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ONSOZ

Gergeklestirdigimiz tezin arastirma konusu olan serbest radikaller, aerobik
solunum yapan canlilarda fizyolojk olarak da olusabildigi i¢in normalden fazla
iiretim canli organizma ic¢in kagmilmaz olarak zararlar olusturur. Bu nedenle
ozellikle son yillarda olduk¢a yaygin sekilde arastirmalar yapilmaktadir. Uygun
konsantrasyonlarda yararli etkilere sahip oldugu igin serbest radikallerin oksidatif
stres olusturabilecek konsantrasyonlara ulagsmadan antioksidanlar tarafindan
tamponlanmasi1 gerekmektedir. Cinko ve melatonin olduk¢a gii¢lii antioksidanlar
olarak farkli deneysel iskemi-reperfiizyon g¢aligmalarinda farkli doz ve siirelerde
kullanilmistir. Yaptigimiz bu arastirmada ise ¢inko ve melatoninin ayri ayri ve
beraber olarak 3 hafta siireli kullaniminin siganlarda kas iskemi-reperfiizyonundaki

potansiyel serbest radikal dnleyici etkilerini aragtirmay1 amacladik.

Yiiksek lisansim siiresince ve tez ¢calismam sirasinda her zaman destegini ve
katkisin1 esirgemeyen danigman hocam sayin Prof. Dr. Rasim Mogulkog¢’a ve
Fizyoloji Anabilim Dali Baskani sayin Prof. Dr. Abdiilkerim Kasim Baltact hocama

tesekkiirlerimi sunarim.
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OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

Sicanlarda Kastaki Iskemi-Reperfiizyon Hasarinda Cinko ve Melatoninin Etkisi

Mehmet CELER
Fizyoloji (T1p) Anabilim Dal
YUKSEK LISANS TEZi / KONYA-2016

Iskemi, doku veya organi besleyen kan akiminin yetersizligine bagh olarak ortaya ¢ikan geri
doniisiimlii veya doniisiimsiiz hiicre veya doku hasarina neden olmaktadir. Mevcut ¢alismanin amact
sicanlarda deneysel kas iskemi-reperfiizyon hasarinda 3 hafta siireli ¢inko, melatonin ve ¢inko +
melatonin takviyesinin doku ve plazmadaki malondialdehid (MDA) ile eritrosit ve dokudaki glutatyon
(GSH) diizeyleri ve kas histolojine olan etkisini belirlemekti. Calisma 38 adet erkek Wistar-albino
tiirii sican iizerinde gergeklestirildi.

Deney Gruplart su sekilde olusturuldu. 1-Sham-kontrol grubu, 2-Iskemi-Reperfiizyon (I/R),
3-Cinko + I/R, 4-Melatonin + I/R, 5-Cinko + Melatonin + I/R. I/R sol femoral arterin 1 saat iskemi ve
1 saat reperflizyonuyla olusturuldu. Caligmanin bitiminde hayvanlardan alinan kan ve doku
orneklerinde MDA ile doku GSH ve eritrosit GSH degerleri belirlendi.

I/R gruplarinda MDA degerleri 6nemli sekilde artt1. Cinko ve melatonin uygulamasi ise artan
MDA diizeylerini azaltirken, GSH degerlerinde 6nemli artisa neden oldu. Kasta histolojik yonden
degisim belirlenemedi.

Caligmanin  sonuglar1 kas dokusunda iskemi-reperfiizyona bagl olarak artan lipid
peroksidasyonun ¢inko ve melatonin uygulamasiyla nlenebildigini géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: GSH; Kas iskemi-reperfiizyonu; MDA sigan



SUMMARY
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The effects of Zinc and Melatonin on Muscle Ischaemi-Reperfusion Damage in
Rat

Mehmet CELER
Department of Physiology
MASTER THESIS / KONYA-2016

Ischaemia is lead to damage in cell or tissue damage due to insufficient blood flow stream in
tissue or organ. The aim of present study was to determine the effect of zinc, melatonin and zinc +
melatonin supplementation for 3 weeks on plasma and tissue MDA and erythrocyte and tissue levels

and muscle histology. This study was performed on 38 male Wistar-Albino rats.

Experimets groups were designed as Sham-control, ischaemia-reperfusion (I/R), zinc + I/R,
melatonin + I/R and zinc + melatonin + I/R. Ischaemia-reperfusion was induced by left femoral arter
occlusion (1 hour) and reopening (1 hour). At the end of experiments blood and tissue samples were
analysed for MDA and GSH.

MDA levels in I/R groups increased significantly. Zinc and melatonin supplementation
reduced MDA, however increased GSH levels. There was obserwed no histological alteration in

muscle.

The results of present study show that increased lipid peroxidation in muscle tissue may be
prevented by zinc and melatonin supplementation.

Key Words: GSH; MDA; Muscle ischaemia-reperfusion; rat
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1.GIRiS

Hipoksi aerobik oksidatif solunumu etkileyerek hiicre hasarina ve hatta
hiicrenin Oliimiine neden olabilmektedir. Hipoksinin en 6nemli nedeni ise, kan
akiminin bozukluguna bagli olarak organ ve dokunun yetersiz perflizyonuna sebep
olan iskemidir (Akkog¢ 2008). Iskemi organ veya dokuyu besleyen kan akimmin
yetersizligi nedeniyle gelisen durumdur. Geri doniigiimlii veya doniisiimsiiz doku ya

da organ hasarina neden olur (Ayada ve ark 2015).

Iskemi sonucu doku veya organlarin tekrar kanlanmasi ve oksijenlenmesine
reperfiizyon; iskemi sonrasinda yeniden kanlanma déneminde doku ya da organlarda
olusan hasar ise reperfiizyon hasari olarak tanimlanir. Reperfiizyon hasarinda birgok
mekanizma etkili olmakla beraber en ¢ok sug¢lanan hiicre i¢ine molekiiler oksijenin
girmesiyle hizla olusan serbest radikal tiirevleridir (Granger ve Kvietys 2015, Shi ve
Xue 2016). iskemik hasardan kurtarmak igin 6n kosul reperfiizyondur. Ancak
paradoksal olarak reperfiizyon ile birlikte molekiiler oksijenin yeniden girisi lipid
peroksidasyonu ile iliskilendirilen zararli oksijen radikallerin kaynagini olusturmakta
ve hiicre zar1 biitlinligiiniin bozulmasina sebep olmaktadir (Dillon ve ark 2006).
Iskemik dokulara reperfiizyonun saglanmasi hiicresel hasarin artmasina sebep

olabilir (Ayada ve ark 2015).

Serbest radikaller kararsiz yapida, kisa 0miirlii, son derece reaktif ve en dis
yoriingesinde bir veya daha fazla ciftlenmemis elektrona sahip molekiillerdir. Kararli
hale gelmek icin diger hiicrelere saldirarak zarar verirler (Choudhari ve ark 2014,
Naseem ve Parvez 2014). Reaktif oksijen tiirleri (reactive oxygen species-ROS) ve
reaktif nitrojen tiirleri (reactive nitrogen species-RNS) olarak siniflandirilan serbest
radikaller aerobik solunum, hiicre metabolizmas1 ve patojenlere karsi savunma

sirasinda devamli olarak olugsmaktadir (Niedzielska ve ark 2016).

Normalde serbest radikaller ve antioksidan sistem bir denge halindedir.
Serbest radikallerin artmasi veya antioksidanlarin azalmasi bu dengenin bozulmasina
sebep olur. Serbest radikaller mevcut antioksidanlarin tamponlama kapasitesini
asarsa oksidatif stresin gelismesine sebep olur. Bu radikaller protein, DNA, lipidler,

karbonhidratlar dahil olmak tizere molekiillerin yapisini, fonksiyonlarini degistirerek
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organizmaya zarar verebilirler. Oksidatif stres hipertansiyon, diabet, iskemik
hastaliklar, kalp damar hastaliklari, ateroskleroz, artrit, kanser, erken yaslanma,
alzheimer ve parkinson gibi norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde de 6nemli
rol oynamaktadir (Sena ve Chandel 2012, Czerska ve ark 2015, Patel ve ark 2016,
Ratliff ve ark 2016).

Oksidatif metabolizma siiresince kullanilan oksijenin kii¢iik bir kismi yiiksek
derecede reaktif ve toksik etkili reaktif oksijen tiirlerine doniismektedir. Olusan bu
reaktif oksijen tiirleri simirli konsantrasyonlarda bazi hiicresel fonksiyonlar igin
diizenleyici roller listlenmektedir. Ama olusan reaktif oksijen tiirleri olmas1 gereken
konsantrasyonlari astig1 zaman hiicre organellerine, membran lipidlerine, niikleer ve
mitokondrial DNA ve proteinler gibi makromolekiillerin yapisina zarar verirler

(Ghneim ve Alshebly 2016).

