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Onsoz
Lisans egitimim sirasinda yer aldigim laboratuvar pratikleri ve Torino
Universitesi’nde uygulamali bir sekilde yaptigim bitirme tezim sonucunda mesleki
olarak akademik ¢alismalarda yer almaktan daha ¢ok keyif aldigimin farkina vardim.
Yurtdisinda doktora yapma hayalimi gergeklestirmek icin 6nce Yyeni teknikler
ardindan bilimsel bir ¢alismanin nasil gerceklestirildigini 6grenmem gerekliydi. Bu
yiizden lisans doneminde aldigim dersler arasinda ilgimi daha ¢ok ¢eken Farmasotik

Toksikoloji alaninda yiiksek lisans egitimime baglamaya karar verdim.

2019 yilinda Prof. Dr. Hilmi ORHAN hocamin danigmanliginda baslayan lisansiistii
egitimim yogun ders donemi ve tez ¢alismam icin yazacagimiz projenin literatiir
aragtirmasi ile hizli bir sekilde ilerlerken COVID-19 pandemisi meydana geldi.
‘“‘Hayat siz planlar yaparken basiniza gelenlerdir.”’ soziini hepimizin birebir
yasadigr bu dénemde ben de elimde olmayan sebeplerden dolayr planladigimdan

farkl bir sekilde yiiksek lisans egitimime devam etmek durumunda kaldim.

Tez donemine baslarken farkinda olmadigim bir¢ok zorlukla karsi karsiya kaldim.
Calismamda kullandigim sarf ve kimyasallarin déviz kurundaki ani degisimlere gore
artis1 ve bunun beraberinde getirdigi prosediirler, meydana gelen cihaz arizalar1 ve
deneylerimi gergeklestirmek icin alternatif yollar liretmek benim i¢in zorlayiciydi,

ancak bu siirecte yasadiklarim bana ¢6ziim odakli bir yaklasim kazandirmis oldu.

3 yil siiren bu ¢alisma sayesinde 6grendigim pek ¢ok teknik ve bilginin yaninda ¢ok
giizel arkadagliklar kazanmami da sagladigi i¢in mutluyum. Hayatimin bundan
sonraki kismini heyecanla bekliyorum ve bu ¢alismadan kazandiklarimin bana yol

gosterici olmasini diliyorum.

[zmir, 9.08.2022 Berin ALADAG



Ozet
Kemirici Modelinde Parasetamol Kaynaklh DNA Baz Hasari Diizeylerinin

Belirlenmesi

Bu tez ¢calismasinda parasetamoliin (PAR) tek asir1 dozda C57BL/6J farelerde bobrek
ve karacigerde hem niikleer hem de mitokondriyel DNA’da oksidatif baz hasarma
neden olup olmadigi arastinlmigtir. Parasetamol kaynakli karaciger hasari
mekanizmasinda mitokondriyel oksidatif stres temel rol oynadigi i¢in mitokondriye
0zgii bir antioksidan olan MitoTempo’nun olas1 baz hasar1 {izerindeki etkisi de
incelenmistir. fla¢ uygulamasmin ardindan bébrek ve karaciger dokular ¢ikartilarak
niikleer DNA (nDNA) ve mitokondriyel DNA (mtDNA) izolasyonu yapilmistir. Her
iki DNA’nin uygun primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmasiyla birbirleriyle
capraz kontaminasyon olup olmadigi belirlenmistir. nDNA ve mtDNA enzimatik
yoldan hidroliz edilmis ve 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG) miktarlart
belirlenmistir. Sonuglar PAR’a maruz birakilan hayvanlarin hem karaciger hem
bobrek dokusunda gerek nDNA gerekse mtDNA’larinda kontrol grubuna kiyasla 8-
OHdG diizeylerinin artmadigini, tersine bobrek nDNA’sinda ©6nemli oranda
azaldigin1 gostermistir. Paradoksal bir sekilde PAR+MitoTempo grubunda 8-OHdAG
diizeyi, PAR grubuna kiyasla Onemli derecede artmistir. Buna karsin
PAR+MitoTempo uygulanan hayvanlarin karaciger nDNA’s1 8-OHdAG diizeyleri
gerek kontrol gerekse PAR grubuna gore onemli derecede diisiik bulunmustur.
Karaciger ve bobrekte DNA oksidatif baz hasar1 ve MitoTempo uygulamasi
acisindan farkli bir Orlintii gozlenmistir. MitoTemponun literatiirde PAR’in
indiikledigi karaciger toksisitesini azaltmasina karsin bobrekte oksidatif DNA
hasarin1 azaltmamasi, tam tersine aksine siddetlendirmesi, daha Onceki bobrek
toksisite mekanizmasinin  hepatotoksisite mekanizmasindan farkli  oldugu

