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ii. ONSOZ

Reaktif oksijen tiirlerinin testis dokusunda iskemi-reperfiizyon hasarina
karistig1 bilinmektedir. Testis torsiyon-detorsiyonu testis dokusunun kaybina kadar
varan sonuglara neden olabilmektedir. Sentetik bir flavonoid olan ve daha 6nceki
calismalarda kalp ve beyin iskemisinde koruyucu etkilere sahip oldugu belirlenen ve
koroner iskemide 1 haftaya kadar koruyucu etkileri oldugu tespit edilen 3'4'-
dyhydroxyflavon’un (DiOHF) deneysel testis torsiyon-detorsiyonunda daha onceki
calismalarda kullanilmadigi mevcut literatiirden bilinmektedir.

Bu nedenle DiOHF’nin testis torsiyon-detorsiyonunda korucu etkilere sahip
olup olmadigint belirlemek bu dokunun maruz kaldig1 torsiyon-detorsiyona karst
korunmasinda 6nemli olacaktir.

Mevcut calisma Selcuk Universitesi Bilimsel Arastirma Programi (BAP)
Koordinatorliigii tarafindan 10202046 nolu proje olarak desteklenmistir.

Tez caligmam sirasinda her tiirlii bilimsel destegini ve katkisini gordiigiim
danigsman hocam Prof. Dr. Rasim Mogulko¢’a tesekkiirii bir bor¢ bilirim. Ayrica
calisma sirasinda her tiirlii yardimlarindan dolayr S.U. Selguklu Tip Fakiiltesinden
Dr. Abdullah Sivrikaya’ya ve Selguklu Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali
Bagkani sayin Prof. Dr. Abdiilkerim Kasim Baltacit ve ¢alismamin histopatolojik
kismindaki yardimlarindan dolay1 S.U. Meram Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali
Ogretim liyesi Prof. Dr. Mustafa Cihat Avunduk’a tesekkiir ederim.

Beni diinyaya getiren, sevgisini, sabrint hi¢bir zaman esirgemeyen kalbimin
yarisi olan biricik annem NILIFER SULTANA yani benim hayatta nefes alip
vermemi zorluklar karsisinda dimdik ayakta durmami saglayan esi benzeri olmayan
enerji kaynagim canim annem ve diger yarisina sahip olan benim i¢in tereddiitsiiz her
seyl goze alan, ceplerindeki son harclia kadar hig birsey diisiinmeden bana yollayan
biricik ablalarim DENIZ ve DERYA yani benim kiigiik annelerim yaptiklar1 her sey
icin sonsuz tesekkiirler ederim. Kulu’da ikinci bir ailem olan SAHIN ve SERIFE

ALP ailesine siikranlarimi sunarim.
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1. GIRIS

Aerobik metabolizma i¢in dokulara kan saglayan damarlarin, bir piht1 veya
mekanik etkenle tikanmasi sonucu dokunun beslenmesinin bozulmasina iskemi
denir (Schaller ve Graf 2004). iskemi, hiicre enerji diizeyinin diismesine ve toksik
metabolitlerin dokuda birikimine yol agarak, hiicrede fonksiyon bozukluguna ve
sonrasinda hiicre 6liimiine kadar gidebilen bir dizi biyokimyasal reaksiyonu baslatir.
Doku kanlanmasinin ilaglarla veya mekanik miidahalelerle yeniden saglanmasina
reperfiizyon denir. Iskemi-reperfiizyon (IR) hasari, hipoksiye maruz kalan organin
tekrar oksijenlenmesinin ardindan ortaya ¢ikan hiicresel zedelenmedir. Reperfiizyon
hasarinin daha fazla olmasi iskemi esnasinda olusan hasarin birikmis etkisinden
ziyade reperflizyon esnasinda yeniden oksijenlenme sebebiyledir. Serbest radikaller
tarafindan olusturulan oksidatif stres organ hasarinin sebebi olarak bilinir (Sasaki ve

John 2007)

Iskemi doku hasarina sebep olurken sasirtic1 bir sekilde reperfiizyon sonucu
meydana gelen hasar daha fazladir. Oysa dokularda kan akiminin tekrar baglamasi
sonucu iskemik dokuda bir iyilesme olmasi beklenir (Khalil ve ark 2000).
Reperfiizyon hasar ilk olarak 1960’11 yillarda tanimlanmis, iskemiyi takiben gelisen
reperfiizyon hasarinin asidoz, sistemik sok ve subendotelyal hemorojik nekrozla

iliskili oldugu gosterilmistir (Baue ve McClerkin 1965).

Hem iskemi hem de reperfiizyon degisik klinik durumlarda meydana geldigi
icin Onemlidir. Inme, organ nakli ve dolasim soku doku hipoksisine en iyi
orneklerdir. Iskemi sonras1 meydana gelen durumlar morbitide ve mortalitenin en
yaygin sebebidir. Hipoksi esnasinda meydana gelen sitoiskeletal degisiklikler
muhtemelen epitelyal ve endotelyal permeabiliteyi degistirir. Serbest radikaller-
superoksid, hidroksil, peroksinitrit-iskemi esnasinda tespit edilmistir ve iskemi
sonrast olugan hasar1 kismen aciklar. Ancak hem reaktif oksijen tiirleri (ROS) hem
de reaktif nitrojen tiirlerinin (RNS) fizyolojik Onemi, posthipoksik hiicrelerde
iletisim stireglerini etkileyebilmesi ve ROS‘un apoptozis ve nekrozisde programli
hiicre 6liimiinii baslatabilmesidir. ROS ‘un farkli kaynaklar1 mevcuttur ve bunlar
iskemi-reperfiizyon esnasinda asir1 derecede reaktif tiirleri iiretirler (Li ve Jackson
2002).



ISKEMININ HUCRESEL ETKILERI (Collard ve Gelman 2001)

Membran potansiyelinin degismesi

Iyon dengesinin bozulmas: (hiicre i¢i kalsiyum/sodyum oraninin artmasi)

Hiicrenin sismesi

Hiicre iskeletinde bozulmalar

Hipoksantin miktarinda artis

ATP’de azalma

Fosfokreatin miktarinda azalma

Glutatyon miktarinda azalma

Hiicresel asidoz

Iskemi reperfiizyon; kalsiyum sarji, oksidan stres, metabolit birikimi ve
enerji tilkkenmesini iceren karigik bir olaylar biitiiniidiir. Hasarin boyutu bu
degisikliklerin biiyiikliigiine baglidir. Iskemi esnasinda oksijen kayb1 ile
mitokondriyal ATP iiretimi aniden kesilir ve bu durum kompennsatuar bir
mekanizma olarak anaerobik glikoliz artigini tetikler. Sonug olarak hidrojen iyonlar
ve laktik asit birikir, sonunda glikoliz inhibe edilir ve bu olaylari hepsi enerji

tilkenmesine yol acar.
1.1. iskemi - Reperfiizyon

Arteriyel ya da vendz kan akimi azalmasina bagli organ ve dokunun yetersiz
perflizyonu sonucu bu doku veya organlarin oksijenden yoksun kalmasi seklinde
tanimlanan iskemi, hiicresel enerji depolarinin bosalmasi ve toksik metabolitlerin
birikmesi sonucunda hiicre 6liimiine yol agmaktadir. iskemik dokuya hem hiicrenin
rejenerasyonu, hem de toksik metabolitlerin temizlenmesi i¢in yeniden kan akimi
gerekir. Ancak, iskemik dokunun reperfiizyonu dokuda paradoksal olarak sadece
iskemi ile olusan hasara gore ¢ok daha ciddi bir hasara yol agar (Rabinowitz ve
Hulbert 1995). Reperfiizyon doneminde gozlenen hasarda, hiicre igine molekiiler

oksijen girisi ile hizla olusan serbest oksijen radikal (SOR) tiirevleri basta olmak



tizere birgok mekanizma rol oynamaktadir. Reperfiizyon hasarina en fazla duyarl
olan hiicresel yapilar, zar lipitleri, proteinler, niikleik asitler ve deoksiriboniikleik

asit molekiilleridir (Anderson ve Williams 1990).

Iskemik donemde hiicrede metabolik ve yapisal degisiklikler meydana gelir.
Dokuya gelen kan akiminin kesilmesi ile hiicresel oksidatif fosforilasyon azalir ve
adenozin 5’-trifosfat ve fosfokreatin gibi yiiksek enerjili fosfat sentezi azalir (Barada
ve ark. 1989). Hiicrede enerji depolarimin bosalmasi ile hiicre zarinda bulunan
Na+ K+-ATP az pompasi inhibe olur. Sonugta hiicre icinde Na® ve Ca’™ iyon
konsantrasyonlar: artar (Krarup 1978). Hiicre icinde Ca** iyon konsantrasyonunun
artis1 hiicre igin sitotoksiktir (Mogilner ve ark 2006). Nitekim yine bu donemde
hiicrede iyon konsantrasyonunun degisimi ile proinflamatuar sitokinlerin ve 16kosit
adhezyon molekiillerinin yapiminda artig, buna karsilik antioksidan enzimlerin
olusumunda azalma olur. Bu durum hiicreyi reperfiizyon donemindeki hasara karsi
dayaniksiz kilar. Iskemi déneminde ATP iiretimi durdugu halde kullanimi devam
ettigi icin ATP’den AMP ve adenozin olusur. Adenozin, hizla hiicre disina diffiize
olarak inozin ve hipoksantine pargalanir. Dolayisiyla, iskemi sonucu yiiksek enerjili
fosfat bilesiklerinin (ATP) yikimi, dokuda ksantin ve hipoksantin gibi piirin
metabolitlerinin birikimine ve ksantin dehidrojenazin (KDH) ksantin oksidaza (KO)
doniisiimiine yol agar. Normal sartlarda hipoksantin iirik asite metabolize olur ve bu
reaksiyonda elektron alict NAD+ (nikotinamid adenin diniikleotidin okside formu)
dir. Ancak hipoksi ya da iskemi nedeniyle KDH — KO’a doniistiigiinden
hipoksantinin {irik asite doniisiimii KO tarafindan gergeklesir ve bu reaksiyonda ise

elektron alict olarak molekiiler oksijen kullanilir (Lysiak ve ark 2002).

Normal sartlarda:

Hipoksantin KDH (NAD+ yi kullanarak) —— Ksantin ve iirik asit
Iskemide:
ATP pargalanir AMP ve ADENOZIN

ADENOZIN hiicre digina geger— inozin ve hipoksantin

AMP

Hipoksantin



KDH KO

Reperfiizyon ile:

Hipoksantin Ksantin KO (02’1 kullanarak)+ Ksantin O,

Ksantin + 20, + H,O —— Urik asit + 05 + H,0,

Iskemi-reperfiizyon (I/R) hasarinin fizyopatolojisi ile ilgili ¢esitli faktdrler
ileri stirilmiistiir. Bunlar birbiriyle iliskileri karmasik, hiicresel ve humoral olaylar

serisidir (Filho ve ark 2004).

Ozellikle; serbest oksijen radikalleri, polimorf niiveli 16kositler (PMNL),
kompleman sistemi, endotel hiicreleri olmak tizere baslica dort faktor hasarin

nedenleri arasinda yer almaktadir (Prillaman ve Turner 1997).
1.1.2. iskemi-Reperfiizyon Hasar1 Nasil Gozlenir?

Kisa iskemik ataklar miyositler tarafindan tolere edilirler, belirgin bir hasar
olusmaz. Ornegin, kopeklerde 15 dakika’ya kadar olan total proksimal koroner
tikanmalar, reversibl hasara yol agar. 15 dakika’dan fazla siiren iskemik durumlar
geri  donlistimsiizdiir. Kisa iskemik periyodlarda kalp kasinda, kontraktil
fonksiyonda bozulmalar gozlenebildigi gibi uzamis iskemik periyodlarda ise

nekroza kadar giden hasar olusur (Kloner ve ark 2001a, 2001b).
1.1.3. Iskemik Onkosullama

Iskemik &nkogsullama hiicre veya dokularin iskemi ve reperfiizyona kisa
siireli maruz kalmasi ve sonrasinda daha uzun siireli iskemi ile olusan doku
hasarinda belirgin olarak azalma olusturan bir fenomendir (Murry ve ark 1986).
Iskemik &nkosullama ilk kez 1986 yilinda Murry ve arkadaslar tarafindan kdpek
miyokardinda gosterilmistir (Murry ve ark 1986). Miyokardiyal iskemik
onkosullamanin gosterilmesinden sonra yapilan caligmalar bu fenomenin beyin,
spinal kord, iskelet kasi ve karaciger gibi organlarda da olusabilecegi bildirilmistir
(Chen ve ark 1996, Matsuyama ve ark 1997). Iskemik dnkosullamanin akcigerde de
koruyucu etki yapabilecegini gosteren ¢alismalar vardir (Featherstone ve ark 2000,
Neely ve Keith 2000).