Bu ¢aligmanin amaci si¢anlarda iskelet kasi iskemi-reperfiizyon hasarinda iig
hafta siireli ¢inko ve melatoninin ayrt ayri ve beraber uygulamasmimn lipid

peroksidasyonuna olan etkilerini belirlemektir.
1.1 Iskemi - Reperfiizyon Hasar1

Iskemi terimi ilk defa 19. yiizyilin baslarinda arteriyel akisin bozulmasina
bagli olarak dokulara yeterli kan akimin olmadigin1 gostermek i¢in kullanilmistir.
Iskemi/Reperfiizyon (I/R) ile karakterize edilen miyokardiyal enfarktiis, inme,
periferal vaskiiler rahatsizliklar 6liimlerin en sik nedenleri arasindadir (Kalogeris ve
ark 2012). Iskemi, organ veya dokuyu perfiize eden kan dolasiminin eksikligine bagl
olarak gelisen patolojik bir siiregtir. Iskemi esnasinda hiicre veya dokunun ihtiyaci
olan oksijen ve besin maddeleri karsilanamaz ve geri donilisimlii ya da geri
donligiimsiiz hasar meydana gelir. Uzun siiren iskemi, hiicresel biitiinligiin
bozulmasina ve sonrasinda da hiicrenin oliimiine sebep olabilir (Tiryakioglu ve ark
2015, Topaloglu ve ark 2015). Dokunun dayanabildigi ve hala canliligim
stirdiirebildigi maksimum zaman araligina kritik iskemi siiresi denir. Kritik iskemi
stiresi dokudan dokuya ve sicakliga bagl olarak farkliliklar gostermektedir. Hasarin

biiyiikliigii ve derecesi birgok etkene bagli olmakla birlikte ana etken kritik iskemi



siiresi ve doku tipidir. Ornegin 1/R’ye deri dokusu, kas dokusuna gére daha
dayaniklidir (Gillani ve ark 2012).

Hipoksiyle beraber mitokondride oksidatif fosforilasyon gerceklesemedigi
i¢in hiicre i¢i adenozin trifosfat (ATP) seviyesi azalir ve hiicre anaerobik glikolizi
kullanarak enerji saglamaya calisir. iskemi esnasinda hiicrede mevcut bulunan ATP’
nin yikilmasiyla da sirasiyla adenozin difosfat (ADP), adenozin monofosfat (AMP),
adenozin, inozin ve son olarak da hipoksantin agiga c¢ikar (Gillani ve ark 2012,
Ferrari ve Andrade 2015). Iskemiden etkilenmis olan hiicreler artik ATP saglamak
icin anaerobik glikoliz yolu kulanmaya mecbur kalirlar. Bunun sonucu olarak laktat
ve hidrojen birikimi olur ve hiicre i¢i pH diiser. Diisen pH' y1 dengeleyebilmek igin
hiicre iginde artan hidrojen yiikiinii sodyum-hidrojen (Na*/H") degistiricisi ile Na*
karsiliginda H* hiicre digina atilir ama bununla birlikte hiicre igine fazla sodyum
alinmis olur. Hiicre i¢i artan sodyum da sodyum-kalsiyum (Na*/Ca*?) degistiricisi ile
Na* iyonlarina karsi, Ca*? hiicre igine girer. Bu durum sonunda hiicre icin kalsiyum
konsantrasyonunda artis meydana gelir. I/R sirasinda endoplazmik/sarkoplazmik
retikulum (ER/SR) Ca'™ deposu siiregten etkilenir. ER/SR igine Ca'? geri
almamazken ER/SR den Ca*? ¢ikis1 da artar. Biitiin bunlar hiicre igin toksik olan
kalsiyum konsantrasyonunun daha fazla artmasina sebep olur (Kalogeris ve ark
2012). Iskemi doneminde ayrica ksantin dehidrojenaz, ksantin oksidaza doniistiiriiliir.
Ksantin dehidrojenaz geri doniisiimlii olarak siilfidril gruplarinin oksidasyonuyla ya
da geri doniisiimsiiz olarak sitozolde biriken kalsiyumun proteazlari aktive etmesi

suretiyle iki sekilde ksantin oksidaza doniistiriilebilir (Ferrari ve Andrade 2015).

Iskemik olmayan hiicrelerde hipoksantin, ksantin dehidrojenaz enzimi ile iirik
asite metabolize olur ve bu reaksiyonun elektron alicisi nikotinamid adenin
diniikleotidin okside (NAD®) formudur. Ama iskemi durumlarinda ksantin
dehidrojenaz, ksantin oksidaza doniistiigii i¢in ksantin oksidaz enzimi de elektron
alicis1 olarak molekiiler oksijeni kullanir ve reaktif oksijen tiirlerinden Siiperoksit
radikalinin (O2") olusumuna sebep olur (Gillani ve ark 2012, Granger ve Kvietys
2015). Siiperoksit radikali, hidrojen peroksit (H>O2) ve hidroksil radikali (OH")
olmak iizere ii¢ ana reaktif oksijen tiiri vardir. Molekiiler oksijene bu sekilde
elektron ilavesiyle reaktif oksijen tiirlerinden siiperoksit radikali olusur. Siiperoksit

radikali de diger iki onemli reaktif tiirlerden olan hidrojen peroksite ve hidroksil
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radikaline doniigebilir (Di Dalmazi ve ark 2016, Di Meo ve ark 2016). Reaktif
oksijen tiirlerinin iiretiminde en 6nemli yeri mitokondride elektron tasima zincirinden
kagan elektronlar olusturmaktadir. Diger 6nemli sebepler ise NADPH oksidaz ve

ksantin oksidaz gibi enzimlerdir (Kezic ve ark 2016).

1.2. Kas iskemisi

Iskemiden sonra kan akiminin tekrar saglanmasiyla beraber dokuda I/R hasar1
gelisir. Reperfiizyon hiicre 6liimiine neden olan ve dokuda fonksiyon bozuklugu ve
nekroz ile sonuglanan akut inflamatuvar olaylari tetikler. iskelet kaslarinda I/R hasari
ciddi bir sorundur. Lokal hasarlardan baska kanin sirkiilasyonu dahil bagka sistemik
sorunlara sebep olabilir. Genellikle travma, uzun turnike uygulamalari,
transplantasyon gibi durumlarda gorilir (Hori ve ark 2013). Turnike uygulamalari
bazi ameliyatlar i¢in klinikte kullanilmaktadir. Klinikte turnike uygulamasinin {ist
smir1 2 saattir. iskelet kaslarinda 3 saati gegen iskemi durumlarinda geriye doniissiiz

kas hasari olusabilmektedir (Rybalko ve ark 2015).

Ekstremite iskemisinde dokunun hayatta kalabilmesi i¢in vazgegilemez 6n
kosul reperfiizyondur. Ancak reperperfiizyonla tekrar oksijenin girisi paradoksal
olarak doku hasarmin artmasina sebep olur. Iskemik doku bacak gibi biiyiik bir doku
ise sadece lokal hasarla kalmayip reperflizyon iirlinlerinin toksik etkileri uzak
organlar1 da etkileyebilir (Elmali ve ark 2007). Iskemi reperfiizyon yaralanmalari
miyokard enfarktiisii, travma gibi hastaliklarda ya da turnike uygulamalarinda ortaya
¢ikan ciddi bir durumdur. Mast hiicreleri, noétrofiller, enflamatuar sitokinler, nitrik
oksit ve reaktif oksijen tiirleri, iskelet kasinda olusan hasarda onemli bir rol
oynamaktadir. Iki saatten uzun siiren iskelet kas1 yaralanmalar1 genis iskelet kas lifi
oliimiine sebep olmaktadir (Vignaud ve ark 2010). Reaktif oksijen tiirleri ve aktive
olmus noétrofiller iskemi reperfiizyondan kaynaklanan hasarin baslica sorumlusu
olarak goriilmiistiir. Sitiperoksit radikali, hidrojen peroksit, hidroksil radikali gibi
reaktif oksijen tiirleri iskelet kasinda iskemi reperfiizyon hasarinin temelini olusturur.
En yaygin kaynagi ksantin oksidaz ve aktive notrofillerdir. Reaktif oksijen tiirlerinin
iiretiminde ksantin oksidaz enziminin biiyiik bir rolii vardir. iskemi olmayan normal
zamanda iskelet kasinin mikrovaskiiler endotelyumda bulunan ksantin dehidrojenaz

enzimi iskemi siiresince ksantin oksidaz enzimine doniistiiriiliir (Gillani at all 2012 ).
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Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz fagositik hiicrelerde
kesfedilmis bir enzimdir. Patojenleri etkisiz hale getirmek i¢in fagositik kisimlarinda
stiperoksit ve hidrojen peroksit serbest birakirlar. Notrofillerin plazma zarinda
bulunan NADPH oksidaz enzimi, iskemi sirasinda hiicre i¢ine kalsiyum akisiyla
birlikte aktive olur. Aktive olan enzim NADPH'yi NADP™ye g¢evirirken
reperfiizyonla saglanan molekiiler oksijeni de siiperoksite indirger. Fizyolojik
kosullarda en fazla bulunan radikal olan siiperoksit radikali molekiiler oksijene bir
elektron ilavesiyle olusur. Membran lipidlerine niifus etme 6zelligine sahip olmadigi
icin Uretildigi yerde smirlanir. Ani ve ¢ok sayida olusan oksijen serbest radikalleri
endotelyal hasara neden oldugu gibi aktive nétrofiller endotele yapisarak da
endotelin bozulmasina sebep olurlar. Notrofillerin  postiskemik dokulara
toplanmasiyla beraber yiizeylerinde bulunan adezyon molekiilleri aktive olur ve
vaskiiler endotel hiicrelerinin yilizeyinde bulunan reseptorle reaksiyona girerek bir
kompleks yap1 olustururlar. Olusan bu kompleks yapi sayesinde notrofillerdeki
oksidanlar kas hiicrelerine gecerken endotel hasariyla da mikrovaskiiler bariyeri
bozarak iskemi sonrasinda kaslarda kapiller diizeyde akimin olmamasina neden olur.
Yani iskemi sonrasi tekrar akim saglansa bile hiicre diizeyinde beslenme bozulur
(Yagmurdur ve Basar 2007, Ferrari ve ark 2015, Di Dalmazi ve ark 2016, Ghneim ve
ark 2016, Petrushanko ve ark 2016).