gozlemlerimizi desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler; Parasetamol; DNA baz hasari; hepatotoksisite; nefrotoksisite;

in vivo hayvan modeli



Abstract
Determination of Paracetamol-Induced DNA Base Damage Levels in a Rodent
Model
In this thesis, it was investigated whether application to a single overdose of
paracetamol (PAR) caused an oxidative base damage in both nuclear and
mitochondrial DNA isolated from kidney and the liver of C57BL/6J mice. Since
mitochondrial oxidative stress plays a fundamental role in the paracetamol-induced
liver damage, the effect of MitoTempo, which is an antioxidant specific for
mitochondria, on the potential base damage has also been studied. After the
administration of the drug, kidney and liver tissue samples have been taken, and
nuclear DNA (nDNA) and mitochondrial DNA (mtDNA) isolations were carried out.
Both types of DNA samples were amplified by PCR using with appropriate primers
to test for cross contamination with each other. nDNA and mtDNA were hydrolyzed
enzymatically, and 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG) levels were determined.
The results have shown that the 8-OHdG levels were not significantly increased in
the nDNA and mtDNA of both the liver and the kidneys in PAR-treated group
relative to the control, while they were significantly reduced in the renal nDNA of
PAR group. Paradoxically, 8-OHdG levels in the PAR+MitoTempo group were
significantly increased compared to the PAR group. However, 8-OHdG levels in the
liver nDNA were found to be significantly lower in the PAR+MitoTempo group as
compared to both the Control and PAR group. A different pattern of MitoTempo has
been observed regarding its effect on oxidative DNA base damage in liver and
kidney. The fact that MitoTempo can effectively reverse PAR-induced liver toxicity
in literature, while it does not decrease, even increase the oxidative base damage in
nDNA of kidney, supports our previous observation that mechanisms of kidney

injury differ from the one for the liver.

Keywords; Paracetamol; DNA base damage; hepatotoxicity; nephrotoxicity; in vivo

animal model
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Giris
Temel ilaglar Listesi (EML), bir halkin oncelikli saglik hizmeti ihtiyaglarini
karsilamak amaciyla en ¢ok etkili ve giivenli oldugu diisiiniilen ilaglar1 iceren ve
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan diizenlenen bir ilag listesidir (World Health
Organization, 2021). Bu liste icerisinde yer alan parasetamol (PAR), migren atagi
tedavisi, genel agri ve palyatif bakim i¢in kullanilan en 6nemli ilaglardan birisidir.
Aym zamanda gilinliik hayatta regetesiz bir sekilde kolayca ulasilabilen ve agr
kesici-ates diisiiriicti olarak siklikla kullanilan bir ilag oldugundan dolay: parasetamol

doz agimi olgular siklikla goriilmektedir.

