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OZET

Over Iskemi ve Reperfiizyon Hasar1 Olusturulan Sicanlarda, Timokinon’un Doku
Oksidatif Dna Hasar1 Uzerindeki Koruyucu Etkilerinin Biyokimyasal, Histolojik
ve Spektroskopik Yontemlerle Belirlenmesi

Amac¢: Bu c¢alismanin amaci ratlarda deneysel olarak olusturulan over iskemi
reperfiizyon hasarinda iyi bir antioksidan oldugu bilinen Timokinon’un tedavi edici etkilerinin

arastirilmasidir.

Materyal ve Metot: Calismada 9 gruptan olusan 72 adet disi rat kullanildi. Gruplar;
Saglikli, Sham, Sham+TK40, iskemi (ISC), iskemi reperfiizyon (IR), ISC+TK20, ISC+TK40,
IR+TK20 ve IR+TKA40 olarak belirlendi. Timokinon’un 20 ve 40mg/kg dozlar1 tedavi gruplari
olarak kullanildi. Deney sonunda over dokusunda biyokimyasal, histopatolojik ve

spektroskopik analizler yapildi.

Bulgular: Calismamizda saglikli gruba kiyasla ISC ve IR gruplarinda SOD, GSH,
CAT degerlerinin azaldigi, Tnfa, IL1B, MDA, CoQ10 ve 80HdIG degerlerinin arttig1 tespit
edilmigtir. Timokinon doza bagli olarak SOD, GSH, CAT degerlerini artirdigi, Tnfa, IL1B,
MDA, CoQ10 ve 8OHAG degerlerini ise azalttig tespit edilmistir. Histolojik degerledirmelere
gore ISC ve IR gruplarinda yogun hemoraji alanlari, dilate kan damarlari, 6dematoz alanlar
ve enflamasyon tespit edilmistir. Dokudaki hasara bagli olarak hiicre 6liimleri belirlenmis,
nekrotik ve apoptotik hiicreler goriilmiistiir. Timokinon uygulanan gruplarda doza bagli olarak
doku hasarinda ve nekrotik hiicrelerde azalma tespit edilmistir. Spektroskopik sonuglarda bu

bulgular1 desteklemektedir.

Sonu¢: Timokinon, antioksidan ve DNA koruyucu etkileri ile insanlarin over iskemi

ve reperflizyonunun neden oldugu hasarin tedavisinde yardimci olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Antienflamatuar, Antioksidan, iskemi reperfiizyon hasar1, Over,

Timokinon



ABSTRACT

Investigation of the Protective Effects of Thymoquinone on Tissue Oxidative DNA
Damage in Rats with Ovarian Ischemia and Reperfusion Damage by Biochemical,
Histological and Spectroscopic Methods

Aim: The aim of this study was to investigate the therapeutic effects of
Thymoquinone, which is known to be a potent antioxidant, in experimentally induced

ovarian ischemia reperfusion injury in rats.

Material and method: Totally 72 female rats in 8 groups have been used in study.
Groups were determined as Healthy, Sham, Sham+TK40, ischemia (ISC), ischemia
reperfusion (IR), ISC+TK20, ISC+TK40, IR+TK20 and IR+TK40. Thymoquinone doses
were 20 and 40mg/kg in the treatment groups. At the end of the experiment, biochemical,
histopathological and spectroscopic analyzes were performed on the ovarian tissue.

Results: In our study, it was determined that SOD, GSH, CAT values decreased
and Tnfa, IL1B, MDA, CoQ10 and 80OHdG values increased in the ISC and IR groups
compared to the healthy group. It was determined that thymoquinone increased SOD,
GSH, CAT values and decreased Tnfoa, IL1B, MDA, CoQ10 and 8OHdG values
depending on the dose. According to histological evaluations, intense hemorrhage areas,
dilated blood vessels, edematous areas and inflammation were detected in the ISC and IR
groups. Cell deaths were determined due to tissue damage, and necrotic and apoptotic
cells were observed. A dose-dependent decrease in tissue damage and necrotic cells was
detected in the groups administered thymoquinone. Spectroscopic results supported these

findings.

Conclusion: Thymoquinone, with its antioxidant and DNA protective effects, can

be useful in people with ovarian ischemia and reperfusion injury.

Key Words: Anti-inflammatory, Antioxidant, Ischemia reperfusion injury,

Ovary, Thymoquinone

Vi
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1. GIRIS

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), iskemi kaynakli ndronal hiicre hasari yani sira
norodejeneratif bozukluklarin patogenezinde yer almaktadir. Oksidatif stres, ndronal
hiicre 6liimiine ve apoptotik siirecin aktivasyonuna yol agmaktadir (Collins ve digerleri,
1998; Morocz ve digerleri, 2002). Ayrica, oksidatif DNA hasari, oksidatif stresin bir
gostergesi olarak tanimlanmis ve Alzheimer hastalig1 gibi nérodejeneratif bozukluklarda
artmis oldugu gosterilmistir (Kadioglu ve digerleri, 2004; Reardon ve digerleri, 1997).
Birgok antioksidan, oksidatif stresle indiiklenen néronal hiicre hasarini, endojen savunma
kapasitelerini artirarak azaltabilir (Mousavi ve digerleri, 2010).

Iskemi-Reperfiizyon (IR) hasari, ¢oklu faktdrlerin etkilesimine bagl olarak
karmasik bir patofizyoloji olusturmaktadir. Doku hasarinin iskemi sonucu ortaya ¢ikmasi,
reperfiizyon asamasinda hiicre icerisinde ¢esitli biyokimyasal yollarin devreye girmesiyle
reaktif oksijen tiirlerinin iiretilmesine ve dolayisiyla hiicre 6liimiine sebep olabilir (F ve
ark., 2014).

Proinflamatuvar mediyatorlerin tiretimi ve ndtrofil, makrofaj, lenfosit gibi immiin
hiicrelerin hasar bdlgesinde birikimi, IR hasarmin kapsamini genisletir ve bu hasarin
sistematik etkilerinin olusmasma neden olur. Iskeminin siiresi ve siddeti, etkiledigi
dokular arasinda farkliliklar yaratir (Dokuyucu ve ark., 2014). Oksidatif stresin
biyokimyasal mekanizmalarmin IR hasarinda rolii, doku ve organ koruma stratejilerinin
gelistirilmesi baglaminda klinik 6neme sahiptir. Bu nedenle, IR hasarinm altinda yatan
dinamiklerin derinlemesine anlasilmasi, etkilenen doku ve organlara yonelik etkin tedavi
yaklagimlar1 olusturmanin temelini atmaktadir (Vaghasiya ve ark., 2010).

Iskemi-reperfiizyon hasari sirasinda, ROS olusumunda énemli bir rol oynayan
faktorler arasinda endotel hiicrelerin ve inflamatuvar hiicrelerin (6zellikle nétrofiller)

etkilesimleri yer alir. IR siirecinde, dokularin hasar gérmesine yol agan inflamasyon olay1,



endotel hiicrelerinin yani sira vaskiiler yatakta bulunan diger hiicreler (6rnegin
makrofajlar ve mast hiicreleri) tarafindan salgilanan pro-inflamatuvar mediyatorlerle
desteklenir. Bunlar, polimorf ¢ekirdekli 16kositlerin (PMNL) bolgeye go¢ etmesine ve
yapismasina neden olur (Serracino-Inglott ve ark., 2001).

Cesitli caligmalarda, IR hasar1 sonucunda karaciger, kalp, bobrek, akciger ve beyin
gibi organlarda noétrofillerin hem doku diizeyinde hem de sistemik olarak arttig1
bildirilmistir (Serracino-Inglott ve ark., 2001; Schmid-Schoenbein ve Engler, 2003;
Hansson ve ark., 2003; Pan ve ark., 2007; Dworakowski ve ark., 2008; Rodriguez ve
Granger, 2010). Normal fizyolojik durumlarda, fagositik 16kositler (makrofaj, notrofil
gibi) ROS tarafindan tetiklenen inflamatuvar mediyatorlere yanit verirler. Bu yanut,
solunumsal patlama olarak bilinen bir mekanizma ile oksidan mediyatorlerin iiretilmesi
seklinde gerceklesir. Bu siirecte, NADPH oksidaz (NOX) enzimi, ROS iiretiminden
baslica sorumlu olup, aktivasyon sirasinda oksidan tiretimi 50-100 kat artirabilir
(Serracino-Inglott ve ark., 2001). NOX araciligiyla iiretilen siiperoksitler, SOD ile
hidrojen peroksit ve daha sonra miyeloperoksidaz etkisiyle hipoklordz asite ya da Fenton
reaksiyonu ile hidroksil radikaline doniisiir. Bu artmis ROS iiretimi, reperfiizyon
hasarinin ana nedenlerinden biridir (Parks ve Granger, 1986). Ayrica, PMNL'den IL-1,
IL-6, IL-12, IFNy ve Tnfa gibi sitokin ve kemokinler ile elastaz ve kollejenaz gibi
proteazlar salinir. Bunlar, daha fazla inflamatuvar hiicrenin bdlgeye toplanmasina ve
dolayisiyla daha fazla ROS iiretimine neden olur (Kalogeris ve ark., 2012).

Endotel hiicrelerinin IR sirasinda ROS iiretimini artirmadaki rolii, sadece selektin
ve integrin gibi adhezyon molekiilleri araciligiyla 16kosit toplanmasini tesvik etmekle
siirlt degildir. Ayn1 zamanda, endotel hiicrelerinin yiizeyinde bulunan ksantin oksidaz

enzimi de oksidatif stresin artmasina katki saglar. Ancak bu enzim, 6zellikle hepatosit,



enterosit ve kapiller endotelyal hiicrelerde diger dokulara gore daha belirgin olarak
bulunur (Phillips ve ark., 2009).

Cok cesitli sebze, meyve, baharat ve sifali bitkiler, hastalik 6nleyici ve tedavi edici
de dahil olmak iizere bir dizi uygulama i¢in tiiketilmektedir ve cesitli biyoaktif bilesikler
icerdigi bilinmektedir. Bitkiler, modern terapdtiklerde yerini bulan ¢agdas ilaglar olarak
bircok fito-bilesenin dogal kaynagidir (Kaur ve ark., 2018). Timokinon (2-izopropil-5-
metil-1, 4-benzokinon), Orta Dogu ve Glineydogu Asya iilkelerinde geleneksel olarak
yaygin olarak kullanilan ¢orek otu tohumlarinin ugucu yaginin biyoaktif bilesenidir
(Majdalawieh ve ark., 2017). Timokinon giiglii bir siiperoksit radikal temizleyicisidir
(Mansour et al., 2002). Timokinonunun ¢esitli serbest radikalleri etkili bir sekilde
siiptirme yetenegi, viicut i¢in son derece faydali bir antioksidan potansiyel sunmaktadir.
Bu 6zellik, hiicresel diizeyde yasanan oksidatif stresi azaltma konusunda énemli bir rol
oynayabilir. Oksidatif stres, viicudun normal metabolik aktiviteleri sirasinda tiretilen
serbest radikallerin artmasi sonucu hiicrelerde olusan zararli etkileri ifade eder. Bu serbest
radikaller, hiicresel bilesenlere zarar vererek DNA, proteinler ve lipitler gibi temel yap1
taglarin1 bozabilirler (Badary ve ark., 2003).

Bu ¢alismanin amaci, over iskemi ve reperflizyon hasari ile timokinonun etkilerini
cok yonlii bir sekilde degerlendirerek, bu alanin daha iyi anlasilmasina katkida

bulunmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Overler

2.1.1. Overlerin Anatomisi

Insan overleri, hilum (rete ovarii), dis korteks ve merkezi medulla olmak iizere ii¢
ana bolgeden olusur. Hilum, kan damarlari, sinirler ve hilus hiicrelerini igerir ve overin
mezovaryuma baglandigi noktadir. Over korteksinde, dis bolge olarak tunika albuginea
bulunur ve i¢ bdlgede oositleri ¢evreleyen over folikiillerinin stromal dokuya gomiilii
oldugu bir alan yer alir (Lew 2019). Overler, reproduktif donemde genellikle 2.5-5 cm
uzunlugunda, 1.5-3 cm genisliginde, 0.7-1.5 cm kalinliginda ve 4-8 gr agirligindaki bir
cift gonadal organdir. Boyutlari, yas, menstrual siklus, disaridan alinan oral
kontraseptifler, ovulasyon indiiksiyonu gibi faktorlere bagli olarak degisebilir ve endojen
hormonal durumlari etkileyebilir (Standring, 2005).

Over distan i¢e dogru sirasiyla dort katmandan olusur. Germinal epitel tabakasi,
kollajen bag dokusu, korteks icinde preantral folikiilleri ve medulla i¢cinde gevsek bag
dokusu, kan damarlar1 ve biiyiik folikiiller bulunur. Folikiiller, graniiloza hiicreleri
tarafindan ¢evrelenmis oositlerin yumurtaligin birincil birimleridir. Bir bazal lamina,
graniiloza hiicrelerini primordial ve primer folikiillerdeki stromal hiicrelerden veya
sekonder ve antral agamali folikiillerdeki teka hiicrelerinden ayirir. Folikiil gelisimi, oosit
ve graniiloza hiicreleri arasindaki ¢ift yonlii sinyal iletisiminden ve biiylime faktorleriyle
etkilesimlerden etkilenebilir. Ayrica, folikiilojenez i¢in gerekliliklerden biri, oosit ve
somatik hiicreler arasindaki etkilesimlerin varligidir. Folikiilojenez, primordial asgamadan
yumurtlama veya atrezi ile sonuglanan folikiil gelisim siirecidir. Folikiillerin biiyiimesi
iki asamada gerceklesir: kiiglik kemirgenlerde haftalar, biiyiilk memeli tiirlerinde ise aylar

stiren ilk yavas asama, graniiloza hiicrelerinin ¢ogalmasi ve folikiillerde ve oosit ¢apinda



bir artisla karakterize edilir. ikinci asamada, folikiil uyarici hormonu (FSH) ve liiteinize
edici hormona (LH) yanit verir, antrum boslugunu olusturur, steroid hormonlar1 sentezler
ve preovulatuar asamaya ulasir (Dadashzadeh ve ark. 2021; DeCherney ve ark. 2012).

Sekil 2.1’de overin anatomik yapis1 goriilmektedir (Schorge ve ark., 2008).
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Sekil 2.1. Overlerin anatomik yapisi

2.1.2. Over Histolojisi

Ovaryumlar, badem seklinde iki organ olup endokrin ve ekzokrin islevlere sahip
olup steroidogenez ve oogenez ile iligkilidir. Memelilerin ovaryumlari, germinal epitel
olarak bilinen tek katli kiibik ya da yass1 epitelden olusur. Bu epitel, viseral peritonun
mezotelyumuyla baglantilidir. Altinda yogun diizensiz siki bag dokusu bulunur ve bu
tabaka tunika albuginea olarak isimlendirilir. Ovaryum medulla ve korteks olmak {izere
iki ana bdliime ayrilir. Medulla, ovaryumun merkezindedir ve kan damarlari, lenf
damarlari, sinirler ve gevsek bag dokusu igerir (Eroschenko 2008). Medullanin devami

olan mezovaryum, ovaryumu asili tutar ve germinal epitel ve peritonun mezoteli ile



kaplidir (Kierszenbaum ve ark., 2015). Over korteksi ise ovaryan folikiilleri, oositleri,
korpus albicans, korpus luteum igermekte ve gevsek aereolar bir stroma ile kaplidir
(Junqueira ve ark., 2009; Novak, 2007). Tunika albuginea'nin daha altinda, oositleri
barmdiran over follikiilleri ile dolu korteks bolgesi yer almaktadir. Follikiiller, korteksin
icinde bulunan bag dokusu olan stroma ic¢ine gomiiliidiir. Stroma, ig seklindeki
fibroblastlar1 igerir ve bu fibroblastlar diger organlara 06zgii fibroblastlarla
kiyaslandiginda hormonal uyaranlara farkli tepkiler gosterir. Overin i¢ kismi ise, mediiller
bolge olarak bilinir ve gevsek bag dokusu ile zengin damar yataklari igerir. Korteks ile
mediilla bolgeleri arasinda net bir sinir bulunmaz (Kierszenbaum, 2006).

Overlerin temel islevi, steroid hormonlarin iiretimi ve salgilanmasi
(steroidogenez) ile disi lireme hiicresi oositin olusumu ve atilmasi (oogenez) olarak iki
ana kisimda 6zetlenebilir. Ostrojen ve progesteron, overler tarafindan salgilanan iki ana
steroid hormondur. Hipotalamus tarafindan sentezlenen GnRH, 6n hipofiz hormonlari
olan FSH ve LH'nin salgilanmasini tetikler, karsilik olarak overlerden Ostrojen ve
progesteron salgilanmasini baglatir (Uzumcu ve Zachow, 2007). Bu hormonlar, {ireme
hiicrelerinin olgunlagsmasini, oviilasyonu, gebeligi ve ikincil cinsiyet Ozelliklerinin
gelismesini kontrol eder (Shier ve ark., 2001). FSH, folikiillerin biiylimesini ve folikiiler
hiicrelerden Ostrojen salgilanmasini tesvik eder. LH ise, sekonder oositte ilk mayotik
boliinmenin tamamlanmasini tetikleyerek oviilasyonu baslatir ve ovulasyon sonrasi kalan
folikiilii korpus luteuma doniistiiriip progesteron salinmasini destekler (Russel ve Robker,
2007). Ostradiol, graniiloza hiicreleri tarafindan iiretilen en etkili dstrojen formudur.
Overdeki teka hiicreleri tarafindan iiretilen progesteron ise, menstrual dongiiniin ikinci
yarisinda uterusu dollenmis yumurtanin yerlesimine hazirlar ve meme bezlerinin
gelisimini destekler (Shier ve ark., 2001). Bu karmasik yap1 ve islev, memeli {ireme

sisteminin diizenlenmesinde ve disi lireme yeteneginde hayati bir rol oynar.



Fetal gelisimin {iglincii ayinda primordiyal folikiiller, tunika albugineanin hemen
altinda yerlesirler. Oositler, yassi folikiil hiicrelerinin tek tabakasindan olusur.
Primordiyal folikiil gelistikce, oosit biiyiir ve etrafini saran hiicreler cogalir, kiibiklesir ve
primer folikiile dontisiirler. Oosit biiylimesi zona pellusida'nin olugsmasina yol agar,
folikiil hiicreleri ve oosit arasinda belirginlesir. Folikiil hiicreleri daha sonra mitozla
cogalarak ¢ok katli primer folikiili olusturur (Ross ve Pawlina, 2006). Bu sirada,
folikiiliin etrafini saran stroma, i¢ kisminda salgi yapan teka interna ve dig kisminda bag
dokusu olan teka eksterna olacak sekilde iki katman halinde farklilagir (Bercegeay ve
ark., 1995).

Grantiloza hiicrelerinin mitotik boliinmeye devam etmesi, sekonder folikiiliin (SF)
multilaminar 6zellikte olusumuna neden olur. Bu evrede, folikiiliin genislemesi ile
graniiloza hiicre tabakalar1 8 ila 12 kat arasinda artig gdsterir ve boylece folikiil neredeyse
maksimum boyutuna ulasir Bu siiregte, graniiloza hiicreleri arasinda sivi dolu bosluklar
belirmeye baglar. Bu bosluklar zamanla birlesir ve antrum adi verilen tek bir alani
olusturur. Ilgili nitelikler sebebiyle, sekonder folikiil ayn1 zamanda antral veya vezikiiler
folikiil olarak da bilinir (Ovalle ve Nahirney, 2008).