Kas dokusu iskemiye dayanikli oldugu bilinmektedir ama tiim dokular gibi
kas dokusu da iskemi sonucunda nekroze olabilir. Reperfiizyonla birlikte artan kan
akimiyla beraber kas hiicresine daha fazla kalsiyum girisi olur. Artan serbest radikal
tirleri lipid peroksidasyonuna sebep olarak sarkolemmanin biitiinligliniin
bozulmasina neden olur ve daha fazla kalsiyum hiicre icine girer. Hiicre i¢inde ATP
bitince de kalsiyumu hiicre disina atan Ca-ATPaz pompast durur. Kalsiyum disari
atilamadigr gibi sarkoplazmik retikuluma da sokulamaz. Sitoplazmadaki artan
kalsiyum, kalsiyum bagimli proteaz ve fosfolipazlar1 aktifler. Bu enzimler
mitokondrinin fonksiyonlarin1 bozarak ATP depolarinin bozulmasia sebep olur.
Ayrica reperflizyonla birlikte polimorf niiveli 16kositler dokuya yayilir, kapiller

damarlarin duvarina taginarak dolasimin bozulmasina sebep olur (Sever 2009).



1.3. Oksidan/Antioksidan Sistem

Oksijen memeliler icin zorunlu olmasmin yam sira toksik etkileride
bulunmaktadir. Ornegin atmosferde bulunan azot veya oksijen, reaktif oksijen
tiirlerinin ya da reaktif nitrojen tiirlerinin {iretimine yol agabilir. Hiicreler tarafindan
tilketilen oksijenin %1-2’si mitokondriyal solunum zincirinden kagarak yiiksek
derece reaktif tlirlere dontigiir. Olusan bu reaktif oksijen tiirleri hiicre i¢i kalsiyum ve
pH degisimlerini etkileyerek hiicrede fonksiyonlarin bozulmasina, sonunda da hiicre
6liimiine sebep olabilir (Ye ve ark 2015, Ghneim ve ark 2016). Aerobik canlilarda
reaktif oksijen tiirleri fizyolojik olarak da tretilmektedir. Antioksidan sistem bu
oksidatif tiirlerin zararli etkilerine karsi korur. Organizmada serbest radikaller ile
antioksidan savunma sistemi bir denge halindedir. Serbest radikal tiretimi ve buna
karsilik antioksidan sistem arasindaki dengenin bozulmasina oksidatif stres denir
(Cardenas-Rodriguez ve ark 2014, Lalkovicova ve Danielisovav 2016). Olusan bu
serbest radikaller DNA, lipidler, proteinler gibi biyomolekiillere zarar verirler. Bu
biyomolekiillerin peroksidasyonu olustugu zaman mutajen ve kanserojen triinler
iretirler. Hiicrede olusan bu {irlinleri enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan

savunma sistemi bilesenleri tarafindan temizlenir (Sadati Zarrini ve ark 2016).

Orbitallerinde bir veya daha fazla eslenmemis elektron bulunduran
molekiiller olan serbest radikaller hiicre membranlarini, proteinleri, niikleik asitleri
oksitlemeye caligirlar (Torres-Cuevas ve ark 2015). Reaktif oksijen tiirleri hiicre
zarlarinda uzun zincirli doymamis yag asitleri ile reaksiyona girerek 0Ozellikle
malondialdehid (MDA) olmak iizere lipid peroksidasyon iirlinlerini iiretirler. Serbest
radikallerin hiicre membranindaki doymamis yag asitlerine etki etmesi sonucu olusan
lipid peroksidasyonu membran gegcirgenliginin artmasina yol agarak hiicrenin
oliimiine sebep olabilir (Bar-Or ve ark 2015, Wang ve ark 2016).

Reaktif oksijen tiirleri olarak da ifade edilen serbest radikallerin {iretimi ¢ok
sayida molekiiler ve enzimatik antioksidan tarafindan dengelenmistir. C, A, E
vitaminleri, tirik asit, glutatyon (GSH), piknogenol, tioredoksin molekiiler
antioksidanlara; katalaz (CAT), tioredoksin rediiktaz, glutatyon peroksidaz (GSH-
Px), gliitatyon rediiktaz (GR), gliitatyon S transferaz1 (GST), askorbat peroksidaz,
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askorbat rediiktaz ve glukoz-6-fosfat dehidrogenaz ise enzimatik antioksidanlar
olarak orneklendirilebilir (Di Dalmazi ve ark 2016).

Tiim aerobik organizmalarin hiicreleri kimyasal enerjilerinin ¢ogunu
mitokondrilerinde oksijeni kullanmak suretiyle iirettikleri i¢in mitokondri, hiicre igi
reaktif oksijen tiirlerinin ana kaynagidir. Tiim reaktif oksijen tiirlerinin yaklasik
%90’1 mitokondride ATP iiretimi siirecinde olusmaktadir. Solunum zincirinden
kacan elektronlar molekiiler oksijenle reaksiyona girerek sliperoksit anyonu olusur.
En 6nemli reaktif oksijen tiirleri siiperoksit anyonu, hidrojen peroksit ve hidroksil
radikalidir (Di Dalmazi ve ark 2016, Nebbiso ve ark 2015).

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller, en fazla elektron transferi sonucu
olusurlar ancak olusan bu radikaller her zaman tehlikeli kimyasal tiirler olarak
distintilmemelidir. Fizyolojik konsantrasyonlarda olan reaktif oksijen ve reaktif
nitrojen tlirleri 6nemli diizenleyici roller istlenerek organizmada yararli etkilere
sahiptir. Bu konsantrasyondaki kontrol edilemeyen artiglar yiiksek reaktiflik
sebebiyle lipid, protein, karbonhidrat, niikleik asit gibi biyomolekiillere zarar verme
riskini artirir. Serbest radikaller makrofajlar ve nétrofiller tarafindan da patojenleri
yok etmek i¢in de kullanilir (Ayyappan ve ark 2015, Niedzielska ve ark 2016). Canli
sistemler icin bir¢cok yararli etkilere sahiptir. Fizyolojik siireclerde onemli bir
diizenleyici de olduklari i¢in iki ayr1 alanda da rol oynarlar. Kan basinci regiilasyonu,
bagisiklik fonksiyonlari, biligsel fonksiyonlar, biiylime, apoptozis, enzimatik
reaksiyonlar, sinyal iletim siireci gibi birgok alanda rol iistlenirler (Di Meo ve ark
2016, Vezzoli ve ark 2016). Fizyolojik konsantrasyonlarda bu kadar énemli rollere
sahip olan serbest radikallerin hiicresel diizeyde yiiksek seviyelerde olmasi sitotoksik
ve mutajeniktir. Ayrica oksidatif strese sebep olurlar. Hemen hemen tiim okaryotik
hiicrelerde {iretilen reaktif oksijen tiirleri ve reaktif nitrojen tiirleri gerekli miktari
asarsa biyomolekiillerle reaksiyona girerek molekiillerin yapisal ve islevsel
Ozelliklerini degistirmek suretiyle dokunun islevini kaybetmesine ve doku hasarina
sebep olurlar. DNA’da bu hasar olduk¢a Onemlidir, ¢linkii hiicre 6liimiine veya
mutasyonlara yol acabilir (Sena ve Chandel 2012, Hausenloy ve Yellon 2013, Yu ve
ark 2016).



Antioksidanlar ise oksidanlar olarak da adlandirilan serbest radikallere
kolay bir elektron hedefi olustururlar. Bu oksidanlara karst uygun elektronun
baglanmasini saglayarak stabil bir yap1 olusumunu saglarlar. Oksidan ve antioksidan
sistemin denge halinde olmasi hiicre ve dokularin yapisal biitiinliigliniin korunmasi
ve normal fonksiyonlarinin devami i¢in ¢ok énemlidir. Oksidatif denge devam ettigi
slirece organizma, oksidanlardan etkilenmemektedir (Aydemir ve Karadag Sar1 2009,
Erdem ve ark 2010). Antioksidanlar, hiicre hasarin1 ve lipid peroksidasyonunu,
peroksidasyon zincir reaksiyonunu baskilayarak ya da serbest radikalleri toplayarak

engellemektedir (Sezer ve Keskin 2014).

1.3.1. Glutatyon

Glutatyon (GSH), glutamat, sistein ve glisinden olmak tizere {i¢ aminoasitten
olusan bir antioksidandir. Suda ¢6ziinebilen diisiik molekiil agirlikli tiol tripeptiddir.
Hiicre i¢i redoks dengesinin saglanmasinda Onemli bir rolii vardir. Hiicrede
indirgenmis formda bulunur ve ¢esitli fizyolojik gérevleri vardir. Insan fizyolojisinde
en aktif antioksidan sistemlerden biridir (Sonthalia ve ark 2016, Yu ve Long 2016).
GSH, reaktif oksijen tiirleri ve reaktif nitrojen tiirlerine kars1 gii¢lii bir antioksidan
etki gostererek oksidatif hasara kars1 hiicreyi ve biyomolekiilleri korur (Singh ve ark
2016).