PAR doz agimina bagli en 6nemli toksik etki, akut karaciger yetmezligine ve 6liime
kadar gidebilen ciddi karaciger hasaridir (Prescott ve ark., 1971; Hodgman ve
Garrard, 2012). Asir1 doz kullanimda indiiklenen karaciger toksisitesinin yani sira
PAR bobrekte de hasar olusturabilmektedir. Nefrotoksisite daha az yaygin olmasina
ragmen Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilan bir ¢alismada yiiksek doz PAR
kullaniminda akut karaciger hasar1 gézlenen hastalarda ciddi bobrek hasar1 meydana
geldigi ve hastalarin %34’line renal replasman/transplantasyon tedavisi uygulanmasi
gerektigi bildirilmistir (Tujios ve ark., 2015). Bunun yami sira karaciger hasari
gelismeden de PAR’mn dogrudan nefrotoksik etkiye sahip olabilecegini gosteren
caligmalar bulunmaktadir (Jeffery ve Lafferty, 1981; Cobden ve ark., 1982;
Campbell ve Baylis, 1992; Eguia ve Materson, 1997). Simdiye kadar asir1 doz PAR
kullanim1 sonucu karacigerde olusan toksisitenin mekanizmas: iyi bir sekilde
arastirilmistir. Doz asiminda yiiksek miktarda olusan N-asetil-p-benzokinonimin
metabolitinin (NAPQI) glutatyon depolarimi tiikettigi, ortamdaki ¢ok sayida hiicresel
proteine -ozellikle mitokondriyel proteinlere- baglandigi gosterilmis ve oksidatif
strese neden oldugu, bunun da toksisitede temel rol oynadigi ortaya konmustur
(Jaeschke ve Ramachandran, 2012). Bobrek toksisite mekanizmasi ise tam olarak
aydinlatilmasa da karacigerden farkli oldugunu gosteren caligmalar vardir. PAR’1n
indiikledigi karaciger toksisitesinde antidot olarak kullanilan N-asetilsisteinin
nefrotoksisiteyi dnlememesi, aksine daha da siddetlendirmesi ve karaciger toksisite
mekanizmasinda temel basamaklar olan JNK fosforilasyonu ve mitokondriye
translokasyonunun gergeklesmemesi bu c¢alismalara ornek verilebilir (Blakely ve
McDonald, 1995; Akakpo ve ark., 2020).



Literatiirde yapilan bir¢ok in vivo ve in vitro ¢aligmada PAR kaynakli oksidatif stres,
kanitlariyla gosterilmistir (Wang ve ark., 2017). S6z konusu yiiksek oksidatif stres
protein, lipid ve DNA gibi hiicre i¢in hayati 6neme sahip molekiillere zarar
verebilmektedir. Hiicrelerde g¢ekirdekte ve enerji liretim merkezi organelimiz olan
mitokondrilerde DNA bulunmaktadir. Oksidatif stres sonucu asir1 miktarda olusan
reaktif oksijen ve azot tiirleri, niikleer ve mitokondriyel DNA’da oksidatif hasara
neden olabilmektedir (Fromenty, 2020). DNA’da meydana gelen hasar 6nemlidir
¢linkili yaglanma, kanser, immiin sistem hastaliklar1 ve dejeneratif hastaliklar gibi pek

¢ok hastaligin nedeni olabilmektedir (Berstain ve Gensler, 1993; Jena, 2012).

PAR'm hamilelerde ve bebeklerde dahi en gilivenli ates diisliriici olarak
recetelenmesi ve 60 yila yakin bir siiredir tiim diinyada kullanimda olmasi, bir
taraftan doz asimi durumda yol agtigi basta karaciger toksisitesinin ayrintili
calisilmasini, diger taraftan ise insan saglhigi lizerinde heniiz fark edilememis
potansiyel etkileri olup olmadigi konusunda epidemiyolojik ¢alismalar
yapilabilmesini saglamigtir. Bu c¢alismalardan elde edilen sonuglar, PAR
kullaniminin ¢esitli hastalik ve toksik etkilerle iliskili olabilecegine dair bir takim
stipheler uyandirmistir (Weiss, 2016; Kristensen ve ark., 2016; McCrae ve ark.,
2018), bunlardan birisi PAR’1n genotoksik etki potansiyeline iligkindir. Bu konuda
yapilan az sayida temel arastirma geligkili sonuglar vermistir (Dybing ve ark., 1984;
Hongslo ve ark., 1994; Rannug ve ark., 1995; Bergman, Miiller ve Teigen, 1996). Bu
nedenle bu tez ¢alismasinda s6z konusu genotoksik etki olasiligi, akut yiiksek doz
PAR'a maruz birakilan hayvan modelinde arastirilmistir. Bu amacla hepatotoksik
diizeylerde tek doz PAR uygulanan siganlar 24 saat sonra Otenazi edilerek kalp
icinden kan toplanmis, karaciger ve bobrek dokular1 ¢ikarilmistir. Her iki dokudan
hem genomik hem mitokondriyel DNA izole edilmis ve hidroliz edildikten sonra her

