 nmol/g doku olarak bildirilmistir.
Serum GSH diizeyleri Bahrami ve ark. (2016) Wistar rkinda 70 pmol/ml (70 x 10°
nmol/ml), Adams ve ark. (1983) tarafindan 16.5 umol/L (16.5 nmol/ml), Gen¢ (2020)
tarafindan Sprague-Dawley irkinda 1.45 nmol/ml olarak bildirilmistir. Cok genis bir
aralikta seyreden ovaryum ve plazma GSH diizeyleri dikkate alindiginda, sunulan
calismada doku GSH (706,89 + 134,10 nmol/g doku) ve plazma GSH duzeyleri (13,38 +
1,35 nmol/ml) arastiricilarin bildirdikleri degerlerin arasinda belirlenmistir.

Ovaryum iskemi reperflizyon hasarinda, ovaryum ve serum GSH duzeyleri, ¢esitli
aragtiricilar tarafindan, kontrol gruplarina gére 6nemli ya da 6nemsiz dizeylerde azalmig
olarak bildirilmektedir. Wistar strain ratlarda ovaryum IR hasar1 yapilan grupta (3 saat
torsiyon, 3 saat detorsiyon), sham grubuna gére anlamli azalma (p<0,001), Kog¢ ve ark.
(2019) Sprague-Dawley ovaryum I/R hasarinda (3 saat torsiyon, 3 saat detorsiyon) doku

GSH diizeylerinin I/R grubunda kontrol grubuna gére anlaml
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azalma (p<0,0001), Refaie ve El-Hussieny (2018) Wistar ovaryum IR oku hasarinda (3
saat torsiyon, 3 saat detorsiyon) doku GSH diizeyinin I/R grubunda kontrol grubuna gére
anlamli azalma (p<0,05), Dirik ve ark. (2021)ile Ghosh ve ark.(2022) Wistar
irkinda (3 saat torsiyon, 3 saat detorsiyon), T/D grubunda serum ve doku GSH dizeylerinin
kontrol grubuna gére anlamli azalma (p<0,05) oldugunu bildirirken, Deniz ve ark. (2022)
Sprague Dawley irkinda, doku GSH diizeylerinin iskemi ve I/R gruplarinda kontrole gre
onemsiz diizeyde diistiigiinii, Kozlu ve ark. (2021) da Sprague Dawley ovaryum IR doku
hasarinda (3 saat torsiyon, 3 saat detorsiyon) doku GSH diizeylerinin I/R grubunda
kontrole gore 6nemsiz diizeyde diistiiglinii bildirmislerdir. Sunulan ¢aligmada her ne kadar
istatistiki olarak 6nemli olmasa da doku ve plazma T/D grubunda sham ve T gruplarina
gore bir azalma oldugu gdzlendi.

Glutatyon peroksidaz H202 molekulini H2O’ya parcalayarak hticreyi oksidatif strese
kars1 koruyan énemli enzimlerden birisidir. Ovaryum dokusu GPx aktivitesi, Melekoglu ve
ark. (2018) tarafindan Wistar albino rkinda 596 £0.54 U/mg protein (596 x 10° U/g protein),
Kheradmand ve ark (2010) tarafindan Wistar rkinda 8,83 U/mg protein (8830 U/g protein),
Behroozi-Lak ve ark. (2018) tarafindan Wistar rkinda 39,6 U/ g protein, Kavak ve ark.
(2018) tarafindan Sprague-Dawley rkinda 43,03 U/g protein, olarakbildirilmistir. Serum
GPx aktivitesi, (Ren ve ark. (2019) tarafindan albino ratlarda 0,57 U/ml (577 U/L), Nuhu ve
ark. (2019) tarafindan Sprague-Dawley irkinda 1,5 U/ml (1500 U/L), Vakili ve ark. (2020)
tarafindan Sprague-Dawley rkinda 2200 U/L olarak bildirilmistir. Sunulan ¢alismada elde
edilen ovaryum (59,21 + 4,94 U/g protein) ve serum GPx aktiviteleri (755,63 + 24,64 U/L)
literatlr degerlerin arasinda belirlenmistir.