Glutatyonun indirgenmis glutatyon (GSH) ve oksitlenmis glutatyon (GSSG)
olmak tizere birbirine donisebilen iki formu vardir. GSH siirekli glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) ile GSSG'ye doniistiiriiliir. GSSG, glutatyon rediiktaz (GR)
enzimi tarafindan GSH'a indirgenir (Sonthalia ve ark 2016).

GSH, antioksidan enzimlerden olan GSH-Px, GR, GST'nin aktivasyonuna
katilir. Normalde yiiksek oranlarda bulunmaktadir ve kofaktdr gibi islev goriir.
Glutatyon, GSH-Px enziminin kofaktorii gibi kareket ederek aktivasyonunu saglar.
GSH-Px, lipid peroksitlerini ve hidrojen peroksitleri detoksifiye ederken GSH okside
olur ve hiicreler igin toksik olan okside GSH yani GSSG olusur. GR enzimi olusan
toksik etkili GSSG'yi NADPH varliginda rediikte glutatyon olan GSH'a indirgeyerek
hiicre i¢cinde GSH degisiminin dengelenmesinde rol oynar. GST de ayrica, GPx gibi

lipid hidroperoksitleri azaltabilir ve lipid peroksidasyonunun bir iriinii olan 4-
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hidroksinonenal'i detoksifiye edebilmekedir (Quintana-Cabrera ve Bolanos 2013,
Ayyappan ve ark 2015, Cardenas-Rodriguez ve ark 2014, Miiller 2015, Schmitt ve
ark 2015).

GSH/GSSG oran1 genellikle hiicrenin antioksidatif bir gdstergesi olarak
kullanilmaktadir. Bu oranin hiicrede optimum seviyede tutulmasi, hiicre canlilig igin
gereklidir. GSH hiicre sitoplazmasinda sentezlenir; mitokondri, peroksizom,
endoplazmik retikulum ve c¢ekirdege aktarilir. Bir¢ok metabolik siirecte GSH
konsatrasyonu azalma ve GSSG konsantrasyonu ise artma egilimindedir. Hiicre
dengesinin saglanmasi i¢in indirgenmis GSH'im durumu ¢ok 6nemlidir (Kalinina ve
ark 2014, Schmitt ve ark 2015, Robaczewska ve ark 2016). GSH/GSSG orani ¢ok
onemli oldugu i¢in GSSG olmadigr durumlarda NADPH’1n hiicre i¢i seviyesinin
diismesi GR'yi inaktive eder. Daha sonra oksidatif bir stres sonucu GSSG’nin hiicre

ici seviyesi artinca da GR tekrardan aktive olmaktadir (Aksit ve ark 2015).

Hiicre i¢i ve hiicreler arasi bir antioksidan olun GSH, serbest radikaller ve
peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi korur. Glutatyon
ortamdaki serbest radikallerle birleserek antioksidan etki gdsterir. Antioksidan
sistemden bagka proteinlerdeki siilfidril gruplarin1 rediikte halde tutarak, protein ve
enzimlerde olusabilecek inaktivasyonu engeller. Ayrica ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonu, protein ve DNA sentezi, aminoasit transportu, radikal yikimi
sonrasi olusan hidroperoksitlerin transportu ve bazi enzimatik reaksiyonlarda
koenzim gibi gorevleri vardir (Celikezen ve Ertekin 2008, Ogiit ve ark 2011,
Kahraman ve ark 2013).

Lipit peroksidasyonu sonucu olusan lriinler, GSH’1in kuvvetli antioksidan
ozelligi tarafindan peroksidasyonun erken donemlerinde zarda bulunan fosfolipitlerin
doymamis yag asitlerini koruyarak oksidatif stres olusumunu 6nlemektedir. Serbest
radikallerin temizlemesine direkt olarak etki eder. Serbest radikallerin 6l¢iimii zor
oldugu i¢in GSH Ol¢iimiiniin yapilmast oksidatif stres ve antioksidan sistem
hakkinda bilgi verir. GSH PX ile birlikte enzimatik olarak da etki gosterir. GSH etkin
olarak hiicreyi koruyabilmesi icin biiyiik kismi rediikte halde tutulmalidir. GSH’1n
yaklasik % 40’1 safra ile atilir. Safradaki bu GSH diyetteki ksenobiyotiklere karsi

viicudu korudugu, barsak liimenindeki lipit peroksidasyonu onledigi ve barsak
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epitelyumunu oksijen radikallerine karst korudugu diistiniilmektedir (Memisogullari
2005, Caylak 2011).

1.3.2. Cinko ve Antioksidan Etkileri

Cinko birgok proteinin stabilitesi i¢in gereklidir. Cinko degisik biyolojik
rollere sahip esansiyel bir elementir. Demir ve bakir gibi gegis elementlerinin aksine,
¢inko iyonlarinin redoks aktivitesi yoktur ve redoks reaksiyonlarinda dogrudan rol
oynamazlar. Insan viicudu icin esansiyel bir mineral olan ¢inko antiapoptoz,
antienflamasyon, antioksidasyon gibi gesitli biyolojik etkilere sahiptir (MacDiarmid
ve ark 2016, Rice ve ark 2016 ).

Viicut, artmig oksidatif stresi ya dogal olarak tirettigi endojen antioksidanlarla
ya da disaridan alinan gida takviyesi ile iiretilen eksojen antioksidanlarla nétralize
eder. Antioksidanlar, serbest radikallerin zararl etkilerine kars1 hiicreleri korurlar ve
serbest radikal olusumunu engellemeye calisirlar. Onemli bir antioksidan olan
stiperoksit dismutazin (SOD) tam aktivitesi i¢in bakir ve ¢inko gereklidir. Bakir,
enzimin katalitik aktivitesi igin gerekli iken ¢inko ise enzimlerin aktif bolgesine
yapisal kararlilik kazandirir (Al-Naama ve ark 2015). Cinko 6zellikle SOD olmak
tizere 300’den fazla enzimin kofaktoriidiir. SOD, siiperoksit radikalini hidrojen
peroksit ve oksijene g¢eviren enzimdir. Ayni zamanda serbest radikallerin
notralizasyonunu ve azaltilmasini da kolaylastirir. NADPH oksidaz enzimini inhibe
ederek de antioksidan etki gostermektedir. Glutatyon metabolizmasini ve
metallotioneinin ifadesini diizenler (Cruz ve ark 2015, Ratliff ve ark 2016).
Metallotioneinler dokulari serbest radikallerin zararli etkilerinden korur. Yiiksek
metal ve sistein bulunan diisiik molekiil agirlikli ve metal baglayict bir protein
tiridiir. Cinko metabolizmasiyla yakindan iligkilidir. Metallotionein, ¢inko iyon
baglayici protein araciligiyla proteazlar ve transkripsiyon faktorlerinin faaliyetlerini
sirdiiriilebilmesi icin gerekli olan ¢inko iyonlarm1 saglar. Cinko baglayan
metallotionein serbest radikalleri yok ederekte ¢cinko metabolizmasinin diizenleyicisi

olarak gorev yapar (Kang ark 2015).

Cinko hiicre membranlarinin stabilizasyonunu saglar ve hiicre membranlarini

serbest radikallerin neden oldugu oksidatif hasardan korur. Antioksidan enzimlerin

10



yapisina katilarak serbest radikal {retim zincirini kirar. Ayrica ¢inkonun lipid

peroksidasyonu inhibe edici antioksidan 6zelligi vardir (Kiligalp ve ark 2008).

Viicutta bir¢cok enzim ¢inko icermektedir. Yetigkin bir insanin viicudunda 2-3
gram ¢inko bulunmaktadir. Saglikli bir yasam icin diizenli olarak alinmasi gerekir
Diyetle tavsiye edilen giinliik alim miktar1 erkekler i¢in 11 mg, kadinlar igin ise 8
mg’dir. Emilim duedonum ve jejunumdan gergeklesir. Emilim esnasinda bakir ve
cinko rekabete girer. Birinin az olmasi digerinin emilimini artirir (Plum ve ark 2010,

Grigorescu ve ark 2015).

Cinko canli organizmalarda demirden sonra encok bulunan eser elementtir.
Biyolojik sistemlerde sadece 2" degerlikli olarak bulunur. Fizyolojik sartlarda redoks
aktivitesi yoktur. Cinko iyonlart hidrofilik 6zellikte oldugu igin hiicre zarindan pasif
diflizyonla gecemez. Hiicre zarindan ge¢mesi igin Ozel tasiyici sistemler vardir.
Cinko fizyolojisi i¢in ¢inko tasima proteinleri ¢ok onemlidir (Kambe ve ark 2015).
Cinko konsantrasyonu azaldiginda mitokondrial ve mikrozomal zarlarda lipid
peroksidasyon arttigi, normal seviyede ise redoks dengesizliklerine karsi hiicreyi
korudugu ve lipid peroksidasyonu 6nlendigi goriilmiistiir (Borges de Aratjo ve ark
2015).