Folikiil boslugunun genislemesiyle, oosit bir sap yardimiyla folikiil duvarina
baglanir. Oositi folikiile baglayan bu yapi, kumulus ooforus olarak adlandirilir. Zona
pellusida adi verilen 6zel bir yapi, oositin etrafindaki graniiloza hiicrelerle bir araya
gelerek, oosite 0zgiil bir kimlik kazandiran korona radiata yapisini meydana getirir.
Ovaryum iginde, islevini yitirmis ve atreziye olmus folikiiller de bulunabilir
(Kierszenbaum ve ark., 2015). Oviilasyon meydana geldiginde, teka interna hiicreleri ve
graniiloza hiicrelerinin tiimii, steroid hormon iireten korpus luteum isimli bir bez

dokusuna doniisiir. Eger dollenme olmazsa, korpus luteum kiigiiliir ve geriler. Son



asamada, folikiil fibrotik bir doku olan korpus albikans haline doniisebilir (Esrefoglu,
2004).

2.1.3. Embriyoloji

Cinsiyet farklilagsmast bazilar1 otozomal olan bircok geni igerir. Bu
farklilagsmadaki anahtar rol Y kromozumunun kisa kolu {lizerinde bulunan SRY
genindedir. Bu genin etkisinde sentezlenen protein bir transkripsiyon faktoriidiir ve diger
genleri etkileyerek erkek cinsiyet yoniinde farklilagmayi yonetir. Bu genin yoklugunda
cinsiyet disi yoniinde gelisir (Sekil 2.2) (Demirtas ve Piskin, 2009).
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Sekil 2.2. Her iki cinsiyet yoniinde gelisme potansiyeli olan gonadlarin SRY geni
varligina bagli olarak farklilasma yollar

Embriyonun cinsiyeti fertilizasyon sirasinda genetik olarak belli olsa da, gonadlar
7. haftaya kadar farklilasma gostermezler. Gonadlar basta bir ¢ift uzunlamasina kabarti
(Genital ya da gonadal kabarti) olarak meydana gelir. Germ hiicreleri 6.haftadan 6nce
goriilmezler. Primordial germ hiicreleri 3. hafta civarinda epiblastda meydana gelir ve

primitif ¢izgi {lizerinden go¢ ederek allontoisin yakinindaki yolk kesesi duvarindaki



endodermal hiicreler arasinda yerini alirlar. Dordiincii haftada son barsagin arka
mezenteri boyunca ameboid hareketlerle go¢ ederek 5. hafta basinda primitif gonadlara
varirlar ve 6. haftada genital kabarikliklari istila ederler. Bu kabarikliklara varilamamasi
durumunda gonadlarin olusmas1 miimkiin degildir. Primordial germ hiicreleri gonadlarin
testis veya over yoniinde farklilasmasinda uyarici bir role sahiptir (Sadler 2018).
Primordial germ hiicrelerinin varmasi sirasinda veya hemen Oncesinde genital
kabarikligin epiteli ¢ogalir ve altindaki mezensime niifuz ederek primitif cinsiyet kordlari
ad1 verilen diizensiz sekilli kordlar1 olusturur. Disi ve erkekte bu kordlarin ikisi de yilizey
epiteline baghdir ve aralarinda ayrim yapmak imkansizdir, bu yiizden farklilasmamis
gonad ismiyle anilirlar (Sadler, 2018; Dansuk, 2011).

XX kromozumu olan ve Y kromozumu bulunmayan diside primitif cinsiyet kordu
diizensiz hiicre kiimelerine doniisiir ve primitif germ hiicrelerini i¢eren bu kiimeler overin
medulla boliimiinii isgal ederler. Sonrasinda yerini damarsal bir stromaya birakir ve over
medullast olusur. Disi gonadinin yiizey epiteli erkeklerden farkli olarak ¢ogalmaya
devam eder ve 7. haftada altindaki mezensimi gecen ancak yiizeye yakin kalmaya devam
eden kortikal kord ad1 verilen yeni bir kordu olustur. Ugiincii ay civarinda kortikal kordlar
boliinerek izole hiicre kiimeleri olustururlar. Bu kiimelerdeki hiicreler ¢ogalmaya devam
ederek her oogoniumu folikiiler hiicreler adi verilen bir katman epitelyal hiicrelerle
sarmaya baglarlar. Oogonia ve folikiiler hiicreler birlikte primordial folikiilii meydana
getirirler. Sonug olarak, disi gonad gelisiminin erkege gore en 6nemli farki mediiller
kordlarin gerilemesi ve kortikal kordlarin olugmasidir. Kortikal kordlar erkek

gonadlarinda olusmazlar (Demirtas ve Piskin, 2009; Sadler, 2018; Gokalp, 2017).



2.1.4. Overler Fizyolojisi

Kadin hormonal sistemi ii¢ ana bilesenden olusur: GnRH, FSH ve LH ile dstrojen
ve progesteron. Bu karmasik siire¢, hipotalamus, 6n hipofiz ve yumurtaliklar arasindaki
etkilesimlerle diizenlenir.

Hipotalamus: Hipotalamus, gonadotropin serbestlestirici hormon (GnRH) ad1
verilen bir hormon salgilar. Bu hormon, hipofiz bezi iizerinde etkilidir ve FSH (folikiil
uyarict hormon) ve LH (luteinlestirici hormon) salgilanmasini tetikler (Gartner ve Hiatt,
2016).

On Hipofiz: GnRH'nin uyaris1 iizerine, hipofiz bezinden FSH ve LH salgilanr.
FSH, yumurtaliklarda bulunan sekonder folikiillerin olgun folikiillere doniismesini
uyarir. Ayrica, bazi hiicrelerin androjenler liretmesine ve digerlerinin dstrojen iiretimine
yardimci olur. LH ve FSH, birlikte, 0strojen seviyelerinin yiikselmesine ve LH'nin ani bir
artisa neden olmasina yol acar. Bu artis, ovulasyon siirecine neden olur (Gartner ve Hiatt,
2016).

Yumurtahklar: Ostrojen ve progesteron, yumurtaliklardan salgilanan
hormonlardir. FSH ve LH'min etkisiyle, bu hormonlar iiretilir ve salinir. Ostrojen
maksimum seviyeye ulastiginda, birincil oositin mayoz boliinmesini tamamlamasina ve
ikincil oositin mayoz bdliinmesine baslamasina yol agar. Ayrica, LH artisi, korpus luteum
olusumuna yol agar, bu da GnRH, LH, ve progesteron seviyelerinin diizenlenmesinde rol
oynar (Guyton A C, Hall, 2016; Guyton ve Hall, 2013) (Sekil 2.3) (Gartner ve Hiatt,

2016).
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Sekil 2.3. Ovaryum Fizyolojisi

Bu dinamik sistem, dongiisel olarak tekrarlar ve her adimda karmagik bir
diizenleme ve geri besleme siiregleri devreye girer. Bu sayede kadin viicudunda diizenli
bir menstriiasyon dongiisii saglanir. Bu siire¢ ayn1 zamanda kadinin dogurganligini da
kontrol eder (Gartner ve Hiatt, 2009).

2.1.5. Rat Overi

Ratlarda over, bobreklerin kaudalinde bikornual yapidaki uterusun her iki yaninda
yer alir. Overle uterus arasindaki baglant1 helezonik yapidaki tuba uterina sayesinde olur.
Ratlardaki ovaryan gelisim temel olarak insandakine ¢ok benzemektedir; ancak farklilik
zamanlamasindadir. Primordial germ hiicreleri ileri embriyolojik gelisim siirecinde
oogonia olusturmak iizere gonadlara go¢ eder. Dogumda rat ovaryumu kordon ve
oogonyalardan olugmaktadir. Primordial follikuller dogumdan sonra 3.giinde olusurlar.
[k follikul dalgasinin antral follikule kadar gelisimi yaklasik 3 haftadir. Iyi gelismis

sekonder follikuller ise yedinci glinde goziikiir. Puberte veya ilk 6strus 34. Giin civarinda
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meydana gelir. Diizenli 6strus siklusu 10-12. Aylarda diizensiz sikluslarin olusumuna
kadar devam eder. 12-14. Aylarin sonunda hayvanlar persistent siklusa gegerler. Bunun
ardindan da andstrus siklusu meydana gelir. Follikulogenez, premordial follikiilden
preovulatuar follikiil evresine 60 giinden fazla bir siirede ulagir (ortalama 15 Ostrus
siklusu). Primordiyal follikiiliin sekonder follikiile gelisim asamasi 30 glinden uzun
olabilir. Sekonder follikiilden ovulasyona kadarki siire ise ortalama 28 giindiir
(Miilazimoglu ve ark., 2011; Mazaud ve ark., 2002).

Primordial folikiil (25 pm ¢apinda) gelisimi, 500-800 pm (preovulatuar folikiil)
biiyiikliigiine ulasmak i¢in 60 glinden daha uzun bir siireyi kapsar, yani yaklasik 15 dstrus
dongiistine denk gelir. Primordial folikiil agamasindan sekonder folikiil agamasina gegis,
30 giinden daha fazla siirebilir. Sekonder asamadan ovulasyona kadar olan toplam gelisim
stiresi ise yaklasik 28+2-3 giin kadar olabilir. Bu nedenle, erken folikiil olgunlagmasi,
insanlardaki gibi, farelerde de olduk¢a uzun bir siireyi kapsar (Mazaud ve ark., 2002).

(Sekil 2.4.) (Ugurel ve ark., 2017).
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Sekil 2.4. Disi ratlarda iirogenital sistem anatomisi
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2.1.6. Overlerde Goriilebilen Hastaliklar

Overlerde, benign veya malign olmak iizere birgok farkli hastalik goriilebilirken,

ayn1 zamanda over ve gonadlarda ortaya ¢ikan genetik degisikliklerle karakterize edilen

cesitli rahatsizliklar da meydana gelebilir (Altchek vd., 2003; Runge ve Patterson, 2006).

Tablo 2. 1. Overlerde goriilebilen hastaliklar

Hastalik Grubu

Hastahklar

Benign Durumlar

Over/Gonadal Genetik

Epitelyal Tiimorler

Germ Hiicre Tumorleri

Malign Kenfoma ve
Losemiler

Mezensimal Tiimorler

Overlere Metastaz

Seks Kord-Stromal Tumorler

Vaskiiler Tumorler

Anjiyomiyolipoma, Kronik pelvik agr1 (PCS), Over
folikiiler kistleri, Sitomegaloviriis ooforit, Over 6demi,
Endometriozis, Fibromatozis, Hemorajik korpus luteum,
Korpus luteum kisti, Hidatik rahatsizlik, Over inguinal
hernisi, Over torsiyonu, Gebelik luteinize folikiil kisti,
Gebelik luteomasi, Gebelikte over torsiyonu, Polikistik
over sendromu (PCOS), Over hiperstimulasyon sendromu,
Paraoveryan kist, Gossipiboma, Ksantogrniillomatoz
ooforit, Overin teka-lutein kistleri, Overde splenozis, Over
ven trombozu, Over ven inkompetansi

Aromataz eksikligi, Hermafroditizm, Testikiiler regresyon
sendromu, Multisistem genetik hastaliklarda: Bardet-Bied|
sendromu, Frasier sendromu, Gorlin sendromu,
Ovarioldkodistrofi, McCune —Albright sendom,
Rothmund-Thomson sendrom, Turner sendromu

Adenokarsinom, Adenofibrom, Serdz tiimorler, Miisin6z
timorler, Endometrioid tiimorler, Transisyonel hiicreli
tiimorler, Berrak hiicreli timorler

Koryokarsinom, Disgerminoma, Embriyonal karsinom,
Endodermal sinus tiimérii (Yolk sac tiimor), Mikst germ
hiicreli tiimor, Teratomlar

Burkitt lenfoma, Non-Hodkin lenfoma

Leiomyom, Leiomyosarkom

Krukenberg tiimor, Metastatik meme karsinomu,
Metastatik karsinoid, Metastatik melanom

Granuloza hiicre tlimorleri, Gynandroblastoma, Sertoli-
Leydig hiicre tiimorleri (androblastomalar), Annular
tiibiillii seks kord tiimorleri, Steroid (lipid) hiicre tiimorleri,
Tekoma-Fibroma grubundaki tiimorler

Over Hemanjiyomu
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Tablo 2.1 de goriildiigii gibi overlerde goriilebilen hastaliklarin genis bir
yelpazesini icermektedir ve her biri belirli semptomlar, tedaviler ve prognozlarla
iliskilidir.

2.2. Iskemi ve Reperfiizyon

2.2.1. Iskemi

Iskemi, arteriyel veya vendz kan akimmin yetersizligi nedeniyle bir doku veya
organin oksijen eksikligi yasamasi durumunu tanimlar. Bu durum, hiicresel enerji
depolarinin tiikenmesi ve zararli metabolitlerin birikmesi sonucunda hiicre 6liimiine yol
acar. Iskemik donemde, hiicrelerde metabolik ve yapisal degisiklikler meydana gelir
(Zimmerman ve Granger, 1992).

Kan akiminin kesilmesiyle hiicresel oksidatif fosforilasyon azalir ve yiiksek
enerjili fosfat bilesiklerinden olan adenozin 5’-trifosfat (ATP) ve fosfokreatin sentezi
azalir (Jennings ve Reimer, 1991). Hiicre zarindaki Na* ve K*-ATPaz pompasi, enerji
eksikligi nedeniyle etkisiz hale gelir. Bu durumda hiicre iginde Na* ve Ca?* iyonlarmin
konsantrasyonu artar. Bu artig, hiicre i¢in zararli olan bir durumdur (Green ve ark., 1989;
Orrenius ve ark., 1992). Iskemi sirasinda, hiicre i¢indeki Ca?* konsantrasyonundaki artis,
proinflamatuar sitokinlerin ve lokosit adhezyon molekiillerinin iiretiminde artisa neden
olurken, antioksidan enzimlerin {iretimi azalir. Bu, hiicrenin reperfiizyon doneminde daha
savunmasiz hale gelmesine yol agar. ATP iiretimi durmasina ragmen kullanimi devam
eder, bu nedenle ATP'den adenozin monofosfat (AMP) ve adenozin olusur. Adenozin
hizla hiicre digina yayilir ve inozin ve hipoksantin gibi piirin metabolitlerine dontisiir. Bu
nedenle, yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinin yikimi sonucu dokuda ksantin ve hipoksantin
birikir. Normal kosullarda hipoksantin, iirik aside metabolize olur ve bu reaksiyonda
elektron alicist olarak nikotinamid adenin diniikleotidin okside formu (NAD") kullanilir.

Ancak hipoksi veya iskemi nedeniyle ksantin dehidrojenazin ksantin oksidaza doniistiigii
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durumlarda, hipoksantinin {irik aside doniisiimii sirasinda molekiiler oksijen kullanilir
(Parks ve ark., 1988).

Iskemik hasar1 dnlemek igin tiim tedavilerin temel dayanag1 olarak hizli kan akis:
onariminin saglanmasi 6nemli bir adimdir. Bu baglamda, farkli organ sistemlerinin
iskemiye kars1 farkli hassasiyet gosterdigine dikkat etmek dnemlidir. Ayrica, herhangi bir
organda, hiicreler kisa siireli iskemiye maruz kaldiklarinda hayatta kalabildikleri ve bu
hiicrelerin digerlerinden daha uzun iskemik tutulumlara dayanabildigi bildirilmistir.
Artan iskemi siireleri ile artan sayida hiicre oliir, geri doniisii olmayan ve etkilenen
dokularda yapisal biitiinlik kaybi ile karakterize edilen yaralanmalara maruz kalir
(Kalogeris ve ark. 2016).

2.2.2. Repertfiizyon

Iskemiyi onlemek ve iskemi sonrasi dokuda kan akimimi saglamak amaciyla
gelistirilen mekanizmalar sonucunda dokudaki oksijen miktarinin artisi, "reperfiizyon"
olarak adlandirilmaktadir (Kalogeris ve ark. 2012, Nour ve ark. 2013). Reperfiizyon
hasari ilk olarak Cerra ve arkadaslari tarafindan 1975°te reperfiizyon hasarinin derecesini
saptamak icin dikkatlice tasarlanmis bir deneyde, kopeklerde miyokard pedikiillerini
incelemisler ve kan akisinin restorasyonunun subendotelyal hemorajik nekroz ile iligkili
oldugunu bulmuslardir. Elde edilen sonuclar arastirmacilara aort kapagi replasmanindan
sonra dlen bir grup klinik notlarini ve otopsi bulgularin1 gozden gec¢irme konusunda ilham
vermigstir (Cerra ve ark. 1975, Khalil ve ark. 2006). Diger bir deyisle reperfiizyon hasari,
onceki iskemik donemde meydana gelmeyen ve yalnizca reperfiizyon sirasinda verilen
bir miidahale ile tamamen azaltilabilen, reperfiizyonla iliskili nedensel bir olay1 ifade
etmektedir (Piper ve ark. 1998).

Reperfiizyon, reaktif oksijen radikalleri ile hiicresel diizeyde iskemik hasari

kotiilestirir. Bu aracilar hiicre zar lipidlerini etkileyerek malondialdehit (MDA) gibi
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toksik iirlinlerin artmasia neden olurlar. Bununla birlikte, ROS, oksidan molekiilleri
artirmanin yani sira dogal antioksidanlar, glutatyon (GSH) ve siiperoksit dismutazi (SOD)
azaltir (Tokgoz ve ark. 2018).

2.2.3. iskemi Reperfiizyon Hasar1

Iskemi nedeniyle hiicrede aerobik metabolizma inhibe olur ve hasar olusur.
Reperfiizyon hasarinda bir¢ok patofizyolojik faktdr rol oynar. Bunlar arasinda lipid
oksidasyonu, protein metabolizmasi disfonksiyonu, hiicre iskeleti bozulmasi, hiicresel
biitiinliiglin bozulmast ve DNA'nin zarar gormesi sayilabilir. Reaktif oksijen tiirleri
(ROS) olusur ve hiicrenin metabolik yollarinda yer alan sitokinler ve kemokinler iskemi
stirecine katkida bulunur (Wu ve ark. 2018).). Memelilerde, esansiyel bir amino asit olan
metionin ile enzimler, metionin sentaz veya betain homosistein metil transferaz
tarafindan homosistein arasinda bir denge korunur. Bu enzimler homosistein birikimini
engeller. Homosistein reperfiizyondan sonra iskemik kalp, beyin ve bobrek dokusunda
birikir ve iskemi-reperfiizyon hasaria neden olur (Caylak ve ark. 2008; Calvert ve ark.
2010; Ren 2010).

Iskemi-reperfiizyon hasari, bir organa azalan kan akisinda iki asamali bir olgudur,
hipoksi ile sonucglanir, hiicre hasarina neden olmaktadir. Hepatik iskemi-reperfiizyon
hasaria bagli olumsuz sonuglar, klinik uygulamada ¢oziilmemis biiyiik bir sorun olarak
varligini siirdiirmektedir (Li ve ark. 2021). Sorumlu mekanizmalar son derece karmasiktir
ve ¢ok sayida hiicresel bilesen, faktor ve araciyr reaktif oksijen tiirleri, nétrofil
infiltrasyonu ve mikrodolasim disfonksiyonu igerir. Bugiine kadar, arastirma verileri, bu
patolojiyi anlamamizda cesitli tartigmalara ve hatta tutarsizliklara neden olmaktadir
(Jiménez-Castro ve ark. 2019).