Ovaryum torsiyon, torsiyon/detorsiyon hasarinda, doku GPx aktivitesinin degistigini
bildiren literatiirler bulunmaktadir (Bas ve ark. 2013, Melekoglu ve ark. 2018, Dirik ve ark.
2021). Dirik ve ark. (2021), Wistar ratlarda ovaryum I/R hasar1 sonrasinda, T/D grubunda
ovaryum ve serum GPx aktivitelerinin kontrol grubuna gdre 6nemli diizeyde diistiigiinii
(p<0,05) bildirmislerdir. Yine Melekoglu ve ark. (2018) ile Bas ve ark. (2013) Wistar
ratlarda ovaryum I/R hasar1 sonrasinda, doku GPx aktivitesinin sham ve kontrol gruplarina
gore 6nemli diizeyde diistiiglinii rapor etmistir. Kavak ve ark. (2018) ise sham grubu ile
karsilastirildiginda T/D (p<0,05) grubunda GPx aktivitesinin distiigiini bildirmislerdir.
Sunulan ¢alismada da doku GPx aktivitesinin T/D grubunda sham grubuna gore istatistiksel

olarak 6nemsiz de olsa diisiik oldugu tespit edildi.
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Kontrol, sham, T ve T/DT gruplarinin histolojik bulgular1 incelendiginde, sunulan
caligmada yapilan literatir taramalarinda elde edilen bilgilerle uyumlu olarak (CakirGungor
ve ark. 2014, Nayki ve ark. 2018), kontrol grubunda saglikli ovaryum histolojisi g6zlenirken,
sham grubunda normal histolojik bulgular elde edildi bununla birlikte, operatif stres
kaynakli oldugu diistiniilen kiiglik kanama odaklarina da rastland1.

Bashandy ve ark. (2018) rat ovaryumunda yaptiklari1 ¢alismada torsiyon uygulanan
grupta yaygin hemoraji gézlemlediklerini belirtmislerdir. Sahin ve ark. (2020) ise torsiyon
gruplarinda folikil dejenerasyonu, hiperemi ve hemorajide artig tespit ettiklerini
bildirmislerdir. Bu sonuglar sunulan ¢alismaya ait torsiyon grubundaki bulgular ile uyumlu
olup ilave olarak atretik folikiil sayisinda da kontrol grubuna gore artis tespit edildi. Yedi
yasindaki bir kiz ¢cocugunda yapilan vaka sunumunda sag ovaryum torsiyonu nedeniyle
cerrahi miidahale sonucu alinan ovaryumun mikroskobik incelemesinde bu ¢alismada elde
edilen bulgulara benzer olarak normal primordiyal folikiiller de goriilmiistiir (Sahin ve ark.
2008). Ovaryum torsiyon-detorsiyonu uygulanan ratlarda ise Sahin ve ark. (2020) ciddi doku
hasar1 sekillendigini ve folikiiler dejenerasyonun belirgin oldugunu bildirmislerdir. Cigsar
ve ark. (2015), rat ovaryumunda, torsiyon-detorsiyon grubunda vendz ve kapillar damarlarin
tahrip olmas1 sonucu siddetli hemoraji gézlemlediklerini bildirmislerdir. AyricaKozlu ve
ark. (2021) ratlarda yaptiklari ¢alismada torsiyon-detorsiyon grubunda medulla bolgesindeki
damarlarda, korteks bolgesindeki folikiillerin etrafinda, intersitisyel alanlarda ve korpus
luteumda yogun hiperemi ve hemoraji gordiiklerini ve kontrol grubuna kiyasla bu grupta da
atretik folikul sayisinda artis oldugunu bildirmislerdir. Benzer olarak Gokalp
N. (2015) torsiyon grubunda 1 ve torsiyon-detorsiyon grubunda da 4 ratta hemoraji
gorduklerini, hipereminin ise iki gruptaki tiim ratlarda gortildiigiinii bildirmislerdir. Sunulan
¢alismanin bulgularinin yukarida bahsedilen ¢aligmalarla uyumluluk gosterdigi; T grubunda
doku hasar1, hemoraji, hiperemi ve atretik folikiil sayisinin sham ve kontrol grubuna gore
arttig1, T/D grubunda ilave olarak hiperemi ve hemorajinin daha yiiksek diizeyde oldugu ve
folikller dejenerasyonun sekillendigi tespit edildi ancak dejenere olmamis primordiyal
folikiiller gézlenmedi. Bununla birlikte bagka bir ¢alismada (Karaca ve ark. 2009), T/D
grubunun sadece torsiyon uygulanan gruba gére daha iyi histopatolojik sonuclara sahip
oldugu bildirilirken yapilan bu g¢alismada T/D grubunun hiperemi ve hemoraji agisindan