1.3.3. Melatonin ve Antioksidan Etkileri

N-asetil 5-metoksi triptamin olarakta ifade edilen melatonin agirlikli olarak
epifiz bezinde olmakla beraber yumurtalik, testis, kemik iligi, bagirsak, plasenta ve
karaciger dahil olmak {izere pek ¢ok organ tarafindan tiretilen giiglii bir atioksidandir
(Esteban-Zubero ve ark 2016, Shiroma ve ark 2016). Bir nérohormon olan
melatoninin %80°i epifiz bezinden salgilanmaktadir (Danilov ve Kurganova 2016).

Melatoninin kimyasal yapisi Sekil 1 de gosterilmistir (Sener 2010).

Melatonin hormonun salgilanmas1 6zel bir diizene baghdir. Karanligin
baslamasiyla artmaya baglayan melatonin, gecenin ortasinda (02:00 ile 04:00 saatlari
aras1) zirve yapar ve gecenin ikinci yarisi yavas yavas diismeye baslar (Chang ve
Chiang 2016). Fotoreseptif organ olan retinadan gelen 11k bilgileri suprakiazmatik

niikleus (SCN) vasitasiyla pineal beze iletilir. Serotonin kaynakli bir hormon olan
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melatonin sentezlendikten sonra hemen dolagima verilir. Gece ve gilindiiz sentezinde
farkliliklar olmakla beraber geceleyin daha fazla sentezlenir (Nishiwaki-Ohkawa ve
Yoshimura 2016). Biyolojik etkilerini Melatonin reseptorii 1A (MTNR1A) ve
Melatonin reseptoriic 1B (MTNRIB) olmak iizere 2 transmembran reseptori

vasitasiyla gosterirler (Yang ve ark 2015).

H,CO

4

; i CHp-CH,-N—C—CH
4 2
i

H

Sekil 1. Melatoninin kimyasal yapisi (Sener 2010)

Melatonin; sirkadyen ritm, uyku, bagisikhigin gelistirilmesi gibi ¢esitli
fizyolojik aktivitelere sahiptir. Ama melatoninin en 6nemli etkisi oksidatif strese
karst canlilar1 koruyan antioksidan etkisidir (Shahrokhi ve ark 2016). Melatonin
molekiilii birgok antioksidan maddenin aksine hem lipofilik hemde hidrofilik 6zellige
sahiptir. Bu 6zelligi sayesinde kan beyin bariyeri dahil olmak iizere biitiin biyolojik
zarlardan gecebilir. Membranlar, sitoplazma, mitokondri, ¢ekirdek gibi farkli hiicre
kisimlarinda ulasabilmektedir. Hizli ve etkili bir antioksidandir. Serbest radikallere
kars1 dogrudan etkili olan melatonin siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve
katalaz gibi bazi1 enzimleri aktiflestirerek de dolayli yoldan antioksidan etki gosterir

(Munik ve Ekmekgioglu 2015, Shiroma ve ark 2016).

Glindiiz diisiik seviyelerde olan melatonin salgis1 gece olunca pik yapar.
Melatonin omurgalilarin kaninda karanlikta en {istiin seviyeye ulagmaktir.
Melatoninin diger antioksidanlardan ayiran diger bir 6zelligide kaskad reaksiyonuna
sahip olmasidir. Yani melatoninin ikincil ve ii¢linciil metabolitleri onun kaskad
olarak adlandirilan ¢ok sayida toksik oksijen tiirevlerini ndtralize edebiliyor
olmasidir. Bu sayede bir melatonin molekiilii diger antioksidanlara gore daha fazla

serbest radikal temizleme kapasitesine sahiptir (Tan ve ark 2015).
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Kanser, inflamasyon, yaslanma, metabolik ve norodejeneratif hastaliklar
onlemede etkili olan melatonin, bazi serbest radikalleri temizleyerek direkt; bazi
antioksidan enzimleri de aktiflestirerek dolayli yoldan antioksidan etki gostermetedir
(Bonnefont-Rousselot ve Collin 2010).

1.4.Malondialdehid

Malondialdehid (MDA) c¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUHA)
peroksidasyonu sonucu olusan yiiksek derecede reaktif ve toksik bir aldehittir. MDA
birikimi zar gegirgenligini degistirebilir ve membran ¢ift katli lipid tabakasinin
akiskanligini bozabilir. Lipid peroksidasyonun en mutajenik lirenlerinden olan MDA
aynt zamanda lipid peroksidasyonun degerlendirilmesi i¢in sik kullanilan bir
biyomarkerdir (Erejuwa ve ark 2013). Viicudumuzda oksidatif belirte¢ler i¢in lipid
hidroperoksitler, 4-hidroksinoneal izoprostanlar, 8-hidroksi-2-deoksiguanosin,
malondialdehid, allantoin, tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona giren maddeler 6ne
stiriilmiis ise de son yillarda yapilan analizlerde en sik kullanilan belirteg
malondialdehid olmustur (Czerska ve ark 2015). Iskemi-reperfiizyon hasarmini lipid
peroksidasyon araciligiyla olusan reaktif oksijen tiirlerinin gelismesine dayandirilan

stireci MDA gibi iirlinler vasitasiyla 6lgebiliriz (Yakut ve ark 2008).

Lipid peroksidasyonu serbest radikal molekiillerinin hiicrelerdeki
fosfolipidlerin yapisinda bulunan doymamis yag asitleri ile etkilesimi sonucu ortaya
cikan bir dizi reaksiyondur ve genis oksidasyon friinlerini fretirler. Lipid
peroksidasyonunun birincil iiriinii lipid hidroperoksitlerdir (LOOH). Ikincil iiriin
olarak ise malondialdehid (MDA), propanal, heksanal ve 4-hidroksinonenal
sayilabilir. Lipid peroksidasyonunun en mutajenik {riinii ise MDA goriilmiistiir.
Lipid peroksidasyonuna hiicre membraninda bulunan fosfolipidler ¢ok duyarlidir. Bu
yiizden lipid peroksidasyonu en Onemli hasari hiicre membranina verir. Lipid
peroksidasyonu sonucunda hiicre membraninda yapisal ve fonksiyonel hasar olusur
ve bu hasar geri doniisiimsiizdiir. Olusan lipid peroksitler kolaylikla yikilarak basta
MDA ve diger yan {rlinleri meydana getirirler. Bu nedenle MDA
konsantrasyonundaki degisimler oksidatif stresin bir gostergesi kabul edilir (Ayala ve

ark 2014, Bar-Or ve ark 2015, Sadati Zarrini ve ark 2016).
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Lipid peroksidasyonuna bagli olarak ortaya ¢ikan MDA, hiicre zarlarindan
kolayca gecerek hiicre icindeki yapilart olumsuz yonde etkilemektedir. DNA
bazlariyla reaksiyona girerek mutajenik etki gosterir. Peroksidasyon sonucu Olusan
MDA, hiicre membran bilesiklerinin ¢apraz baglanmasi ve polimerizasyona neden
olarak iyon gecirgenligi, enzim aktivitesi, hiicre yiizeyi ve membran 6zelliklerini
degistirir. Bu 6zellikler MDA ’nin mutajenik, genotoksik ve karsinojenik oldugunu
gosterir. Bu nedenle MDA Olgiimii  hiicresel hasarin  derecesini  O0lgmede
kullanilmaktadir. Lipid peroksidasyonla orantili olarak MDA da artar (Celikezen ve
ertekin 2008, Cetin ve ark 2013, Sezer ve Keskin 2014).

Membran yag asitlerinin oksidasyonu sonucu olusan MDA lipid
peroksidasyonun en 6nemli gostergesidir. Lipid hidroperoksitlerin yikimiyla olusan
MDA gibi sitotoksik aldehitler hiicrede DNA ve proteinler gibi makro molekiillere
zarar vererek hiicrenin fonksiyonunu kaybetmesine neden olurlar. Dokularda lipid
peroksidasyon olusumu ve buna bagli olarak MDA artis1 hiicrede geri doniisiimsiiz
membran hasarina, permeabilitenin artmasiyla da hiicrelerde kalsiyum ve sodyum
gibi elektrolit gecislerinin hizlanmasi sonucu ATP kaybina, DNA hasarina ve hiicre

oliimlerine yol agabilir (Kelestemur 2010, Wang ve ark 2016).
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2.GEREC ve YONTEM
2.1. Deney Hayvanlar

Arastirma icin Oncelikle Necmettin Erbakan Universitesi Kombassan
Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezinden bu c¢alisma i¢in Etik kurul onay1
(Karar Sayisi: 2013-116) alindi. Daha sonra bahsedilen merkezden temin edilen
sicanlar iizerinde ayni yerde calisma gergeklestirildi. Aragtirmada ortalama agirligi
300 g olan 38 adet erkek Wistar-albino tiirii sican kullanildi. Siganlar bes gruba
ayrildi. Biitiin siganlara 1s1 ve 151k miktarlar1 kontrol edilen odalarda su ve yemleri ad

libitum olarak verildi.
Deney Gruplari su sekilde olusturuldu.