Iskemi ve reperfiizyon, hiicre hasarina ve 6liime yol acan bir dizi siireci baslatan

apoptotik olaylar1 indiikler. Bu siirecler, radikal oksijen tiirlerinin olusumunu, endotel
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aract baglatmalarin1 ve lokosit aktivasyonunu igerir. IR ile iligkili hasarin boyutu,
apoptotik yanitin derecesi ile iliskilidir. Siklikla programlanmis hiicre 6limii olarak
adlandirilan apoptoz, canli organizmalar tarafindan hiicrelerin normal olarak silinmesi
icin kullanilan biyomolekiiler bir siirectir (Lopez-Neblina ve ark. 2005). Iskemik
hasardan etkilenen ana hiicre tipleri, hepatositler ve karaciger siniizoidal endotel
hiicreleridir. Hepatositler ve karaciger siniizoidal endotel hiicreleri sirasiyla sicak ve
soguk iskemiye daha duyarlidir. Sicak iskemide Oz eksikligi hepatositlerde elektron
akisin1 keserek solunum zincirinin yavaslamasina neden olur ve ATP tiikenmesine,
anaerobik glikolizin hizlanmasimna, artan laktat olusumuna ve H', Na" ve Cay"
homeostazinda degisikliklere yol agar; birlikte, hepatosit lizerinde ciddi zarar verici
etkilere neden olur. Reperflizyon hasar1 esas olarak O2’nin iskemik dokulara yeniden
verilmesi iizerine tiretilen toksik ROS’tan kaynaklanir. ROS hem hiicre i¢i hem de hiicre
dis1 kaynaklardan iiretilir, mitokondri karaciger hiicrelerinde ana kaynaklaridir. Tersine,
¢ogu hepatosit 48 saatlik soguk iskemiden sonra canli kalir, ancak karaciger siniizoidal
endotel hiicreleri reperfiizyonu takiben ciddi hasar goriir. Bu siniizoidal hasarin sonucu,
miiteakip mikrodolasim bozukluklari ve reperfiizyonu takiben hepatik disfonksiyonlardir
(Jiménez-Castro ve ark. 2019).

Iskemi-reperfiizyon hasarinda karakterize edilmesi gereken bir diger degisken
faktor, uygulanan hepatik iskeminin yiizdesidir. Reperfiizyon sirasinda kan akisinin ve
enerji yliklinlin geri kazanilmasi gibi hepatik iskemi-reperfiizyon mekanizmalarinin yani
sira hepatik hasarin ciddiyeti iskemi derecesine, yani total veya parsiyel hepatik iskeminin
uygulanip uygulanmadigimma baghdir. Bu farklilasma, hirsizlik olgusuna referansla
aciklanabilir. %100 hepatik iskemiden farkli olarak, %70 iskemi (sol ve medyan hepatik
loblarda iskemi) sirasinda, akis sag loblar yoluyla santlanir ve sol ve medyan loblarin

okllizyonunun serbest birakilmasinin ardindan, bir miktar sant yoluyla sag loblar, post-
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iskemik loblarda vaskiiler diren¢ azalana kadar hepatik reperfiizyon sirasinda devam
edecektir. Bu nedenle, pre-iskemik lobun kan akiginin geri kazanimi kismi olarak (%70)
total hepatik iskemiye gore daha sonra gergeklesir. Tersine, total iskemide
hepatoduodenal ligamanin toplam sikismasi, karaciger iskemik lezyonlar1 ve bagirsak
tikaniklig: riskini artirir; kismi hepatik iskemide olmayan bir risk faktorii. Bu nedenle,
hepatik iskemi yilizdesine bagli olarak farkli mekanizmalarin hepatik hasara katkida
bulundugu aciktir. Dolayisiyla, bu gozlemler dogrultusunda, bazi ilaglarin koruyucu
etkileri uygulanan hepatik iskeminin derecesine baglidir (Li ve ark. 2021; Jiménez-Castro
ve ark. 2019).

Iskemi/reperfiizyon yaralanmasi, bir iskemi doneminden sonra kan akisimnin
restorasyonu sirasinda belirgin hale gelen fonksiyonel ve yapisal degisiklikleri
tamimlamak igin kullanilan bir terimdir. Iskeminin tersine gevrilmesine ek olarak, kan
akisinin onarilmasi, geri dontisiimsiiz olarak hasar gormiis hiicrelerin nekrozu ve dokunun
tim boliimlerinde akis restorasyonu gibi potansiyel olarak ¢ok zararli etkilere neden
olabilir. Dokudaki kan akisinin bu kaotik restorasyonu, azalmis lokal perfiizyon, yogun
disfonksiyonel degisiklikler, 6dem ve daha pek c¢ok etki ile vaskiiler, endotelyal ve
mitokondriyal disfonksiyonun kisir dongiisiiniin sonucudur (Soares ve ark. 2019).

Iskemi-reperfiizyon yaralanmasi, Ozellikle kardiyak travma sonrasi birgok
hastalikta major bir patolojik faktordiir. Ek olarak, iskemi reperfiizyon yaralanmasi,
nakledilen organlarin ve tedavi goren hastalarin iyilesmesini geciktirir. Farmakolojik
tedavi ve erken reperfiizyon tedavisi, iskeminin neden oldugu doku hasarini ve hiicre
nekrozunu azaltabilir. Ancak bu tedaviler geri doniisiimsiiz IR yaralanmalarina da neden
olabilir. Hiicre 6liimii, tiim dokularda baslica yaygm IR hasar1 6zelligidir ve sonug olarak,
iskemi reperfiizyon hasarmin stabil bir patolojik indeksidir. Ferroptoz, demir ve ROS

dayanan ve reperfiizyon hasarinin nedeni olduguna inanilan programlanmis hiicre

18



6liimiiniin yeni taninan bir seklidir. Boylece, yeni hiicre 6liimii bi¢imi olan ferroptoz,
birgok hastaligin anlasilmasi ve tedavi edilmesi i¢in yeni yollar saglar. Kalp, beyin,
bobrek ve karaciger dahil olmak iizere ¢ok sayida organda IR hasar1 iizerine arastirmalar
yiriitiilmiistiir. Son ¢aligmalar, ferroptoz ve iskemi reperfiizyon yaralanmasi arasindaki
baglantilar1 ortaya c¢ikarmistir ve ferroptoz inhibitorleri, cesitli organlarda IR hasarini
basarili bir sekilde engellemis veya azaltmistir. Ferroptoz, iskemi reperfiizyon
yaralanmas1 ve organ yetmezliginin ana itici gliciidiir. Ferroptozun engellenmesi, ilgili
organ hastaliklar1 i¢in etkili bir tedavi stratejisi haline gelebilir ve reperfiizyon
yaralanmasi sirasinda hiicre 6liimiiniin azaltilmasina yardimer olabilir (Li ve ark. 2021).

Iskemi ve reperfiizyon hasar1 esas serbest oksijen radikalleri tarafindan
olusturulmaktadir. Serbest oksijen radikalleri temel olarak 4 mekanizma ile olusmaktadir
(Ozcan ve ark. 2015).

1. Nitrik oksit sentaz sistemi

2. Ksantin oksidaz sistemi

3. Mitokondriyal elektron zinciri (ETZ)

4. Fagositik sistem

Iskemi reperfiizn doku hasarinda her dokunun hasar gérmesi ve iflamatuar siireci
ve dokunun verdigi tepki ayni degildir iskemi reperfiizyon siirecinde hiicrenin kisa ve
uzun dénem cevabi Sekil 2.5 de, iskemi reperfiizyon hasarinda doku hasar1 zaman iliskisi

ise Sekil 2.6 da gosterilmistir (Dogan, 2019; Ozcan ve ark., 2015).
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2.2.3.1. Ksantin Oksidaz Indiiksiyonunun iskemi-Reperfiizyon Hasarindaki
Rolii

Hiicre i¢i iyon dengesinin degismesiyle proinflamatuvar sitokinlerin, ldkosit
adezyon  molekiillerinin olusumu artarken antioksidan mekanizmalari yOneten
enzimlerin yapimi azalir. Antioksidan mekanizmalarin kayb1 hiicrenin reperfiizyon stresi
karsisinda savunmasini kirar. ATP iiretimi durdugu halde ATP’nin yikimi1 devam eder ve
bunun sonucunda AMP ve adenozin olusur. Adenozin hiicre disina ¢ikarak inozin ve
hipoksantine pargalanir. Hiicredeki enerji yoksunlugu ATP’nin yikimina ve sonug olarak
ksantin ve hipoksantin gibi piirin metabolitlerinin birikmesine sebep olur. Hiicrenin
normal sartlarinda  hipoksantinin  {irik  asite  donistliriilmesinde  kullanilan
ksantindehidrogenaz yerine iskemi doneminde ksantinoksidaz enzimi kullanilir (Wu,
2018). Yine normal sartlar altinda elektron alicisi olarak kullanilan NAD" " okside
formu yerine bu reaksiyonda elektron alicis1t molekiiler oksijen haline gelir ve oksijen
radikalleri olusur (Sener ve Yegen, 2009; Fernandez, 2020). Antioksidan savunma
mekanizmalarinin ¢alisir durumda olmast halinde superoksit dismutaz (SOD) ve katalaz
(KAT) tarafindan etkisiz hale getirilirler.

2.2.3.2. Mitokondriyal Elektron Transport Zincirinin Iskemi-Reperfiizyon
Hasarindaki Rolii

Hiicre igerisinde olusan siiperoksit radikalinin ana kaynagi mitokondridir. Normal
sartlar altinda bunlarin %90’1 suya doniistiiriiliir. Ancak iskemi statiisiinde bulunan
hipoksik dokularda kompleks | ve Ill indirgenmis halde kalirlar ve bu donisiimler
yavaglar, elektron akisi bozulur. Elektron kagagi ve rezidiiel molekiiler oksijenin
birlesmesiyle siiperoksit radikali olugur. Sonrasinda reperfiizyonun saglanmasi sirasinda
molekiiler oksijenin tekrar ulagsmasiyla ETZ’den elektron kacagi artar ve daha ok

siiperoksit olusur. Bir diger mekanizma ise mitokondri membraninda bulunan
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monoaminoksidaz enzimi aracili olusumdur. Normalde ndrotransmiter deaminasyonu ile
gorevli bu enzimin ¢alismasi sirasinda hidrojen peroksit olugsmaktadir. Hidrojen peroksit
prooksidan bir molekiildiir. Tiim bu mekanizmalara antioksidan mekanizmalarin
azalmasi da eklenince doku hasari meydana gelir (Ozcan ve ark., 2015; Solaini ve Harris,
2005).

2.2.3.3. Nitrik Oksit Sentaz Yolaginin Iskemi-Reperfiizyon Hasarindaki Rolii

Nitrik oksitin bilinen 3 ¢esidi vardir. Bunlar indiiklenebilir (iNOS), noronal
(nNOS) ve endotelyal (eNOS) olarak sayilabilir. Tiim nitrik oksit sentaz cesitleri L-
arginin’den L-sitriilin sentezlenmesi sirasinda nitrik oksit (NO) diiretirler. NO’nun
antiinflamatuvar ve antioksidant 6zellikleri bulunmaktadir ve sinyal iletiminde rol oynar.
NOS’un calismasinda doku tetrahidrobiopterin (BH4) kofaktor seviyesinin Onemi
biiyiiktiir. Iskemi esnasinda azalan BHa seviyeleri, NOS’un eslenmemis NOS’a
doniistimiine sebep olur ve bu da oksijen radikallerinin tiretimine yol agar (Wu, 2018).

2.2.3.4. Endotel ve Fagositik Hiicrelerin Iskemi-Reperfiizyon Hasarndaki
Rolii

Iskemi-reperfiizyon hasar1 sirasinda meydana gelen inflamasyon, endotel
hiicreleri ve vaskiiler yatakta bulunan diger hiicreler (Makrofajlar ve mast hiicreleri)
tarafindan salinan proinflamatuvar mediatorler polimorf niiveli 16kositlerin (PMNL)
bolgeye gociine sebep olur. Normal sartlarda bu fagositik hiicreler inflamasyon esnasinda
solunumsal patlama yaparak NADPH oksidaz (NOX) yardimiyla siiperoksit ve SOD
yardimiyla hidrojen peroksit iiretirler. Sonrasinda miyeloperoksidaz (MPO) yardimiyla
hipokloroz asite doniigiim saglanir. Bu asamada Fenton reaksiyonuyla hidroksil radikali
de olusabilir. PMNL hiicreleri bu reperfiizyon hasarinda baslica rolii oynarlar (Parelkar,

2014; Azurah, 2015).
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Iskemik dokuya kan akisin1 yeniden sagladiktan sonra hiicreler, fosfolipaz A2, Tnf
a, IL-1pB, IFN-y ve anjiyotensin Il gibi NADPH oksidazi aktive eden birka¢ kimyasal
aracty1 serbest birakir. Fosfolipaz A2’nin salinimi, trombosit aktive edici faktor tiretimini
indiikleyerek, lokal inflamasyonu tesvik eden tromboksan ve lokotrienlerin doku
seviyelerinde artisa yol agar. Post-iskemik dokuda NADPH oksidaz kaynakli ROS,
inflamatuvar hiicre birikimine neden olarak reperfiizyon hasarina yol agabilir (Wu,2018;
Carden ve Granger, 2000).

2.3. Inflamatuar Yamt

Inflamatuar yanit, reperfiizyon siireci ile meydana gelir. Bu siirecte, PMNL,
endotel hiicreleri ve kompleman aktivasyonu gibi faktorler rol oynar. Eger bu inflamatuar
yanit, viicudun 6nemli bir organini veya reperfiizyonla iliskili bir organi etkilerse, bir dizi
kemokin, sitokin ve proinflamatuar metabolit dolasima gecer. Bu da inflamasyonun tim
viicuda yayilmasina neden olabilir. Bu proinflamatuar durumun etkileri, baglangic
inflamasyonunun siddetine gére her organda farklilik gosterebilir. Ornegin, akciger gibi
kapiller yogunlugu yiiksek olan organlar, bu inflamasyona daha hassas hale gelirler.
Aktive olan nétrofiller, iskemiye ugrayan diger organlarin dokularina sizarak daha fazla
hasara yol acabilirler. Bu da yerel islev bozuklugundan organ yetmezligine kadar cesitli
sonuglara yol agabilir (Gourdin ve ark., 2009).

2.3.1. Sitokinlerin Rolii

Sitokinler, hiicreler arasi iletisimde rol oynayan polipeptit yapili proteinlerdir ve
bircok biyolojik fonksiyonun diizenlenmesinde etkilidir. Ozellikle aktive olmus
lenfositler, makrofajlar ve c¢esitli hiicreler tarafindan iiretilir (Senatorski ve ark., 2002;
Giindiiz ve Er, 2000). Sitokinler, ilk kez Dupont ve ekibi tarafindan tanimlandi. Bu
proteinler 6zellikle bagisiklik sistemi hiicreleri basta olmak {izere bir¢ok hiicre tarafindan

tiretilir. Bunlar hiicre gelisimi, doku tamiri, hiicre ¢cogalmasi ve bagisiklik gibi bir dizi
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gorevi diizenler (Dupont ve ark., 1974). ik kesfedildiklerinde, sitokinler iirettikleri
hiicrelere bagli olarak farkli isimlerle anildi. Monositlerden gelenlere monokin,
lenfositlerden gelenlere lenfokin ve lokositlerden gelenlere interlokin denildi (Page,
1991). Sonraki ¢alismalarda, birgok farkl: hiicre tipinin benzer sitokinleri tirettigi bulundu
ve bu sitokinler hiicreler iizerindeki etkilerine gore antiinflamatuar, kemotaktik, biiyiime
faktorii, proinflamatuar ve immun diizenleyici olmak iizere bes gruba ayrildi (Hefti,
1993).

Sitokinler, hormonlara benzemelerine ragmen Ozellesmis bir dokudan ziyade
farkli hiicreler tarafindan iiretildigi i¢in hormon olarak kabul edilmezler (Abbas ve ark.,
2014). Sitokinler, yakindaki hiicrelere etki ediyorsa parakrin, iiretici hiicreye etki ediyorsa
otokrin ve uzak hiicrelere etki ediyorsa endokrin etki olarak adlandirilir (Giiner ve ark.,
1997). Tnfo, IL-6 ve IL-1p, dogal bagisikliga etki eden temel sitokinlerdendir. Ozellikle
Tnfo, iltihabi yanitin IR'da olusumunda 6nemli bir rol oynar (Gabryel ve ark., 2004).
Tnfo, damar endotel hiicrelerini ve tek ¢ekirdekli fagositoz yapabilen hiicreleri uyarak
IL-1B ve IL-6'nin dolasima gegisini tesvik eder (Carlson ve ark., 1999). Tnfa, yiiksek
konsantrasyonlarda kan basincin1 ve doku perfiizyonunu azaltirken damar diiz kaslarim
gevsetir. [L-1B'nin ana kaynagi aktive mononiikleer fagositoz yapabilen hiicrelerdir ve
Tnfo ile benzer biyolojik etkilere sahiptir. IL-1B'nin etkinligi dolagimdaki sitokin
miktarina bagl olup diisiik konsantrasyonlarda bolgesel iltihabi yaniti aracilik eder.
Ayrica IL-6 tiretimini de uyarir (Lefer ve Lefer, 1993).

2.3.2. Antioksidanlarin Rolii

Serbest radikal hasari, biyolojik sistemlerde karsilasilan bir sorundur. Bunun
onlenmesi i¢in organizmalarda, antioksidan olarak bilinen savunma sistemleri mevcuttur.
Antioksidanlar, diisiik konsantrasyonlarda oksidasyonu geciktirme veya inhibe etme

yetenegine sahip maddelerdir (Gutteridge, 1995). Antioksidanlar, oksidatif hasarin
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yayilmasini engelleyen molekiillerdir. Farkli organlar, hiicreler ve hiicresel organeller
icinde bulunan cesitli antioksidanlar, reaktif oksijen tiirlerine karsi savunmada rol
oynarlar (Bast ve ark., 1991). Oksidatif hasarin yayilmasini onlerler ve gesitli organ,
hiicre ve hiicre organellerinde bulunurlar. Bu savunma mekanizmalari, bazilarinin hasarl
molekiilleri onarip metal iyonlarin1 baglamasi, bazilarinin ise hasarli molekiillerin yerine
gecip reaktif oksijen tiirleri olusumunu engellemesi gibi farkli yollarla etkili olur.
(Gutteridge ve Halliwell, 1994).
Antioksidanlar, farkli sekillerde simiflandirilabilir. Bunlar, kaynaklarina gore
viicut disindan gelen (ekzojen) ve viicut i¢inden iiretilen (endojen); yerlesim yerlerine
gore hiicre dist (ekstraselliiler) ve hiicre igi (intraselliiler); yapilarina gore enzim igeren
veya igermeyen; cozinirliklerine gore yagda ¢6ziinen veya suda ¢oziinen olarak
gruplandirilmaktadir (Gutteridge, 1995).
Antioksidan savunma sistemi, organizmayi oksidan molekiillerin zararlarindan
koruyan mekanizmalarin tiimiine verilen isimdir. Antioksidanlar bu etkilerini ¢esitli
mekanizmalar lizerinden yapabilirler:
* Antioksidan enzimlerin ¢calisma mekanizmasi oksidan molekiilleri etkileyerek
onlari tutarak siipliriicii veya yok edici etki gostermeleridir (Karihtala ve Soini,
2007).

* Vitaminler ve flavanoidlerin c¢aligma mekanizmasiysa, bu radikallere bir
hidrojen aktararak etkilerini azaltmaktir (Cherubini, 2008).

* Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller etkilerini bu radikalleri baglayip,
zincirlerini kirarak gosterirler (Mickle ve Weisel, 1993).

» Radikallerin olusturdugu hasarin tamiri seklinde onarici etki de gosterebilirler

(Virag ve Szabo, 2002).
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2.3.2.1. Malondialdehit (MDA)

MDA, lipid peroksidasyonun bir belirteci olarak kullanilir ve lipid peroksidlerin
zararl bir par¢alanma tirintidiir. Bu iirtinlerin dolasimda artmasi, endotel hiicre hasarina
yol agabilir (Aksoy ve ark., 2009; Papalambros ve ark., 2007). Lipid peroksidasyon
siirecinde MDA ile birlikte alken aldehitler, alkan aldehitler ve hidroksialken aldehitler
de olusur. Ancak bu bilesiklerin dl¢iimleri uzun ve maliyetli siirecler gerektirdiginden
pratik degildir (Slater, 1984).

MDA, hiicre zarinin bilesenlerinin polimerizasyonuna ve ¢apraz baglanmasina yol
acabilir. Bu durum iyon tasima, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin bir araya
gelmesi gibi zarin i¢sel 6zelliklerini degistirebilir. Bu degisiklikler, MDA'nin genotoksik,
karsinojenik ve mutajenik etkilere neden olabilecegini gosterir (Akkus, 1995).