torsiyon grubuna gore daha siddetli seyrettigi goruldi.
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Bitkilerde yaygim olarak bulunan flavonoidlerin antioksidan 6zellikleri nedeniyle,
birgok hastaligi Onleyici olduklar1 ve dolayisi ile saghgt olumlu etkiledikleri
diistiniilmektedir (Salaritabar ve ark. 2017). Bu amagla disardan organizmaya alinan
flavonoidler, hem endojen antioksidanlarin etkilerini artirabilmekte hem de farkli
mekanizmalarla serbest radikallere karsi organizmaya yardimei oldugu bilinmektedir (Sunil
ve Xu 2019).

Bir flavonoid olan rutinin antioksidan, antiinflamatuvar, vazoprotektif, sitoprotektif,
noroprotektif, antilosemik, antikarsinojenik ve kardiyoprotektif etkileri bildirilmistir
(Arjumand ve ark. 2011, Lin ve ark. 2012, Aziza ve ark. 2014, Ganeshpurkarve Saluja 2017,
Singh ve ark. 2019).

Sunulan ¢alismada, rutinin ovaryum T ve T/D hasarindaki etkileri, rutinin
bagirsaklardan emiliminin yavas olmasi nedeniyle (Manach ve ark. 1997, Carbonaro ve
Grant 2005), 1.p. yolla uygulanmistir. Rutinin suda ¢oziintirliigii oldukga diisiik oldugundan
(Gullon ve ark. 2017), rutini ¢6ziindiirme amacgli olarak DMSO kullanildi ve DMSO’nun
etkilerini de ortaya koymak amaciyla T/D+DMSO grubu olusturuldu.