Iskemik &nkosullamay1 uyarabilmek icin gereken iskemik tekrarlar tiire ve
organ sistemine gore degisiklik gdstermektedir (Hawaleshka ve Jacobsohn, 1998).
Sican, tavsan, kopek ve insan kalbi i¢in literatiirde iskemik onkosullama olusturan
farklh sayida iskemik tekrar protokolleri bulunmaktadir (Cohen ve ark 1991, Liu ve
Downey 1992, Murry ve ark 1986). Iskemik &nkosullamanmn erken déneminde
olusan koruyucu etkinin siiresi de tiire 6zgii olarak degisiklik gostermektedir.
Kalpteki bu koruyucu etki tavsanda 30 dakikalik reperfiizyonu takiben sonlanirken
(Van Winkle ve ark 1991), bu siirenin siganlarda bir saat (Li ve ark 1992),
kopeklerde ise iki saat oldugu bildirilmistir (Murry ve ark 1991). Iskemik
onkosullamanin ge¢ donemdeki koruyucu etkisinin ortaya ¢ikmasi i¢in gereken
zamanin da tiirler arasinda farklilik gosterdigi diistiniilmektedir (Chen ve ark 1996,

Marber ve ark 1993).
1.1.3.1. Onkosullama Mekanizmalar

Iskemik  &nkosullamanin  deneysel olarak  gdsterilmesini  takiben
mekanizmasmin aydinlatilmasina yonelik pek ¢ok calisma yapilmustir. Iskemik
Oonkosullamada temel miyokardial koruma yollarindan birinin artmis adenosin
iiretimi ile beraber A1l reseptorlerinin aktivasyonu oldugu gosterilmistir (Lawson ve
Downey 1993, Auchampach ve Gross 1993). Tavsan kalbinde tekrarlanan dozlarda
(100 pg. kg-1) spesifik Al agonisti 2-kloro-N(6)-siklopentil-adenozin (CCPA) ile
onkosullama olusturulan bir caligmada iskemi-reperfiizyon sonucu olusan infark

alaninda %42’lik bir azalma oldugu bildirilmistir (Dana ve ark 1998).

Kalpte, iskemi sirasinda endojen nitrik oksit (NO) {iretiminin arttig
bilinmektedir (Zweier ve ark 1995). NO’nun kalbi reperfiizyon hasarindan korudugu
(Nakanishi ve ark 1992, Williams ve ark 1995) ya da iskemik 6nkosullamanin geg
fazinda infarktiise karst1 korumada Onemli rol oynadigimi gdsteren ¢aligmalar
bulunmaktadir (Bolli ve ark 1997, 1998). NO’nun iskemik Onkosullamada
miyokardin korunmasinda énemli bir rol oynayabilecegi deneysel olarak sentezinin

engellenmesi yoluyla da arastirilmigtir.
1.1.3.2. iskemi-Reperfiizyon Hasarina Kars1 Savunma Mekanizmalari

Iskemi-reperfiizyon hasarin1 énlemek amaciyla ¢ok sayida deneysel calisma
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yapilmistir. Iskemi-reperfiizyonun fizyopatolojisinde serbest oksidan radikalleri
onemli bir yer tuttugu i¢in ¢alismalar daha ¢ok bu yondedir. Serbest radikaller tiim
biyolojik maddelerle 6zellikle proteinler, polisakkaritler, niikleik asitler ve ¢oklu
doymamis yag asitleri ile reaksiyona girerler. Ozellikle hidroksil radikalleri hiicre
zarindaki lipidlerin peroksidasyonuna neden olarak hiicrenin yapisinin bozulmasina
neden olur. Son iiriinlerden olan malondialdehit (MDA) lipid peroksidasyonunun
gostergesi olarak kullanilir. Lipid radikalleri olusmasi, zar lipid yapisinda
degisikliklere ve zar islevinin bozulmasina neden olmaktadir. Hiicre i¢i kalsiyumun
artmasi ile baslayan ve radikallerin enzimler ve diger hiicre elemanlarina etkisi ile
olusan sitotoksik tirlinler hiicreyi 6lime kadar gotiiren siireci bagslatir. Hiicrenin
kendini korumak igin gelistirdigi mekanizmalara antioksidan mekanizmalar denir.
Bunlar; serbest radikallerin iiretiminin inhibisyonu, nétrofillerin inhibisyonu, serbest
radikallerin stipiirilmesi, antioksidan enzimler, iskemik 6n kosullanma ve hipotermi
seklindedir.

Vitamin E, vitamin C, beta karoten gibi vitaminler siiperoksit, hidroksil ve
lipid peroksit radikallerini tutma O6zelligine sahiptir. Siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz, glutatyon peroksidaz gibi enzimler, allopurinol gibi metal baglayan
proteinler ve dimetil siilfoksit ve desferoksamin gibi birgok ajan oksijen
radikallerinin olusumunu azaltarak radikallerin yiikseltgen olmalarini engeller ya da

DNA onarim mekanizmalarin artirarak antioksidan etki gosterirler(Taskinlar 2006 ).
1.1.4. Testis Torsiyonu

Testis torsiyonu, spermatik kord ve yapilarinin kendi etrafinda donmesiyle
olusan ve cocuklarda acil cerrahi girisim gerektiren 6nemli bir iirolojik sorundur.
Saglikli tek testisin bile, fertilizasyon i¢in sorun olusturmadig: bilindigi halde, tek
tarafl1 testis torsiyonu olgularinin uzun siireli izlemlerinde, %25 oraninda infertilite
ve %90’a varan anormal sperm analiz sonuglari, tek tarafli testis torsiyonunun karsi
testistede histolojik ve hemodinamik degisikliklere neden oldugunu desteklemistir.
Puberte doneminde daha yaygin olmakla birlikte her yasta gozlenebilen, torsiyonun
derecesi ve siiresi arttikca testikiiler fonksiyonlarda bozulmaya yol acan, acil bir

tirolojik problem olarak ortaya ¢ikar (Barada ve ark 1989).

25 yasindan geng erkeklerdeki insidansi 1/4000°dir. Bagarili bir cerrahi
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girisime karsin bu hastalarin  %40-60’inda testikiiler atrofi ve infertilite

gelismektedir (Krarup 1978).

Testikiiler torsiyon-detorsiyon (T/D) nedeniyle olusan iskemi ve reperfiizyon
(I/R) testikiiler hasara neden olmaktadir. Iskemi sirasinda oksijen miktarmin
metabolik ihtiyaglara oranla diisiik seviyede olmasi, hiicresel enerji depolarindaki
azalma ve toksik metabolitlerin birikimine bagli olarak germ hiicre Oliimii
gerceklesir (Palmer ve ark 1997). Reperfiizyon sathasinda hem reaktif oksijen
radikallerinde (ROS) (baslica hidroksil radikalleri ve siiperoksit anyonlart olmak
tizere) hem de reaktif nitrojen tiirevlerinde (RNS) (baslica nitrik oksit (NO) ve onun
peroksinitrit gibi toksik metabolitlerinde olmak tizere) ciddi artis olur (Lysiak ve ark
2002, Mogilner ve ark 2006) .

Bu serbest radikaller mitokondri ve hiicre membranindaki lipidlerin
peroksidasyonu yoluyla membran gecirgenliginde artisa veya membran
biitiinliiglinde bozulmaya neden olur. Sonugta iskemi nedeniyle olusan germ hiicre

hasar1 daha da artar (Mogilner ve ark 2006).

Torsiyon sonrasi testikiiler hasarin gelismesinde iskemi ve bunu izleyen re-
perflizyon sirasinda ortaya ¢ikan serbest oksijen radikallerinin (SOR) etkili oldugu
bilinmektedir.  Serbest oksijen radikalleri hiicre = membranlarinda lipid
peroksidasyonuna yol agarak proteinleri denatiire eder ve hiicre harabiyetine neden
olur (Filho ve ark. 2004). Bu harabiyeti siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
peroksidaz gibi endojen antioksidanlar azaltmaktadir (Akgiil ve ark. 1994).

1.1.5. Lipid Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu, membranlarda bulunan poliansatiire yag asitlerinin
(PUFA) serbest oksijen radikalleri tarafindan peroksitler, alkoller, aldehitler gibi
cesitli triinlere yikilmasi reaksiyonudur. Lipid hidroperoksitleri yikildiginda ¢ogu
biyolojik olarak aktif olan aldehidler olusurlar. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde
metabolize edilirler veya baslangictaki etki alanlarindan diffuze olup hiicrenin diger
boliimlerine hasar1 yayarlar, boylece bir¢ok hastaliga ve doku hasarina sebep olurlar

(Halliwell 1991).

Katalaz hidrojen peroksidi (H20,) oksijen ve suya parcalar. Birgok hastalikta
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ornegin kanser, Down sendromu ve anemide serumda katalaz aktivitesinin degistigi

bildirilmistir (Laurie ve Kaplowitz 1991).
1.1.6. Oksidan ve Antioksidan Mekanizmalar
1.1.6.1. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz (GPx), hidroperoksidlerin indirgenmesinden sorumlu
sitozolik bir enzimdir. Eritrositlerde GSH-Px oksidant strese karsi en etkili
antioksidant olup fagositik hiicrelerde de onemli fonksiyonlar1 vardir (Lunec, ve
Blake 1990). Fasciola hepatica (F. hepatica)’da katalaz, GPx ve nikotinamid adenin
diniikleotid (NAD) fosfat bagli glutatyon rediiktaz aktivitesine rastlanilmamistir.
Diisiik seviyelerde nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADP) bagl glutatyon

rediiktaz ve stiperoksid dismutaz aktivitesine rastlanilmamustir (Barrett 1980).
1.1.6.2. Nitrik Oksit

Otokrin ve parakrin bir hiicresel ajan olan NO, normal fizyolojik kosullar ile
bir¢cok patofizyolojik durumda homeostazin siirdiiriilmesinde 6nemli bir etkendir.
Memelilerde nitrik oksidin varligi ilk kez 1916 yilinda gosterilmis, 1985°de aktive
olmus makrofajlarin NO saldig1 bulunmustur (Davies ve ark 1995). Sonrasinda NO
sentezi i¢in L-argininin 6ncii madde oldugu ve NO sentezinin inhibisyonu i¢in L-
arginin bazli hem analoglarinin kullanilabilecegi gosterilmistir. Endotel kaynakli
vazodilator faktoriin NO oldugu belirlendikten sonra bu molekiiliin beyin ve daha
bir¢ok hiicre ve organ sistemlerinde lretilerek fizyolojik ve patofizyolojik olaylarda

etkili oldugu ileri siiriilmiistiir (Davies ve ark 1995).

Nitrik oksit, L-argininden sitrulin olusumu sirasinda, L-argininin guanidin
nitrojen grubunun hidroksilasyonu ile olusan ara iirlindiir. Bu reaksiyon bir dizi
nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi tarafindan katalize edilir. Nitrik oksit sentaz
enzimleri, yapisal nitrik oksit sentaz (cNOS) ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
(iNOS) olmak iizere iki ana gruba ayrilir. Yapisal NOS vaskiiler endotelde,
noronlarda ve trombositlerde bulunur (Sarela ve Mathie 1996). Noronlarda bulunan,
noronal nitrik oksit sentaz (nNOS), endotel hiicrelerinde bulunan endoteliyal nitrik
oksit sentaz (eNOS) adini alir. Indiiklenebilir NOS kardiyomiyositler, hepatositler,

noronlar, mikroglial hiicreler, notrofiller, vaskiiler endotel ve diiz kas hiicrelerinde
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bulunur. Yapisal NOS tarafindan yapilan nitrik oksit, hiicreler arast ve hiicre i¢i
haberlesmede rol oynar. Yapisal NOS enzimleri, ortamdaki kalsiyum
konsantrasyonlarinin artisindan etkilenirken iINOS etkilenmez (Lincoln ve ark 1997).
Yapisal NOS c¢esitli organ sistemleri i¢in bazal seviyelerde gereklidir (Sarela ve

Mathie 1996).

Nitrik oksit, suda ve yagda ¢6ziinebilen, soliisyon i¢inde yarilanma 6mrii 30
saniye olan, nitrit ve nitrata okside olabilen renksiz ve sabit bir gazdir (Davies ve
ark 1995). Tiol gruplar ile reaksiyona girerek gerektigi zamanlarda kullanilmak
tizere depolanir (Davies ve ark 1995, MacMicking ve ark 1997). Nitrik oksit,
pankreasin asiner hiicrelerinde guanozin 3,5-siklik monofosfat (cGMP) sentezini
diizenler (Gukovskaya ve Pandol 1994). Guanozin 3,5-siklik monofosfat, bobrekler
ile beyinde atrial natritiretik faktor, diiz kaslarin gevsemesi, retinada
fototransdiiksiyon ve enterotoksinlerle iligkili olarak ince bagirsaga sivi salinimin
etkiler (Davies ve ark 1995). Arterlerde venlerden daha fazla NO fiiretilir (Moncada
ve Higgs 2002). Nitrik oksit demir siilflir igeren ve trikarboksilik asit siklusunun
enzimi olan cis-akonitaz ile gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenazin tiyol (SH)
gruplarma baglanir (Davies ve ark 1995). Normal fizyolojik kosullarda NO
konsantrasyonlar1 100-500 nM diizeylerinde iken endotoksin, gama-interferon, IL-1,
TNF-alfa gibi ajanlarla iNOS’un tetiklenmesi sonucunda diizeyleri yaklagik 10 kat
artar. Hastalik ve sonuglarina bagl olarak NO zararl veya yararl etkiler gosterebilir

(Eiserich ve ark 1998).