2.3.2.2. Siiperoksid Dismutaz (SOD)

Antioksidan savunma sisteminin ilk savunma hattinda, oksijenin hidrojen
peroksite doniisiimiinii hizlandiran SOD enzimi bulunmaktadir. Bu reaksiyon su

sekildedir:

207 + 2H*— H202 + O2

Bu tepki, "oksidatif stresle miicadelede ilk savunma" olarak adlandirilir. Bu
reaksiyon sayesinde hiicresel bolmelerdeki siiperoksit seviyelerinin diizenlendigi
belirtilmigtir. Ornegin hepatit, solunum sikintis1 sendromu, akciger enfeksiyonlari,
l6semi, kas distrofisi, bobrek yetmezligi, motor néron hastaliklari, iskemi ve Fanconi
anemisi gibi durumlarda SOD'un koruyucu bir rol oynadigi diisiiniilmektedir. Ayni
zamanda, SOD tarafindan lipid peroksidasyonunun da engellendigi bilinmektedir. SOD
aktivitesi, yiiksek oksijen tliketen hiicrelerde ve dokularda daha yiiksek seviyelerde

bulunur (Tamer ve ark., 2012; Collard ve Gelman, 2001).
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2.3.2.3. 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdG)

8-OHdG, oksidatif DNA hasarinin en yaygin olarak arastirilan gostergelerinden
biridir. Bir¢ok arastirmaci, ROS'un DNA iizerindeki mutasyon olusturma yetenegini tam
olarak 6lgmek i¢in her DNA modifikasyonunu incelemek istese de, 8-OHdG olusumu
diger DNA modifikasyonlarina gore daha belirgin bir sekilde ROS varligina igaret eder.
Bu nedenle 8-OHAG 6l¢iimii, oksijen radikallerinin neden oldugu hasarin daha kolay
hesaplanmasini saglamaktadir (Kanabrocki ve ark., 2006). 8-OHdG olusumu, ROS
tiriine, organizmaya ve maruz kalma siliresine bagli olmaksizin diger DNA
modifikasyonlariyla iliskili oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, 8-OHdG O&l¢limiiyle
oksijen radikallerinin yol actig1 hasarin tahmini daha pratiktir. Ayrica, 8-OHdG'nin
oksijen radikallerinin yol ac¢tig1 hasarin hesaplanmasinda daha kullanigh oldugu kabul
edilmektedir (Bartsch ve Nair, 2004).

8-OHdG, karsinojenler ve mutajenler gibi DNA bilesikleriyle reaksiyona girerek
adenin, guanin, timin ve sitozin gibi bazlar1 igeren yeni bilesikler olusturabilir. Guanin
bazi, bu reaksiyonlar igerisinde en reaktif olanidir. In vitro DNA sentezi ¢alismalari, 8-
OHdG'nin DNA replikasyonu sirasinda nokta mutasyonlara neden olabilecegini ve
potansiyel bir mutajen olabilecegini gostermistir. Okside guanin, in vitro ¢alismalarda
DNA replikasyonu sirasinda A-C ve G-T degisimlerine yol agabilir. Bu tiir ¢aligmalar,
hiicresel DNA iizerindeki 8-OHdG olusumunun kanser olusumuyla iliskili oldugunu
gostermesi acgisindan onemlidir. Fareler iizerinde yapilan bir ¢alismada, tiim viicuda
radyasyon uygulanarak karaciger hiicrelerinde 8-OHdG olusumu gozlemlenmis ve bu
olusumun in vitro deneylere kiyasla yaklasik olarak 1000 kat daha diisiik oldugu

belirtilmistir (Svoboda et al., 2006; Bartsch ve Nair, 2004).
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2.3.2.4. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz, hiicre igerisinde yer alan sitoplazma ve mitokondrilerde
etkin olan bir enzimdir. Siiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan {iretilen hidrojen peroksit
ve yag asidi hidroperoksitlerini etkisiz hale getirir. Ozellikle diisiik seviyelerde hidrojen
peroksit bulunan durumlarda etkin ¢alisir. Glutatyon peroksidaz, 6zellikle fagositozla
gorevli hiicrelerde 6nemli bir rol oynar. Diger antioksidan enzimlerle birlikte solunum
patlamas1 esnasinda ortaya ¢ikan serbest radikallerin neden oldugu hasar1 engeller. Ayni
zamanda eritrositlerde, oksidatif stresle miicadelede 6nemli bir rol {istlenir. Glutatyon
peroksidaz aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksitin artmasina ve hiicrelere ciddi zarar
verilmesine yol agabilir. Hidrojen peroksitin yiiksek konsantrasyonlarinda katalaz (CAT),
diisiik konsantrasyonlarda ise glutatyon peroksidaz (GSH-Px) onemli bir islev gosterir
(Collard ve Gelman, 2001).

GPx reaksiyonu su sekildedir:

GSH-Px H202 + 2GSH —GSSG + 2H>

2.3.2.5. Rediikte Glutatyon (GSH)

Enzimatik olmayan, viicut i¢in 6nemli bir antioksidan olan rediikte glutatyon,
proteinlerdeki tiyol (SH) gruplarin1 oksidasyona karst koruyarak onlarin islevini
siirdiirmelerini saglar. Bu sayede proteinlerin ve enzimlerin hasar gérmesini engeller.
Rediikte glutatyon ayn1 zamanda hemoglobinin oksidasyonunu engelleyerek
methemoglobine doniislimiinii 6nliiyor. Eritrosit zarmi hidrojen peroksit gibi zararl
bilesiklere, 10kositlerin fagositoz sirasinda {irettigi oksidanlara ve lens proteinlerinin
oksidatif hasarina kars1 korur (Collard ve Gelman, 2001).

2.3.2.6. Membran Antioksidanlar:

Hiicresel zarlarin hidrofobik lipid yiizeyinde, hiicre i¢i ortamdan farkli olarak

zararl radikaller olusabilir. Bu radikaller, lipidlere ¢6ziinen ve hiicresel enzimlerle etkisiz
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hale getirilemeyen bilesiklerdir. Bu noktada basta alfa-tokoferol (E vitamini) olmak {izere
alfa-karoten, ubiquinol bilesikleri ve koenzim Q gibi maddeler devreye girer. Bu
antioksidanlar, zarlarin sagligini korumada kritik bir rol oynarlar. Ubiquinol, diisik
yogunluklu lipoproteinlerde oto-oksidasyonu engeller. Alfa-karoten ise giiglii bir serbest
radikal yakalayicisidir ve aktivitesi ortamdaki oksijen seviyesine baglidir.

2.4. Timokinon

Kemoterapdtik ajanlar birgok yan etki olusturur. Genellikle daha az toksik oldugu
ve minimal yan etki olusturdugu diisliniilen dogal {iriinlerde kansere karsi kimyasallar
aramada su anda bir trend bulunmaktadir. Dogal kaynakli ilaglar, diinyanin cesitli
bolgelerinde binlerce yildir geleneksel olarak kullanilmaktadir. Bilim insanlari, ilag
gelistirmek i¢in aktif bilesenleri belirlemek ve ¢ikarmak amaciyla bir¢cok geleneksel veya
halk ilacin1 modern tipla paralel olarak hedeflemistir. Timokinon (2-metil-5-isopropil-
1,4-benzoquinone) (Sekil 2.7), siyah kimyon (Nigella sativa) icinde bulunan bir
fitokimyasal bilesiktir ve uzun bir tibbi kullanim ge¢misi vardir (Padhye ve ark., 2008;

Khan ve ark., 2011).

o} CH3

CH,

H,C
0

Sekil 2.7. Timokinon'un (2-izopropil-5-metilbenzo-1,4-kinon) molekiiler yapis.

Siyah kimyon tohumlari, 6zellikle Giiney ve Glineydogu Asya, Arap, Afrika ve
Akdeniz bolgelerindeki geleneksel tip uygulamalarinda énemli bir yere sahiptir. Antik
Maisir, Yunanistan ve Tiirkiye'de, siyah kimyon tohumlar bir¢ok hastalik ve rahatsizligin
tedavisinde siklikla kullanildig bilinmektedir (Ahmad ve ark., 2013; Salih ve ark., 2009).

Nigella sativa bitkisinin hem tohumlar1 hem de yag: tibbi amaglarla kullanilir ve

kansere karsi, diyabeti Onleyici, hipertansiyonu Onleyici, antimikrobiyal, agr1 kesici,
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immiinomodiilator, anti-inflamatuar, spazmolitik, hepatoprotektif, renal koruyucu,
gastroprotektif, bronkodilatatér ve antioksidan aktiviteleri ile bilinirler (Khan ve ark.,
201; Ahmad ve ark., 2013; Salih ve ark., 2009).

Timokinon kanser hiicrelerinde apoptozis olusturarak reaktif oksijen tiirleri (ROS)
olusturur, DNA hasari, telomerik asmmma, immiinomodiilasyon, sinyal yolaklarinin
diizenlenmesi ve otofaji indiiksiyonu yoluyla etki gosterir. Timokinon ayni zamanda
epitelialden mezankime gegcisi diizenler ve kanser metastazini inhibe eder. Kanser
olmayan hiicrelerde ise timokinon antioksidan aktiviteler ve kemoprevantif aktivite

gosterir (Sekil 2.8) (Asaduzzaman ve ark., 2017).

. Kanser

\ -tDO"'lczu Indukler \
. Otofajiyi tetikler

NFKB. Bt‘l 2
I-Df\ahagdr r 8 Bas

XlAP + Kaspaz 3,8 —~%

‘\
Apoptozu ind-;ikler | ) ‘ —I P ==
> Timokinon J—s MM220 l—o EMT siirecini bastinr

Hiicresel hasari onler «— § ROS TWIST1 _J
} /I\‘

Kanser olusumunu Gnler] T CT pm———
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Sekil 2.8. Timokinon'un kanser karsitt etkisinin 6nemli mekanizmalari.

2.4.1. Timokinonun Antioksidan Aktivitesi

Timokinonun antioksidan aktivitesinin, kemopreventif aktivitelerden sorumlu
oldugunu 6ne siiren baslangi¢ ¢alismalar1 bulunmaktadir; ancak diger bazi ¢alismalar,
timokinonun kanser hiicrelerinde oksidatif hasara neden olarak apoptoza yol agtigini
belirtmistir (Richards ve ark., 2006; Hussain ve ark., 2011; Dergarabetian ve ark., 2013).
Ilging bir calisma, timokinonun kanser hiicrelerinde giiclii bir apoptoz indiikleyicisi

oldugunu, ancak diger hiicre yaralanma tiirlerinde oksidatif stresi azaltarak antiapoptotik
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etki gosterdigini bildirmistir (Abd EI-Ghany ve ark., 2009). Bir baska hipotez,
timokinonun diisiik konsantrasyonlarda antioksidan, yiiksek konsantrasyonlarda ise
prooksidan olarak hareket ettigini 6ne stirmektedir (Zubair ve ark., 2013). Timokinonun
antioksidan, antiproliferatif ve proapoptotik aktivitesi, Cecarini ve ark. tarafindan daha
ayrintili bir sekilde agiklanmigtir. Bu ¢aligmada, timokinonun segici proteazom
inhibisyonunu indiikledigi ve bu durumun kanser hiicrelerinde apoptoz indiiksiyonu ile
iligkili olabilecegi gosterilmistir (Cecarini ve ark., 2010). Torres ve ark. tarafindan
yapilan daha ileri bir ¢alismada, timokinonun proteasomal yoluyla glikoprotein mukin 4
ekspresyonunu diistirdiigii ve pankreatik kanser hiicrelerinde c-Jun NH(2)-terminal kinaz
ve p38 mitojen-aktive protein kinaz (MAPK) yollarin1 aktive ederek apoptoza yol agtigi
ortaya ¢ikmistir (Torres ve ark., 2010).

2.4.2. Timokinon DNA yapisi1 ve sentezi ile iliskisi

Tamoksifen, DNA yapisina miidahale yoluyla etki gosterir. Hiicresel bakirt hedef
alir, 6zellikle DNA'da bulunan guanin bazlar ile etkilesime geger ve oksidatif kirilmaya
neden olur. Sonug olarak, kanser hiicrelerinde 6liime yol agabilir (Zubair ve ark., 2013).
Timokinon muhtemelen G-kadrupleks DNA stabilizatorii olarak hareket edebilir ve
boylece telomeraz enziminin inhibisyonuna ve kanserin proliferasyonunun
engellenmesine katkida bulunabilir (Salem ve ark., 2015). DNA hasarma ve telomer
kisalmasina yol agarak glioblastoma hiicrelerinde telomerazi ve hiicre 6liimiinii inhibe
edebilir, normal hiicrelere minimal etki gosterir (Gurung ve ark., 2010). Kanser
hiicrelerinde DNA sentezini etkileyebilir. Daha 6nceki bir ¢alismada, timokinonun DNA
sentezini, proliferasyonu ve LNCaP, C4-B, DU145 ve PC-3 gibi kanserli hiicrelerin
canliligini inhibe ettigi, ancak nonkanserli BPH-1 prostat epitel hiicrelerini etkilemedigi

bulunmustur (Kaseb ve ark., 2007).
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2.5. Oksidatif DNA Hasar

Oksidatif stres, hiicresel biyokimyasal siiregler sirasinda ortaya g¢ikan reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) artisiyla birlikte, bu tiirleri dengeleyen antioksidanlarin azalmasi
sonucunda hiicre i¢i denge bozulmasini ifade eder. Bu reaktif oksijen tiirleri sunlardir:
hidrojen peroksit, siliperoksit radikali, alkil radikali, hipoklor6éz asit radikali, singlet
oksijen radikali, nitrik oksit, lipid peroksit ve hidroksil radikali (Ozcan ve ark., 2015;
Cetin ve ark., 2011). Oksidatif stresin neden oldugu ROS'lar, hiicresel proteinler, lipitler,
karbonhidratlar, niikleik asitler ve enzimler {izerinde etkili olur, bu da oksidatif doku
hasarina yol acar (Yu 1999). Canli organizmada serbest radikallerin artmasi, hiicresel
hasarlar1 ve bir¢ok hastalig1 tetikleyebilir. Bu nedenle, serbest radikal iiretimi ile oksidan
maddelerin antioksidanlar arasindaki dengeyi korumak, hasar ve hastaliklarin
onlenmesinde kritik 6neme sahiptir (Karabulut ve Giilay, 2016).

Son yirmi yil iginde, oksidatif stresin ve bununla iligkili biyomolekiillerin oksidatif
hasarmin bir¢ok insan hastaligiin baglangicinda temel bir rol oynadigi dogrulanmistir
(Liguori ve ark., 2018; Rasheed ve Rasheed, 2019). Oksidatif stres, oksidanlar ve
antioksidan sistemlerin dengesizliginden kaynaklanir ve genellikle oksidan seviyelerinin
antioksidan sistemi zayiflattigi durumlarda meydana gelir (Moloney ve Cotter, 2017).
Artmis oksidan veya reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) seviyelerinin oksidatif hasara neden
olma yetenegi artik iyi belgelenmistir (Al-Shobaili ve ark., 2013). Ozellikle proteinlerin
oksidatif hasari, basta otoimmiin hastaliklar ve kanser gibi bir¢cok insan hastaliginin
indiiksiyonu i¢in ana nedenlerden biri olarak kanitlanmigtir (Reichmann ve ark., 2018).
Hidrojen peroksit, normal metabolizmada aerobik metabolizmanin bir {iriinii olup normal
metabolik siiregler i¢cin gereklidir, ancak ayni zamanda en Oliimciil oksidatif yan

tiriinlerin, hidroksil radikallerinin (OH.) onciiliidiir, bu da 6zellikle proteinlerin hasari
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dahil olmak tizere oksidatif biyomolekiiler hasara zararl etkileriyle taninir(Khan ve ark.,
2007; Dizdaroglu, 2015).

2.5.1. Overde Iskemi-Reperfiizyon

Over torsiyonu, overdeki dolasimin kesilmesine ve sonrasinda tekrar
saglanmasina bagli olarak ortaya ¢ikan bir durumdur ve en yaygin nedeni iskemi-
reperfiizyon hasaridir. Over torsiyonuna yol agan etmenler arasinda ovaryan Kkitleler,
ovaryan kistler ve yardimci iireme teknikleri siralanabilir. Ayn1 zamanda, nadir olsa da
ovaryan arterin gecici veya kalici trombozu da iskemi-reperfiizyon hasarina neden
olabilir. Overler, ovaryan arter ve uterin arterin ovaryan dali gibi iki farkli damar
tarafindan beslenir. Bu damarlar arasindaki baglanti, overlerin kan akiginin bir kisminin
devam etmesini saglar. Bu durum, iskemi-reperfiizyon hasarini azaltici bir rol oynar
(Kukan, 2004). Sik karsilasilmamakla birlikte ovaryan torsiyonunun nedenleri arasinda
ovaryan kitleler, kistler ve asir1 gonadotropin uyarisi gibi faktorler de yer alabilmektedir
(Berek, 2002). Over torsiyonu, iskemi-reperfiizyon hasarina yol agabilecek durumlarin
basinda gelmektedir. Gokmen tarafindan belirtildigi lizere, overlerin kanlanmas1 uterin
arterin ovaryan dali tarafindan da saglandigi icin doku hasar1 riski azalmaktadir
(Gokmen, 2003).

Yumurtalik kan akisindaki degisiklikler korpus luteum isleviyle yakindan
iligkilidir. Gerileme fazinda yumurtalikta kan akiginda diislis meydana gelmektedir. Kan
akimi hizindaki diisiis, iskemi-reperfiizyon hasar1t mekanizmasi ile reaktif oksijen tiirleri
olusturarak doku hasarina neden oldugu ¢esitli organlarda iyi bilinmektedir. Yumurtalik
iskemi-reperfiizyonunun progesteron iiretimi iizerindeki bu inhibe edici etkisi, eszamanl
SOD enjeksiyonu ile bloke edilmektedir. Bu nedenle, yumurtalik iskemi-reperfiizyonu,

reaktif oksijen tiirlerinin olusumu yoluyla korpus luteum tarafindan progesteron iiretimini
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inhibe eder. Bu nedenle, korpus luteumda gerileyen reaktif oksijen tiirlerinin artmasindan

yumurtalik kan akimindaki azalma sorumlu oldugu diistiniilmektedir (Sugino 2005).
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3. MATERYAL VE METOT

TDK-2022-10742 proje kodlu calisma Atatiirk Universitesi Bilimsel

Arastirma Projeleri birimi tarafindan desteklenmistir.

3.1. Etik Kurul Onay1

“Over Iskemi-Reperfiizyon Hasar1 Olusturulan Sicanlarda Timokinon’un Doku
Oksidatif DNA Hasar1 Uzerindeki Etkilerinin Biyokimyasal —Histotolojik ve
Spektroskopik Y&ntemlerle Belirlenmesi”, adli ¢alisma Atatiirk Universitesi Rektorliigii,
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Bagkanliginin, 30.06.2021-178 nolu karariyla etik
kurallara uygun bir ¢aligma olduguna karar verilmistir (Ek-1)

3.2. Deneklerin Temini ve Ozellikleri

Calismada kullanilan toplam 72 adet 12 haftalik, ortalama 200-220 gram
agirhiginda Wistar albino cinsi disi denek, Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama
ve Arastirma Merkezi’nden (ATADEM) temin edilerek kullanilmistir.

3.3. Calismanin Deney Gruplar

Calisma 9 ayr1 grup olusturularak yapildi. Olusturulan gruplar sirasiyla asagidaki
gibi adlandirildu.