Yapilan literatlr taramalarinda rutinin ovaryum T ve T/D hasar1 (zerine olasi
iyilestirici etkilerinin ortaya konuldugu sadece bir adet ¢alismaya rastlamildi. Ilgili ¢alismada
Wistar albino ratlara 2 saat perfuizyon, 2 saat reperflizyon (torsiyon/detorsiyon) uygulamasi
sonrasinda 50 mg/kg dozda intraperitoneal yolla rutin (Sigma, St. Louis, MO, USA, distile
suda ¢oziindiiriilen) uygulanmistir (Nayki ve ark. 2018). Calismada 3 grup olusturulmus;
herhangi bir islem yapilmadan ovaryumlar1 alinan grup (kontrol), 2 saat torsiyon ve ardindan
2 saat reperfiizyon uygulanan grup (T/D) ve torsiyon+detorsiyon + rutin uygulanan grup.
Rutin detorsiyon isleminden 1 saat 6nce uygulanmis ve deney sonunda ovaryumlar
¢ikarilmustir. 1lgili ¢alismada sham grubu olusturulmamistir. Sonug olarak T/D grubunda
kontrol grubuna goére Onemli diizeyde MDA artis1 ve GSH diislisii gdzlenmis, rutin
uygulamasinin bu degisimleri T/D grubuna gore diizelttigi belirtilmistir. Sunulan ¢aligmada
da T/D grubunda kontrol grubuna gére MDA artis1 ve GSH diisiisti belirlenmis olsa da
istatistiksel fark belirlenmemistir. Ancak ilgili aragtiricilarin sham grubu olmadigindan T/D
grubunun kontrol grubu ile karsilastirmasmin, MDA ve GSH diizeylerindeki degisimlerin
yeterli dizeyde incelenmesini engelledigi kanisindayiz. Zira sunulan ¢alismada T/D grubu,
sham grubu ile karsilastirildiginda MDA dizeylerinin degismedigi, GSH dlzeylerinin
Onemsiz diizeyde azaldig1 belirlendi. T/D+DMSO
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grubunda, T/D grubu ile kiyaslandiginda, doku MDA duzeylerinin dnemli diizeyde diistiigi
gozlendi. Bu durum DMSO’nun diisiik dozlarinda bile (0,176 g/kg) antioksidan etkinlik
yapabildigini gostermesi agisindan Onemlidir. Ergun ve ark. (2010) 1.5 g/kg dozda
uyguladiklar1 DMSO’nun ovaryum torsiyon/detorsiyon hasarinda iyilestirici etkilerini
bildirmislerdir; torsiyon-detorsiyon gergeklestirdikleri gruba i.p 1,5 mg/kg dozda DMSO
uygulamis ve sadece torsiyon-detorsiyon sekillendirilen gruba gore hiperemi, intersitisyel
alandaki hemoraji ve polimorf niikleer hiicre infiltrasyonunun azaldigini belirtmis ancak
DMSO’nun olusan doku hasarini tamamen ortadan kaldiramadigini bildirmislerdir. Sunulan
caligmada her ne kadar Ergiin ve ark. (2010)’mn kullandig1 dozun yaklasik 1/8’1 duizeyinde
kullanilmis olsa da DMSO’nun antioksidan etkinliginin varhigindan s0z edilebilir. Diger
yandan Soyman ve ark. (2017) ratlarda ovaryum torsiyon ve detorsiyonu gergeklestirdikleri
gruplardan birine detorsiyondan 1 saat énce 0,3 ml %0,9 NaCl + 0,2 ml DMSO’yu i.p. olarak
uygulamis ve bu grupta folikiler dejenerasyon, hiperemi ve hemoraji gibi histopatolojik
hasar skorlarinin (p>0.05) sham grubuna gore yiksek oldugunu bildirmislerdir. Sunulan
calisma sonuglar1 Ergiin ve ark. (2010) ile uyumluluk gosterirken, Soyman ve ark.
(2017)’dan farkli olarak T/D+DMSO grubunda hiperemi ve hemoraji agisindan sham grubu
ile benzerlik gosterdigi tespit adilmis ayrica atretik folikil yogunlugunun da sham ve kontrol
hari¢ diger gruplara yakin oldugu goriilmiistiir.

DMSO’nun sunulan ¢alismada antioksidan etki gosterdigini diislinmemizi saglayan
bir diger bulgu da hem dokuda hem de plazmada GSH dizeylerinin, T/D+DMSO grubunda
T/D grubuna gore yiikselmis olmasidir.

Sunulan ¢aligmada T/D+rutin grubunda, T/D+DMSO grubu ile kiyaslandiginda,
MDA duzeylerinin degismedigi g6zlendi. DMSO icinde c¢ozlnddrilen rutinin, suda
cozinduralen rutin (Nayki ve ark. 2018)’e kiyasla daha iyi emilecegi varsayildiginda,
oldukga yiiksek bir dozda uygulandiginda, prooksidan bir etkinlik gdstermis olabilecegi ve
DMSO’nun bu etkiyi biraz da olsa engelledigi diisiiniilebilir. Flavonoidlerin doza bagli ve
tagidiklar1 hidroksil grubu sayisina gore antioksidan ve prooksidan oldugu bildirilmektedir;
yliksek dozlarda ve hidroksil sayisinin artigina bagli olarak prooksidan etkinliginin 6n plana
ciktig1 distinilmektedir (Jomova ve ark. 2019). Nayki ve ark. (2018), ovaryum torsiyon-
detorsiyonu gergeklestirilen ratlara i.p. 50 mg/kg rutin uygulamasi sonucunda hemorajinin
siddetinde ve dejenere folikullerin yogunlugunda azalma oldugunu ancak vaskuler