1-Sham-kontrol grubu (n=6): Siganlar kas i¢i (i.m) olarak uygulanan ketamin
hidrokloriir (60 mg/kg) ve Xylasine (rompun) (5 mg/kg) ile anestezi edilip sol bacak
bolgesi temizligi yapildiktan sonra cerrahi olarak acildi ve takiben hayvanlarin

iskelet kas dokusu (gastrokinemius) ve kanlar1 alindi.

2-Iskemi-Reperfiizyon grubu (i/R) (n=8): Genel anestezi yapilan hayvanlarda sol
femoral arter 1 saat iskemi ve 1 saat reperfiizyona tabi tutulduktan sonra hayvanlarin

ilgili doku ve kanlar1 analiz i¢in alindi.

3-Cinko + Iskemi-Reperfiizyon (Zn+i/R grubu (n=8): Bu gruptaki deney
hayvanlarinda oncelikli olarak 3 hafta siiresince 3 mg/kg/giin dozunda periton ici
cinko uygulanmak suretiyle takviye gergeklestirildi, ¢inko takviyesinin bitiminde
yukarida belirtildigi sekilde iskelet kas1 iskemi-reperfiizyonu olusturulmasini takiben

ilgili doku ve kanlar1 alind1.

4-Melatonin + Iskemi-Reperfiizyon (Mel+i/R grubu (n=8): Calismanm bu
grubunda hayvanlara 3 hafta siiresince 3 mg/kg/giin olarak periton i¢i melatonin
takviyesi yapildi, uygulamanin bitiminde femoral arterin iskemi-reperfiizyonu

olusturulmasini takiben 6ldiiriilen hayvanlardan iskelet kas dokusu ile kanlar1 alinda.
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5-Cinko + Melatonin + iskemi-Reperfiizyon (Zn+Mel+i/R grubu (n=8): Deney
hayvanlarina esit dozlarda olmak iizere ¢inko ve melatoninin yukarida belirtilen 3

haftalik takviyelerini takiben I/R gerceklestirildi, cerrahi uygulamanimn bitiminde

hayvanlardan kan ve iskelet kas1 dokular1 alindi.

Resim 2.1. Sag femoral arter klemplenmek suretiyle iskemi ve reperfiizyon saglandi.

2.2. Kan ve Doku Alim

Deneylerin bitiminde yiiksek dozda anestezik ile 6ldiiriilen hayvanlardan 3-4
ml kadar kan EDTA’l1 tiiplere alindi. Alinan kan dokusunda eritrosit GSH analizi
icin serum fizyolojikle yikanarak depolanirken elde edilen plazmalar ise MDA
analizi i¢in depolandi. Ayrica hayvanlardan alinan iskelet kast doku Ornekleri
(gastrokinemius) MDA ve GSH tayini i¢in analiz zamanina kadar -80 °C’de
muhafaza edildi. Ayrica formaldehide konulan iskelet kas1 dokular1 ise daha sonra

histopatolojik olarak degerlendirildi.
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2.3. Kan ve Doku Analizleri

2.3.1. Protein Tayini

Protein tayini biliret metoduyla yapildi.

Analizi yapilacak olan doku tartildiktan sonra tiiplere konuldu ve 4°C’de
Misonix’s Microscan ultrasonic doku pargalayicisinda 150 mM KCl’de %10’luk
homejenat olusacak sekilde parcalandi. Elde edilen homojenatlar 3000 devirde 15
dakika siireyle santrifiij edildi. 50ul siipernatant iizerine 1ml sodyum siilfat ilave
edilmesinin ardindan Iml biiiret ayiract eklendi ve 5 dakika sonra, 50ul distile su,
Iml sodyum siilfat ve 1ml biiiret ayiracinin ilave edilmesiyle hazirlanan kore karsi

okutuldu.

Bitiret Ayiraci igin 2,5g bakir siilfat, 10g sodyum potasyum tartarat bir miktar
distile suda ¢oziiliip tizerine 2.5N NaOH’dan 350 ml ilave edilip bu karigim1 distile

suyla 11t’ye tamamlandi.

2.5N NaOH i¢in 50g NaOH distile su ile 500ml’ye tamamlandi.

Sodyum Siilfat i¢in 20g sodyum siilfat alinarak 100ml distile suyla seyreltildi.

Degerler g/dl olarak ifade edildi. Nmol/gram protein cinsinden asagida

gosterildigi gibi hesaplandi.

HESABI: A=axbxc

c=A/axb

c=[A/156x10°cm? M?x1cm] x diliisyon faktorii

c=(A/156x10°M?1)x 17

c= A x 108.9 nmol/mol seklindedir.
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2.3.2. Doku Malondialdehid (MDA) Diizeylerinin Belirlenmesi

Doku MDA diizeyi Uchiyama ve Mihara (3) yontemiyle gerceklestirildi.
Analizi yapilacak olan doku tartildiktan sonra parcalara ayrilarak tiiplere konuldu ve
4°C’de Misonix’s Microscan ultrasonic doku parcalayicisinda 150 mM KCl’de
%10’luk homojenat olusacak sekilde par¢alandi. Homojenize dokudan 2 ml alinarak
lizerine sirasiyla, 2 ml %8’lik HC1O04’ye konularak 3000 devirde 15 dakika santrifij
edildi. 0,5 ml siipernatant’a 3ml %1’lik HsPOs ve 1 ml % 0,675’lik TBA ilave
edilerek 90°C’lik su banyosunda 45 dakika inkiibasyon yapildi. Karigimin
sogutulmasindan sonra, iizerlerine 4 ml n-biitanol ilave edildi ve n-biitanole kars1 532
nm’de absorbansi okundu. Konsantrasyon ¢=108.9A olarak saglandi. Sonu¢ mg/g

protein olarak tanimlandi (Uchiyama ve Mihara, 1978).
2.3.3. Doku Glutatyon Analizi

GSH diizeylerini belirlemek igin MDA ’da tanimlandig1 gibi doku 4°C’de 150
mM KCI’de %10’luk homojenat olusacak sekilde homojenize edilerek, 3000 devirde
15 dakika siireyle santrifiij edildi. Orneklerin GSH miktarlar1 Ellman’s metoduyla
oOlgtildii. 200ul siipernatant igin, 8 ml fosfat buffer (pH 6,8), 78 ml 1 N NaOH ve
100ul  Ellman’s soliisyonu ilave edilerek 5 dakika bekletildikten sonra
spektrofotometre cihazinda 412 nm’de distile suya karsi absorbanslari okundu.
Aktivite a=(Astandard/Asmek) X Cstandard 0larak hesaplandi. Burada cstandara=15.36 g/dl
olarak verildi. Doku proteini Biiiret metoduyla elde edilerek degerler nmol/g protein
olarak hesaplandi (Elmann 1959).

2.3.4. Plazma Malondialdehid Seviyelerinin Belirlenmesi

EDTA’l tiipe alinan kan ornekleri 3000 rpm’de 5 dakika siireyle santrifiij
edildi ve sonrasinda plazmalar1 ayrildi. Bir deney tiipiine 2,5 ml %10’luk TCA
(tricholoroessigaure krist., Merck katalog no: 818 K02907810) iizerine 0,5 ml
plazma numunesi alindi. Vortekslenip tiiplerin agizlar1 kapatildi. 90°C’lik su
banyosunda 15 dakika inkiibasyon uygulandi. Soguk su altinda sogutulup
spektrofotometrede 532 nm’de, kore karsi absorbanslari okundu. Sonuglar nmol/ml

olarak verildi.
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Kor, deney baslangicindan itibaren kor tiipline plazma yerine ayn1 miktarda

distile su konulup ayni1 islemlerin yapilmasiyla hazirlandu.

2.3.5. Eritrosit Glutatyon Analizi

Eritrosit GSH 6l¢mek amaciyla EDTA’]1 tiiplere alinan kan numuneleri 3000
rpm’de 5 dak santrifij edildi. Sonrasinda plazmalar1 ayrildi. Eritrosit numunelerimiz
3 kez %0,9’luk serum fizyolojikle yikandi. Elde edilen yikanmis eritrosit
numunelerinden 50ul alindi ve {lzerlerine sirasiyla 450ul distile su, %10’luk
siilfosalisilik asitten 500ul ilave edildi. Karisimin 1 saat buzda sogutulmasindan
sonra, 4000 devirde 3 dakika santrifiij edildi. Sonra slipernatantin 200ul’si alinarak
lizerine sirasiyla, pH’1 6,8 olan olan fosfat buffer’den 8 ml, 1 N NaOH’dan 78 ul ve
Ellman soliisyonunundan ise 100ul ilave edildi. 5 dakika sonra spektrofotometre
cihazinda 412nm’de reagant tiipiinde distile suya kars1 absorbanslar1 okundu. Ellman
solusyonu 100 mg 5°-5’-dithiobis-2-nitrobenzoic asitin (DTNB; Sigma, katalog no.
D-8130) fosfat bufferin pH 7,8, 100 ml’sinde ¢ozdiiriilmesiyle hazirlandi. GSH
standardi 15.34mg/100 ml olarak ve 15.34 mg indirgenmis glutatyonun (Sigma,
katalog no: G-4251) 1 nm sodyum EDTA’nin 100 ml’sinde ¢ozdiiriilmesiyle
hazirlandi (Atroshi ve Sandholm, 1981). Sonuglar mg/dl olarak verildi.