1. Grup (8 hayvan): Saglikli Grup

N

. Grup (8 hayvan): Sham Operasyonu

w

. Grup (8 hayvan): 3 Saat Over Iskemisi

4. Grup (8 hayvan): 3 Saat Over Iskemisi + 3 Saat Reperfiizyon

(62}

. Grup (8 hayvan): 3 Saat Over Iskemisi + Timokinon 20 mg/ kg (oral)

()]

. Grup (8 hayvan): 3 Saat Over Iskemisi + Timokinon 40mg/ kg (oral)

\l

. Grup (8 hayvan): 3 Saat Over iskemisi + 3 Saat Reperfiizyon + Timokinon 20

mg/ kg(oral)
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8. Grup (8 hayvan): 3 Saat Over iskemisi + 3 Saat Reperfiizyon + Timokinon 40
mg/ kg (oral)

9. Grup (8 hayvan): Sham Operasyonu + Timokinon 40 mg/ kg (oral)

3.3.1. Cerrahi islemler

Her grupta 8 sican olacak sekilde 9 ayr1 gruba ayrilan toplam 72 disi sigan, 25
mg/kg dozda tiopental sodyumla anestezi altina alindi. Her gruba yapilan islemler
sonucunda, si¢anlarin lateral abdominal bolgesinden 2-3 cm kesilerek karin kasi ve
periton gecilerek overlerine ulasildi ve ¢alisma i¢in overleri alindu.

Grup 1: Herhangi ilag ve cerrahi islem yapilmadi. 3 saat sonra overler cerrahi
olarak ¢ikarildi.

Grup 2: Sadece karin bolgesi agilarak, herhangi bir uygulama yapilmadan
kapatildi. 3 saat sonra overler cerrahi olarak ¢ikarildu.

Grup 3: Overleri besleyen damarlar klemplerle sikistirilarak, overlerde iskemi
olusturuldu. 3 saat iskemide kalan overler cerrahi olarak ¢ikarildi.

Grup 4: 3 saat boyunca iskemi altinda tutulan overler, klempleri ¢ikartilarak 3
saat boyunca reperfiizyon saglandi. Bu uygulamanin sonunda overler cerrahi olarak
¢ikarildi

Grup 5 ve 6: Iskemi olusturulmadan yarim saat 6nce oral gavaj yardimiyla, grup
5’e; 20 mg/kg, grup 6’ya; 40 mg/kg Timokinon verildi. Bu uygulamalarin ardindan
overler cerrahi olarak ¢ikarildi.

Grup 7 ve 8: Iskemi yapilan overlere reperfiizyon uygulamasina baslamadan 30
dakika once oral gavaj yardimiyla, grup 7’ye; 20, grup 8’e; 40 mg/kg Timokinon verildi.
Bu uygulamalarin ardindan overler cerrahi olarak ¢ikarildu.

Grup 9: Bu gruba ise ilag toksitesini 6l¢mek i¢in 40 mg/kg Timokinon uygulamasi

yapildi. Bu uygulamanin sonunda overler cerrahi olarak ¢ikarildi.
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Calisma esnasindaki tiim hayvanlara, iskemi ve reperfiizyon boyunca
metamizol sodyum verilerek cerrahi agrinin olusmasi engellendi. Caligma sonrasinda tiim
deneklere yiiksekoz tiopental sodyum verilerek 6tanazi edildi. Overlerden, birincisi %
4'luk formaldehit igerisinde histolojik analizler icin saklandi. ikinci over ise daha sonra
calisilmak iizere biyokimyasal ve spektrofotometrik analizler i¢in -80 derecede saklandi.

3.3.2. Kimyasallar

Timokinon(C10H1202, 2-izopropil-5-metil-1,4-benzokinon) maddesi Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA) firmasindan temin edilmistir. Calismada, TK’nun rat
basina 1 ve 2 mg/kg dozu 1 ml’ ye tekabiil edecek sekilde %1°lik karboksi metil seliiloz
(CMC) iginde ¢oOziinerek hazirlandi. Hazirlanan ¢o6zelti ratlara oral yoldan gavaj
yardimiyla verildi.

3.4. Biyokimyasal Analizler

3.4.1. Enzim immunél¢iimler

Enzim immundl¢iim, enzimlerin  katalitik  6zelliklerinin  kullanildigi
immunokimyasal bir 6l¢iim yontemidir. En yaygin kullanilan yontem ise enzim-bagh
immunosorbent dl¢iim (ELISA) teknigidir. Reaksiyon bilesenlerinden birinin kati1 faz
ylizeye baglanmasi sebebi ile bu yontem heterojen oOzellik gosterir. Kimyasal,
immunokimyasal veya nonspesifik adsorbsiyon seklinde olabilen bu baglanma ile serbest
isaretli reaktifin bagli olandan ayrilmasi kolaylasir. ELISA yontemi ile dl¢iilecek antijeni
iceren bir kalibratdr veya numune, kat1 fazdaki antikor ile baglanabilmesi i¢in bir siire
inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra yikama islemi yapilir ve ilk asamada baglanmis olan
antikordan farkli bir antikor ortama eklenir. Bdylece, kat1 faz antikoru-antijen-enzim
bagli antikor sandvi¢ kompleksi olusur. Bagli halde olmayan antikor yikama islemi ile
reaksiyon ortamindan uzaklastirilir ve enzimin substrati eklenir. Numunedeki veya

kalibratordeki antijen miktarinca olusan sandvi¢ kompleksin icerdigi enzim, ortama

37



eklenen substrati iiriine doniistiiriir. Sonug olarak reaksiyon ortaminda elde edilen iiriin
miktari, 6l¢iilmek istenen antijen ile dogru orantili olur.

3.4.2. Doku Homojenatinin Hazirlanisi

9 gruba ayirdigimiz siganlarin cerrahi islem sonrasi over dokulari alindiktan sonra
izotonik ¢ozeltide yikanip kurutuldu. Hassas terazide overler tartildi ve alikotlama islemi
yapilarak -80 derecedeki derin dondurucuya kaldirildi. Sonrasinda biyokimyasal analiz
icin kademeli sekilde (-80 °C, -20 °C ve +4 °C) ¢ozdiiriildii. Cozdiiriilen over dokulart
agirliginin 10 kat1 kadar tris tamponu (50 mM, nM pH:7.8, 6.057 g Tris + 500 mL distile
su ) eklenerek homojenizatorde pargalandi. Sonrasinda 3500 rpm’de 10 dk santrifiij edildi
ve siipernatant alinarak biyokimyasal, oksidan ve antioksidan parametrelere bakildi.

3.4.3. Dokuda Protein Tayini

Commassia Brillant Blue G-250 renk reaktifi: Proteinlerin kantitatif tayininde
kullanilan ¢ozeltidir. Bradford yonteminde boya olarak kullanilan Commassia Brillant
Blue G-250 negatif bir yiike sahiptir. Ve protein {izerindeki pozitif yiike baglanir.
Boyanin kirmiz1 (Amax: 465 nm ) ve mavi (Amax: 595 nm ) formu mevcuttur. Proteinin
baglanmasi kirmizi formun mavi forma doniisiimiinii saglar. Protein tayini i¢in, 0,100 gr
Commassia Brillant Blue G-250 50 mL %95 lik etanolde ¢oziilerek bu ¢ozeltiye %85 lik
100 mL orto fosforik asit ilave edildi. Cozeltinin hacmi distile su ile 1 L ye tamamlandi.

Kantitatif olarak protein tayin etmek i¢in 1 mL’sinde 1 mg protein bulunduran

standart sigir albumin c¢dozeltisinden tiiplere 10-20-30-40-50-60-70-80-90-100 pL
konuldu. Distile deiyonize su ile tiim tiiplerin hacimleri 0,100 mL ye tamamlandi. Her bir
tiipe 5 mL renklendirme reaktifi olan Commassia Brillant Blue G-250 renk reaktifi ilave
edildi. Ve vorteksle karigtirildi. 10 dakika sonra 595 nm’de kore karsi absorbans degerleri
okutuldu. Kor olarak 0,1 mL ayni tampon ve 5 mL renk reaktifinden olusan karigim

kullanildi. Absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri standart grafik
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halinde verildi. Dokuda protein tayini i¢in 10 pL numune + 90 pL distile su + 5 mL
Commassia Brillant Blue G-250 reaktifi katilip 10 dakika sonra absorbans degerleri 595
nm’de okundu.

Interlokin 1-p Olgiimii: Doku homojenatinda interlokin 1- diizeyi 6lgiimii igin
ticari ELISA kiti (Rat Interlokin 1-p ELISA Kit, EO119Ra, Bioassay Technology
Laboratory, China) kullanildi. Doku homojenati, hiicre kiiltiirli siipernatanti, plazma,
serum ve diger biyolojik sivilarda rat interlokin 1-B dl¢iimii amaciyla iiretilen kitin
standart egri aralig1 0,2-60 ng/mL, duyarliligi 0,08 ng/mL, ¢calisma i¢i kesinlik CV degeri
<%38, caligmalar arasi kesinlik CV degeri <%10’dur.

Kitin icerisindeki direktifler dogrultusunda asagidaki basamaklar takip edilerek
doku homojenatinda interlokin 1- analiz edildi:

1. Doku homojenatlari ve tiim reaktifler oda sicakliginda 15 dakika bekletilerek

uygun sicakliga getirildi.

2. Seri diliisyon yapilarak 80 ng/ml, 40 ng/ml, 20 ng/ml, 10 ng/ml, 5 ng/ml ve
2,5 ng/ml olacak sekilde 6 adet standart hazirlandi.

3. Numune kuyucuklarma 40 puL doku homojenat1 ve 10 puL biyotinlenmig Rat
interlokin 1-p antikoru eklendi, standart kuyucuklara ise 50 pL standart
eklendi.

4. Kor haricindeki tiim standart ve numune kuyucuklarina 50 pL streptavidin-
HRP ilave edildi ve 37°C’de 60 dakika inkiibasyona birakildi.

5. Inkiibasyon bittikten sonra 25 kat seyreltilmis yikama soliisyonundan 300 pL
kullanilarak bes defa yikama islemi yapildi.

6. Tim kuyucuklara sirasiyla 50 pL substrat soliisyonu A ve B eklendi.
Sonrasinda 37°C’de 10 dakika karanlikta inkiibe edildi ve mavi renk olusumu

gerceklesti.
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7. 10 dakikalik inkiibasyondan sonra tiim kuyucuklara 50 pL stop soliisyonu
eklendi ve mavi rengin sariya doniistiigi gorildii.
8. 450 nm’de BIO-TEK PowerWave XS mikroplate okuyucu cihazinda
absorbans degerleri ol¢iildii.
Standartlarin absorbans degerleri kullanilarak elde edilen ve R? degeri 0,9911 olan
absorbans-konsantrasyon grafigi Sekil 3.1°de gosterilmistir. Standart egrisinden yola

cikilarak doku homojenatlarin interlokin 1-f konsantrasyonlari ng/mL birimine gore

belirlendi.
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Sekil 3.1. Interlokin 1-B standart egrisi

8-Hidroksideoksiguanozin Olciimii:
Doku homojenatinda 8-Hidroksideoksiguanozin diizeyi 6l¢timii igin ticari ELISA
kiti (Rat 8-Hidroksideoksiguanozin ELISA Kit, BLS-8994Ra, Bostonchem, USA)

kullanildi. Doku homojenat, hiicre kiiltiirii stipernatanti, plazma, serum ve diger biyolojik
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stvilarda rat 8-Hidroksideoksiguanozin Ol¢iimii amaciyla iiretilen kitin standart egri

aralig1 93,75-6000 pg/mL, duyarlilig1 26,29 pg/mL, calisma ici kesinlik CV degeri <%8,

calismalar arasi kesinlik CV degeri <%10’dur.

Kitin prospektiisuna gore asagidaki basamaklar takip edilerek doku

homojenatinda 8-Hidroksideoksiguanozin analiz edildi:

1.

Doku homojenatlar1 ve tiim reaktifler oda sicakliginda 15 dakika bekletilerek
uygun sicakliga getirildi.

Seri diliisyon yapilarak 6000 pg/mL, 3000 pg/mL, 1500 pg/mL, 750 pg/mL,
375 pg/mL, 187,5 pg/mL, 93,75 pg/mL olacak sekilde 7 adet standart
hazirlandi.

100 kat seyreltilmis streptavidin-HRP ve biyotinlenmis konjugati hazirlandu.
Numune kuyucuklarina 50 pLL doku homojenati, standart kuyucuklarina 50
pL standart, kor kuyucuguna ise 50 pL standart diliient ¢oziiclisiinden eklendi.
Tim kuyucuklara 50 pL 100 kat diliie edilmis biyotinlenmis rat 8-
Hidroksideoksiguanozin antikoru eklendi ve 37°C’de 60 dakika inkiibasyona
birakildi.

Inkiibasyondan sonra kuyucuklardaki karisim aspire edildi ve 25 kat diliie
edilmis yikama soliisyonundan 200 pL kullanilarak {i¢ defa yikama islemi
yapildu.

Tiim kuyucuklara 100 pL 100 kat diliie edilmis streptavidin-HRP eklendi ve
37°C’de 60 dakika inkiibasyona birakildu.

Inkiibasyondan sonra kuyucuklardaki karisim aspire edildi ve 25 kat diliie
edilmis yikama soliisyonundan 200 pL kullanilarak bes defa yikama islemi

yapildi.
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9. Tim kuyucuklara sirasiyla 90 pL TMB substrat soliisyonu eklendi.
Sonrasinda 37°C’de 20 dakika karanlikta inkiibe edildi ve mavi renk olusumu
gerceklesti.

10. Numune kuyucuklarina 40 pL numune ve 10 pL adiponektin antikoru eklendi.

11. Kor haricindeki tiim standart ve numune kuyucuklarma 50 pL streptavidin-
HRP ilave edildi ve 37°C’de 60 dakika inkiibasyona birakildi.

12. 20 dakikalik inkiibasyondan sonra tiim kuyucuklara 50 pL stop soliisyonu
eklendi ve mavi rengin sariya doniistiigii goriildii.

13.450 nm’de BIO-TEK PowerWave XS mikroplate okuyucu cihazinda
absorbans degerleri ol¢tildii.

Standartlarin absorbans degerleri kullanilarak elde edilen ve R? degeri 0,9970 olan

absorbans-konsantrasyon grafigi Sekil 3.2°de gosterilmistir. Standart egrisinden yola

¢ikilarak numunelerin adiponektin konsantrasyonlari ng/mL birimine gore belirlendi.
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Sekil 3.2. 8-Hidroksideoksiguanozinin standart egrisi

42



KoenzimQuo Olgiimii: Doku homojenatinda KoenzimQ10 diizeyi 6l¢iimii igin
ticari ELISA kiti (Rat KoenzimQ10 ELISA Kit, BLS-9442Ra, Bostonchem, USA)
kullanild1. Doku homojenati, hiicre kiiltiirii siipernatanti, plazma, serum ve diger biyolojik
stvilarda rat KoenzimQ10 6l¢iimii amaciyla iiretilen kitin standart egri araligi 0,78-50
ng/mL, duyarliligi 0,27 ng/mL, calisma i¢i kesinlik CV degeri <%S8, caligmalar arasi
kesinlik CV degeri <%10’dur.

Kitin prospektiisuna gore asagidaki basamaklar takip edilerek doku
homojenatinda KoenzimQ1o analiz edildi:

1. Doku homojenatlari ve tiim reaktifler oda sicakliginda 15 dakika bekletilerek

uygun sicakliga getirildi.

2. Seri diliisyon yapilarak 50 ng/mL, 25 ng/mL, 12,5 ng/mL, 6,25 ng/mL, 3,12
ng/mL, 1,56 ng/mL, 0,78 ng/mL olacak sekilde 7 adet standart hazirlandu.

3. 100 kat seyreltilmis streptavidin-HRP ve biyotinlenmis konjugati hazirlandi.

4. Numune kuyucuklarina 50 uL doku homojenati, standart kuyucuklarina 50
pL standart, kor kuyucuguna ise 50 pL standart diliient ¢oziiciisiinden eklendi.

5. Tiim kuyucuklara 50 pL 100 kat diliie edilmis biyotinlenmis rat KoenzimQ1o
antikoru eklendi ve 37°C’de 60 dakika inkiibasyona birakildi.

6. Inkiibasyondan sonra kuyucuklardaki karisim aspire edildi ve 25 kat diliie
edilmis yikama soliisyonundan 200 pL kullanilarak {i¢ defa yikama islemi
yapildu.

7. Tim kuyucuklara 100 pL 100 kat diliie edilmis streptavidin-HRP eklendi ve
37°C’de 60 dakika inkiibasyona birakildu.

8. Inkiibasyondan sonra kuyucuklardaki karisim aspire edildi ve 25 kat diliie
edilmis yikama soliisyonundan 200 pL kullanilarak bes defa yikama islemi

yapildu.
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9. Tim kuyucuklara sirasiyla 90 pL TMB substrat soliisyonu eklendi.
Sonrasinda 37°C’de 20 dakika karanlikta inkiibe edildi ve mavi renk olusumu
gerceklesti.

10. Numune kuyucuklarina 40 L. numune ve 10 pL adiponektin antikoru eklendi.

11. Kor haricindeki tiim standart ve numune kuyucuklarina 50 uL streptavidin-
HRP ilave edildi ve 37°C’de 60 dakika inkiibasyona birakildi.

12. 20 dakikalik inkiibasyondan sonra tiim kuyucuklara 50 pL stop soliisyonu
eklendi ve mavi rengin sariya doniistiigii goriildii.

13.450 nm’de BIO-TEK PowerWave XS mikroplate okuyucu cihazinda
absorbans degerleri 6lgiildii.

Standartlarin absorbans degerleri kullanilarak elde edilen ve R? degeri 0,9992 olan

absorbans-konsantrasyon grafigi Sekil 3’de gosterilmistir. Standart egrisinden yola

¢ikilarak numunelerin adiponektin konsantrasyonlari ng/mL birimine gore belirlendi.

Abzarbance
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Sekil 3.3. KoenzimQ10’un standart egrisi

TNF-alfa Ol¢iimii:
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Doku homojenatinda TNF-alfa diizeyi 6l¢iimii icin ticari ELISA kiti (Rat TNF-

alfa ELISA Kit, EO764Ra, Bioassay Technology Laboratory, China) kullanildi. Doku

homojenati, hiicre kiiltiirii siipernatanti, plazma, serum ve diger biyolojik sivilarda rat

TNF-alfa 6l¢iimii amaciyla iiretilen kitin standart egri araligi 5-1000 ng/L, duyarlilig

2.51 ng/L, calisma ic¢i kesinlik CV degeri <%8, calismalar arasi kesinlik CV degeri

<%10’dur.

Kitin icerisindeki direktifler dogrultusunda asagidaki basamaklar takip edilerek

serum numunesinde adiponektin analiz edildi:

1.

2.

Oda sicakligina getirilen standartlar, numuneler ve tiim reaktifler hazirlandi.
Seri diliisyon yapilarak 1280 ng/L, 640 ng/L, 320 ng/L, 160 ng/L, 80ng/L, 40
ng/mL, 20 ng/L olacak sekilde 7 adet standart hazirlandi ve standart
kuyucuklarma 50 pL standart eklendi.

Numune kuyucuklarina 40 uLL. numune ve 10 uLL TNF-alfa antikoru eklendi.
Kor haricindeki tiim standart ve numune kuyucuklarina 50 pL streptavidin-
HRP eklendi, kuyucuklarin tizeri kapatilarak 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi.
Her bir kuyucuk i¢in 300 pL yikama soliisyonu kullanilarak bes defa yikama
yapildi.

Kor, standart ve numune kuyucuklarina elliser pL substrat soliisyonu A ve B
eklendi, mavi renk olusumu gerceklesti. Kuyucuklarin iizeri kapatilarak
37°C’de 10 dakika karanlikta inkiibe edildi.