konjesyonda bir degisiklik olusmadigini bildirmislerdir. Sunulan ¢alismadaki
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T/D+rutin grubunda da benzer sekilde T/D grubuna kiyasla hemorajinin azaldigir ve
foliklllerde doku biitiinliigiiniin daha iyi oldugu goriilmiis ayrica hiperemi ve atretik folikil
acisindan T/D grubuna benzedigi tespit edilmistir. Diger yandan T/D+rutin grubunun
histolojik bulgular1 T/D+DMSO grubu ile benzerlik gostermistir. Ayrica T/D+rutin
grubunda doku GSH dizeyleri, T/D+DMSO grubu ile benzer olarak belirlendiginden,
rutinin uygulanan doz ve uygulama yoluyla prooksidan etkinlikgosterdigi diigiiniilmektedir.
Histolojik olarak da T/D+rutin grubunda, T/D+DMSO grubuna gore, hemoraji ve
hipereminin arttig1 gozlendiginden, rutinin uygulanan doz ve yontem ile ovaryum dokusu
Uzerinde iyilestirici etkinliginin oldugu sdylenememektedir. Yapilan literatiir taramalarinda
ovaryum torsiyon-detorsiyonunda rutinin kullanilmasi ile ilgili kaynaklarm kisith oldugu
goriilmiistiir. Bununla birlikte rutinin ovaryum doku hasar1 Uizerindeki koruyucu etkisi (Lins
ve ark. 2020) yaninda bobrek (Korkmaz ve Kolankaya 2010) ve testis (Wei ve ark. 2011)
torsiyon-detorsiyonunda kullanimi ile ilgili ¢alismalara da rastlanmistir. Rutinin ratlarda
testis T/D’u sonrasinda 30 mg/kg dozda, i.v., (¢ozlndirtcu belirtilmemis) uygulamasi, T/D
grubuna gore doku MDA dizeyini diisiirdigii, T/D grubunda diisen SOD ve CAT
aktivitelerini artirdigi, histopatolojik olarak doku hasarmi azalttigi (Wei ve ark. 2011)
bildirilmistir. Wistar albino ratlarda bobrek iskemi/reperflizyonu uygulamasinda (45 dakika
perflizyon, 3 saat reperflizyon) reperfizyondan 1 saat 6nce uygulanan 1 g/kg dozda serum
fizyolojik icinde ¢oziindlrllen rutin i.p. yolla uygulanmis ve I/R grubunda meydana gelen
artrms MDA ve azalmis GSH dlzeylerini tersine cevirerek histopatolojiyi diizelttigi
bildirilmistir (Korkmaz ve Kolankaya 2010). Yine ratlarda artritiste rutinin iyilestirici
etkinliginin ortaya konuldugu bir ¢alismada, rutin 80 mg/kg dozda serum fizyolojik icinde
i.p. yolla uygulanmistir (Guardia ve ark. 2001). Rutinin serum fizyolojik i¢inde ¢ok diisiik
diizeyde ¢oziindiigli disiiniilerek i.p. yolla emilen miktarmm 1 g/kg veya 80 mg/kg’in
oldukga altinda olabilecegi varsayilabilir.