ikisinde 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG) diizeyleri belirlenmistir.

PAR uygulanan hayvanlardan elde edilen bu sonuglar, sadece PAR ¢oziiciisii enjekte
edilen kontrol grubundaki hayvanlarin sonuglari ile kiyaslanmistir. Yani sira 3. bir
grup hayvana PAR ve mitokondriye Ozgii bir antioksidan olan MitoTempo
uygulanmistir. Karaciger mitokondrilerinde PAR’in indiikledigi oksidatif stresi
engelleyerek karaciger hasarmi azalttigi gosterilen MitoTemponun (Du ve ark.,

2017) aym sekilde akut bobrek hasarinda da etkisinin olup olmadigi ve dolayisiyla



bobrek mitokondriyel DNA’sinda oksidatif guanin hasarmi etkileyip etkilemedigi

incelenmistir.



Genel Bilgiler

2.1. Parasetamol

Gilglii bir analjezik ve antipiretik olan parasetamol, asetaminofen ve N-asetil-p-
aminofenol (APAP) olarak da adlandirilmaktadir. Parasetamoliin kimyasal yapisi

Sekil 1°de verilmistir (U.S. Environmental Protection Agency, 2022).
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Sekil 1. Parasetamoliin kimyasal yapisi

Parasetamoliin kesfedilmesinin iizerinden 100 yili askin siire gegmesine ve pratikte
stk kullanilmasina ragmen hala farmakolojik etki mekanizmasi tam olarak
aydmlatilamamistir. Yapilan ilk arastirmalarda etki mekanizmasi, analjezik ve
antipiretik 6zellikleri benzer olan aspirin gibi klasik nonsteroidal antiinflamatuar
ilaglarla (NSAII) karsilastirilmistir. NSAIl’lerin siklooksijenaz (COX) bagiml
prostaglandin sentezini inhibe ettigi iyi bilinirken parasetamoliin daha zayif bir
sekilde bu sentezi inhibe ettigi ve bu yiizden periferdeki inflamasyonlara etkisinin
olmadig bildirilmistir (Vane, 1971; Swierkosz ve ark., 2002).

2.1.1. Parasetamoliin Farmakokinetigi ve Metabolizmasi

PAR oral yoldan kullanildiginda hizli bir sekilde gastrointestinal kanaldan emilir.
Kullanan kisinin aglik ve tokluk durumuna gore absorpsiyon siiresi degisebilir.
Terapotik dozlarda alindiktan sonra kandaki yari omrii 1.5 - 3 saattir, bu siire toksik
dozlarda ve/veya karaciger hasari oldugunda uzamaktadir (McGill ve Jaeschke,
2013).