2.4. istatistik

Istatistik analiz SPSS istatistik programi kullamlarak gergeklestirildi.
Sonuglar ortalama+standard sapma olarak tanimlandi. Gruplar aras1 karsilastirma icin
Kruskal-Wallis variyans analizi kullanildi ve p<0.05 seviyesi i¢in Mann-Whitney U-

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

Deney gruplarina ait doku GSH degerleri incelendiginde bu parametrenin
sham grubunda 0.15+0.06; I/R grubunda 0.12+0.04; Zn+ I/R grubunda 0.26+0.04;
Mel + I/R grubunda 0.24+0.15 ve Zn + Mel + I/R grubunda ise 0.23+0.01 oldugu
belirlendi. Gruplar aras karsilastirma yapildiginda I/R + Zn ve melatonin uygulanan
gruplar en yiiksek doku GSH degerlerine sahipti (P<0.01). /R grubu ise gruplar
igcerisinde en disik doku GSH seviyelerine sahipti. Doku MDA seviyeleri
incelendiginde en yiiksek MDA’ nin iskemi-reperfiizyon grubunda oldugu belirlendi
(P<0.001). Diger gruplar arasinda MDA yoniinden bir farklilik yoktu. Gruplarin
MDA degerleri ise sirastyla 0.12+0.06; 0.4940.31; 0.09+0.03; 0.13+0.07; 0.12+0.07
seklindeydi.

Eritrosit GSH degerlerinin sham grubunda 0.24+0.06; iskemi-reperfiizyon
grubunda 0.12+0.06; ¢inko + iskemi-reperfiizyon grubunda 0.23+0.04; melatonin +
iskemi-reperfiizyon grubunda 0.19+0.05; ¢inko + melatonin + iskemi-reperfiizyon
grubunda ise 0.27+0.04 oldugu tespit edildi. Gruplar arasinda karsilagtirma
yapildiginda 5. Grup olan Zn + Mel + I/R grubunun en yiiksek eritrosit GSH
degerine sahip oldugu goriildii (P<0.001). /R grubu ise en diisiik eritrosit GSH
diizeyine sahipti. Zn + /R ve Mel + I/R gruplarinin ise iskemi-reperfiizyon
grubundan daha yiiksek eritrosit GSH diizeylerine sahip oldugu tespit edildi
(P<0.001). Plazma MDA degerleri incelendiginde bu parametrenin sham grubunda
0.09+0.01; 1skemi-reperfiizyon grubunda 0.29+0.12; ¢inko + iskemi reperflizyon
grubunda 0.06+0.02; melatonin + iskemi-reperflizyon grubunda 0.09+0.03 ve Zn +
Mel + I/R grubunda ise 0.11 + 0.06 oldugu belirlendi. Gruplar arasinda karsilastirma
yapildiginda iskemi-reperfiizyon grubunda (grup 2) en yiiksek plazma MDA degeri
tespit edildi (P<0.05). Diger gruplar arasinda plazma MDA’s1 agisindan 6nemli
istatistik farklilik tespit edilemedi.

Calismada ayrica iskemi-reperflizyona maruz birakilan kas dokusundaki
histolojik degisimler de incelendi. Ancak gruplar arasinda yapisal olarak 6nemli

degismelerin bulunmadigi belirlendi.
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Cizelge 3.1: Calisma Gruplariin Doku GSH ve MDA Degerleri.

Gruplar GSH (nmol/g protein) MDA (mg/g protein)
Sham-Kontrol grubu (n=6) 0.15+0.06 b 0.12+0.06 b
Iskemi-reperfiizyon grubu (i/R) | 0.12+0.04 b 0.49+0.31 a

(n=8)

Cinko+ i/R grubu (n=8) 0.26+0.04 a 0.09+0.03 b
Melatonin + I/R grubu (n=8) 0.24+0.15a 0.13+0.07 b
Zn+Melatonin + I/R grubu (n=8) | 0.23+0.01 a 0.12+0.07 b

*Aynt siitundaki farkli harfler istatistik olarak énemlidir. (GSH i¢in P<0.05; MDA

icin P<0.001).

Cizelge 3.2.Calisma Eritrosit GSH ve Plazma MDA Degerleri.

(n=8)

Gruplar Eritrosit GSH (mg/dl) | Plazma MDA (nmol/ml)
Sham-Kontrol grubu (n=6) 0.24+0.06 b 0.09+0.01 b
Iskemi-reperfiizyon grubu (i/R) | 0.12+0.06 c 0.29+0.12 a

(n=8)

Cinko + i/R grubu (n=8) 0.23+0.04 b 0.06+0.02 b

Melatonin + i/R grubu (n=8) 0.19+0.05 b 0.09+£0.03 b

Zn + Melatonin + I/R grubu | 0.27+0.04 a 0.11+0.06 b

*Ayni siitundaki farkli harfler istatistik olarak énemlidir (GSH i¢in P<0.001; MDA

igin P<0.05).
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Resim 3.1.Sham Grubu x100; HXE

Resim 3.2.Iskemi-Reperfiizyon Grubu x100; HXE




Resim 3.3.Cinko + Iskemi-Reperfiizyon Grubu x100; HXE

Resim 3.4.Melatonin + iskemi-Reperfiizyon Grubu



Resim 3.5.Cinko + Melatonin + Iskemi-Reperfiizyon Grubu
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4. TARTISMA

Erkek si¢anlar ilizerinde yapilmis olup bu ¢alisma siganlarin iskelet kaslarinda
deneysel olarak olusturulan iskemi ve bunu takiben reperfiizyon olusturulmustur.
Ozellikle doku ve plazmadaki MDA artis1 iskemi-reperfiizyona bagl olarak olusan
hasarin gostergesi olarak degerlendirilebileceginden dolayi, iskemi-reperfiizyonun

gerceklestigini gostermektedir.

Iskemi-reperfiizyon hayvanlarda ciddi doku oksidatif hasarma yol agabilir
(Ghaly ve Marsh 2010, Tong ve ark 2012). iskelet kas1 yaralanmas1 6nemli sekilde
O0dem olusturmak suretiyle akut ekstremite kompartman sendromuna da yol agabilir
(Walters ve ark 2011). Oksidatif stres ve doku hasarinin bir gostergesi olarak en sik
kullanilan parametrelerden bir tanesi de MDA seviyelerinin belirlenmesidir. Bu
amagla bizim calismamizda MDA diizeyleri hem kas dokusunda hem de plazmada
belirlenmistir. Daha onceden Avci ve ark (2014) tarafindan gergeklestirilen bir
calismada sicanlarda intrarenal abdominal aortanin 120 dakikalik iskemi-
reperfiizyonu seklinde olusturulan model de I/R grubunun artmis MDA degerlerine
sahip oldugu belirlenmistir. Gurji ve ark (2014) tarafindan yapilan bir arastirmada da
kegilerde arka bacagin turnike ile femoral arterin 90 dakika klemplenmesiyle
olusturulan 1iskemisi ve 4 saatlik reperflizyonu neticesinde hasarin arttig
belirlenmistir. Yine Kiris¢ci ve ark (2013)’in c¢alismasinda sicanlardaki iskelet
kasindaki iskemi-reperfiizyonda (120 dakikalik iskemi-reperfiizyon) dokuda MDA
diizeylerinin artti@i rapor edilmistir. Yine Tong ve ark (2012) kas iskemi-
reperfiizyonunda artan MDA seviyelerini belirlemislerdir. Bizim arastirmamizda da 1
saatlik iskemi ve takiben 1 saatlik reperflizyona bagli olarak gastrokinemius kas
dokusunda doku hasariin gostergesi olarak MDA diizeylerinde kontrol grubuna gore
onemli artiglar belirlenmis olmasi yukarida belirtilen raporlarla benzerlik
gostermektedir. Ancak iskemi-repefiizyon oncesi 3 hafta siireli ¢inko ve melatonin
uygulamasinin (gerek ayri ayri1 ve gerekse kombine olarak) hem dokuda hem de
plazmada artan MDA seviyelerini ¢ok Onemli diizeyde baskilayarak kontrol
diizeylerine ve hatta ¢inko uygulanan grupta kontrol diizeyinden daha asagilara
¢ekmistir. Daha once yapilan galismalarda hem ¢inkonun hem de melatonin iskemi
reperfiizyona bagli olarak ortaya ¢ikan MDA artislarin1 baskilamis olmasi elde