Flavonoidlerin flavonon alt smifindan olan taksifolin (3,5,7,3,4-pentahidroksi
flavonon veya dihidrokuersetin) turunggiller ve soganda bol miktarda bulunan, antiradikal
ozellige sahip giiglii bir antioksidandir (Rice-Evans ve ark. 1996, Menaa ve ark. 2014,
Zhang ve ark. 2019). Taksifolinin antiinflamatuvar, kardiyoprotektif, antikanser ve

antioksidan etkileri rapor edilmistir (Itaya ve Igarashi 1992, Kuang ve ark. 2017).
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Sunulan bu g¢aligmada, antioksidan ve vazoprotektif etkileri de bulunan taksifolinin rat
ovaryum T/D hasarinda olasi iyilestirici etkileri arastirildi. Yapilan literatiir taramalarinda
taksifolinin ovaryum T ve T/D hasar1 lizerine olas iyilestirici etkilerinin ortaya konuldugu
sadece bir adet calismaya rastlanilds. Tlgili calismada Wistar albino ratlara 2 saat perfiizyon,
2 saat reperflizyon (torsiyon/detorsiyon) uygulamasi sonrasinda 50 mg/kg dozda oral yolla
taksifolin (Evalar Company, Russia, serum fizyolojik icinde) uygulanmistir (Kiremitli ve
ark. 2021). Calismada 3 grup olusturulmus; serum fizyolojik uygulanan sham grubu, 2 saat
torsiyon / 2 saat detorsiyon uygulanan grup (T/D) vetorsiyon+detorsiyon + taksifolin
uygulanan grup (T/D+taksifolin). Taksifolin anestezi uygulanmasmndan 1 saat Once
uygulanmis, ayni zaman i¢erisinde sham ve T/D gruplarina da serum fizyolojik oral yolla
verilmis ve deney sonunda ovaryumlar g¢ikarilmigtir. Calismada kontrol grubu
olusturulmamistir. Calismanin doku MDA bulgular: incelendiginde; T/D grubunda sham
grubuna gore MDA diizeyinin anlamli olarak arttig1 (p<0,001), taksifolin uygulanmasmin
artan MDA diizeyini azalttig1 (p<0,001) bildirilmistir. Calismanin doku total GSH diizeyleri
incelendiginde; T/D grubunda sham grubuna goére anlamli (p<0,001) bir azalma oldugu,
taksifolin uygulanmasinin T/D grubunagdre total GSH diizeyini anlamli olarak arttigini
bildirmislerdir. Ote yandan ¢alismada kontrol ve torsiyon gruplar1 olusturulmadigindan
anilan gruplardaki MDA ve GSH diizeylerindeki degisimler ortaya konulmamistir. Sunulan
calismada doku MDA diizeyleri incelendiginde T ve T/D gruplarinda sham grubuna gore
o6nemsiz, kontrol grubuna gore o6nemli bir artis dikkati ¢ekti (p<0,001). Calismada
T/D+DMSO grubunda sham, T ve T/D gruplarina gére doku MDA diizeyinin 6nemli
diizeyde azalmasi (p<0,001) DMSO’nun antioksidan etkisinin bir sonucu olarak karsimiza
¢ikmisti. DMSO’nun (1.5 mg/kg dozda, i.p.) ovaryum T/D modelinde antioksidan
etkinliginin arastirildigi ¢alismada (Ergiin ve ark.2010) T/D+DMSO grubunda ovaryum
MDA diizeylerinin, T/D grubuna gore 6nemsiz bir dists (p>0,05) gosterdigi, plazma MDA
diizeylerinin ise Onemli diizeyde (p<0,05) diislis gosterdigi bildirilmistir. Yine ayni
calismada doku NO diizeyleri 6nemli (p<0,05), plazma NO dizeyleri énemsiz duzeyde
diismiistiir. Sunulan ¢alismada bir ¢dziindiiriicii ajan olarakuygulanan DMSO’nun (0,176
mg/kg dozda, i.p.), T/D grubuna gére ovaryumda MDA dizeylerini énemli dizeyde
digiirdiigti, GSH duzeylerini 6nemli, GPx aktivitelerini 6nemsiz diizeyde artirdigi, NO
dizeylerini ise degistirmedigi belirlendi. Taksifolinin etkinligini arastirmak Uzere
olusturulan T/D+DMSO + taksifolin grubunda ise T/D+DMSO
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grubuna gore ovaryum ve plazmada MDA diizeylerinde 6nemsiz artisa, GSH diizeylerinde
onemli, GPx aktivitesinde dnemsiz diisiise neden olmasmin taksifolinin uygulanan doz ve
uygulama yontemi ile antioksidan bir 0zellik gostermedigini hatta prooksidan etkinlik
gosterdigini  diisiindiirmektedir. Histolojik bulgular degerlendirildiginde, taksifolinin
iyilestirici etkinliginden ziyade prooksidan bir etkinlik ile T/D+DMSO grubuna gore
hemorajiyi ve dokudaki hasar1 artirdigi gozlemlendi. Bu ¢alismada, DMSO iginde
¢cozindurulen ve i.p. yolla uygulanan taksifolinin ¢6ziinme ve emilim yoninden yuksek
dizeylerinin elde edildigi ve bdylece prooksidan bir etkinlik gosterdigi sonucuna varilabilir.
Taksifolinin yiksek dozlarda prooksidan olabilecegini bildiren literatiirler bulunmaktadir
(Dickancaite ve ark. 1998, Jomova ve ark. 2019). Kiremitli ve ark. (2021) ratlarda ovaryum
torsiyon-detorsiyonu olusturduktan sonra oral yolla 50 mg/kg taksifolin uygulamasi
sonrasinda Taksifolin verilen grubun sadece torsiyon-detorsiyon olusturduklarigruba gore
ovaryumun korteks ve medullasinda belirgin diizelme gdsterdigini, hiperemininhafifledigini
ve normal folikiiler yapi1 ile gelisen folikiil sayisinda artis oldugunu, ancak atretik
foliktllerde ve korpus luteumda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigini
bildirmislerdir. Ratlarda yapilan farkli bir ¢alismada Ince ve ark. (2021) antipsikotik
Ozellikteki klozapin ve haloperidol etken maddelerinin oksidatif stres sonucu ovaryumda
olusturdugu iireme bozuklugu iizerine taksifolinin koruyucu etkisini incelemisler ve bu
antioksidan maddenin primordiyal, primer ve sekonder folikiillerde meydana gelen siddetli
dejenerasyon ile vakuolizasyonu azalttigini bildirmislerdir. Bununla birlikte taksifolinin
ovaryum Uzerindeki etkisini inceleyen ¢alismalar oldukc¢a sinirli kalmistir ancak taksifolinin
mide hasarina (Cimen 2020), karaciger (Eken ve Kurnaz 2019), miyokardiyal (Tang ve ark.
2019) ve bobrek iskemi reperfiizyon hasarma (Balci ve ark 2019) kars1 koruyucu etkisini
bildiren histopatolojik ¢aligmalar literatiirlerde yer almaktadir.