PAR metabolizmasiin 3 farkli yolu vardir; ana molekiilin dogrudan

glukronidasyonu, siilfasyon/siilfatasyonu ve sitokrom P450 (CYP450) aracilikli



mikrozomal oksidasyonun ardindan glutatyon konjugasyonudur. Terapotik dozlarda
alman PAR’m %90°dan fazlasi karacigerde UDP-glukronozil transferaz (UGT)
enzimi ile glukuronid ve siilfotransferaz (SULT) enzimi ile siilfat konjugatlarina
doniistiirilmektedir. Bu inaktif konjugatlar, idrar ve safra yoluyla viicuttan
uzaklastirilir. %4 kadar1 ise basta CYP2E1l olmak iizere CYP3A4 ve CYP1lA2
enzimleri araciligiyla N-asetil-p-benzokinonimin (NAPQI) elektrofilik metabolitine
oksitlenir. Reaktif yapida olmasina karsin bu miktarda olusan NAPQI, hepatositlerde
glutatyon (GSH) ile konjuge edilerek merkaptiirik asit veya sistein konjugati olarak
viicuttan uzaklastiritlir ve herhangi bir toksisite gozlenmez. Terapdtik dozda
alindiginda %1 oraninda PAR ise degismeden oldugu gibi idrarla atilir (Larson,
2007; McGill ve Jaeschke, 2013).

Paradoksal bir sekilde PAR’1n agr1 kesici/analjezik etkisinin toksisitesinden sorumlu
olan NAPQI elektrofilik metabolitinden kaynaklandigi ileri siiriilmiistiir (Andersson
ve ark., 2011).

2.1.2. Parasetamoliin Toksisitesi
2.1.2.1. Bilinen Toksik Etkiler

2.1.2.1.1. Karaciger Toksisitesi

PAR bir yetigkin i¢in giinde < 4g terapotik dozlarda kullanildiginda giivenli bir ilag
olarak kabul edilir (Dart ve Bailey, 2007). Ancak terapétik dozlarin {izerinde
alinmasi durumunda ¢ogunlukla 6liimciil olan hepatoseliiler nekroz ve akut karaciger
hasarina yol agmaktadir. PAR’in asir1 doz kullanimda hepatotoksik bir etki
gosterdigini fark eden Davidson ve Eastham, PAR doz asimi sonrasi hepatotoksisite
gelisen ve devaminda 6len iki kisiyi bildirmislerdir. Bu bireylerden alinan karaciger
kesitlerinin mikroskobik incelemesi sonucu fulminan hepatik nekroz tespit edilmistir
(Davidson ve Eastham, 1966). Bu ilk rapordan sonra, birgok PAR doz asimi vakasi

rapor edilmistir (Hinson ve ark., 2010).

Olusan hasarin mekanizmas ilacin biyotransformasyonu ile iligkilidir. Doz asimi
durumunda PAR’1t dogrudan konjuge eden siilfat depolar1 tiikenince diger iki

biyotransformasyon yolagi olan glukronik asit konjugasyonu ve reaktif NAPQI



olusumu yolaklara giden ila¢ miktar1 artmaya baslar. Bu kosullarda olusum hizi
artan NAPQI, hepatositlerdeki glutatyon depolarini tiiketir, ¢linkii GSH biyosentez
hizi, NAPQI olusum hizina yetisemez. Hiicre iginde kolayca baglandigt GSH’1
bulamayip serbest kalan NAPQI, bir miktar sitozolik proteinin yaninda ¢ok fazla
miktarda mitokondriyel proteine baglanarak onlar1 alkiller ve mitokondri igerisinde
oksidatif stresin artmasina neden olur. Oksidatif stres sonucu ortamda miktar1 asiri
artan siiperoksit anyon radikalleri (O,"), hiicrede fizyolojik olarak bulunan nitrik
oksit (NO") ile birleserek peroksinitrit anyonunu (ONOQ") olusturur. Mitokondriyel
glutatyonun tiikenmesi ve bu reaksiyonlarla artan hiicre i¢i oksidatif ve nitrozatif
stres sonucunda Mitogen Activated Protein Kinases (MAPK) aracilikli olaylar dizisi
aktiflesir ve sitozolik c-Jun N-terminal kinase (JNK) fosforile olur. Fosforillenen
JNK (p-JNK) mitokondri dis membranindaki proteinlere baglanarak mitokondri igine
girer ve mitokondriyel oksidatif stresin daha da artmasina neden olur. Bunun
sonucunda mitokondriyel gecirgenlik doniisiim porlart (MPTP) olusumu patolojik bir
bicimde indiiklenir. MPTP’nin indiiklenmesiyle sitokrom c, apoptoz indiikleyici
faktor (AIF) ve endoniikleaz G gibi mitokondriyel proteinler sitozole salinir.
Niikleusa giren AIF ve endoniikleaz G, DNA fragmentasyonuna neden olur ve
hepatositlerin onkotik nekrozuna yol acar (Bajt ve ark., 2006; 2008; McGill ve
Jaeschke, 2013; Ramachandran ve Jaeschke, 2018).