Her bir kuyucuga 50 pL durdurma soliisyonu eklendi, mavi rengin sariya
doniistiigii goriildii. 10 dakika icerisinde 450 nm’de BIO-TEK PowerWave

XS mikroplate okuyucu cihazinda absorbans degerleri dl¢iildii.
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Standartlarin absorbans degerleri kullanilarak elde edilen ve R? degeri 0,9999 olan

absorbans-konsantrasyon grafigi Sekil 3.4’de gosterilmistir. Standart egrisinden yola

cikilarak numunelerin adiponektin konsantrasyonlart mg/L birimine gore belirlendi.

Absorbance

167
141
121
1_02-
0.8

0.61

TNF ALFA
_——'———4>
_-—”"'/-.._F_—_—___
.F"f
/
.-'/r.
J"/'I
.-'JII
04t /
100 200 300 400
Concentration

4 Parameter (y = (& - D) A (1 + (xiC)"B) + D)

A=01444 B=1.9703 C=89.9669 D=1.6628, R-Square = 0.9999

Sekil 3.4. TNF-alfa’nin standart egrisi

Malondialdehit Ol¢iimii (MDA):

Her bir over dokusu 6rnegi 15 mg olacak sekilde steril tiiplere aktarildi. Litesinde

100 gram igeren potasyum kloriir (KCl2) tampon ¢ozeltisi hazirlandi. Steril tiiplerde

buluna over dokusuna 1.5 mL KClI, tampon ¢ozeltisi eklenerek sogukta homojen hale

getirildi. Homojen hale getirilen over doku homojenatlari bir saat olmak {izere 4°C'de ve

10.000 g’de santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra 2 mL ependorf tiipiine; 0,2 mL 80

g/L sodyum lauril siilfat, 1,5 mL 200 g/L asetik asit, 1,5 mL 8 g/L tiyobarbiitirik asit sulu

¢ozelti ve 0,3 mL distile su iceren karisima santrifiij edilen 0,25 mL doku homojenati

eklendi ve karistirilarak homojen hale getirildi. Sicak su banyosunda 45 dakika boyunca

isitildi. Sonrasinda sogutulma islemi yapildi. Sogutulduktan sonra her bir numune
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ornegine 4 mL n-biitanol ilave edildi ve santrifiij islemi yapildi. Santrifiij isleminden
sonra Ustteki slipernatant kismindan 150 pL alinarak 96 kuyucuklu plate aktarildi.
Standartlar 1,1,3,3 tetrametoksipropandan olusan seri diliisyon yapilarak hazirlandi ve
150 pL alinarak 96 kuyucuklu plate aktarildi. 532 nm'de spektrofotometre cihazinda (Bio-
Tek, Winooski, VT, ABD) absorbans 6l¢iildii. Standart egri kullanilarak MDA sonuglari,
dokunun grami1 basina nanomol birimi (nmol/mg protein) cinsinden ifade edildi (Ohkawa
ve ark., 1979).

Siiperoksit dismutaz Ol¢iimii (SOD):

Stiperoksit dismutaz (SOD) aktivite Ol¢iimii, ksantin-ksantin oksidaz sistemi
tarafindan doniistiiriilen siiperoksit radikal olusumuna dayanir, sistem formazan boyasi
olusturmak igin nitroblue tetrazolyum (NBT) ile reaksiyona girer. SOD aktivitesi tahlili,
NBT indirgeme yontemiyle formazan boyasi spektrofotemetrik 6lgiime dayanir. SOD
Ol¢timii manuel yontemler kullanilarak tespit edilmistir (Sun ve ark., 1988). Sonuglar
U/mg protein olarak verildi.

Katalaz Ol¢iimii:

Katalaz (KAT) aktivite 6l¢limii, hidrojen peroksit (H20>) tiiketimine dayanir.
KAT aktivitesini 6lgmek i¢in siipernatan numuneleri ependorflara aktarildi ve fosfat
tamponunda H20: soliisyonu ile karistirildi. Numuneler 96 kuyucuklu plate aktarilarak
240 nm'de olglildi. Katalaz aktivitesi dakikada 1 nanomol H.O:'yi pargalamak igin
gereken enzim miktari olarak tanimlandi. Deney manuel yontemle yapildi (Aebi 1984).
Sonuglar U/mg protein olarak verildi.

GSH (Glutatyon) Olgiimii:

Manuel yontemlerle olclilen GSH seviyesi su prensibe gore analiz edilmistir.
Olgiim ortamindaki DTNB 5,5'-Ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) disiilfit bir kromojendir ve

stilthidril gruplu bilesikler tarafindan kolayca indirgenir. Meydana gelen sar1 renk 412
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nm spektrofotometrik olarak Slgiilebilir. Glutatyon analizi manuel yontem kullanilarak
yapildi (Sedlak and Lindsay 1968). Elde edilen sonuglar nmol/mg protein doku olarak
hesaplandi.

3.5. Histolojik Analizler

3.5.1. Doku Kesitlerinin Alinmasi

Alinan ovaryum doku ornekleri 72 saat %10°luk formaldehit solisyonunda fikse
edildi. Akabinde dokular 30 dakika akan suda fiksatifin uzaklastirilmas: amaci ile
yikandi. Daha sonra dokulardan suyun uzaklastirilmasi amaci ile artan derecelerde alkol
serilerinden (%70, %80 ve %96) birer saat gegirildi ve %96’lik alkolde 1 gece bekletildi.
Ardindan %99 iki degisim alkollerde de birer saat bekletildi ve dokunun seffaflastiriimasi
amaci ile iki degisim 15°ser dakika ksilen serilerinden gecirilip 60 °C etiiv igerisinde
beklemis ii¢ degisim parafin serilerinde birer saat bekletilerek parafinin dokuya
emdirilmesi saglandi. Daha sonra kesit alinabilmesi i¢in doku ornekleri bloklandi ve
bloklanan dokulardan 5 mikron kalinliginda kesitler alindi. Kesitler Hematoksilen ve
eozin boyasi ile boyandi.

3.5.2. Hematoksilen-Eozin(H&E) Boyama Protokolii

Alinan kesitler deparafinizasyon islemine tabi tutuldu ardindan iki degisim ksilol
serisinde 20 ve 10 dakika, %99, %96, %80, %70 alkol serileri ve distile suda 3’er dakika
bekletildi. Ardindan ¢ekirdeklerin boyamasi amaci ile 5 dakika hematoksilen boyasi ile
boyand:r ve fazla boyanin yikanmasi i¢in akan su altinda 5 dakika bekletildi. Takiben
hiicrelerin sitoplazmasinin boyanmasi amaci ile eozin boyast ile 5 dakika boyandi ve daha
sonra artan alkol serilerinde (%70, %80,%96,%99) calkalanip iki degisim ksilol (20
dakika ve 10 dakika) serisine alindi. Ardindan entellan ile kapatildi. Kesitler Olimpus CX
21 kamera atagmanli mikroskop ile incelendi ve fotograflandi. Son olarak ise kesit

fotograflar Photoshop CSS5 ile bir araya getirdi.
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3.6. Spektroskopik Analiz

3.6.1. Fourier Déniisiimlii Kizil Otesi Spektroskopisi (FITR)

3.6.1.1. Doku IR spektrumlarimin Elde Edilmesi

Spektrumlar Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi
(DAYTAM)’da yer alan Bruker Vertex 70 ATR-FTIR spektroskopisi kullanilarak
toplandi. Calisilan gruplardan elde edilen ovaryum doku ornekleri ATR-FTIR
spektroskopi kristalinin (Elmas/ZnSe) tizerine konularak, sabit basing altinda, 4000-400
cm™ frekans araliginda, 4 cm™ ¢oziiniirliikte ve 32 tarama sayis1 ile OPUS 7.5 yazilimi
(Bruker Optics, GmbH) kullanilarak elde edildi. Her grupta bulunan dokulardan her grup
icin 6 spektrum elde edildi ve spektrumlara kemometrik analizler uygulandi.

3.6.1.2. Spektral Verilerin Kemometrik Analizleri

Gruplarin birbirleri arasindaki farkliliklari/baglantilart ortaya koymak amaciyla
asagida tabloda verilen 6rneklem gruplart i¢in, kemometrik analiz metotlarindan olan
gbzetimsiz (unsupervised) Oriintli tanima yontemlerinden, hiyerarsik kiimeleme (HCA)
analizi kullanildi. Analiz i¢cin Unscrambler X 10.3 (Camo Software, Inc.) programi

kullanildi.

Tablo 3.1. Spektroskopik analizlerde kullanilan deney gruplari

Orneklem Gruplar Amag

Sham-ISC-IR Iskemi ve iskemi reperfiizyon gruplarinda
olusan etkileri shamle karsilagtirmak

Sham-ShamTK40 TK40 uygulamasini sham ile karsilagtirmak

Sham- ShamTK40-ISC-ISCTK20-ISCTK40  iskemi durumunda TK uygulamasinin
etkilerini shame gore kiyaslamak

Sham- ShamTK40-IR-IRTK20-IRTK40 Iskemi  reperfiizyon  durumunda TK
uygulamasimin  etkilerini  shame  gore
kiyaslamak
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HCA analizleri i¢in o6rnek spektrumlarina baseline diizlestirmesi ardindan
Savitzky Golay -17 smoothing points parametreleri kullanilarak diizlestirme yapildi.
Analiz i¢in 3800-925 cm™ spektral bolge kullanildi. HCA sonuglar1 ise dendrogram
grafikleri seklinde gosterildi.

3.7. Istatistiksel Analizler

Calismada istatistiksel analizler One-Way ANOVA Tukey testiyle yapilmistir.
Saglikli grubuyla diger gruplar karsilastirildiginda * p<0.05, ** p<0.01 ve *** p<0.001
isaretleri kullanilmistir. IR grubuyla diger gruplar karsilagtirildiginda # p<0.05, ##
p<0.01 ve ### p<0.001 isaretleri kullanilmigtir. ISC+TK20 grubuyla diger gruplar
karsilastirildiginda 6 p<0.05, 66 p<0.01, 600 p<0.001 isaretleri kullanilmistir. IR+TK20
grubuyla diger gruplar karsilastirildiginda ise A p<0.05, AA p<<0.01, AAA p<0.001 isaretleri

kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular

Calismada manuel yontemler kullanilarak oksidan-antioksidan parametrelerden
SOD, GSH, CAT ve MDA analizleri yapilmigtir. Sekillerde tiim parametreler protein
seviyelerine oranlanmis ve istatistiksel analizleri ile birlikte sunulmustur.

SOD aktivitesi analizinde Sekil 4.1.’de goriildiigii gibi Saglikli, Sham ve
Sham+TK40 gruplar1 arasinda herhangi bir istatistiksel fark bulunmamistir. Saglikli
grubu SOD aktivitesi ile diger tiim gruplar kiyaslandiginda, iskemi (ISC) ve
Iskemi+Reperfiizyon (IR) gruplarinda istatistiksel olarak anlamli derecede SOD
aktivitelerinin azaldigr goiilmiistiir (p<0.001). Saglikli grubunda 29.71 + 0.53 U/mg
protein olarak oSlciilen SOD aktivitesi, Iskemi grubunda 16.07 = 1.83 &lciiliirken IR
grubunda 12.64 £ 1.10 U/mg protein olarak 6l¢iilmiistiir. Tedavi gruplarinda beklenildigi
gibi Timokinon’un (TK) SOD aktivitesini doza bagli olarak artirdig1 goriilmektedir (Sekil
1). Sadece iskemi yapilan gruplara kendi arasinda bakildiginda ISC+TK20 grubunda
SOD seviyesi 23.38 + 0.52 U/mg protein iken, ISC+TK40 grubunda 26.38 + 0.53 U/mg
protein olarak l¢iilmiistiir. Timokinon’un 40mg/kg dozunda uygulandig iskemi+TK40
grubunda SOD seviyesi, ISC+TK20 grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede
daha fazla oldugu belirlenmistir (p<0.05). IR gruplarina bakildiginda SOD aktiviteleri,
IR+TK20 grubunda 16.27 + 0.31 ve IR+TK40 grubunda 25.28 + 0.65 U/mg protein
olarak tespit edilmistir. IR grubu ile diger gruplar kiyaslandiginda SOD aktivitesinin
reperfiizyon hasarina bagli olarak IR grubunda en az seviyede oldugu tespit edilmistir. IR
gruplar1 kendi aralarinda analiz edildiginde, IR+TK40 grubunun SOD aktivitesinin
IR+TK20 grubundan fazla oldugu ve istatistiksel olarak bu farkin anlamli derecede

oldugu tespit edilmistir (p<0.001). Timokinon uygulamasi Sekil 4.1.’de goriildigi gibi
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iIskemi-reperfiizyon gruplarinda da iskemi gruplarinda oldugu gibi doza bagli olarak SOD

aktivitesini artirmistir.
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Sekil 4.1. Rat overlerinde Olgiilen SOD aktivitesi.

TK: Timokinon, ISC: Iskemi, IR: iskemi Reperfiizyon. TK20: 20mg/kg timokinon, TK40: 40mg/kg
timokinon. Saglikli grubuyla diger ¢alisma gruplari mukayese edildiginde * p<0.05, ** p<0.01 ve ***
p<0.001 isaretleri kullanilmigtir. IR grubuyla diger calisma gruplart mukayese edildiginde # p<0.05, ##
p<0.01 ve ### p<0.001 isaretleri kullanilmigtir. ISC+TK20 grubuyla diger ¢alisma gruplart mukayese
edildiginde 6 p<0.05, 66 p<0.01, 866 p<0.001 isaretleri kullanilmistir. IR+TK20 grubuyla diger ¢alisma
gruplart mukayese edildiginde ise A p<0.05, AA p<0.01, AAA p<0.001 isaretleri kullanilmigtir.

Calismamizda analiz edilen diger antioksidan enzim katalaz (CAT) dir (Sekil
4.2.). CAT aktiviteleri Saglikli, Sham ve Sham+TK40 gruplarinda istatistiksel olarak
farklilik gostermemistir. Analiz sonucunda CAT aktiviteleri Saglikli, Sham ve
Sham+TK40 gruplarinda sirasiyla, 40.31 + 1.53, 40.71 + 0.20 ve 41.13 + 2.03 U/mg
protein olarak dlgiilmiistiir. Iskemi yapilan gruplara bakildiginda; iskemi grubunda CAT
aktivitesi 21.18 + 0.91 olarak ol¢iilmiis ve saglikli grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli derece azaldigi analiz edilmistir (p<0.001). Timokinon uygulanan gruplarda
CAT aktivitesi, Iskemi+TK20 grubunda 28.55 + 0.63 U/mg protein iken, ISC+TK40
grubunda 35.18 + 2.21 U/mg protein olarak oOl¢iilmiistiir. Timokinon’un 40mg/kg
dozunda uygulandigr ISC+TK40 grubunda CAT seviyesinin, ISC+TK20 grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli derecede arttigi goriilmistiir (p<0.001). IR gruplarina
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bakildiginda timokinon uygulamasinin katalaz aktivitesinin saglikli seviyelerine
yaklagtirdigi ve bu artisin da doza bagli olarak arttig1 tespit edilmistir. IR grubunda CAT
aktivitesi 15.22 + 0.64 U/mg protein, IR+TK20 grubunda 25.16 + 2.37 U/mg protein ve
IR+TK40 grubunda 35.24 + 1.28 U/mg protein olarak olgiilmiistiir. TK20 ve TK40

gruplarindaki CAT aktivite artis1 istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir

(p<0.001).
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Sekil 4.2. Rat overlerinde Olgiilen CAT aktivitesi.
TK: Timokinon, ISC: iskemi, IR: iskemi Reperfiizyon. TK20: 20mg/kg timokinon, TK40: 40mg/kg
timokinon. Saglikli grubuyla diger ¢alisma gruplari mukayese edildiginde * p<0.05, ** p<0.01 ve ***
p<0.001 isaretleri kullanilmistir. IR grubuyla diger ¢aliyma gruplart mukayese edildiginde # p<0.05, ##
p<0.01 ve ### p<0.001 isaretleri kullanilmistir. ISC+TK20 grubuyla diger ¢alisma gruplart mukayese
edildiginde 6 p<0.05, 86 p<0.01, 868 p<0.001 isaretleri kullanilmistir. IR+TK20 grubuyla diger ¢alisma
gruplar1 mukayese edildiginde ise A p<0.05, AL p<0.01, AAA p<0.001 isaretleri kullanilmistur.

Glutatyon seviyesinin tespit edildigi GSH analizinde (Sekil 4.3.) sonuglarimiz
SOD ve CAT sonuglarini desteklemektedir. Saglikli grubunda 2.16 + 0.07 nmol/mg
protein olarak oOlgiilen GSH, ISC grubunda 1.05 + 0.07 nmol/mg protein olarak
dlgiiliirken, IR grubunda 0.77 + 0.07 nmol/mg protein olarak Slciilmiistiir. Iskemi ve IR
gruplarinda Olclilen GSH degerleri Saglikli grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
derecelerde azalmistir (p<<0.001). ISC grubunda 6l¢iilen GSH seviyesi IR grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli derecede farklidir (p<0.05). Iskemi gruplarina kendi aralarinda
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bakildiginda timokinon uygulamasinin doza bagli olarak GSH seviyelerini artirdig: tespit
edilmistir. GSH seviyeleri ISC+TK20 grubunda 1.64 + 0.07 nmol/mg protein olarak
Olciiliirken, ISC+TK40 grubunda 1.91 + 0.03 nmol/mg protein olarak dl¢iilmiistiir. Doza
bagli olan bu artista yine kendi aralarinda istatistiksel olarak anlamli derecede farklidir
(p<0.01). iskemi reperfiizyon yapilan IR gruplarina bakildiginda IR grubunda 0.77 +0.07
nmol/mg protein olarak 6l¢iilen GSH seviyesi, IR+TK20 grubunda 1.16 £+ 0.13 iken
IR+TK40 grubunda 1.79 + 0.07 nmol/mg protein olarak tespit edilmistir. IR+TK20 ve
IR+TK40 grubunda tespit edilen GSH seviyeleri de yine doza bagli olarak ve istatistiksel

olarak anlamli sekilde arttig1 goriilmiistiir (p<0.001).
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Sekil 4.3. Rat overlerinde 6l¢iilen GSH seviyesi.
TK: Timokinon, ISC: iskemi, IR: iskemi Reperfiizyon. TK20: 20mg/kg timokinon, TK40: 40mg/kg
timokinon. Saglikli grubuyla diger ¢alisma gruplari mukayese edildiginde * p<0.05, ** p<0.01 ve ***
p<0.001 isaretleri kullanilmistir. IR grubuyla diger ¢aligma gruplari mukayese edildiginde # p<0.05, ##
p<0.01 ve ### p<0.001 isaretleri kullanilmustir. ISC+TK20 grubuyla diger ¢alisma gruplart mukayese
edildiginde & p<0.05, 66 p<0.01, 666 p<0.001 isaretleri kullanilmistir. IR+TK20 grubuyla diger ¢aligma
gruplart mukayese edildiginde ise A p<0.05, AA p<0.01, 24X p<0.001 isaretleri kullanilmustir.