Nitrik oksidin serbest oksijen radikalleriyle etkilesimi ve antioksidan
ozellikleri 1ile ilgili arastirmalardan elde edilen sonuglar celiskilidir. Aktif
makrofajlarin mikrosidal aktivitelerini NO araciligiyla gosterdikleri ileri siiriilmekle
birlikte, dogru mediatoriin NO’dan firetilen nitrojen dioksit (NOy) gibi ikincil bir
oksidan madde olabilecegi diisiiniilmektedir (Kalff ve ark 1999). Ortamda oksijen
varsa NO’dan NO, ve iki elektronlu oksidanlar olan N,Osz ile N,O4 olusur.
Stiperoksidi bagladigr icin NO’nun serbest radikalleri temizleyen koruyucu bir
faktor oldugu diisiiniilmektedir. Siiperoksit ile NO reaksiyonunun {iriinii olan
peroksinitrit (ONOQO") ise giliglii ve yarllanma Omrii uzun bir oksidandir.
Organizmada peroksinitrit, hidroksil radikali gibi davranan hidroksinitrite

(HOONO) doniisiir. Peroksinitritin pargalanmasiyla yiiksek konsantrasyonlarda NO,
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olusur (Kalff ve ark 1999). Bu reaktif nitrojen bilesikleri lipidler, DNA, tioller,
amino asitler ve metallerle reaksiyona girerek enzim fonksiyonlarmi bozar,
membran biitiinliigiine zarar verir ve DNA mutasyonuna neden olabilir (Eiserich ve
ark. 1998). Bunlarin sonucunda lipid peroksidasyonu baslar (Kuo PC ve Schroeder
1995).

Yapilan deneysel ¢alismalarda NO’nun besin alimi, 6giin sayisi ve siiresi gibi
beslenme davraniglari tizerinde olumlu etkileri oldugu da gosterilmistir. Genetik
obesite disinda saglikli kemirgenlerde, uzun siire nitrik oksit sentezi inhibe
edildiginde anoreksiya gelismistir. Bu hayvanlara L-arginin verildiginde istah ve

besin alim1 artmistir (Janero 2001).

Artmus nitrik oksit aktivitesi ile iliskili olan bazi hastaliklar sunlardir: septik
sok, reperfiizyon hasari, gastro6zofageal refli, lilseratif kolit, diabetes mellitus, graft
versus host reaksiyonu ve allograft rejeksiyonu (Sarela ve Mathie 1996). Ote
yandan, iskemik hasar, hipertansiyon, ateroskleroz ve vaskiilopatiler, akalazya,
dogustan pilor stenozu ve Hirschsprung hastaliginda da NO aktivitesinin azaldigi

gosterilmistir.
1.1.6.3. Malondialdehid (MDA)

Oksijen radikalleri tiim lipid yapilarda yikici etkilere sahiptir, ancak, hiicresel
yikimlanma membrandan daha belirgindir. Lipid peroksidasyonun son iiriini MDA
olarak tanimlanir. MDA lipid peroksidasyonun giivenilir bir gostergesi olarak
dikkate almir (Tsai ve ark 1993). Farkli dokulardaki iskemi-reperfiizyon
caligmalarinda oksidatif hasarin gostergesi olarak kan ve dokudaki MDA diizeyleri
calisilmis olup bu dokulardan bir tanesi de testis dokusudur (Zhang ve ark 2011).
Azizollazi ve ark’nin (2011) gergeklestirdigi bir arastirmada testis iskemi-
reperfiizyonunda serum MDA seviyelerinin arttigini rapor etmislerdir. Benzer sekilde
bagka bir arastirma grubu tarafindan yapilan ¢aligmada da iskemik testiste MDA
seviyelerinin kontrol grubundan oOnemli sekilde yiiksek oldugu belirlenmistir

(Tsounapi ve ark 2011).
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1.1.6.4. Glutatyon (GSH)

Glutatyon hiicreleri oksidan hasara karsi koruyan hiicre i¢indeki en onemli
antioksidan bilesiktir. Karaciger basta olmak iizere pek ¢cok dokuda glutamat, sistein
ve glisinden sentezlenir. Proteinlerdeki siilfidril gruplarini rediikte halde tutar ve
oksidasyona kars1 korur. Boylece fonksiyonel proteinlerin inaktivasyonunu engeller
(Ross 1988). Organizmada antioksidan savunmanin 6nemli elemanlarindan birisi
olarak kabul edilir. Testis-iskemi reperfiizyon g¢alismalarinda da doku antioksidan
aktivitelerinin gostergelerinden birisi olarak GSH diizeyleri belirlenmistir (Yildiz ve
ark 2011). Guimarae ve ark’nin (2010) gergeklestirdigi calismada 2 saatlik iskemi ve
bunu takiben 3 saatlik reperfiizyon siiresi sonunda testis dokusunda GSH seviyelerinin

azaldig1 belirlenmistir.
1.1.6.5. Ksantin Oksidaz (XO)

Ksantin oksidaz, ksantin oksirediiktazin bir formu olup reaktif oksijen
tiirlerini olusturur (Ardan ve ark 2004). Bir enzim araciligiyla hipoksantinin okside
olmasi ksantini olusturur ve bir sonraki reaksiyonda ksantinin oksidasyonu ile iirik
asit olusur. Bu enzim insan1 da igerisine alan bazi tiirlerde piirin metabolizmasinda
onemli rol oynar (Harrison 2002, Hille 2005). Ksantin oksidaz siilfidril gruplarinin
oksidasyonuyla ksantin dehidrogenaza déniisebilir (Hille 2006). Insanlarda ksantin
oksidaz normalde karacigerde bulunur. Siddetli karacier hasari sirasinda ksantin
oksidaz kana saliir ve boylece karacigerde hasar olustugunda bunu belirlemek i¢in
kanda XO analizi yapilir. Kardiyovaskiiler hastaliklarda tedavi mekanizmasini

saglamak icin ksantin oksidaz inhibisyonu da onerilmistir (Dawson ve Walters
2006).

1.1.7. Flavonoidler

I¢inde yasadigimiz 21. yiizyilda gelismekte olan teknoloji, cevre kirliligi, sera
etkisi, petrokimya triinleri, X-UV 1sinlar1 (fotokimyasal), ilaglar, sigara gibi pek ¢ok
etken stirekli olarak gesitli oksidatif stres (oksidan) olusturan maddelerle kars1 karsiya
kalmamiza neden olmaktadir (Bors ve ark 1990). Bu etkiler kendini serbest radikal
olusumuyla gostermektedir. Serbest radikaller hiicrelere ve bagisiklik sistemine

saldiran molekiillerdir. Antioksidanlar ise serbest radikallerin yikici etkilerini
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engelleyen, pek c¢ok hastalifa ve erken yaslanmaya neden olabilecek zincir
reaksiyonlart Onleyen molekiillerdir. Antioksidan 0&zellik gosteren flavonoidler,
serbest radikal toplayict 6zellik gostermektedir. Hidrojenlerin ayrilmasiyla olusan
flavonoid radikalleri, ortamdaki eser metallerle selat halka olusturarak kararli duruma

gegerler.

Ozellikle son yillarda antioksidan &zellik gosteren bitkilerin iizerine deneysel
ve teorik ¢aligsmalar vardir (Bors ve ark 1990). Giiniimiizde flavonoidlerin biyolojik ve

farmakolojik aktiviteleri ile ilgili bilgi birikimimiz gittik¢e artmaktadir.

Geleneksel tipta, son vyirmi yilda flavonoidlere karsi ilgi artmis,
gerceklestirilen genis capli arastirmalar sonucu, flavonoidlerin  ¢ok  yonlii
biyokimyasal ve farmakolojik aktivitelere sahip olduklar: belirlenmistir. Ornegin, bu
tir bilesiklerin antioksidatif (Moroney ve ark 1988), antiflamatuar (Pratt ve Hudson
1990), antimikrobiyal (Kato ve ark 1983) etkilere sahip olduklari agiklanmustir.
Bunlardan baska kuersetinin in vitro ve in vivo sartlarda antimutajenik ve
antikarsinojenik etkilere sahip oldugu da belirtilmistir (Huang ve ark 1983, Deschner
ve ark 1991, Bilaloglu ve Harmandar 2002).

Genis kapsamli kullanim alanina sahip olan flavonoidlerin kaynaklarinin agiga
cikarilmasi, flavonoidlerin elde edilmesi, Ozelliklerinin belirlenmesi ve kullanim

alanlarinin genisletilmesi giincel ve 6nemli problemlerdendir (Jovanovic ve ark 1994).

Mevcut calismanin amaci da sentetik bir flavanoid olan ve daha o6nceki
caligmalarda kalp ve beyin iskemisinde koruyucu etkilere sahip oldugu belirlenen
3'4'-dihydroxyflavon’un ~ deneysel  testis  torsiyon-detorsiyonunda lipid

peroksidasyona kars1 koruyucu etkisi olup olmadigini belirlemektir.
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2. GEREC ve YONTEM
2.1. Deney Hayvanlari

Mevcut calisma Selguk Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama
Merkezinden temin edilen 60 adet erkek Wistar-albino tiirii erkek si¢an tizerinde ve
ayni aragtirma merkezinden alinan etik kurul onayr ile bahsedilen aragtirma
merkezinde gergeklestirildi. Calismada kullanilan deney hayvanlari ortalama olarak
250-260 gr agirhigindaydi. Sicanlar randomize olarak esit sayida iki tane altisarli, altt
tanede sekizerli olmak iizere toplam sekiz gruba ayrildi. Biitiin siganlara 1s1 ve 151k
miktarlar1 kontrol edilen odalarda su ve yemleri saglanarak bakildi.  Sicanlar
intraperitoneal olarak uygulanan ketamin hidrokloriir (60 mg/kg) ve Xylasine

(rompun) (5 mg/kg) ile anestezi edildikten sonra cerrahi islemler uygulanda.

1. Genel Kontrol (n=6): Bu gruptaki hayvanlara herhangi bir uygulama yapilmadan
anestezi altinda sadece tek tarafli orsidektomi yapildi. Anestezi edilen
hayvanlardan kardiyak punksiyonla kan alindi. Daha sonra dldiiriilen hayvanlardan
testis dokular1 alinip ¢alismadaki parametreler incelendi.

2. Sham Kontrol (n=6): Deney hayvanlar1 6nce genel anestezi (Ketamin +Rompun)
edildikten sonra testis bolgesi cerrahi olarak acilip kapatildi. Ayrica hayvanlara
DiOHF ¢oziiciisii periton igi olarak uygulandi. Daha sonra anestezi verilerek
oldiiriilen hayvanlarin kan ve testis dokular1 alindi.

3.720°4 saat torsiyon (n=8): Bu grupta hayvanlar oncelikle genel anestezi
yapildiktan sonra sag testisleri 720°-4 saat siireyle torsiyona maruz birakild1 ve bu
slirenin sonunda 6ldiiriilen hayvanlardan kan ve testis 6rnekleri alindu.

4.720°-4 saat torsiyon+ 4 saat detorsiyon (n=8): Calismanin bu grubunda
hayvanlar genel aneztezi yapildiktan sonra sag testisleri 720°-4 saat siireyle
torsiyon yapildi. Bunu takiben 4 saat siireyle de detorsiyon yapildiktan sonra
anestezi verilerek hayvanlar 6ldiirtldi.

5. 720°-4 saat torsiyon+ DiOHF (n=8) : Deney hayvanlar1 6ncelikle genel anestezi
altina alind1. Bunu takiben testisleri 720° olarak 4 saat siireyle torsiyona maruz
birakildi torsiyonun 30. dakikasindan itibaren DiOHF 30 mg/kg dozunda periton
ici olarak hayvanlara uygulandi. Torsiyon siiresinin bitiminde deney hayvanlar

anestezi verilerek oldirilerek kan ve doku ornekleri alindi.
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6. 720°-4 saat torsiyon + DIOHF + 4 saat detorsiyon (n=8) : Calismanin bu
grubunda hayvanlar genel aneztezi yapildiktan sonra sag testisleri 720°-4 saat
siireyle torsiyon yapildi. Torsiyon siiresinin bitiminde hayvanlara DiOHF 30
mg/kg dozunda periton i¢i uygulanarak 4 saat siireyle detorsiyon yapildi.
Detorsiyon siiresinin bitiminde ise anestezi verilerek hayvanlar 6ldiiriildi ve ilgili
doku ve kan 6rnekleri alind1.