2.1.2.1.2. Bobrek Toksisitesi

Yiiksek doz PAR’a maruz kalma sonucu olusan bir diger toksisite de bobrek
hasaridir. Literatiirde kemirici modellerinde yapilan g¢alismalarda ve doz asimi
sonrasinda rapor edilen klinik olgularda bobrek toksisitesinin hepatotoksisite ile
birlikte ya da tek basina meydana geldigi gosterilmistir (Davidson ve Eastham, 1966;
Trumper ve ark., 1992; Lucas ve ark., 2000; Stern ve ark., 2005a; 2005b; Pakravan
ve ark., 2009; Chen ve ark., 2015).

PAR kaynakli nefrotoksisitenin mekanizmasi tam olarak aydmlatilamamistir ancak
hepatotoksisite mekanizmasindan farkli oldugu diisliniilmektedir. Karaciger hasari
olmadan bobrek hasari gelisebilmesi (Eguia ve Materson, 1997), in vitro bobrek
modellerinde ve karacigeri ¢ikarilmis farelerde nefrotoksisite gézlenmesi (Breen ve
ark., 1982; Hoivik ve ark., 1996), karaciger hasarinda kullanilan antidot N-
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asetilsisteinin bobrek toksisitesini onlememesi (Blakely ve McDonald, 1995) tersine
siddetlendirmesi (Jones ve Vale, 1993) bu diisiincenin nedenlerindendir. Ayrica
Kansas Universitesi ile arastirma grubumuzun is birligi yaptig1 bir calismada PAR ile
indiiklenen bobrek toksisitesinde, farelerin karaciger ve bobrek dokularinda GSH
tikenmesi goriilitken bobrekte JNK aktivasyonu ve aktive olan JNK’nin
mitokondriye translokasyonunun olmamasi, toksisite mekanizmasindaki farkliligin
baska bir kanitidir (Akakpo ve ark, 2020).

PAR’in indiikledigi bobrek toksisitesinde metaboliti olan PAR-Cys’in p-liyaz
aracilikli biyoaktivasyonunun rol alip almadigi arastirma grubumuzda bir doktora
tezi kapsaminda ¢alisilmistir. Yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalar sonucunda PAR-
Cys’in mitokondriyel enzimler (matriks ve mitokondriyel membran) basta olmak
lizere fare ve insan f-liyaz enzimi tarafindan substrat olarak kullanildigi, reaksiyon
sonucunda reaktif 6zellikte bir takim ara {iriin/iirinler olustugu ve bunlarin MPTPyi

indiikledigi gosterilmistir (Karakus, 2021).

2.1.2.2. Parasetamol’e Atfedilen Diger Toksik Etkiler

Yakin yillarda yogunlasan bazi ¢alismalar, PAR’in karaciger ve bobrek toksisitesi
disindaki diger olas1 advers etkilerine odaklanmaktadir. Hem deneysel modellerde
hem de klinik ve epidemiyolojik calismalarda nérolojik, pulmoner, endokrin ve
norogelisimsel toksisite olasihigi bildirilmistir (Kristensen ve ark., 2016; Kennon-
McGill ve McGill, 2017; Bauer ve ark., 2018; Konkel, 2018).