Oksidatif stresin onemli bir gostergesi olan MDA analizi ¢alismamizin bir diger
bulgusudur. MDA seviyeleri Saglikli, Sham ve Sham+TK40 gruplarinda istatistiksel

farklilik gostermemistir (Sekil 4.4.). Saglikli grubunda MDA seviyesi 2.56 = 0.07
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nmol/mg protein olarak 6l¢iilmiistiir. ISC grubunda MDA seviyesi 4.70 + 0.24 olarak
dl¢iilmiistiir. Iskemiye bagli olusan bu artis Saglikli gruba gore istatistiksel olarak
anlamhidir (p<0.001). Timokinon uygulan gruplarda MDA seviyeleri ISC+TK20
grubunda 3.84 + 0.20 nmol/mg protein olarak olgiiliirken, ISC+TK40 grubunda 3.22 +
0.12 nmol/mg protein olarak olgiilmiistiir. Doza bagli olarak ortaya ¢ikan bu azalma
istatistiksel olarak anlamdir (p<0.05). iskemi reperfiizyon gruplarma kendi aralarmda
bakildiginda artmis olan MDA seviyelerinin tedavi gruplarinda yine doza bagl olarak
azaldig1 belirlenmistir. IR grubunda MDA seviyesi 5.69 + 0.27 nmol/mgprotein iken
IR+TK20 grubunda bu seviye 4.02 = 0.11 nmol/mg protein seviyesine gerilemistir.
Timokinonun 20mg/kg uygulandigi bu grupta MDA seviyesi IR grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p<0.001). IR uygulanan ve tedavi
uygulanan gruplara kendi aralarinda bakildiginda IR+TK40 grubunda MDA seviyesi 3.36
+ 0.14 nmol/mg protein seviyesine gerilemistir ve bu azalmanin bu gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (p<0.001).
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Sekil 4.4. Rat overlerinde 6l¢iilen MDA seviyesi.
TK: Timokinon, ISC: iskemi, IR: iskemi Reperfiizyon. TK20: 20mg/kg timokinon, TK40: 40mg/kg
timokinon. Saglikli grubuyla diger ¢alisma gruplari mukayese edildiginde * p<0.05, ** p<0.01 ve ***
p<0.001 isaretleri kullanilmistir. IR grubuyla diger calisma gruplart mukayese edildiginde # p<0.05, ##
p<0.01 ve ### p<0.001 isaretleri kullanilmigtir. ISC+TK20 grubuyla diger ¢alisma gruplart mukayese
edildiginde & p<0.05, 86 p<0.01, 386 p<0.001 isaretleri kullanilmistir. IR+TK20 grubuyla diger ¢alisma
gruplart mukayese edildiginde ise A p<0.05, A p<0.01, AAA p<0.001 isaretleri kullanilmistir.
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DNA hasarinin gostergesi olarak kullanilan 8OHdG seviyesi proteine oranlanarak ve
istatistiksel analizi yapilarak Sekil 4.5.’de gosterilmistir. Saglikli grubunda 14.90 + 0.83 ng/mg
protein olarak Ol¢iilmiistiir. Saglikli grubu ile Sham ve Sham+TK40 grubu arasinda herhangi
bir istatistiksel bir fark bulunmamustir. ISC grubunda beklenildigi gibi doku hasarina bagh
olarak 8OHdAG seviyesinin 37.46 £+ 0.72 ng/mg protein seviyesine yiikseldigi ve bu artisin
Saglikli gruba gore istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p<<0.001). Timokinon
uygulanan iskemi gruplarina bakildiginda ISC+TK20 grubunda 8OHAG seviyesi 32.56 + 0.81
ng/mg protein iken ISC+TK40 grubunda 24.06 + 3.28 ng/mg protein olarak Sl¢lilmistiir. IR
grubuna bakildiginda 8OHAG seviyesinin 69.40 + 1.87 ng/mg protein olarak en yiiksek deger
Olglilmiistiir. Tedavi gruplarinda IR+TK20 grubunda 58.57 + 2.64 seviyesi Olgiiliirken,
IR+TK40 grubunda 36.76 £ 5.66 ng/mg protein seviyesi Ol¢lilmiistiir. Her iki tedavi gruptada
da 80OHAG seviyesi IR grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecelerde azalmustir
(p<0.001). Ayrica IR+TK20 ve IR+TK40 gruplarina kendi aralarinda bakildiginda yiiksek doz

timokinon uygulamasmm 80OHdG seviyesini anlamli derecede azalttigi tespit edilmistir

(p<0.001).
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Sekil 4.5. Rat overlerinde 6l¢iilen 8OHAG seviyesi.
TK: Timokinon, ISC: iskemi, IR: iskemi Reperfiizyon. TK20: 20mg/kg timokinon, TK40: 40mg/kg
timokinon. Saglikli grubuyla diger ¢alisma gruplari mukayese edildiginde * p<0.05, ** p<0.01 ve ***
p<0.001 isaretleri kullanilmistir. IR grubuyla diger ¢alisma gruplari mukayese edildiginde # p<0.05, ##
p<0.01 ve ### p<0.001 isaretleri kullanilmigtir. ISC+TK20 grubuyla diger ¢alisma gruplart mukayese
edildiginde 6 p<0.05, 836 p<0.01, 636 p<0.001 isaretleri kullanilmistir. IR+TK20 grubuyla diger ¢alisma
gruplart mukayese edildiginde ise A p<0.05, A\ p<0.01, AAA p<0.001 isaretleri kullanilmistir.
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Calismamizin bir diger bulgusu mitokondriyel enzim sisteminin énemli kofaktorii olan
CoQ10’dir. Sekil 4.6.’da gosterildigi gibi artan oksidatif hasarin bir sonucu olarak iskemi ve
reperfiizyon hasarinda CoQ10 seviyeleri bizim ¢aligmamizda da artmstir. Saglikli grubunda
CoQ10 seviyesi 5.10 £+ 0.63 ng/mg protein olarak olgiiliirken Sham ve Sham+TK40 gruplari
ile istatistiksel olarak farklilik tespit edilmemistir. Iskemi grubunda CoQ10 seviyesi 16.19 +
0.88 iken IR grubunda bu seviye reperflizyon hasarma bagl olarak 20.93 = 1.35 ng/mg protein
seviyesine yiikselmistir. Bu artig istatistiksel olarak anlamli olarak belirlenmistir (p<<0.001).
ISC+TK20 grubunda CoQ10 seviyesi 13.27 £ 0.71 ng/mg protein olarak olgiiliirken ISC
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi gozlemlenmistir (p<<0.001).
ISC+TK40 grubuna bakildiginda CoQ10 seviyesi 6.55 £+ 0.43 seviyesinde Olciilmiistiir. Bu
deger Timokinon’un yiiksek dozunun CoQ10 seviyesini Saglikli grubuna en fazla yaklastiran
grup oldugunu goéstermektedir (p<0.05). IR gruplarma kendi aralarinda bakildiginda benzer
sekilde Timokinon doza bagl olarak CoQ10 seviyesi IR grubuna gore anlamli derecede
azaltmstir p<0.001). CoQ10 seviyeleri IR+TK20 ve IR+TK40 gruplarinda sirasiyla, 15.35 +
1.06 ve 6.72 £+ 0.61 ng/mg protein olarak Sl¢iilmiistiir.
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Sekil 4.6. Rat overlerinde 6l¢iilen CoQ10 seviyesi.
TK: Timokinon, ISC: iskemi, IR: iskemi Reperfiizyon. TK20: 20mg/kg timokinon, TK40: 40mg/kg
timokinon. Saglikli grubuyla diger ¢alisma gruplari mukayese edildiginde * p<0.05, ** p<0.01 ve ***
p<0.001 igaretleri kullanilmigtir. IR grubuyla diger calisma gruplart mukayese edildiginde # p<0.05, ##
p<0.01 ve ### p<0.001 isaretleri kullanilmigtir. ISC+TK20 grubuyla diger ¢aligma gruplart mukayese
edildiginde & p<0.05, 838 p<0.01, 636 p<0.001 isaretleri kullanilmistir. IR+TK20 grubuyla diger ¢alisma
gruplart mukayese edildiginde ise A p<0.05, A p<0.01, AAA p<0.001 isaretleri kullanilmistir.

ng/mgprotein
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Biyokimyasal analizlerimizin son boliimiinde proinflamatuar sitokinlerden Tnf o
ve IL 1B seviyelerini arastirdik. Sonuglari protein seviyelerine oranladik ve istatistiksel
analizlerle birlikte gosterdik. Saglikli Tnf a seviyelerine bakildiginda Sham ve
Sham+TK40 gruplarinda istatistiksel fark bulunmamistir (Sekil 4.7.). Saglikli Tnf o
degeri 18.59 £ 1.45 pg/mg protein olarak Slgiilmiistiir. Tnf a seviyeleri ISC grubunda
43.04 £2.19 iken IR grubunda 66.88 + 3.36 pg/mg protein olarak dl¢iilmiistiir. ISC ve IR
gruplarinda bu artig Saglikli gruba gore istatistiksel olarak anlamli olarak belirlenmistir
(p<0.001). iskemi gruplarinda timokinon uygulamasi doza bagl olarak Tnf a seviyelerini
anlamli derecede azaltmistir (p<0.001). Tnf a seviyeleri ISC+TK20 grubunda 36.24 +
2.70 iken ISC+TK40 grubunda 22.75 + 1.40 pg/mg protein olarak dl¢iilmiistiir. Iskemi
reperfiizyon gruplarina bakildiginda, iskemi gruplarina benzer sekilde Timokinon doza
bagli ve istatistiksel olarak anlamli derece Tnf a seviyelerini azaltmistir (p<0.001). Tnf o
seviyeleri IR+TK20 ve IR+TK40 gruplarinda sirasiyla, 44.96 + 1.31 ve 23.58 + 1.35

pg/mg protein olarak olgiilmiistiir.
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Sekil 4.7. Rat overlerinde 6l¢iilen Tnf o seviyeleri.
TK: Timokinon, ISC: iskemi, IR: iskemi Reperfiizyon. TK20: 20mg/kg timokinon, TK40: 40mg/kg
timokinon. Saglikli grubuyla diger ¢alisma gruplart mukayese edildiginde * p<0.05, ** p<0.01 ve ***
p<0.001 isaretleri kullanilmistir. IR grubuyla diger calisma gruplart mukayese edildiginde # p<0.05, ##
p<0.01 ve ### p<0.001 isaretleri kullanilmigtir. ISC+TK20 grubuyla diger ¢aligma gruplari mukayese
edildiginde & p<0.05, 838 p<0.01, 636 p<0.001 isaretleri kullanilmistir. IR+TK20 grubuyla diger ¢alisma
gruplart mukayese edildiginde ise A p<0.05, A p<0.01, AAA p<0.001 isaretleri kullanilmistir.
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IL 1B seviyelerine bakildiginda (Sekil 4.8.) Saglikli, Sham ve Sham+TK40
gruplar1 arasinda istatiksel bir fark goriilmemistir. Saglikli grubunda IL 1B seviyesi 29.38
+ 1.32 olarak olgiiliirken, ISC grubunda bu seviye 48.58 + 3.62 ve IR grubunda 59.67 +
3.63 pg/mg protein olarak 6l¢iilmistiir. ISC ve IR gruplarinda tespit edilen bu artis
Saglikli gruba kiyasla istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.001). Iskemi gruplarna
bakildiginda tedavi gruplarinda IL 1B seviyeleri ISC+TK20 grubunda 43.06 + 2.84
seviyesine, ISC+TK40 grubunda 33.41 &+ 2.51 pg/mg protein seviyesine gerilemistir. Bu
azalma ISC grubuna gore ISC+TK20 grubunda (p<0.05) ve ISC+TK40 (p<0.001)
istatistiksel olarak anlamlidir. iskemi ve reperfiizyon yapilan ve Timokinon tedavisi
uygulanan gruplara bakildiginda IL 1B seviyeleri IR+TK20 ve IR+TK40 gruplarinda
strastyla 43.05 £ 3.10 ve 32.92 + 3.47 pg/mg protein olarak o6l¢iilmiistiir. Bu iki tedavi

grubundaki IL1B seviyeleri IR grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(p<0.001).
70 |5
- IL 1B FkF A
ﬁ =33
= 30 ﬁtf e
-E HEE Fa
0 ap - N 3
8 M
E 30 4
.
[ T]
o g -
10
D 1 T T T T

-@‘”4@*5&?"&&“@“*¢¢@

x *
& &

Sekil 4.8. Rat overlerinde olgtilen IL 1B seviyeleri.
TK: Timokinon, ISC: Iskemi, IR: Iskemi Reperfiizyon. TK20: 20mg/kg timokinon, TK40: 40mg/kg
timokinon. Saglikli grubuyla diger ¢alisma gruplari mukayese edildiginde * p<0.05, ** p<0.01 ve ***
p<0.001 isaretleri kullanilmistir. IR grubuyla diger calisma gruplari mukayese edildiginde # p<0.05, ##
p<0.01 ve ### p<0.001 isaretleri kullanilmistir. ISC+TK20 grubuyla diger ¢alisma gruplari mukayese
edildiginde 6 p<0.05, 86 p<0.01, 886 p<0.001 isaretleri kullanilmistir. IR+TK20 grubuyla diger caligma
gruplart mukayese edildiginde ise A p<0.05, AA p<0.01, A4k p<0.001 isaretleri kullanilmustir.
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4.2. Histopatolojik Bulgular

Sham, iskemi (ISC), iskemi reperfiizyon (IR) ve tedavi gruplari olan iskemi+TK20
(ISC-TK20), iskemi+TK40 (ISC-TK40), iskemi reperfiizyon’+TK20 (IR-TK20), iskemi
reperfiizyon+TK40 (IR-TK40) den alinan ovaryum kesitleri incelendiginde,

Sekil 4.9.da ovaryumda folikiillerin ve korpus luteumun bulundugu bolge korteks
olarak; folikiillerin ve korpus luteumun aralarinda kalan kan damarlarindan yogun bolge
ise ovaryum medullasi olarak gosterilmistir. Sham grubu, ovaryumun normal histolojik
yapisini gostermektedir. Sham-TK40 grubu da ovaryumun normal histolojik yapisini
korumaktadir.

ISC grubu incelendiginde hasara bagli yogun hemoraji alanlar1 ve yogun venoz
dilatasyonlar izlenmektedir. ISC-TK20 ve ISC-TK40 gruplarinda, ISC grubuna gore
hemoraji alanlarmin ve vaskiiler dilatasyonlarin azaldigi gozlense de patolojik
degisiklikler hala mevcudiyetini korumaktadir. ISC-TK20 ve ISC-TK40 gruplart kendi
aralarinda karsilastirildiginda ise ISC-TK40 grubunda tedavinin daha etkili oldugu

iskemik hasarin etkisinin ISC-TK20 grubuna gore daha fazla azaldigi goriilmektedir.
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Sekil 4.9. Over dokularinin histopatolojik incelenmesi.
TK: Timokinon, ISC: Iskemi, IR: iskemi Reperfiizyon. TK20: 20mg/kg timokinon, TK40: 40mg/kg
timokinon. KI: korpus luteum, om: ovaryum medullasi, k:korteks, sf: sekonder folikiil, **igareti: antrum,
he: hemoraji, yhe: yogun hemoraji, vd: ven6z dilatasyon, yvd: yogun venoz dilatasyon, 6: ddem, ok baglar:
nekrotik hiicre, gember isareti: apoptotik hiicre, — isareti: 16kosit infiltrasyonunu gostermektedir.
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IR grubu incelendiginde, iskemi ve reperfiizyona bagli gelisen yogun hemaraji
alanlari, dilate kan damarlari, 6dematoz alanlar dikkat ¢ekmektedir. Dokudaki hasara
bagli olarak hiicre 6liimleri gézlenmekte nekrotik ve apoptotik hiicreler goriilmektedir.
Ayn1 zamanda kan damarlarindan 16kosit infiltrasyonlart da izlenmektedir. IR-TK20 ve
IR-TK40 gruplar1, ISC ile karsilagtirldiginda tedavi uygulamasinin hasar iizerinde
iyilestirici etkisi yogun hemorajik alanlarin, édem alanlarinin ve dilate damarlarin
azalmas ile izlenebilmektedir. IR-TK20 ve IR-TK40 gruplart kiyaslandiginda ise IR-
TK40 grubunun genel goriiniimiiyle daha az hasarli oldugu izlenmektedir.

Calismanin histopatolojik bulgulart i¢in semi kantitatif skorlama yapilmistir
(Aksak Karamese ve ark., 2015). Buna gore hasar yok ya da ¢ok az (-), hafif (+), orta

(++) ve siddetli (+++) hasar olacak sekilde skorlanmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Histopatolojik bulgularin skorlamasi

GRUPLAR HEMORAJI ODEM INFLAMATUVAR NEKROTIK
HUCRE HUCRE

Sham - - - -
Sham-TK40 - - - -

ISC ++ + ++ +
ISC-TK20 + - + -
ISC-TK40 - - - -

IR +++ +++ +++ +++
IR-TK20 ++ + ++ +
IR-TK40 + - + -

4.3. Spektroskopik Bulgular
FTIR  spektroskopisi ¢alisilan  Orneklere  karakteristik  biyomolekiiler
kompozisyonu hakkinda bilgiler veren bir tekniktir. Bu nedenle hiicre, doku biyolojik

stvilar gibi ¢ok farkli ornekler kullanilarak ilag- doku/hiicre etkilesim calismasindan
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hastalik tanisina kadar oldukga genis bir alanda yaygin olarak kullanilmaktadir (Wang
and Mizaikoff 2008). Yalnizca bir 6rnege ait IR spektrumu absorbans ve dalga sayisi
acisindan binlerce veri icermektedir. Ornek sayis1 arttikca analiz edilecek spektral veri
yiikii de arttigindan, analiz islem siiresi ve yiikii artmaktadir. Bu nedenle spektral verilerin
analizinde ¢aligilan gruplar arasindaki iliskileri ortaya koymak i¢in ¢cok degiskenli analiz
yontemleri veya kemometrik analiz metotlar1 kullanilmaktadir. Analiz yontemlerinden
en yaygin kullanilani, gruplart spektral farkliliklara dayali olarak siniflandiran hiyerarsik
kiimeleme analizi (HCA)’dir. HCA da, Ornekler arasindaki farklilik orami arttikca,
orneklere dendrogramda farkli clusterda konumlanmaktadir (Wang and Mizaikoftf 2008).
Calisma kapsaminda iskemi ve iskemi/reperfiizyon uygulamasinda TK20 ve TK40
uygulamasinin koruyucu etkilerini ortaya koymak icin elde edilen spektrumlara HCA
analizi uygulandi. Iskemi ve iskemi reperfiizyon uygulamasina bagli ovaryum
dokusundaki degisikleri belirlemek i¢in SHAM-1SC ve SHAM-IR grup ciftlerine analiz
yapildi. Sekil 4.10. ve 4.11°da elde edilen HCA dendrogram grafikleri verilmektedir. Her
iki grafikte de ISC ve IR gruplart SHAM grubuna gore farkli yerde konumlanmaktadir.
Farkli clusterda yeralma ovaryum dokusunda iskemi ve reperfiizyon uygulamasinda

biyomolekiillerde igeriksel olarak degisim/degradasyon oldugunu ortaya koymaktadir.
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Ward's method using Squared Euclidean distance
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Sekil 4.10. Sham ve ISC gruplar1 i¢in 3800-925 cm™ spektral bolgede elde edilen HCA
dendrogram grafigi.

Ward's method using Squared Euclidean distance
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Sekil 4.11. Sham ve IR gruplari icin 3800-925 cm™* spektral bolgede elde edilen HCA
dendrogram grafigi.
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TK40 uygulamasinin toksik etkisinin olup olmadigini degerlendirmek amaciyla
TK 40 tek basina SHAM grubuna da uygulandi ve SHAM-SHAM TK 40 gruplarina HCA
uygulandi. Elde edilen dendrogram grafigi Sekil 4.12. de verilmektedir. TK 40
uygulanmis O6rnekler SHAM grubu Ornekleri arasinda belirgin bir ayrim goriilmedi.
Sekilden de goriilecegi lizere tiim Ornekler bir arada konumlanmaktadir. TK40
uygulamasinin ovaryum dokusunda herhangi bir toksik etkisinin olmadigini1 ortaya

koymaktadir.

Ward's method using Squared Euclidean distance
[[SHAM-TK40-4
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SHAMS

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Relative distance

Sekil 4.12. Sham ve Sham TK40 gruplar1 i¢in 3800-925 cm™ spektral bolgede elde
edilen HCA dendrogram grafigi.