Diger organ T/D modellerinde, taksifolinin iyilestirici etkinlikleri bildirilmistir;
Wistar albino erkek rat bobreklerinde olusturulan T/D hasarinda (1 saat T, 6 saat D),
anesteziden 1 saat dnce uygulanan taksifolinin (50 mg/kg, distile su icinde, oral yolla)
doku MDA diizeylerini azalttigi, (p<0,001), GSH diizeylerini artirdigi, histopatolojik
olarak vaskiler dilatasyon, kanama ve glomiler hasar1 iyilestirdigi bildirilmistir (Balc1
ve ark. 2019). Erkek rat miyokardinda olusturulan I/R hasarinda (30 dakika torsiyon, 60
dakika detorsiyon) doku GPx aktiviteleri incelendiginde I/R grubunda sham grubuna gore
anlamli azalma oldugu (p<0,01), I/R + 5uM taksifolin (p<0,05) ve I/R+ 15uM
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taksifolin (p<0,01) gruplarmin GPx aktivite diizeylerinde I/R grubuna goére anlamli bir
artis oldugu ifade edilmistir. Calismanin doku MDA dizeyleri incelendiginde I/R
grubunda sham grubuna gore anlamli bir artis oldugu (p<0,01) , I/R + 5uM taksifolin ve
I/R+ 15uM taksifolin gruplarinda I/R grubuna gore anlamli bir azalma oldugu
belirtilmistir (p<0,01). Ayni ¢alismada doku SOD aktivitelerine bakildiginda I/R grubunda
sham grubuna gore anlamli azalma oldugu (p<0,01) 6te yandan I/R + 5uM taksifolin
(p<0,05) ve I/R+ 15uM taksifolin (p<0,01) gruplarinin SOD aktivite dizeylerinin I/R
grubuna gore anlamli olarak artirdigr ifade edilmistir. Histopatolojik bulgu
degerlendirilmesinde ise I/R grubunda goriilen hasarm I/R+ 15uM taksifolin grubunda
anlamli olarak diizeltildigi bildirilmistir (Tang ve ark. 2019). Wistar albino erkek ratlarda
yapilan bir baska c¢alismada karacigerde T/D ile olusturulan (1 saat torsiyon, 6 saat
detorsiyon) I/R hasarinda doku MDA diizeylerinde sham grubuna gore I/R grubunda
anlamli bir artis oldugu (p<0,001), I/R + taksifolin grubunda (50 mg/kg uygulama yolu
belirtilmemistir) I/R grubuna gére anlamli bir diisiis oldugu ifade edilmistir (p<0,001).
Calismada doku GSH diizeyleri incelendiginde I/R grubunda sham grubuna gére anlaml
bir artis oldugu (p<0,001), I/R + taksifolin grubunda I/R grubuna gore anlaml bir artis
oldugu ifade belirtilmistir (p<0,001). Aymi ¢alismanin histopatolojik bulgu
degerlendirilmesinde I/R ile olusan hasarin taksifolin uygulamasiylaanlamli olacak sekilde
azaldig1 bildirilmistir (Eken ve Kurnaz 2019).