7.720°-4 saat torsiyon+ 24 saat detorsiyon (n=8) : Calismanin bu grubunda
hayvanlara genel anestezi uygulandiktan sonra sag testisleri 720°-4 saat siireli
torsiyona maruz birakildi. Torsiyon siiresinin bitiminden itibaren testisler 24 saat
stireyle detorsiyone edildi. Detorsiyon siiresinin bitiminde ise anestezi verilerek
oldiiriilen hayvanlardan kan ve doku 6rnekleri alindi.

8. 720°-4 saat torsiyon+ DIOHF + 24 saat detorsiyon (n=8) : Calismanin bu
grubunda hayvanlara genel anestezi uygulandiktan sonra sag testisleri 720°- 4 saat
stireli torsiyona maruz birakildi. Torsiyon siiresinin bitiminden itibaren DiIOHF 30
mg/kg dozunda periton i¢i uygulandi ve testisler 24 saat siireyle detorsiyone edildi.
Detorsiyon siiresinin bitiminde ise anestezi verilerek oldiiriilen hayvanlardan kan

ve doku ornekleri alindi.

2.2. Dihidroksi Flavonoid Uygulamasi

DiOHF (Indofine Chemical Co., U.S.A.) 4 ml dimethil siilfoksitte
cozdiiriildiikten sonra toplam 200 ml olarak polietilen glikol ve su ile karistirildi.

Deney hayvanlarina 30 mg/kg dozundaperiton i¢i uygulandi (Wang ve ark. 2004).
2.3. Kan Allm

Anestezi edilen hayvanlardan kardiyok punksiyonla 3-4 ml kadar kan
EDTA’L tiiplere alindi. Ayrica hayvanlardan alinan testis doku ornekleri (torsiyon
ve detorsiyonlu) histopatolojik degerlendirme i¢in formaldehide konulurken diger

doku ve plazma 6rnekleri analiz yapilincaya kadar -80° C’de muhafaza edildi.

2.4. Kan ve Doku Analizleri
2.4.1. Glutatyon Peroksidaz Tayini
Glutatyon Peroksidaz diizeyleri Cayman marka ticari kit kullanilarak

kolorimetrik metodla 6l¢iildii ( Katalog No: 703102).
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2.4.2.1. Reaktiflerin Hazirlanmasi

1) GPx assay buffer: Her vial 27 ml distile su ile seyreltildi. 6 ay stabildir.

2) GPx sample buffer: 2 ml sample buffer ile 18 ml distile su karigtirilarak
hazirlandi. 1 ay stabildir.

3) Glutatyon peroksidaz kontrol: 50 ul bovin eritrisit GPx igerir. 10 pl enzim 490 pl
diliie sample bufferle seyreltildi. Buzda 4 saat stabildir.

4) GPX Co-Substrat Karisimi: 2ml deiyonize su ile hazirlandi. Calisma aninda 25
derecede tutulmali aksi halde +4 derecede muhafaza edilmeli. 2 giin stabildir.

5) GPX Kiimen Hidroperoksit: Kullanilmadiginda -20 derecede olmali, kullanima

hazr.

2.4.2.2. Calisma Prensibi

1) ilk iki kuyucuga 120 ul assay buffer ve 50 pl Co-substrat karigimi ilave edildi.

2) Kontrol kuyucuguna 100 pl assay buffer, 50 ul Co-substrat ve 20 pl diliie edilmis
kontrol numunesi koyuldu.

3) Numune kuyucuklarina 100 pl assay buffer, 50 ul Co-substrat ve 20 pl 6rnek ilave
edildi.

4) Biitiin kuyucuklara 20 pl kiimen Hidroperoksit koyuldu.

5) Kiimeni koyduktan sonra birer dakika araliklarla 5 dakika boyunca 340 nm’de

absorbanslari alindi.

2.4.2. Nitrik Oksit Diizeyleri Ol¢iimii

NO diizeyleri Cayman marka ticari kit kullanilarak kolorimetrik metodla

Olctildii (Katalog No: 780001 ).

2.4.2.1. Reaktiflerin Hazirlanmasi

1) Assay Buffer: 100 ml distile suda ¢dziilerek hazirlandi. Buffer 4°C de 2 ay
stabildir.
2) Nitrat Rediiktaz: 1,2 ml assay buffer ile sulandirildi. Kullanim esnasinda

buzda tutulur. Kullanilmadig1 zaman -20° C ‘de muhafaza edilir.
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3) Enzim Kofaktorleri: 1,2 ml assay buffer ile sulandirildi. Kullanim
esnasinda buzda tutulur. Kullanilmadig1 zaman -20° C ‘de muhafaza edilir.

4) Nitrat Standart: 1ml assay buffer ile sulandirildi. 4° C ‘de muhafaza edilir.
Sulandirildiktan sonra 4 ay stabildir.

5) Nitrit Standart: 1ml assay buffer ile sulandirildi. 4°C ‘de muhafaza edilir.
Sulandirildiktan sonra 4 ay stabildir.

6) Griess Reaktifleri R1, R2: Bu reaktifler kullanima hazir durumdaydi,

sulandirilmaz. 4° C ‘de muhafaza edilir.

2.4.2.2. Standart Hazirlanmasi

0,9 ml. Assay buffer iizerine 0,1 ml. Nitrat standart eklenip vortekslendi.
Boylece 200 uM stok standart hazirlanmis olur. Stok standart soliisyondan sirastyla 5
uM, 10 pM, 15 pM, 20 pM, 25 pM, 30 uM ve 35 uM olmak iizere standartlar

hazirlandi.

2.3.2.3. Calisma Prensibi

1) Kor kuyucuklarima 200ul assay buffer pipetlendi. Bagka herhangi bir sey
ilave edilmedi.

2) 80 ul numune ilgili kuyucuklara pipetlendi.

3) Kor kuyucugu hari¢ biitiin kuyucuklara 10 pl enzim kofaktorleri ilave
edildi.

4) Kor kuyucugu harig biitiin kuyucuklara 10 pl nitrat rediiktaz ilave edildi.

5) Plate kapatilarak 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi.

6) Inkiibasyondan sonra 50 pl Griess reagent Ry kér kuyucugu haric biitiin
kuyucuklara ilave edildi.

7) Bekletilmeden 50 pl Griess reagent R, kor kuyucugu hari¢ biitiin
kuyucuklara ilave edildi.

8) 10 dakika siireyle renk degisimi beklendikten sonra 550 nm’ de okutuldu.

21



2.5. Protein Tayini

Protein analizi biiiret metodu ile yapildi. Protein diizeyleri Cayman marka
ticari kit kullanilarak kalorimetrik metodla 6lgiildii (Katalog No: 704002) (Burtis ve
Ashwood, 1994).

2.5.1. Reaktifin Hazirlanmasi
Protein assay reagent: Kit distile su ile 50 ml’ye tamamlandi. Karanlikta 1 yil

stabilir.

2.5.2. Standart Hazirlanmasi

Protein tayin BSA Standart: 4 pul stok soliisyonuna 996 ul distile su eklenerek
hazirlandi. Stok standart konsantrasyon: 40 pg/ml oldu.

Stok standart soliisyonundan sirasiyla 5,6 pg/ml, 7,5 pg/ml, 10,1 pg/ml, 13,5
pg/ml, 18 pg/ml, 24 pg/ml ve 32 png/ml olmak tizere standartlar hazirlandi.

2.5.3. Calisma Prensibi
1) Serum numuneleri en az iki kez doku numuneleri ise 100 kez diliie edildi.
2) Standartlar ve numunelerden kuyucuklara 100 pl konuldu.
3) Oda sicakligina gelen assay reagentten 100 pl biitiin kuyucuklara ilave edildi. 5
dakika oda sicakliginda bekletilip 595 nm de okutuldu.
2.6. Plazma Malondialdehid Seviyelerinin Belirlenmesi

Plazma (MDA) diizeyini belirlemek i¢in Cayman Marka (katalog no: 705002)
ticari kit kullanilarak ELISA kalorimetrik yontemle MDA miktarlar1 belirlendi.
Sonuglar nmol/ml olarak verildi (Draper ve Hadley, 1990).

2.7. Doku Malondialdehid (MDA) Diizeylerinin Belirlenmesi

Doku MDA diizeyi Uchiyama ve Mihara (3) yontemiyle gerceklestirildi.
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Analizi yapilacak olan doku tatildiktan sonra parcalara ayrilarak tiiplere konuldu ve
4°C’de Misonix’s Microscan ultrasonic doku pargalayicisinda yaklasik %10’ luk 150
mM KCl’de parcalandi. Homojenize doku %38’lik 2 ml HCIO4’ye konularak 3000
devirde 15 dakika santrifiij edildi. 0.5 ml siipernatanta 3ml %]1°lik H3PO,4 ve 1 ml %
0.675’lik TBA asit ilave edilerek 90”lik su banyosunda 45 dakika inkiibasyon
yapildi. Karigimin sogutulmasindan sonra, MDA-TBA kompleksi 4 ml n-butanol ile
ekstrakte edildi ve n-butanole karsi absorbansi okundu. Konsantrasyon c¢=108.9A

olarak saglandi. Sonu¢ mg/g protein olarak tanimlandi (Uchiyama ve Mihara, 1977).

2.8. Eritrosit Glutatyon Analizi

Eritrositin 45ul’si 450ul distile suda sulandirildi ve %10’luk sulfosalisilik
asite ilave edildi. Karigimin 1 saat buzda sogutulmasindan sonra, 3000 devirde 3
dakika santrifiij edildi. Sonra siipernatantin 200ul’si alinarak pH’1 6.8 olan olan
fosfat bufferin 8 ml, 1 N NaOH’in 78 ml’si ve Ellman’s solusyonunun 100ul’sine

ilave edildi. 5 dakika sonra 412 nm de reagant tiipiine kars1 okundu.

Ellman solusyonu 100 mg 5°-5’-dithiobis-2-nitrobenzoic asitin (DTNB;
Sigma, katalog no. D-8130) fosfat bufferin pH 7.8, 100 ml’sinde ¢ozdiiriilmesiyle
hazirlandi. GSH standardi 15.34mg/100 ml olarak ve 15.34 mg indirgenmis
glutatyonun (Sigma, katalog no: G-4251) 1 nm sodyum EDTA’nin 100 ml’sinde
¢ozdiiriilmesiyle hazirlandi (Atroshi ve Sandholm, 1981).

2.9. Doku Glutatyon Analizi

GSH diizeylerini belirlemek i¢in MDA ’da tanimlandig1 gibi doku 4°C’de 150
mm KCI’de homojenize edilerek 3000 devirde 15 dakika siireyle santrifiij edildi.
Orneklerde GSH miktarlar1 Ellman’s metoduyla 6lgiildii. 200ul siipernatant igin, 8
mlfosfat buffer (pH 6.8), 78 ml 1 N NaOH ve 100ul Ellman’s soliisyonu ilave
edilerek 5 dakika bekletildikten sonra 412 nm’ye karst okundu. Aktivite
a=(Astandard/ Asmek) X Cstandard 0larak hesaplandi. Burada cstangarg=15.34 g/100 ml olarak

verildi. Doku proteini Biiiret metoduyla elde edilerek degerler nmol/gr protein olarak
sunuldu (Elmann, 1959).
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2.10. Doku Ksantin Oksidaz Analizi

Doku ksantin oksidaz degerlerinin belirlenmesi i¢in deney hayvanlarindan
alian testis Ornekleri santrifiij edildikten sonra Ksantin oksidaz aktivite assay Kkiti
kullanilarak (Bio Vision, katalog no: K710-100), kalorimetrik olarak spektrometrede
belirlendi. Analiz su sekilde gerceklestirildi.
1-Standart egri hazirlanmasi:

10 mM H,0; olusturmak iizere sulandirilmis 0.88 M H,O,’nin 4 pul’si, 348 ul
dH,0 igerisine konuldu. Daha sonra 0.1 mM H,0, standart olusturmak tizere 10 mM
H,02 nin 10ul’si 990 ul dH,0 igerisine ilave edildi.

Kalorimetrik Assay: 0.1 mM H,O;’nin 0, 10, 20, 30, 40 ve 50 ul’si pleytlere cift
olarak konularak, 0, 1, 2, 3, 4 ve 5 nmol/kutu H202 standardi olusturmak {izere her

tip 50 ul hacime tamamlandi.

2. Ornek ve pozitif kontrol hazirlanmasi: 96 pleytte 50 pl/kutucuk olarak &rnek
hazirlandi. Ornekler direk olarak numune kutucuguna konularak dH,O ile hacim 50
ul/kutucuk olarak hazirlandi. Dokular Assay buffer’in 4 hacimi ile ektrakte edilerek,
acik XO olusturmak iizere 16000 devirde 10 dakika santrifiij edildi. Pozitif kontrol
icin 5 pl pozitif kontrol solisyonu kutucuga ilave edildi, dH,O ile 50 pl /kutucuk
denge hacmi olusturuldu. Ornekteki H,0, background’u olusturacaktir. Background

kontrol olusturmak 6énemlidir.