Sekil 4.13’de SHAM, ISC ve TK20 ile TK40 uygulanmis ISC gruplarina ait elde
edilen HCA dendrogrami goriilmektedir. Dendrogram grafigi ISC grubu diger {i¢ gruba
gore farkli bir clusterda yer almaktadir. ISC TK20 ve ISC TK 40 gruplar1 ile SHAM grubu
ile ISC grubuna gore yakin bir sekilde bulunmaktadir. TK uygulama gruplarinin SHAM
grubu ile benzer clusterda yer almast TK gruplarindaki ovaryum dokularinda tedavi
edici/protektif etkinligini gostermektedir. S6z konusu uygulamanin IR durumunda
degerlendirmek SHAM, IR ve IR TK20 ile IR TK40 6rneklerine de HCA uygulandi.

Elde edilen grafik Sekil 4.14. de verilmektedir. IR ve TK20 gruplar diger gruplara gore
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daha uzak bir konumda, TK40 ve SHAM ornekleri ise birbirine karigmis olarak

bulunmaktadir. TK40 uygulamasinin TK20’ye gore daha etkin oldugunu gostermektedir.

Ward's method using Squared Euclidean distance
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Sekil 4.13. Sham ve ISC, ISC TK20 ve ISC TK40 gruplari i¢in 3800-925 cm* spektral
bolgede elde edilen HCA dendrogram grafigi.

Ward's method using Squared Euclidean distance
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Sekil 4.14. Sham ve IR, IR TK20 ve IR TK40 gruplari igin 3800-925 cm* spektral
bolgede elde edilen HCA dendrogram grafigi.
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5. TARTISMA

Timokinonun antioksidan ve antienflamatuvar etkilere bagli olarak indiiklenen
doku hasar1 fiizerindeki koruyucu etkisi, daha oOnce IR hasarini hafifletmesini
aciklayabilecek bir dizi deneysel modelde gozlemlenmistir. Ancak iskemi veya
reperfiizyonun baglangicinda timokinonun akut uygulanmasinin over IR hasarini dnleyip
Onlemeyecegi veya zayiflatacagi heniiz tespit edilmemistir. Bu ¢alisma timokinonun over
iskemi/reperflizyon hasarini 6nlemede koruyucu etkili oldugunu gosteren ilk ¢alisma
olmustur.

Kuvvetli bir antioksidan molekiil olan timokinon tedavisinin arastirildigi bu
calismanin en 6nemli bulgularini su sekilde siralayabiliriz:

Timokinon ilk olarak hem iskemik hasarda hem de reperfiizyon hasarinda over
doku enfarktiisiinii azaltmigtir. Timokinon over iskemi/reperfiizyon deneysel modelinde
ilk defa kullanildig1 i¢in makroskobik sonuglarla doku flizerindeki etkisinin analiz
edilmesi ¢ok oOnemlidir. Yaptigimiz doku incelemesi ile timokinonun IR hasarini
onlemede etkili oldugu tespit edilmistir. Ikinci bulgumuz antioksidan mekanizma ve
parametrelerin analizidir. Oksidatif stresin arttig1 bilinen IR hasarinda over doku oksidan
ve antioksidan seviyeleri aragtiriligtir. Timokinon hem iskemi yapilan hem de
iskemi+reperfiizyon yapilan gruplarda oksidatif stresi azaltan bir sonu¢ vermistir.
Timokinon bu etkisini bu her iki deneysel gruptada SOD, GSH ve Koenzim Q10
seviyelerini negatif kontrol grubuna gore artirarak ve MDA, ve 80HdG seviyelerini
baskilayarak gostermistir. Ugiincii ve son bulgumuz enflamasyon siirecinin timokinon ile
azaltilmasidir. Timokinon uygulamasi pro-inflamatuar sitokin olan Tnf a ve IL-1B
seviyelerini iskemi ve reperfiizyon gruplarinda baskilayarak daha 6nceki ¢alismalarda da

gosterilen antienflamatuar etkisini over torsiyonunda da gostermistir. Bu sonuglara
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bakarak timokinonun over iskemi ve reperfiizyon hasarinda koruyucu olabilecegi
biyokimyasal ve histopatolojik analizlerle tespit edilmistir.

IR ye baglh gelisen over hasarinin mekanizmalar1 hala tam olarak
anlasilamamistir. Ancak IR hasarinin en 6nemli patofizyolojik mekanizmalarindan birisi
oksidatif stresin artig1 olarak tespit edilmistir. Hipoksi, iskemi ve diger damar problemleri
gibi durumlardan kaynaklanan, siklikla goriilen bir sorundur. Kan akigindaki azalmanin,
artan diizeylerde hidrojen peroksit ve diger kimyasal formlar1 igeren reaktif oksijen
tiirlerinin hipoksiye neden oldugu bilinmektedir (Bayir ve ark., 2016). Oksijensiz radikal
olusumunun, iskemi sonrasi hiicre ve dokularda hasara neden olan kritik bir mekanizma
oldugu gosterilmistir (Halici ve ark., 2008). Bir hiicre genellikle normal kosullar altinda
oksidanlar ve antioksidanlar arasinda uygun bir dengeyi koruyabilir. Bu denge
bozuldugunda ve oksidanlardaki artig veya antioksidanlardaki azalma nedeniyle oksidatif
strese dogru kaydiginda, hiicre iskemi/reperfiizyon hasar1 gibi yaralanmalara kars1 daha
duyarli hale gelir. Hipoksik dokularin reperfiizyonu, reaktif oksijen tiirlerinin ve reaktif
nitrojen tiirlerinin (RNT) asir1 tiretimiyle iliskili olarak daha fazla doku hasarma yol
acabilir (Un ve ark., 2015). Kan hipoksik dokulara yeniden aktiginda, dokularin yeniden
oksijenlenmesi biiyiik miktarda serbest oksijen radikalinin doniisiimiine neden olur.
Aktive edilmis nétrofillerin birikmesi ve ROS saliniminin, reperfiizyon sirasinda doku
hasarinin patogenezinde rol oynadig1 gosterilmistir (Bulkley 1987). Bu serbest radikal
olusumlari, hiicre bilesenlerinde bir dizi degisikliZe ve membran lipitlerinin
peroksidasyonuna neden olabilir. Bu olaylar periyodu reperfiizyon hasari olarak bilinir
(Oral ve ark., 2017). Postiskemik lipid peroksidasyonu antioksidanlar tarafindan bloke
edilebilir (Cadirci ve ark., 2010). Oksidatif stresin neden oldugu IR hasarina karsi
korunmak i¢in hiicrelerde, ¢ogu diisiik diizeyde ifade edilen bir takim antioksidan

enzimler ve onarim aktiviteleri bulunur. IR hasarindan sonra tiretilen ROS normalde
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cesitli antioksidan enzimler ve asagidakileri iceren bilesikler tarafindan temizlenir: SOD,
katalaz ve glutatyon peroksidaz (Halici ve ark., 2008). SOD'lar siiperoksit anyonunu
antioksidan savunma sisteminin 6nemli bir bileseni olan hidrojen peroksite doniistiiriir
(Puglia and Powell 1984).

Sugino ve arkadaslari, hamile siganlara harici SOD enjeksiyonunun, yumurtalik
iskemisi sirasinda hormonal fonksiyondaki azalmalart 6nledigini bildirmistir (Sugino ve
ark., 1993). Ayrica bu calismada arastirmacilar IR hasarmin lipid peroksit diizeylerini
arttirdigini, stiperoksit dismutaz diizeylerini ise azalttigini bildirmiglerdir (Sugino ve ark.,
1993). Timokinon, in vitro ¢aligmalarda antioksidan aktiviteye sahip oldugu gosterilen
OH-, O-2, singlet oksijen, peroksil radikalini temizleyen gii¢lii bir antioksidandir (Khader
ve ark., 2009). Timokinonun antioksidan etkilerinin yani sira SOD ve antiinflamatuar
aktivite ilizerinde uyarici etkisi de vardir (Al Wafai 2013; El-Khouly ve ark., 2012).
Temizleyici etkileri birgok dokuda gosterilmesine ragmen (El Gazzar ve ark., 2006;
Kanter 2011; Lu ve ark., 2018; Parlar and Arslan 2020), yumurtaligin korunmasi ayrintili
olarak degerlendirilmemistir. Bu nedenle timokinonun antioksidan etkisi overin IR
hasarindan korunmasinda yetersiz olabilir. Yapmis oldugumuz bu ¢alismada, iskemi ve
ardindan reperfiizyon periyodundan sonra SOD diizeylerinde azalma meydana geldi. IR
sonrast azalan SOD seviyeleri Onceki g¢aligmalarla uyumluydu. IR sirasinda SOD
seviyelerindeki azalma muhtemelen oksidatif stres sirasindaki tiikketimden
kaynaklanmaktadir. Ote yandan IR art1 timokinon grubunda SOD diizeylerinde goriilen
anlamli artigin nedeni timokinonun SOD aktivitesi lizerindeki uyarisina bagli olabilir.

Bu calismada, ayrica iskemi ve reperfiizyonun sonrasinda GSH diizeylerinde
azalma ve MDA diizeylerinde ise dnemli bir artis meydana gelmistir. IR sonras1 azalan
SOD ve GSH seviyeleri ve artan MDA seviyeleri dnceki ¢caligmalarla uyumluydu (Cadirci

ve ark., 2010; Halici ve ark., 2008). IR sirasinda SOD, GSH seviyelerindeki azalma ve

69



MDA seviyelerindeki artis muhtemelen oksidatif stres siiresince oksijen tilkenmesinden
kaynaklantyordu. Ote yandan IR art1 timokinon gruplarinda SOD ve GSH diizeylerindeki
anlamli artis ve MDA diizeylerindeki azalmanin nedeni ise timokinonun koruyucu
etkisine baglanabilir. Bu ¢alismada timokinonun bahsedilen parametreler araciligiyla
oksidatif stresi azalttig1 ve 6nemli dl¢lide 6nledigi diistiniilmektedir.

Reaktif oksijen tiirlerinin ve dolayisiyla oksidatif stresin olusmasini engelleyen
bir diger mekanizma da mitokondriyel elektron transport sistemiminin bir pargasi olan
CoQ10 dir (Saini 2011). CoQ10'un primer biyokimyasal etkisi, adenozin trifosfatin
sentezinde yer alan bir dizi redoks reaksiyonunda elektron tagima zincirinde bir kofaktor
olarak rol oynar. Cogu hiicresel fonksiyon yeterli ATP kaynagma bagli oldugundan
CoQ10 neredeyse tim insan doku ve organlarinin sagligi icin gereklidir (Duberley ve
ark., 2013). Koenzim Q10, serbest radikallerin olusumunu ve proteinlerin, lipitlerin ve
DNA'nin modifikasyonlarini 6nleyen en 6nemli lipit antioksidanlarindan biridir (Montero
ve ark., 2005). Artan {liretim ve reaktif oksijen tiirlerinin etkisi ile baglantili bircok hastalik
durumunda, insan viicudundaki koenzim Q10 konsantrasyonu azalir (Battino ve ark.,
2001) ve koenzim Q10 eksikligi, solunum zincirinin islev bozukluguna yol acar (Fragaki
ve ark., 2016). IR hasarinda artan oksidatif strese bagli olarak mitokondriyel CoQ10
seviyesinde belirgin bir diislis gdzlendigi tespit edilmistir (Simani ve ark., 2018). Bizim
calismamizda da iskemi ve reperfiizyon modeli olusturulan rat overlerinde CoQ10
seviyelerinin sham grubuna gore azaldigi ve timokinon uygulamasmin CoQ10
seviyelerinin artirdigr gosterilmistir. Bu sonuca gore timokinonun doku hasarmin
onlenmesindeki roliinlin yaninda mitokondriyel hasar1 da onleyebilecegi gosterilmistir.
Literatirde CoQ10’un aym1 zamanda cesitli enflamatuar hastaliklarda koruyucu
(Sifuentes-Franco ve ark., 2022) ve iskemik dokularda tedavi edici olarak

kullanilabilecegi de gosterilmistir (Liang ve ark., 2017; Whitman ve ark., 1997).
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Timokinonun hiicre i¢i oksidatif stresin yaninda mitokondriyel sistemi de destekledigini
gostermek calismamizin diger bir 6nemli bulgusudur.

IR hasar1 sadece over dokusunda tiim dokularda yikic1 bir etki gosterir. Bu etkinin
en 6nemli nedeni dokuya kan akiginin kesilmesi ve bu siirecte oksijen tilkenmesine bagli
olarak hiicresel oksidanlarin seviyelerinin artmasi gosterilebilir. Reperfiizyonda ise
dokuya yeniden kan akimi baslar ve sirasiyla, asir1 oksijen girisi, iskemik donemde
ortama ¢ikan ksantin oksidazlarin, hipoksatini ksantine doniistiirmesi ve serbest oksijen
radikalleri salinimi goriilmektedir (Bulkley 1987; Yilmaz ve ark., 2020). Ortaya ¢ikan
oksidatif stress ve olusan serbest radikallerin bir diger nemli hedefi de hiicresel DNA'd1r.
Bu baglamda, serbest radikaller tarafindan iiretilen, DNA’ nin modifiye edilmis bir iiriin
olan 8-OHdG, oksidatif DNA hasarmin iyi bir biyolojik belirteci olarak kabul
edilmektedir (Kulbacka ve ark., 2009; Yue ve ark., 2015). Yapilan ¢aligsmalar, iskemi ve
reperfiizyon sonrasinda DNA hasarina bagli olarak hiicresel 8-OHdG igeriginin
arttirdigini ileri stirmiistiir (Sehirli ve ark., 2008; Tamamura ve ark., 2010). Timokinonun
hiicresel hasar1 ve DNA hasarin1 koruyucu etkisi de literatiirde bu calismalara benzer
olarak tespit edilmistir (Karimi ve ark., 2019; Karimian ve ark., 2022). Biz de bu
calismalar1 destekleyecek sekilde timokinon uygulamasi ile over dokusunda 8-OHdG
seviyelerinin azaltildigini ve bu sonugla timokinonun DNA hasarinda da koruyucu rol
oynadigini gostermis olduk.

Iskemi-reperfiizyon hasarinda birincil patofizyolojik mekanizma, iskemi sonrast
reperfiizyonun neden oldugu onarim sirasindaki asir1 oksidatif strestir. Iskeminin yikici
etkisi etkilenen dokuya hasar verdiginde, doku reperfiizyon sirasindaki inflamatuar hasara
duyarli hale gelir (Edgerton ve ark., 2009). Bir¢ok acgidan IR hasari, organlari etkileyen
aktif notrofillerin toplanmasi ve oksidatif stresteki artigla karakterize edilen inflamatuar

bir yanita benzemektedir (Chandrasekar ve ark., 1998; Edgerton ve ark., 2009; Fleming
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and Tsokos 2006). Reaktif oksijen tiirleri, sitokinler, kemokinler, kompleman sistem,
dogal antikorlar ve nétrofiller gibi bir¢ok molekiil ve hiicre, IR hasarinda rol oynar
(Chandrasekar ve ark., 1998; Edgerton ve ark., 2009; Fleming and Tsokos 2006).
Calismamizda IR hasarina bagli olarak sonra proinflamatuar sitokinler olan IL-1p ve Tnf
a seviyelerinde artis vardi. Bu hasarin oksidatif stresin bir sonucu oldugu Onceki
calismalarda gosterilmistir. Sitokinlerin asir1 birikmesi enflamasyonu daha da ilerletecegi
ve sonu¢ olarak hiicre kaybina yol acacagi i¢in literatiirde antienflamatuar ajanlarin
ozelikle proinflamatuar sitokinleri baskilamada ve boylece hiicre hasasina engel olmada
kullanilabilecegi belirtilmistir (Halici ve ark., 2008; Yilmaz ve ark., 2020). Timokinonda
bu amagla daha onceki ¢calismalarda kullanilmig ve sitokinler iizerinde baskilayici bir etki
gostermistir (Shaterzadeh-Yazdi ve ark., 2018). Bizim ¢alismamiz timokinonun over
iskemide ortaya ¢ikan enflamasyonun proinflamatuar sitokinler {izerinden
azaltilabilecegini ortaya koymustur. Daha 6nce timokinonun barsak iskemi hasarinda IL-
1B ve Tnf a seviyelerini azalttigi gosterilmistir (Parlar and Arslan 2020). Timokinonun
bilinen antioksidan etkisinin yaninda antienflamatuar etkisininde desteklenmesi a¢isindan
bulgularimiz ¢ok 6nemlidir.

Yapmis oldugumuz histolojik  analizler biyokimyasal bulgularimizi
desteklemektedir. Timokinon uygulanmayan over iskemi ve reperflizyon gruplarinda
over dokusunda kanama, nekrotik degisiklikler ve nétrofil infiltrasyonunu ortaya
cikarmistir. Iskemi ve reperfiizyon hasarinim over dokusunda enflamasyona ve oksidatif
hasara bagli olarak dokumorfolojisinde bozulmalara yol a¢tig1 daha 6nceki ¢aligmalarda
gosterilmistir (Oral ve ark., 2017). Timokinon uygulamasi histopatolojik sonug¢larimizda
da goriildigli gibi bozulan over dokusunu korumustur. Timokinonun daha o6nceki

calismalarda da buna benzer etkileri tespit edilmistir (Gokce ve ark., 2016).
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Sonug olarak, biyokimyasal ve histopatolojik bulgulara dayanarak elde ettigimiz
sonuclar dncelikle iskemi ve IR hasarinin over dokusunda gergek bir sorun oldugunu
ortaya koymustur. Verilerimiz, timokinon ile konservatif tedavinin yumurtaliklarda IR
kaynakli doku hasarini azaltmada etkili oldugunu giiclii bir sekilde ortaya koymaktadir.
Timokinonun bu etkisinin 6ncelikle mitokondride koenzim Q10 artis1 ile ortaya ¢ikmasi
muhtemel oksidanlari engelleyerek yaptigini diisiiniiyoruz. Sonug olarak timokinon,
antioksidan ve DNA koruyucu etkileri ile insanlarin over iskemi ve reperflizyonunun

neden oldugu hasardan korunmasinda yardime1 olabilecegi diisiiniilmiistiir.
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6. SONUC VE ONERILER

Biyokimyasal ve histopatolojik bulgulara dayanarak elde ettigimiz sonuclar
oncelikle iskemi ve IR hasarinin over dokusunda gercek bir sorun oldugunu ortaya
koymustur.  Timokinon ilk olarak hem iskemik hasarda hem de reperflizyon hasarinda
over doku enfarktiisiinii azaltmistir. Yaptigimiz doku incelemesi ile timokinonun IR
hasarmi onlemede etkili oldugu tespit edilmistir. Oksidatif stresin arttig1 bilinen IR
hasarinda over doku oksidan ve antioksidan seviyeleri arastirilmistir. Timokinon hem
iskemi yapilan hem de iskemi+reperfiizyon yapilan gruplarda oksidatif stresi azaltan bir
sonu¢ vermistir. Timokinon bu etkisini bu her iki deneysel gruptada SOD, GSH ve
Koenzim Q10 seviyelerini negative kontrol grubuna gore artirarak ve MDA ve 8SOHdG
seviyelerini baskilayarak gostermistir. Son olarak enflamasyon siirecinin timokinon ile
azaltilmasidir. Timokinon uygulamasi pro-inflamatuar sitokin olan Tnf a ve IL-1B
seviyelerini iskemi ve reperflizyon gruplarinda baskilayarak daha 6nceki ¢alismalarda da
gosterilen antienflamatuar etkisini over torsiyonunda da gostermistir Verilerimiz,
timokinon ile konservatif tedavinin yumurtaliklarda IR kaynakli doku hasarini azaltmada
etkili oldugunu giiclii bir sekilde ortaya koymaktadir. Timokinonun bu etkisinin 6ncelikle
mitokondride koenzim Q10 artis1 ile ortaya ¢ikmast muhtemel oksidanlar1 engelleyerek
yaptigini diigiinliyoruz. Sonug olarak timokinon, antioksidan ve DNA koruyucu etkileri
ile insanlarin over iskemi ve reperflizyonunun neden oldugu hasardan korunmasinda

yardimei olabilecegi diisiintilmiistiir.
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