Ozellikle hamilelik sirasinda PAR kullanan kadinlarm cocuklarinda ilacin toksik
etkilerini degerlendirmek 6nemlidir. Su an PAR, hamile kadinlar arasinda en yaygin
kullanilan agr1 kesici ve ates diistirticii ilagtir. FDA ve EMA’nin da dahil oldugu
devlet saglik otoriteleri belirtildigi sekilde kullanildiginda PAR’in  hamilelik
doneminde uygun oldugunu diisiinmekte ve kullanimini 6nermektedir (Food and

Drug Administration, 2015; European Medicines Agency, 2019).

2021 yilinda alaninda uzman bilim insanlari, PAR’a dogum Oncesinde maruz
kalindiginda fetiiste baz1 norogelisimsel, iireme ve {irogenital bozukluklarin riskinin
arttigin1 gosteren deneysel ve epidemiyolojik ¢alismalar1 Ozetlemisler ve ilacin

hamilelik doneminde kullanimi konusunun yeniden degerlendirilmesi c¢agrisinda
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bulunmuslardir (Bauer ve ark., 2021). Bir bagka PAR iligkili toksik etki, pulmoner
sistemdedir; konjenital ya da ¢ocukluk ¢aginda PAR’a maruz kalmanin ileri yaslarda

astim gelismesiyle iliskili olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Shaheen ve ark., 2005).

Asir1 doz PAR’a baglh toksisite mekanizmasi bilinen akut karaciger hasar1 ve buraya
kadar 6zetlenen diger potansiyel advers etkilerde hiicresel oksidatif stresin dnemli rol

oynadigi bilinmektedir.

2.2. Oksidatif Stres

Temel hiicresel islevlerde onemli rolii olan molekiiler oksijen (O2), aerobik
metabolizma sonucu tamamen suya indirgenemediginde ciddi tehdit olusturan
stiperoksit anyon radikali (O"), hidrojen peroksit (H,O,), peroksinitrit anyonu
(ONOO") vb. birgok reaktif yapi olusmaktadir. Bunlarin hiicresel ortamda
gevresindeki molekiilleri oksitleme potansiyelleri ¢ok yiiksektir. Olusan bu reaktif
yapilarin zararl etkilerine kars1 hiicreyi savunan glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz
(CAT), siiperoksit dismutaz (SOD) gibi enzimler varken; diyet ile alinan vitamin C
(askorbik asit), vitamin E (a-tokoferol) gibi takviyeler ve viicutta sentezlenen GSH
gibi enzimatik olmayan antioksidanlar da mevcuttur ve normal kosullarda belirli bir
diizeye kadar olusan bu tiir reaktif yapilara karst koruma saglayabilmektedirler.
Ancak bu ¢oklu bilesenlerden olugan antioksidan sistemin yetersiz kaldig1 ve/veya
reaktif oksijen tlrlerinin (ROT) asim1 miktarda olustugu durumlarda
oksidatif/antioksidatif denge bozulur ve oksidatif stres meydana gelir (Dalton ve ark.,
1999; Scandalios, 2005). Oksidatif stresin belirli bir siire geriye dondiiriilemedigi
durumlarda ise hiicresel molekiiller ve hiicre ya da organel membrani, DNA,
enzimler vb. yapilar lizerinde oksidatif hasar olusur. Bu asamada devreye giren diger
bazi savunma sistemlerinin de yetersiz kalmasi bu hasarin kalici olmasina yol

acabilir (Halliwell ve Gutteridge, 1999).

2.2.1. Oksidatif Strese Bagh Olusan Hasar

Hiicrede serbest radikaller ile antioksidan savunma sistemi arasindaki hassas denge

bozuldugunda oksidatif strese bagli olarak hasar meydana gelmektedir. Bu hasar



elektron yoniinden zengin olan DNA, lipid, protein gibi makromolekiilleri hedef
almaktadir (Valavanidis ve ark., 2006).