ettigimiz bulgular1 desteklemektedir (Mahbooba ve Siddiquib 2002, Baltact ve ark
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2004, Nair ve ark 2005, Ahmadiasl ve ark 2013, Ahmadiasl ve ark 2014). Nitekim
daha Onceden gergeklestirilen bazi caligmalarda ¢inko takviyesinin iskemi-
repefiizyona bagl olarak ortaya ¢ikan lipid peroksidasyon artisini baskiladiginin
rapor edilmesi ¢inko desteginin 6nemini ortaya koymaktadir (Lin ve ark 2011,
Kansal ve ark 2015, Zeng ve Tan 2015). iskemi-reperfiizyonda melatonin tedavisinin
etkisinin arastirildigi c¢alismalarda da bu uygulamanin organ hasarini azalttif
belirlenmistir. Erdem ve ark’min  (2010) c¢alismasinda femoral arterin
klemplenmesiyle olusturulan iskelet kasi iskemi-reperfiizyon yaralanmasinda 2 saat
iskemi ve takiben 1.5 saatlik reperfiizyon sonucu MDA diizeylerinin 6nemli bir
sekilde arttig1 ancak melatonin tedavisi ise I/R bagl olarak artan MDA diizeylerini
baskilamistir. Wang ve ark (2011)’nin aragtirmasinda ise iskemiden 10 dakika once
ve reperflizyondan 10 dakika sonra damar ici verilen melatoninin iskemi-
reperfiizyonla olusan mitokondriyal fonksiyon bozuklugunu énemli sekilde diizelttigi
belirlenmistir. Bizim arastirmamizda ise ¢inko ve melatonin kronik olarak
degerlendirilebilecek sekilde 3 hafta siireyle periton igi yolla uygulandiktan sonra
iskelet kasinda iskemi-reperfiizyon olusturularak organ ve sistemik hasarin
gostergesi olarak kas dokusu ve plazma MDA seviyelerindeki degisimler
incelenmistir. Arastirmamiz da yukaridakilere benzer sekilde oOncelikle hasarin
gostergesi olarak MDA degerleri iskemi-reperfiizyona bagli olarak hem doku
diizeyinde hem de plazma da 6nemli sekilde artmis olmasi yukarida bahsedilen
arastirmalarla benzerlik gostermektedir. Ancak 3 hafta siireli ¢inko ve melatonin
takviyesi ise MDA artisint hem doku hemde plazmada onemli sekilde baskilamis
olmast bu iki maddenin kas dokusu ve plazmada hasar1 Onleyici etkisini ortaya
koymustur. Bu bulgularda daha 6nce elde edilen sonuglarla benzerlik gdstermektedir
(Mayo ve ark 2003, Ishii ve ark 2009, Sanchez-Hidalgo ve ark 2009, Farias ve ark.
2012).

Aragtirmada antioksidan sistemin gostergesi olarak da glutatyon seviyeleri
belirlendi. Bu parametre hem eritrositlerde hem de iskemi-reperfiizyon
gerceklestirilen kas dokusunda incelendi. Oncelikle kas dokusundaki GSH diizeyleri
degerlendirildiginde bu parametrenin I/R grubunda en diisiik oldugu goriildii. Benzer
sekilde eritrosit GSH degerleri de I/R grubunda diger gruplardan daha diisiik olarak
tespit edildi. Cinko ve melatonin takviyesi ise hem ayr1 ayrt hem de kombine olarak
doku GSH seviyelerinde onemli artiglara yol acti. Eritrosit GSH degerleri ise

26



kombine uygulamanin yapildigi 5. Grupta en yliksek olarak belirlendi. Daha 6nce
yapilan c¢alismalarda kas iskemi reperfiizyonunda farkli c¢inko preperatlari
kullanilmistir. Nitekim Atahan ve ark’in (2010) siganlardaki ¢alismasinda ¢inko
aspartat uygulamasinin uzun siireli kas iskemi-reperfiizyonundaki etkisini incelemis
(3 saat iskemi-24 saat reperfiizyon) ve bahsedilen ¢inko preperatinin uygulamasinin
GSH seviyelerini artirdigint rapor etmislerdir. Tiriit ve ark (2009) ise g¢inko
aspartatin akciger yaralanmasinda glutatyon peroksidaz degerlerini artirarak
koruyucu etki olusturdugunu belirlemislerdir. Baska bir arastirmada da yine ¢inko
aspartat takviyesinin iskelet kasinda glutatyon diizeylerini artirmak suretiyle
koruyucu etki sagladigi belirlenmistir (Atahan ve ark 2007). Biilbiiloglu ve ark’in
(2011) calismasinda ise 50 mg/kg dozda uygulanan ¢inkonun glutatyon peroksidazi
artirmak suretiyle incebagirsak dokusunda oksidan hasara karst koruyuculuk
sagladigi ortaya konulmustur. Yilmaz ve ark (2015) c¢alismasinda ise mevcut
arastirmadaki gibi uzun siireli ¢inko siilfat uygulamasinin boébrek dokusunda GSH
miktarlarin1 artirarak lipid peroksidasyonu baskiladigi rapor edilmistir. Bizim
gerceklestirdigimiz arastirmada ise iskemi-reperfiizyon Oncesi 3 hafta siireli ¢inko
stilfat (3 mg/kg/giin) olarak uygulandi ve hem kas dokusunda hem de eritrositlerde
GSH seviyelerini artirmak suretiyle gerceklestirdigimiz deneysel modelde oksidan
hasara kars1 koruyuculuk sagladigi belirlendi. Arastirmada ayrica melatoninde ¢inko
gibi 3 hafta stireli uygulanmasi kas dokusu ve eritrositlerdeki GSH seviyelerinde
onemli artiglara neden oldu. Melatonin olduk¢a gii¢lii bir antioksidandir ve farkli
iskemi-reperfiizyon ¢alismalarinda bu antioksidan etkisi ortaya konulmustur.
Nitekim Yilmaz ve ark’nin ¢aligmasinda (2015) bdbrek dokusunu iskemi-
reperfiizyonla olusan oksidatif strese karsi korudugu belirlenmistir. Melatoninin bu
etkisini Liu ve ark (2014) kalp dokusunda, Deng ve ark (2012) karaciger, Aydemir
ve ark (2016) spinal kord yaralanmasinda GSH seviyelerini artirmak suretiyle
sagladig1 rapor edilmistir. Arasgtirmamizda elde ettigimiz melatonin uygulamasiyla
artan GSH seviyeleri yukarida bahsedilen aragtirmalarla desteklenmektedir. Ancak
burada vurgulanmasi gereken dnemli bir bulgu eritrosit GSH diizeylerinin 5. grupta
(¢cinko + melatonin) en yiiksek seviyede bulunmus olmasidir. Dolayisiyla eritrosit
GSH degerlerinin artirilmasinda kombine uygulamanin ayr1 ayr1 uygulamalara gore

daha fazla bir etki gdstermis olmasidir.
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Arastirmada ayrica iskemi-reperfiizyon gerceklestirilen kas dokusu
histopatlojik yonden de degerlendirildi. Bu degerlendirmede histopatolojik yonden
onemli bir degisim saptanamadi. Daha Onceden yapilan kas iskemi-reperfiizyon
caligmalarinda Hori ve ark (2013) bir buguk saat siireli ve takiben 24-72 saat siireli
reperfiizyona bagli olarak kas dokusunda yapisal bozulmalar (6dem) tespit
etmislerdir. Walters ve ark’in (2011) ¢alismasinda ise 180 dakika iskemi ve 240
dakika reperflizyona bagli olarak ciddi kas odemi belirlemislerdir.
Gergeklestirdigimiz arastirmada ise bahsedilen arastirmalara gore daha kisa siireli
iskemi reperfiizyon (1+1) gergeklestirilmistir. Bu siirenin kisaligindan dolay1 kasta
yapisal olarak bozulmalarin meydana gelmedigi sOylenebilir. Dolayisiyla iskelet kas

yapisinda elde edilen farkli bulgular iskemi-reperfiizyonun siiresiyle agiklanabilir.
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5.SONUC ve ONERILER

Calismanin  sonuglart  genel olarak degerlendirildiginde sicanlarda
gastrokinemius kas dokusunda femoral arterin klemplenmesi ve tekrar kanlanmanin
saglanmasiyla olusturulan 1 saat iskemi ve 1 saatlik reperfiizyonun gerek ilgili
dokuda gerekse plazmada oksidan hasarin gdstergelerinden birisi olan MDA
seviyelerini 6nemli sekilde artirdigi belirlenmistir. Ancak bahsedilen iskemi-
reperflizyon modeli Oncesi 3 hafta siireli ¢inko siilfat ve/veya melatoninin 3
mg/kg/giin olarak ayr1 ayr1 veya beraber uygulamasinin antioksidanlardan olan GSH
seviyelerini 6nemli sekilde artirmak suretiyle dokuda ve kanda koruyuculuk
sagladig1 ortaya konulmustur. Kas dokusunda bahsedilen deneysel modelde hasar

olusmadig1 goriilmiistiir.

Arastirmanin bulgularina gdre potansiyel olarak kasta olusabilecek iskemi-
reperfiizyona karst 6nceden ¢inko ve melatoninin ayri ayr1 veya kombine olarak

uygulanmasinin doku hasarina kars1 koruma saglayabilecegi soylenebilir.
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projenin hayvan kullanim etigi acisindan “Uygun” olduguna oybirligi ile karar verilmistir.
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Adres:N.E.U.Kombassan Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezi, 42080—M;ram/KONYA
|

Tel: (0332) 223 71 11, Faks: (0332) 223 71 24 e—posta: konudam@konya.edu.tr

Web Adresi: http://www.konya.edu.tr/merkezler/konudam Bilgi: 223 7111
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8. OZGECMIS

1980 yilinda Manisada dogdum. Ilk ve orta 6grenimini Kirsehirde, liseyi
Kayseride tamamladim. 2011 yilinda Selguk Unv. Fen Fak. Biyoloji béliimiinde
lisans egitimini tamamladim ve aym yil Selguk Unv. Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dalinda Yiiksek Lisansa basladim. Halen Sakarya 11 Halk Saghg
Midiirliigiinde Biyolog olarak gorev yapiyorum.
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