3. Miks Reaksiyon Hazirlanmasi: Miks assay sayist ve standart i¢in yeterli

olacaktir. Her kutucuk i¢in toplam 50 pl reaksiyon miks hazirlandi.
XO 6l¢timti i¢in 44 pl Assay Buffer, 2 pl Substrat miks, 2pl enzim miks, 2 pl
OxiRed™ Probe, Background kontrol i¢in 46 ul Assay buffer, 2 pl enzim miks, 2 pl

OxiRed™ Probe.

4. Reaksiyon miksinin 50 pl’sini H,O, standart, pozitif kontrol, tes drnekleri ve miks

kutucuklara ilave edildi.
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5. Kalorimetrik olarak 570 nm dalga boyunda 6rnek pleytleri hizli bir sekilde A; igin
T1’de okundu daha sonra reaksiyon 25°C’de 10-20 dakika inkiibasyon yapildiktan

sonra A, i¢in T, de 6l¢iildii. XO tarafindan olusturulan sinyal A,-A;’dir.

6. Hesaplama: Standart egriden okunan degerler hesaplandiktan sonra degerler nmol

olarak verildi.

2.11. Histopatolojik Degerlendirme

Ayrica c¢alismada testis dokusu histopatolojik olarak degerlendirildi.
Hayvanlardan alinan testis dokulart %10’luk tamponlu formaldehi ile tespit
edildikten sonra gerekli doku Ornekleri alinarak ototeknikon takibi yapildi. Daha
sonra parafine gomiilen dokulardan mikrotom yardimi ile Sum kalinliginda kesitler
lam tizerine alinarak hemotoksilen eosin (HE) ile boyandi. Boyanan preparatlar
Nikon Eclipse E400 151k mikroskobu ile degerlendirildi ve skorlandi. Skorlama i¢in
her bir grupta rastgele secilen 10 tubuliis degerlendirildi.

Skorlama asagidaki sekilde yapildi (Rosai 2004).
10 Spermatogenesis tamamlanmis ve mitkemmel tubulus goriinimii
09 Birka¢ spermatozoa bulunmakta ancak spermatogenezde disorganizasyon
mevcut
08 Sadece birkag¢ spermatozoa mevcut
07 Spermatozoa yok fakat bircok spermatit var
06 Birkac¢ Spermatit mevcut
05 Spermatozoa ve spermatit yok ancak bir¢ok spermatosit var
04 Sadece birkag¢ spermatosit var
03 Sadece spermatogonia var
02 Germ Hiicresi yok

01 Germ hiicresi ve sertoli hiicresi yok

Gruplara ait skorlar varyans analizi ile istatistik olarak degerlendirildi.

25



2.12. istatistik

Istatistik analiz SPSS istatistik programi kullanilarak gerceklestirildi.
Sonuglar ortalama+standard sapma olarak tanimlandi. Gruplar arasi karsilastirma i¢in
Kruskal-Wallis variyans analizi kullanildi ve p<0.05 seviyesi i¢in Mann-Whitney U-

testi uygulandi. P<0.05 seviyesi istatistik olarak dnemli kabul edildi.

26



3. BULGULAR

Deney gruplarinin plazma ve doku glutatyon seviyeleri cizelge 1°de
verilmistir. Calisma  gruplarinin  plazma  glutatyon peroksidaz  degerleri
incelendiginde bu parametrenin grup 5°de (720°-4 saat torsiyon + DiOHF) grubunda
en yiiksek seviyede oldugu belirlendi (P<0.001). Torsiyon ve detorsiyon gruplari
olan 3. ve 4. gruplar ise en diisiik plazma GPx degerlerine sahipti (P<0.001). Grup 6
ve 8 diger gruplardan yiiksek iken grup 5’den daha diisiiktii (P<0.001). 1, 2 ve 7.
gruplar 3 ve 4. gruptan daha yiiksek plazma GPx degerlerine sahipti (P<0.001).
(Sekil 1).

Deney gruplarmin testis dokularindaki GPx degerleri incelendiginde bu
parametrenin 5. 7 ve 8. grupta diger gruplara gore artis gosterdigi ancak 8. grubun en
yiiksek doku GPx seviyelerine sahip oldugu belirlendi (P<0.001). 7. grupta 5. gruba
gore daha yiiksek doku GPx degerlerine sahipti (P<0.001). (Sekil 2).

Cizelge 1. Plazma ve Doku GPx- Degerleri

Plazma GPx Doku GPx
Gruplar (nmol/min/ml) (nmol/min/ml)
1-Kontrol 5.54+0.66 7.07+1.86
2-Sham-Kontrol 6.81+£0.43 8.45+0.30
3-720°-4 Saat torsiyon 2.99+0.50 6.47+1.15
4-720°-4 Saat torsiyon 4.19+1.80 8.23+1.10
+ 4 saat detorsiyon
5-720°-4 Saat torsiyon 10.23+2.12 13.37+2.82
+ DIOHF
6-720°-4 Saat torsiyon 7.86+1.13 10.53+3.25
+ DIOHF + 4 saat detorsiyon
7-720°-4 Saat torsiyon + 24 5.06+0.72 18.98+2.27
saat detorsiyon
8-720°-4 Saat torsiyon + 9.01£2.08 22.00+4.52
DIOHF + 24 saat detorsiyon
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14 Plazma GPx Degerleri (nmol/min/ml)

12

10 -

a
b
X _
. _

8_

c d c
6_ T —

d

4_
2_ '
0— T T T T T T 1

1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 1. Plazma GPx Degerleri

Doku GPx Seviyeleri (nmol/min/ml)
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Sekil 2. Doku GPx Degerleri

Calisma gruplarinin plazma ve doku NO degerleri ¢izelge 2’de sunulmustur.

Plazma NO degerlerinin incelenmesinde bu parametrenin 3. ve 4. gruplarda diger
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gruplarin tamamindan daha yiiksek oldugu goriildii (P<0.001). Grup 1, 2 ve 8’in en
diisiik NO seviyelerine sahip oldugu belirlendi (P<0.001). (Sekil 3).

Doku NO miktarlarina bakildiginda grup 3, 4 ve 7 diger gruplara gore daha
yiiksek NO degerlerine sahipken, grup 4 ve 7’nin bu degerleri diger gruplarin
tamamindan yiiksek olarak tespit edildi (P<0.001). (Sekil 4).

Cizelge 2. Plazma ve Doku NO Seviyeleri

Gruplar Plazma NO (uM) | Doku NO (uM)
1-Kontrol 2.85+0.79 7.18+1.50
2-Sham-Kontrol 2.45+0.38 7.62£1.66
3-720°-4 Saat torsiyon 11.60+2.09 11.8143.76
4-720°-4 Saat torsiyon + 11.86+2.92 15.95+3.52
saat detorsiyon

5-720°-4 Saat torsiyon + 5.87£2.01 9.71£1.52
DIOHF

6-720°-4 Saat torsiyon + 6.99+2.38 9.80+2.21
DiOHF + 4 saat detorsiyon

7-720°-4 Saat torsiyon +24 | 5.36+2.36 14.49+3.89
saat detorsiyon

8-720°-4 Saat torsiyon + 3.45+0.65 8.97+2.46
DiOHF + 24 saat detorsiyon

Plazma NO Degerleri (uM)
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Sekil 3. Plazma NO Seviyeleri
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Sekil 4. Doku NO Seviyeleri

Calisma gruplarin ayrica plazma ve doku MDA seviyeleri de incelendi.

Deney gruplarina ait plazma ve doku MDA seviyeleri ¢izelge 3’de gosterilmistir. Bu

parametrenin plazmadaki diizeyine bakildigi zaman en yiiksek degerlerin 3. 4. ve 7.

gruplarda oldugu gorildi (P<0.001). Grup 6’da bu parametre 3, 4 ve 7. gruplardan

daha disiik olmasina ragmen diger gruplarin tamamindan daha yiiksek olarak

belirlendi (P<0.001). (Sekil 5).

Cizelge 3. Plazma ve Doku MDA Miktarlari

Gruplar Plazma MDA Doku MDA
(nmol/ml) (nmol/gr protein)

1-Kontrol 6.49+0.66 7.56+1.18

2-Sham-Kontrol 6.74+0.27 8.56+1.90

3-720°-4 Saat torsiyon 9.37+1.82 16.8343.00

4-720°-4 Saat torsiyon 9.03+1.95 9.50+2.40

+ 4 saat detorsiyon

5-720°-4 Saat torsiyon 6.40+1.29 9.06+2.75

+ DIOHF

6-720°-4 Saat torsiyon 7.61+0.86 8.71£1.62

+ DIOHF + 4 saat detorsiyon

7-720°-4 Saat torsiyon 9.42+0.83 26.824+2.62

+ 24 saat detorsiyon

8-720°-4 Saat torsiyon 6.99+0.81 13.74+2.67

+ DIOHF + 24 saat detorsiyon
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Testis dokusundaki MDA seviyelerinin 3, 7 ve 8. gruplarda diger gruplara
gore daha yiiksek oldugu tespit edildi (P<0.001). 8. grup 6. gruptan daha diisiik
olmasina ragmen bu farklilik istatistik diizeyde degildi. (Sekil 6).

Plazma MDA Degerleri (nmol/ml)
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Sekil 5. Plazma MDA Degerleri

Doku MDA Diizeyleri (nmol/gr protein)
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Sekil 6. Doku MDA Degerleri
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Ayrica kan ve ilgili dokuda antioksidan savunmanin bir parcasi olarak GSH

seviyeleri de incelenmistir. Bu parametrenin eritrosit ve dokudaki miktarlar

incelenmistir (Cizelge 4). Eritrosit GSH diizeylerine bakildiginda bu parametrenin

grup 5 ve 7’de diger gruplarin tamamindan daha yiiksek oldugu goriildi (P<0.01).

Benzer sekilde 6 ve 8. gruplarda diger gruplarin tamamindan daha yiiksek eritrosit

GSH diizeylerine sahipti (P<0.01). (Sekil 7).

Cizelge 4. Eritrosit ve Doku GSH Diizeyleri

Gruplar Eritrosit GSH | Doku GSH
(mg/dl) (mg/gr protein)

1-Kontrol 27.97+5.45 10.72+3.02

2-Sham-Kontrol 26.47+4.93 11.87+£2.35

3-720°-4 Saat torsiyon | 30.66+4.77 17.71+6.32

4-720°-4 Saat torsiyon | 27.93+4.30 18.11+4.62

+ 4 saat detorsiyon

5-720°-4 Saat torsiyon | 49.54+11.62 25.19+3.94

+ DIOHF

6-720°-4 Saat torsiyon 34.57+7.79 16.07+3.55

+ DIOHF + 4 saat

detorsiyon

7-720°-4 Saat torsiyon | 54.44+9.50 13.32+2.02

+ 24 saat detorsiyon

8-720°-4 Saat torsiyon 41.69+6.61 17.31£2.00

+ DIOHF + 24 saat
detorsiyon

Doku GSH miktarlart incelendiginde S5.grubun en yiiksek doku GSH

seviyelerine sahip oldugu belirlenmistir (P<0.001). Grup 3, 4 ve 8 diger gruplardan
yiiksek iken 5. gruptan daha diisiiktii (P<0.001). (Sekil 8).
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Eritrosit GSH Seviyeleri (mg/dl)
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Sekil 7. Eritrosit GSH Degerleri

Doku GSH Degerleri
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Sekil 8. Doku GSH Degerleri

Testis dokusuna ait ksantin oksidaz (XO) degerleri ¢izelge 5’de verilmistir.
Gruplar aras1 karsilastirma yapildiginda en yiiksek doku XO seviyeleri 3, 4 ve 7.
grupta belirlenmistir (P<0.001). Grup 6 ve 8’in degerleri de grup 1, 2 ve 5’den daha
yiiksek olarak tespit edilmistir (P<0.001). (Sekil 9).
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Cizelge 5. Doku Ksantiz Oksidaz Diizeyleri

Gruplar Doku GSH
(nmol)

1-Kontrol 1.05+£0.41

2-Sham-Kontrol 1.534+0.38

3-720°-4 Saat torsiyon 1.37+0.62

4-720°-4 Saat torsiyon | 2.67+0.94
+ 4 saat detorsiyon
5-720°-4 Saat torsiyon | 1.64+0.51
+ DIOHF
6-720°-4 Saat torsiyon 2.14+0.24
+ DIOHF + 4 saat
detorsiyon
7-720°-4 Saat torsiyon | 2.97+0.30
+ 24 saat detorsiyon
8-720°-4 Saat torsiyon 2.09+0.76
+ DIOHF + 24 saat
detorsiyon

Doku XO Degerleri (nmol)
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Sekil 9. Doku XO Degerleri

Testis dokusunda gruplara ait skor degerleri gizelge 6’da verilmistir. Buna
gore gruplar arasi karsilagtirma yapildiginda kontrol ve sham grubunun en yiiksek

skor degerine sahip oldugu belirlendi (P<0.001).
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Cizelge 6: Testis Dokusu Skor Degerleri

Gruplar Ortalama Skorlar
1-Kontrol 9.76+0.15 a
2-Sham-Kontrol 9.75+£0.07 a
3-720°-4 Saat torsiyon 7.43+0.25 b
4-720°-4 Saat torsiyon + 4 saat 6.25£0.34 c
detorsiyon