Sunulan ¢aligmada taksifolinin ovaryum T ve T/D hasarindaki etkileri, taksifolinin
suda ¢Oziinmesinin ¢ok diisiik olmasi (Radaeva ve ark. 1997, Chernukha ve ark. 2009),
dolayisiyla emiliminin ve organizma tarafindan kullanimmin yavas olmasi (Shikov ve ark.
2009, Zinchenko ve ark. 2011) nedeniyle i.p. yolla ilk kez ortayakonuldu ve taksifolini
¢ozlindirme amagli olarak DMSO kullanildi.
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6. SONUC

Calismada taksifolin ve rutinin DMSO iginde ¢Ozundurtlerek emilim dizeyinin
yiikseldigi ve diger arastiricilarin uygulama dozlarmma gore (%0.9°’luk NaCl veya su
icerisinde ¢oziindiiriildiigiinde) oldukca yiiksek dozlara ulastigi ve prooksidan bir etkinlik
gosterdikleri diistintilmektedir. Ayrica, DMSO’nun uygulanan dozunda (0,176 mg/kg, i.p.)
ovaryum T/D hasari iizerinde iyilestirici etkileri hem biyokimyasal hem de histolojik
olarak ortaya konuldu. Ovaryum T/D hasar1 tizerine antioksidan etkinlikli maddelerin
etkileri ¢alisilirken, etken maddenin ¢oziindiiriildiigii ¢oziiciiniin kimyasal 6zellikleri ile
antioksidanin  verilme yonteminin, etkinligini ©6nemli dlzeyde degistirebildigi
diistiniilmektedir. Antioksidan molekiillerin yiiksek dozlarda prooksidan etkinlik

gosterebilecegi dikkate alinmalhidir.
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