5-720°-4 Saat torsiyon + DiOHF 6.45+£0.19 ¢
6-720°-4 Saat torsiyon + DiOHF 4.60+0.08 d
+ 4 saat detorsiyon

7-720°-4 Saat torsiyon + 24 saat 4.26+0.05d
detorsiyon

8-720°-4 Saat torsiyon + DIOHF 4.30+0.10d

+ 24 saat detorsiyon

* P<0.001 (a>b>c>d)

Resim 1. Kontrol Grubu
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Resim 2. Sham-Grubu

Torsiyon ve detorsiyon yapilan ve DiOHF uygulamasi yapilan deney
gruplarinda bu skor degerleri kontrol ve sham-kontrol gruplarindan daha diisiik
seviyede bulundu (P<0.001). Detorsiyon + DiOHF uygulamasi yapilan gruplar (grup
6 ve 8), ilag uygulamas1 yapilmayan detorsiyon gruplarindan (grup 4 ve 6) ortalama

olarak daha yiiksek skorlara sahip olmalarina ragmen istatistik farklilik yoktu.
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Resim 3. 720°-4 Saat Torsiyon Grubu

Resim 4. Grup 4 (720°-4 Saat Torsiyon+4 saat detorsiyon)
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Resim 5. Grup 5 (720°-4 Saat Torsiyon + DiOHF)

Resim 6. Grup 6 (720°-4 Saat Torsiyon+DiOHF+ 4 saat detorsiyon)

38



Resim 7. Grup 7 (720°-4 Saat Torsiyon+ 24 saat detorsiyon)

Resim 8. Grup 8 (720°-4 Saat Torsiyon+ DiIOHF+ 24 saat detorsiyon)
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4. TARTISMA

Yapilan calismada erkek sicanlarda deneysel olarak olusturulan iskemi-
reperfiizyon hasarinda meydana gelen lipid peroksidasyondaki degisikliklerin gercek
anlamda olustugu goriilmektedir. Ozellikle iskemi-reperfiizyon hasarmin bir
gostergesi olarak dikkate alinabilen MDA seviyelerinde meydana gelen degisiklikler
gerceklesmesi calismanin baslangicinda hedeflenen testis dokusundaki torsiyonun
olustugu ve buna baglh olarak gerek doku ve gerekse plazma diizeyinde oksidatif
hasar ve antioksidan savunma mekanizmalarinda bir takim degismelerin meydana

geldigi goriilmektedir.

Iskemi ve reperfiizyon azalmis vazodilatatdr kaynaklara bagli olarak
iskeminin olustugu bélgede damar ve organlarda hasara neden olur (Hearse ve ark
1993, Sobey ve Woodman 1993). Damarlarin gevsetiti etkilerindeki azalma
16kositlerin damarlara yapismasindan ve bunu takiben en kiiclik bolgelerdeki
dolagimi saglayan kapillerdeki tikanmadan olusur ve bu kavram; akimin olmadigi
fenomen olarak tanmimlanir (Reffelmann ve Kloner 2006). Reperfiizyon sirasinda
serbest oksijen radikallerinin hizli bir sekilde ortaya g¢ikmasiyla l6kositlerdeki
aktivasyon ve yapigma artar. Sonucta reperfiizyona ugrayan doku azalmis kanlanma
ve hipoksiden ciddi bir sekilde etkilenmis olur. Iskemi-reperfiizyon yaralanmasi bir
seri toksik olaylarin uyarimiyla sekillenerek sonugta lipidler, protein ve DNA’da
hasar olusturan oldukg¢a reaktif molekiillerin iiretimini giiclii bir sekilde uyarir

(ArunaDevi ve ark 2010).

Yaptigimiz arastirmada Oncelikli olarak deney gruplarinda hayvanlarda
unilateral (tek tarafli) olarak testislerinde iskemi olusturmayir amagladik. Bunu
saglamak i¢in de genel anestezi altina alinan hayvanlarin sag testisleri saat yoniinde
720° dondiiriildiikten sonra testislerin skrotum dokusuna tespiti yapilarak 4 saat
stireyle iskemik olarak kalmasi saglandi. Bunu takiben de aym iskemi siiresiyle
birlikte sentetik bir flavonoid olan ve degisik iskemi reperfiizyon calismalarinda
giiclii bir doku koruyucu etkisi oldugu belirlenmis olan 3,4 dihidroksiflavonoidin
(Challa ve ark 2011; Chan ve ark 2003, Woodman ve Chan 2004) torsiyon ve farkli
reperflizyon siirelerine bagli olarak testis dokusunda olusan lipid peroksidasyondaki

etkisini belirledik.
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GPx eritrositlerde strese karsi en etkili oksidanlardan olup fagositik hiicrelere
Oonemli gorevler yapar (Lunec ve Blake 1990). Calismamizda ilk olarak belirlenen
parametre plazma ve testis dokusundaki glutatyon peroksidaz (GPx) seviyeleriydi.

Iskemi ve reperfiizyon calismalarinda GPx diizeylerinin farkli sekillerde
etkilendigi goriilmektedir. Xu ve ark (2011) ve Sun ve ark (2010) gerceklestirdigi
calismalarda fokal serebral iskemiye bagli olarak iskemiden sonra beyin dokusunda
glutatyon peroksidaz aktivitesinin azaldig1 belirlenmistir. Selvaraj ve ark’nin (2010)
deneysel miyokardiyal iskemi c¢alismalarinda siganlarin kalp dokusunda GPx
degerlerinin azaldigin1 rapor etmislerdir. Ancak gergeklestirilen baska bir
arastirmada ise mezenterik iskemi reperfiizyon hasarinin bagirsak, karaciger, bobrek
ve akciger gibi dokularda GPx degerlerini artirdig: tespit edilmistir (Sizlan ve ark
2009). Unilateral testis iskemi-reperfiizyon yaralanmasiyla ilgili gergeklestirilen bir
aragtirma I/R ile glutatyon peroksidaz diizeylerinin arttig1 belirlenmistir (Hekimoglu
ve ark 2010). Guan ve ark’nin (2009) yaptigi ¢alismada bizim arastirmamiza benzer
sekilde siganlarin sag testisleri 720° ve 2 saat torsiyon ve 4 saat detorsiyona maruz
birakilmig ve bu siire sonunda dokudaki GPx seviyelerinin azaldig: belirlenmistir.
Benzer bulgular Pekcetin ve ark (2007) ile Unal ve ark (2007) tarafindan da rapor
edilmistir. Bizim gerceklestirdigimiz calismada ise 4 saat siireli testis iskemisi
sonucu plazma ve dokudaki GPx seviyelerinin, plazmada daha belirgin olmak iizere
kontrol grubundan daha diisiik seviyede oldugu belirlendi. Bu azalmanin 4 saatlik
torsiyonu takiben ayni siireli detorsiyon sonunda da meydana geldigi goriilmektedir
(grup 4). Ancak testis dokularinda gerek torsiyon, gerekse torsiyon +detorsiyonla
birlikte dihidroksiflavonoid uygulamasinin hem plazma hem de dokudaki glutatyon
peroksidaz degerlerini sadece torsiyon yapilan gruplar ve kontrol gruplarmna gore
onemli diizeyde artirdigi belirlenmistir (Cizelge 1, Sekil 1, 2). Daha o&nce
gerceklestirilen ¢aligsmalarda flavonoidlerin giiclii bir antioksidan ve doku koruyucu
etkilere sahip oldugu farkli organlarda belirlenmistir (Aruna Devi ve ark 2010, Cao
ve ark 2011, Wang ve ark 2011). Flavonoidler oldukga gii¢lii antioksidan etkilerine
paralel olarak oksidanlarin iiretimini de onleyebildigi ifade edilmektedir (Akhlaghi
ve Bandy 2009). Bunlara ilave olarak anti-inflamatuvar ve antiagregasyon
ozellikleriyle ilgili enzimler ve sinyal yolunu baskilayarak oksidan iiretimini azalttig1
ve iskemi bolgesinde kan akiminin yeniden daha iyi bir sekilde kurulmasini sagladig
belirtilmistir (Akhlaghi ve Bandy 2009). Yaptigimiz aragtirma da ise gergeklestirilen

calismalardan farkli olarak testis dokusundaki iskemi-reperfiizyon hasarinda sentetik
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flavonoid olan DiOHF kullanilmistir. DiOHF kullanimi hem iskemi hem de
reperfiizyonda kan ve dokuda ki GPx seviyelerini énemli sekilde artirmis olup farkli
arastirma gruplarinin degisik organlarda flavonoid kullanimiyla elde ettigi bulgulara
paralellik gostermektedir. Dolayisiyla testis dokusunda DiOHF kullanimiyla elde
edilen bulgularimiz diger arastirmacilarin bulgulariyla desteklenmektedir.

Deneysel c¢alismamizin bir diger boliimiinde testis dokusundaki iskemi-
reperfiizyon ve iskemi-reperfiizyon + DiOHF kullaniminin plazma ve testis
dokusundaki nitrik oksit diizeylerini ne sekilde etkiledigini inceledik. Bu
parametrenin 4 saatlik iskemi sonucu hem plazma hemde iskemi yapilan dokuda
kontrol grubuna gore onemli sekilde arttigini belirledik. Ancak 4 saatlik torsiyonu
takiben 24 saat detorsiyon yapilan grupta (grup 7) doku NO degerleri plazma NO
degerlerine gore ¢ok daha yiiksek olarak belirlendi. Gerek iskemik ve gerekse
iskemiyi takiben reperfiizyon gercgeklestirilen gruplarda 30 mg/kg dozunda peritonigi
DiOHF uygulamas: iskemi ve reperfiizyona bagli olarak ortaya ¢ikan artmig NO

degerlerini 6nemli sekilde azaltmistir.

Nitrik oksidin serbest oksijen radikalleriyle etkilesimi ve antioksidan
ozellikleri ile ilgili arastirmalardan elde edilen sonuglar celiskilidir. Siiperoksidi
bagladigi icin NO’nun serbest radikalleri temizleyen koruyucu bir faktor oldugu
diisiniilmektedir. Reperflizyonun baslangicinda serbest birakilan yogun reaktif
oksijen tiirlerinin hiicre yaralanmasi ve doku oliimiine neden oldugu belirtilmistir
(Wang ve ark 2011). Ancak reperfiizyon sirasinda salinan NO’nun 6nkosullanma
mekanizmalarinda koruyucu etkiye sahip oldugu da 6ne siirilmektedir (Wang ve ark
2011). Bununla birlikte degisik I/R hasarinda nitrik oksitin degisik sekilde farkli
etkilere sahip oldugu ortaya konulmustur (Minutoli ve ark 2011). Aksine siiperoksit
ile NO reaksiyonunun fiiriinii olan peroksinitrit (ONOO-) ise gii¢lii ve yarilanma
omrii uzun bir oksidandir olarak kabul edilmektedir (Kalff ve ark 1999). Bu reaktif
nitrojen bilesikleri lipidler, DNA, tioller, amino asitler ve metallerle reaksiyona
girerek enzim fonksiyonlarint bozar, membran biitiinliigline zarar verir ve DNA
mutasyonuna neden olabildigi de rapor edilmistir (Eiserich ve ark 1998). Testis
iskemi-reperfiizyonu sirasinda NO seviyesindeki degismelerle ilgili caligmalar
bulunmaktadir (Koltuksuz ve ark 2000, Ozokutan ve ark 2000, Shiraishi ve ark
2001). Yildiz ve ark 2011) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada bizim ¢alismamiza

benzer sekilde sag testis 720° saat yoniinde 2 saat torsiyon ve 2 saatte detorsiyon
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yapilarak hayvanlar oldiiriilmistiir. Torsiyon yapilan testiste doku NO degerlerinin
onemli sekilde artis gdsterdigini tespit etmislerdir. Sicanlarda gergeklestirilen baska
bir arastirmada testis iskemi-reperfiizyonu sirasinda lazer Doppler ve nitrik oksite
Ozel elektrot ile kan akimi ve NO salimimi incelenmis ve testis arterinin
klemplenmesiyle kan akiminin 6nemli sekilde azaldig1 ve kan akiminin kesilmesiyle
onemli sekilde artan NO degerlerinin klempin kaldirilmasiyla normal degerlerine
dondiigii belirlenmistir (Kono ve ark 2006, Tamamra ve ark 2010). Ozokutan ve ark
(2000) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada ratlarda NO sentezinin
baskilanmastyla testis I/R yaralanmasinda hasarin 6nemli sekilde azalirken, L-arjinin
tarafindan NO {iretiminin artirtlmasinin /R’ye bagli doku hasarin1 énemli sekilde
artirdigi  belirlenmistir. Bizim gergeklestirdigimiz ¢alismada torsiyon ve
detorsiyonun her ikisinde de plazma ve doku NO diizeylerinde 6nemli artiglar
belirledik. Ustelik detorsiyon sonrasi nitrik oksit degerleri torsiyon degerlerinden
daha fazla oranda belirlendi. Calismada elde ettigimiz torsiyon ve detorsiyona bagl
olarak NO diizeylerinde meydana gelen artis, yukaridaki ¢aligmalarda bahsedilen
iskemiye bagli NO artisin1 tespit eden arastirmalarla paralellik gostermektedir.
Ancak dokudaki NO miktarlarinin plazma seviyesinden daha fazla oranda artmis
olarak bulunmasinin lokal olarak dokuda olusturulan iskemi ve bunu takibende
detorsiyonla yeniden kanlamaya izin verilmesi neticesinde artan NO salgisinin bir
sonucu olarak ortaya ¢iktig1 diisliniilebilir. Calismamizda torsiyon ve detorsiyonla
birlikte gliclii bir antioksidan oldugu daha onceki calismalarda o6zellikle kalp ve
beyin iskemisi ¢aligmalarinda ortaya konulan DiOHF kullanildi. Gerek torsiyon ve
gerekse detorsiyonla birlikte kullanilan DiOHF hem plazma hem de dokuda artis
gosteren nitrik oksit degerlerini dnemli sekilde azalttigi belirlenmistir. Bu bulgular
is13¢inda DIOHF’nin artan NO degerlerini azaltmak suretiyle antioksidan etki
gosterdigi kabul edilebilir. Bu sonu¢ degisik dokuda DiOHF’nin farkli sonuglar
ortaya ¢ikarmasindan kaynaklanmis olabilir. Nitekim genellikle kalp iskemi-
reperfiizyon ¢alismalarinda DiOHF kullaniminin NO bioyararlanimini artirararak

doku da koruyucu etki gosterdigi ifade edilmistir (Chan ve ark 2003).

Arastirmamiza ¢aligilan parametrelerden bir digeri ise MDA’dir. MDA lipid
peroksidasyonun giivenilir bir gostergesi olarak dikkate alinir. Nitekim daha dnce
gergeklestirilen benzer bir testis iskemi-reperfiizyon ¢alismasinda da oksidan hasarin

gostergesi olarak MDA degerleri belirlenmistir (Ozturk ve ark 2003). Farkli
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dokulardaki iskemi-reperfiizyon ¢alismalarinda oksidatif hasarin gostergesi olarak
kan ve dokudaki MDA diizeyleri ¢alisilmis olup bu dokulardan bir tanesi de testis
dokusudur (Zhang ve ark 2011). Azizollazi ve ark nin (2011) gergeklestirdigi bir
arastirmada testis iskemi-reperfiizyonunda serum MDA seviyelerinin arttigini rapor
etmislerdir. Benzer sekilde baska bir arastirma grubu tarafindan yapilan c¢alismada
da iskemik testiste MDA seviyelerinin kontrol grubundan onemli sekilde yiiksek
oldugu belirlenmistir (Tsounapi ve ark 2011). Hanci ve ark (2010) tarafindan
gerceklestirilen bir arastirmada ratlarda testis dokusu 720° ve bir saat torsiyon ve
bunu takibende 4 saat siireyle detorSiyona maruz birakilmistir. Bu arastirmacilar I/R
sirasinda MDA diizeylerinde 6nemli artis oldugunu belirlemislerdir. Yine benzer
sekilde gerceklestirilen diger arastirmalarda da I/R sonucu doku MDA miktarlarinin
arttig1 tespit edilmistir (Erol ve ark 2009, Yildiz ve ark 2011). Yaptigimiz ¢alismada
deney hayvanlarinda testislerin 720° 4 saat siireyle torsiyona maruz birakilmasi
gerek plazma ve gerekse doku MDA degerlerini artmistir (grup 3).
Gergeklestirdigimiz calismada iskemi ve reperflizyon sirasinda artis gosteren
malondialdehid degerleri bu parametrenin I/R sirasinda arttigini rapor eden yukarida

ki calismalarla paralellik gostermektedir.

Calismamizda I/R sirasinda plazma ve doku MDA degerlerinin artis
gbstermis olmasi arastirmada amag¢ edindigimiz testiste iskemi ve reperfiizyonun
tam anlamiyla gergeklestigini gostermektedir. Bununla birlikte ayn1 grupta torsiyonu
takiben 4 saat detorsiyon yapilmasi yine plazma ve doku MDA seviyelerinin yiiksek
oranda bulunmasi sadece iskemi degil aym1 zamanda reperflizyon sirasinda da
dokuda Onemli oksidan hasarin olustugunun gostergesidir. Ancak aymi siireli
torsiyon ve detorsiyonla birlikte DiIOHF uygulamasi yapilan gruplarda (grup 5, 6)
artan plazma ve doku MDA degerlerinin 6nemli sekilde azalarak kontrol grubu
degerlerine yakin oldugu belirlenmistir. Calismamizin bir diger grubun da ise
hayvanlarda 4 saat siireli torsiyon ve bunu takiben 24 saat siireli detorsiyon
uygulamasi (grup 7) ve ilave olarak detorsiyon oncesi (torsiyondan hemen sonra) 30
mg/kg dozunda periton i¢i olarak tek doz DiOHF takviyesi yapilmustir. Ozellikle
torsiyonu takiben uzun siireli detorsiyon sonucu (24 saat) doku MDA degerleri
kontrol gruplarinin yaklasik {i¢ buguk kati oraninda c¢ok Onemli oranda artig
gostermistir. Ancak bu grupta torsiyondan hemen sonra detorsiyon oncesi DiOHF

takviyesi yapilmasi artan MDA seviyelerini onemli sekilde azaltmistir. Daha 6nce
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testis iskemi reperflizyon caligmalarinda quersetin ve baicain gibi degisik
flavonoidler kullanilmig olup bu ilaglarin I/R hasarinda faydali olabilecegi rapor
edilmistir (Aktoz ve ark 2010, Kim ve ark 2010). Ancak mevcut literatiirden
bildigimiz kadariyla sentetik flavonoid olan ve daha once o6zellikle kalp iskemi
reperflizyon hasarinda koruyucu etkisi arastirllan DiOHF’nin testis iskemi-
reperfiizyon hasarinda etkisi arastirllmamistir. Calismamizda MDA parametresiyle
ilgili elde edilen sonucglar bu parametrenin I/R sirasinda ve sonrasinda artis
gosterdigi ancak I/R’ye ilave olarak sentetik flavonoid olan DiIOHF kullaminin artan
MDA seviyelerini azaltmak suretiyle si¢anlarda I/R sirasinda artan doku hasarini

onemli oranda azaltabilecegini gostermektedir.

Aragtirmada antioksidan sistemin gostergelerinden birisi olarak eritrosit ve
doku glutatyon diizeyleri de degerlendirilmistir. Glutatyon hiicreleri oksidan hasara
kars1 koruyan hiicre igindeki en Onemli antioksidan bilesiklerden birisidir (Ross,
1988). Organizmada antioksidan savunmanin dnemli elemanlarindan birisi olarak
kabul edilir. Ancak organizmada antioksidan gostergelerinden birisi olarak dikkate
alman parametrelerden olan glutatyonun antioksidan savunma sirasinda farkl
sekilde etkilendigi goriilmektedir. Testis-iskemi reperfiizyon calismalarinda da doku
antioksidan  aktivitelerinin  gostergelerinden birisi olarak GSH  diizeyleri
belirlenmistir (Yildiz ve ark 2011). Nitekim Guimarae ve ark’nin (2010)
gerceklestirdigi calismada 2 saatlik iskemi ve bunu takiben 3 saatlik reperfiizyon
siiresi sonunda testis dokusunda glutatyon seviyelerinin azaldigi belirlenmistir.
Ancak Unal ve ark (2007) tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada ratlarda 2 saat
stireli torsiyonun doku GSH diizeylerinin artti1 goriilmiistiir. Hekimoglu ve ark.’nin
(2010) yaptig1 ¢calismada da GSH degerlerinin testis iskemi-reperfiizyonuyla arttigini
tespit etmiglerdir. Yaptigimiz arastirmada ise deney hayvanlarinda 4 saat siireli
torsiyon yapilmast hem plazma hemde doku GSH seviyelerini kontrol grubuyla
kiyaslandiginda onemli sekilde artirmig olup bu artis dokuda daha belirgin olarak
ortaya c¢ikmigtir. Genel olarak deney gruplarma bakildiginda antioksidan
savunmasinin bir parcasi olan GSH degerlerinin torsiyon ve detorsiyonlu gruplarda
(grup 3 ve 4) 6zellikle doku diizeyinde artig gosterdigi goriilmektedir. Bu parametre
ayni zamanda torsiyon ve detorsiyona ilave olarak DiOHF takviyesi yapilan
gruplarda da artis gostermistir. GSH seviyelerinin iskemik gruplarda artis gostermis

olmast dokudaki lipid peroksidasyona karsi savunma cevabinin artmasindan
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kaynaklandig1 disiiniilmektedir. Bununla birlikte flavonoid takviyesinin GSH
diizeylerinde yiikselmeye neden olmasi plazma ve dokuda lipid peroksidasyona karsi

savunma cevabinin daha da gii¢lendirildiginin bir gostergesi olarak kabul edilebilir.

Mevcut ¢alismada diger bir parametre olarak testis dokusunda XO degerleri
incelendi. XO iskemik ve vaskiiler hastaliklarin degisik fromlarinda énemli bir rol
oynar (Portugal-Cohen ve ark 2009; Taibi ve ark 2010). Ayrica ksantin oksidaz
reperfiizyondan sonra kandaki siiperoksit anyon radikalleri i¢inde 6nemli bir kaynak
olusturmaktadir (Ono ve ark 2009). Arastirmanin XO ile bdolimi
degerlendirildiginde bu parametrenin gerek 4 saatlik torsiyon gerekse 4 saat torsiyon
+ reperflizyon ve 4 saat torsiyon + 24 saatlik detorsiyon sirasinda énemli sekilde
artis gosterdigi belirlenmistir. Bu bulgular iskemi sirasinda XO seviyelerinin
arttigini belirleyen ¢alismalar ile paralellik gostermektedir (Su ve ark 2003, Hasgalik
ve ark 2004). Ancak deney hayvanlarinda torsiyonla birlikte DiOHF uygulamasi
yapilmasi, torsiyon + detorsiyonla beraber DiOHF takviyesi yapilmasi hem iskemi
hemde iskemi + reperflizyon sirasinda olusan XO artisin1 6nemli sekilde onlemistir.
XO diizeylerinde kisa siireli reperfiizyonda meydan gelen azalma (grup 6) uzun
stireli reperflizyon sonrasi da goriilmiistiir (grup 8). Daha 6nce gergeklestirilen testis
iskemi-reperflizyonu ve lipid peroksidasyon olusumuyla ilgili ¢aligmalarda DiIOHF
kullaniminin olmadigi mevcut literatiirlerden bilinmektedir. Ancak yapilan bazi
caligmalarda gerek DiOHF ve gerekse flavonoid iceren bazi bitkiler degisik
organlardaki iskemi-reperfiizyon c¢alismalarinda kullanilmistir (Malakul ve ark
2011). Yapisinda flavonoid bulunduran molekiillerin miyokardiyal iskemi-
reperfiizyon hasarma karst XO olusumunu engellemek suretiyle koruyucu etki
olusturdugu belirlenmistir (Akhlaghi ve ark 2009, Malakul ve ark 2011). Bizim
calismamizda elde ettigimiz testis dokusunda iskemi-reperfiizyon sirasinda olusan
XO iretiminin DiIOHF uygulamasiyla Onlenmis olmasi1 flavonoidlerin degisik
dokularda olusturdugu ksantin oksidazi inhibe etme yeteneginin testis dokusunda da
gerceklestigini gostermektedir. Calismamizda benzer sekilde tanimlayabilecegimiz
bir arastirmada DiOHF kullaniminin izole rat aortasinda ksantin oksidaz varliginda
stiperoksit olusumunu engellemistir (Woodman ve Chan 2004). Gergeklestirdigimiz
aragtirmada elde ettigimiz sentetik flavonoid (DiOHF) kullanimiyla ksantin oksidaz
olusumunun  baskilanmasi  yukarida  bahsedilen caligmalarla  paralellik

gostermektedir.
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Arastirmada  ayrica  testis  iskemi-reperfiizyonu sirasinda DiOHF
uygulamasinin dokuda olusturacagi yapisal degisiklerin belirlenmesi amaciyla alinan
ornekler histopatolojik olarak incelendi. Histopatolojik inceleme igin Johnsen
skorlamas1 yapildi. Gruplar arasinda degerlendirme yapildiginda en yiiksek skor
degerleri kontrol ve sham-kontrol grubunda elde edilirken torsiyon ve detorsiyon
gruplarinin skor degerleri kontrol grubundan daha diisiik oldugu tespit edildi. I/R
grubunda azalmis spermatik aktivite daha onceki benzer calismalarda da rapor
edilmistir (Aktoz ve ark 2010, Minutoli ve ark 2011, Wei ve ark 2011). Calismanin
bu parametresiyle ilgili 6nemli bulgu I/R sirasinda olusan spermatik aktivite
bozulmasmin tek doz DiOHF uygulamasiyla diizelmemis olmasidir. Elde edilen
bulgular spermatotik aktivitenin degerlendirme zamani, uygulama sekli ve dozundan
kaynaklanmig olabilir. Nitekim Sukhotnik ve ark’nin (2009) gergeklestirdigi
calismada germ hiicre apoptozisinin iskemiden 6 saat ve reperflizyondan ise 24 saat
sonra artig gosterdigi belirlenmistir. Ancak 72 saatlik siire sonunda artan germ hiicre
apoptozisi onemli sekilde azalma gosterdigi goriilmiistiir. Bizim calismamizda genel
olarak 4 saatlik iskemi ve bazi gruplarda bunu takiben maksimum 24 saatlik
reperfiizyon sonunda olugan spermatik aktiviteyi degerlendirdik. Nitekim mevcut
literatiir bilgiler incelendiginde bizim ¢alismamizda kullandigimiz sentetik flavonoid
DiOHF’nin sadece kalp ve beyin dokusundaki iskemi reperfiizyon hasarinda
dokudaki koruyucu etkisi arastirllmistir. Ayrica bahsedilen mevcut preperat
genellikle damar i¢i yolla deney hayvanlarina uygulanmistir. Yapilan ¢aligmalarda
DiOHF’nin 6zellikle kalp dokusunda uzun dénem de koruyucu etki olusturdugu
rapor edilmistir (Wang ve ark 2004, Wang ve ark 2009). Mevcut arastirmada ise
sadece kisa siire (maksimum 24 saat) sonunda testis dokusundaki spermatik aktivite
degerlendirilmistir. Elde edilen mevcut bulgularda iskemi ve reperflizyona ugrayan
testis dokusunda spermatik aktivitenin normal degerlere gore farklilik gdstermesi
dokunun degerlendirme zamani ve ilacin uygulama seklinden kaynaklanmis

olabilecegini diisiindiirmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Calismada oncelikle ratlarin testis dokusunda iskemi-reperfiizyon hasari
olusturulmasi amagclanmustir. Arastirmanin bulgulari genel olarak
degerlendirildiginde iskemi ve reperflizyon hasarinin tam anlamiyla olustugu
oksidanlarin artig1 ve antioksidan sistemin baskilanmasindan gériilmektedir. Iskemi-
reperfiizyon yaralanmasi sirasinda dokudaki oksidan hasarin gostergesi olarak NO ve
MDA diizeylerinin artis goOsterdigini ortaya konulmustur. Ayrica lipid
peroksidasyona karsi koruyucu aktiviteye sahip olan GSH diizeyleri de hem plazma
hemde dokuda antioksidan aktivitede ki artisin bir sonucu olarak yiikselme
gostermistir. Bunlara ilave olarak ¢alismada kullanilan DiIOHF’nun hem oksidanlari
baskilayarak hemde antioksidanlarin etkisini artirmak suretiyle deneysel iskemi
reperfiizyonda lipid peroksidasyona karst koruyucu etkiye sahip oldugu
goriilmektedir. Ancak testis dokusunda spermatik aktivite yoniinden DiOHF 6nemli
bir etki gostermemistir. Daha fazla deney gruplarn ile farkli siire ve uygulama
sekilleriyle birlikte bu ilacin verilmesinin olusturacagi doku koruyucu etkisinin daha

Iyi bir sekilde ortaya konulmasi saglanabilecektir.
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6. OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

Sicanlarda Testis iskemi-Reperfiizyon Hasarinda 3',4'-Dihydroxyflavonol’un

Lipid Peroksidasyona Etkisi

“Aysel DUMAN”

Fizyoloji (Sel¢uklu Tip) Anabilim Dal
YUKSEK LISANS TEZi / KONYA-2011

Mevcut ¢alismanin amaci sentetik bir flavanoid olan ve daha 6nceki ¢aligmalarda kalp ve
beyin iskemisinde koruyucu etkilere sahip oldugu belirlenen 3',4'-dihydroxyflavon’un deneysel testis
torsiyon-detorsiyonunda lipid peroksidasyona etkisini belirlemekti.

Mevcut calisma Selcuk Universitesi Deneysel Arastirma ve Tip Merkezinden temin edilen
250-260 gr agirliginda 60 adet erkek Wistar-albino tiirii erkek sican iizerinde gergeklestirildi. Deney
su sekilde olusturuldu.

1. Kontrol; 2. Sham; 3.720°-4 saat torsiyon; 4. 720°-4 saat torsiyon + 4 saat detorsiyon; 5.
720°-4 saat torsiyon+ DiOHF; 6.720°-4 saat torsiyon + DiOHF + 4 saat detorsiyon; 7. 720°-4 saat
torsiyon + 24 saat detorsiyon; 8. 720°-4 saat torsiyon + DiOHF + 24 saat detorsiyon.

Deney gruplarinda uygulamalarin bitiminde anestezi edilen hayvanlardan kardiyak
punksiyon ile kan drnekleri ve testis dokular1 gerekli analizler yapilmak iizere alindi. Doku ve kan
ornekleri analiz yapilincaya kadar -80°C’de tutuldu.

Calisma gruplarinin plazma glutatyon peroksidaz degerlerinin grup 5’de en yiiksek seviyede
oldugu belirlendi (P<0.001). Torsiyon ve detorsiyon gruplari olan 3. ve 4. gruplar ise en diisiik plazma
GPx degerlerine sahipti (P<0.001). Deney gruplarinin testis dokularindaki GPx degerlerinin 8. grupta
diger gruplardan daha yiiksek oldugu belirlendi (P<0.001).

Plazma NO degerlerinin incelenmesinde bu parametrenin 3. ve 4. gruplarda diger gruplarin
tamamindan daha yiiksek oldugu gériildii (P<0.001). Doku NO miktarlarina bakildiginda grup 3, 4 ve
7 diger gruplara gore daha yliksek NO degerlerine sahipti (P<0.001).

Plazma MDA diizeyinin 3. 4. ve 7. gruplarda en yiiksek oldugu goriildii (P<0.001). Testis
dokusundaki MDA seviyelerinin 3, 7 ve 8. gruplardan yiiksek oldugu tespit edildi (P<0.001).

Eritrosit GSH diizeylerinin grup 5 ve 7’de diger gruplarin tamamindan 6nemlice yiiksekti
(P<0.01). Doku GSH miktarlar1 incelendiginde 5. grubun en yiiksek degerlere sahip oldugu
belirlenmistir (P<0.001).

XO degerleri incelendiginde en yiiksek doku XO seviyeleri 3, 4 ve 7. grupta belirlendi
(P<0.001). Grup 6 ve 8’in degerleri de grup 1, 2 ve 5’den daha yiiksek olarak tespit edilmistir
(P<0.001). (Grafik 9).

Testis dokusunda spermatik aktivite skorlama yapilarak degerlendirilmistir. Gruplararasi
karsilastirma yapildiginda kontrol ve sham grubunun en yiiksek skor degerine sahip oldugu belirlendi
(P<0.001).
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Caligmanin  sonuglar1 ratlarda testis iskemi perflizyon hasar1 sirasinda artan lipid
peroksidasyonun periton i¢i DIOHF uygulamasiyla 6nlendigini gdstermektedir.

Anahtar Sozciikler: Testis iskemi reperfiizyonu; 3',4'-Dihydroxyflavonol; rat
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7.SUMMARY

The effect of 3',4'-Dihydroxyflavonol on Lipid Peroxidation in Testes Ischemia-
Reperfusion Damage in Rat

The aim of present study was to determine the effect of 3',4'-dihydroxyflavonol on lipid
peroxidation in experimental testis tortion-detortion in rats.

This study was performed on the Wistar-albino male rats which weighted as 250-260 gr and
in the Experimental Research and Medicine Center of Selcuk University. Experimental groups as
follows.

1. Control; 2. Sham; 3.720°-4h tortion; 4. 720°-4h tortion + 4h detortion 5. 720%4h tortion +
DiOHF; 6.720°4h tortion + DiOHF + 4h detortion; 7. 720°-4h tortion + 24h detortion; 8. 720°-4h +
DiOHF + 24h detortion.

Following the all application, animals were anesthesized and blood samples were taken by
cardiac puncture and testis tissue samples were taken by orchidectomy and animals were was killed by
anesthesia. Samples were kept at -80°C until the analysis.

Plasma GPx levels were the highest in the group 5 (P<0.001). Groups 3 and 4 have the lowest
plasma GPx levels (P<0.001). Group 8 testis issue GPx was the highest compared to the other groups
(P<0.001).

When the observed plasma levels, this parameter were the highest in the groups 3 and 4
(P<0.001). Tissue NO levels of groups 3, 4 and 7 were higher then other groups (P<0.001).

Plasma MDA levels of groups 3, 4 and 7 were the highest compared to other groups
(P<0.001). Testis tissue MDA levels of groups 3, 7 and 8 were higher than the other groups
(P<0.001).

Erythrocyte GSH levels of group 5 and 7 were significantly higher than other groups
(P<0.01). When the tissue GSH levels evalueted this parameter was the highest in the group 5
(P<0.001).

Tissue XO ration of groups 3, 4 and 7 were higher then the other groups (P<0.001). Levels in
Group 6 and 8 were determined increased compared to groups 1, 2 and 5 (P<0.001).

In addition testis tissue spermatic activity was evaluated by scorring. When the compared
among the groups, control and sham groups have the highest scor levels (P<0.001).

The results of present study show that DiIOHF supplementation by intraperitoneal prevents

increased lipid peroxidation during testis Ischemia-Reperfusion damage in rat.

Key Words: Testicular-ischemia-reperfusion; 3',4'-Dihydroxyflavonol; rat
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9. EKLER

Etik Kurul Raporu

T.C.
SELCUK UNIiVERSITESI
DENEYSEL TIP ARASTIRMA VE UYGULAMA MERKEZi
DENEY HAYVANLARI ETiK KURUL KARARLARI

Karar Sayist: 2010-048 | Karar Tarihi: 31/05/2010

Selguk Universitesi Meram Tip Fakilltesi Fizyoloji Anabilim Dalindan Dog.Dr.Rasim MOGULKOC, Aysel
DUMAN, Biyokimya Anabilim Dalindan Dr.Esma MENEVSE ve Patoloji Anabilim Dalindan Prof.Dr.M.Cihat
AVUNDUK tarafindan sunulan “Siganlarda Testis iskemi-Reperfiizyon Hasarinda 3’,4’-Dihydroxyflavonol’un
Lipid Peroksidasyona Etkisi” baglikli tez projesi dokuz iiyenin katilimi ile degerlendirildi.

Projede sekiz grupta toplam 60 sigan kullamlacag, sicanlarin siire sonunda yiiksek doz anestezi ile sakrifiye
edilecegi belirtilmigtir.

Projenin deney hayvanlarina iligkin yonlerinin Selguk Universitesi Deneysel Tip Aragtirma ve Uygulama
Merkezi Deney Hayvanlari Etik Kurul Yénergesinin 6nci maddesinde belirtilen “etik kurallara uygunluk esas1”
dikkate alinarak hazirlandig1 belirlenmistir.

Selguk Universitesi Deneysel Tip Aragtirma ve Uygulama Merkezi Deney Hayvanlari Etik Kurul Yénergesinde
“Bagvuru Sahibinin Sorumluluklari” baglig1 altinda yer alan kurallar ve madde 6da belirtilen “Hayvan Deneyleri
ile Tigili Etik Ilkeler” sakli kalmak kosulu ile projenin hazirlanmasinda “Etik Kurul Yonergesi ilkelerine
Uyulduguna”, ¢alismanin deneysel kismini yapacak galismacinin “Deney Hayvanlari Kullamm Sertifikasmna”
sahip oldugu dikkate alinarak projenin hayvan kullanim etigi agisindan “uygun” olduguna oybirligi ile karar

verilmigtir.
Prof.Dr.K.Esra NURULLAHOGLU é z Prof.Dr.A.Saide
ATALIK Prof.Dr.Lema TAVLI Dr.Said BODUR SAHIN
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10. OZGECMIS

07.10.1985 yilinda Eskisehir‘de dogdum. 1990 yilinda babamin is nedeni
dolayisiyla ailecek Alanya’ya tasindik. ilkokuldan liseye kadar devam eden egitim
donemini Alanya’da tamamladim. 1991-1996 yillarinda Ilkokulu Bilgi Bulut‘ta,
1996-2003 tarihleri arasinda ortaokul ve liseyi Ayse Melahat Erkin Anadolu
Lisesi’nde bitirdim. 2003—2007 yillarinda Universite egitimimi Selguk Universitesi
Karaman Saglik Yiiksekokulunda tamamladim. 2008 yilinda Selguk Universitesi
Meram Tip Fakiiltesi Fizyoloji Ana Bilim Dalinda yiiksek lisans egitimime basladim.
Meslegim olan hemsirelik gérevini 2009 tarihinden beri Kulu Devlet Hastanesi Acil

Servisinde siirdiirmekteyim.
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