OKSIDATIF STRES

@ on oo 9989 ONOO
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Lipid peroksidasyonu Okside proteinler DNA oksidasyonu

Sekil 2. Oksidatif stresin neden oldugu hasarlar (Féldesi, 2020)

Hiicre ve organel membranlarinda ¢ok miktarda bulunan doymamis yag asitleri,
oksidatif stres durumunda serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek lipid
peroksidasyonuna neden olurlar. Bu peroksidasyon sonucu membranlarda olusan
yapisal ve islevsel bozuklugun yani sira membran lipitlerinden malondialdehit
(MDA), 4-hidroksi-2-nonenal (4-HNE) gibi reaktif son iiriinler de olusmaktadir.
Oksidatif hasarin gostergesi olan MDA, DNA ile etkilesime girerek katim tirlinleri
olusturur (Marnett, 1999). 4-HNE proteinleri modifiye ederek islevlerinin
bozulmasina ve GSH konsantrasyonunu azaltarak antioksidan savunma sisteminin

yetersiz kalmasina neden olmaktadir (Uchida ve ark., 1999, Ito ve ark., 2019).

Hiicresel proteinler serbest radikaller igin kritik hedeflerden biridir ve yapilarinda
bulunan aminoasit ¢esidine gore hasardan etkilenme dereceleri degismektedir.
Ozellikle proteinlerin sistein ve metiyonin aminoasitleri, oksidasyona en duyarl

bilesenleridir. Proteinlerde oksidasyonu sonucu aktivite kayiplari, katlanma



problemleri, konformasyonel degisiklikler meydana gelmektedir. Viicutta temel rol
oynayan proteinler gen regiilasyonunda gorevli olduklarindan ve hiicrelerin
yapisinda yer aldiklarindan dolayr onemlidirler. Hiicrede pek ¢ok yasamsal islevin
stirdiiriilmesinde gorevli olan enzimler de protein yapisinda olduklar igin serbest
radikallerle etkilestikten sonra enzim aktivitelerinde degisiklikler meydana

gelmektedir (Stadtman ve Levine, 2003).

2.2.1.1. Niikleer DNA ve Mitokondriyel DNA Hasar1

Genetik materyalin yapisinda endojen veya eksojen faktorlerin meydana getirdigi
tiim degisikliklere ‘°DNA hasar1’’ adi1 verilir (Kulaksiz ve Sancar, 2007). Kararl bir
yapida olmasina ragmen niikleer DNA, kendiliginden gelisen oksidatif hasara
ugrayabilmekte veya proteinler ve lipidlerde oldugu gibi oksidatif stres sonucu hasar

gorebilmektedir.

Oksidatif stres sonucu ortamda artan serbest radikaller DNA’da yapisal degisikliklere
yol agarak esas olarak piirin-primidin baz modifikasyonlarima neden olmaktadir.
Bunun disinda riboz seker hasari, abazik bolgeler, zincir kiriklart ve DNA-protein
capraz baglanmalar1 gibi hasarlar da olusturabilmekte ve DNA’nin yapisini 6nemli
derecede etkileyebilmektedir. Bu hasarlar ‘‘oksidatif DNA hasar1’’ olarak adlandirilir
ve replikasyondan oOnce tamir edilemedigi durumlarda hiicrenin genomik
materyalinde kalic1 degisikliklere ve mutasyonlara sebep olmaktadir. Bu durum da
genomik instabiliteye, gen ekspresyonunda degisikliklere, hiicresel davranislarda
degisime, norodejeneratif hastaliklara, kronik inflamasyona, kansere veya

yaslanmaya neden olmaktadir (Klaunig ve ark., 2011; Jena, 2012).

Mitokondri hiicrenin enerji iiretim merkezidir ve hiicresel metabolizmada rol alan
hayati 6neme sahip bir organeldir. Hiicrede oksidatif fosforilasyonla {iirettigi ATP
formunda enerjinin diginda, kalsiyum (Ca*?) diizeylerinin homeostazi, ROT’larin
tiretilmesi ve regiilasyonu, hiicre canliligl i¢in 6nemli olan sinyal yolaklarinin ve
apoptozun yonetilmesi gibi birgok gorevi vardir (Vakifahmetoglu-Norberg ve ark.,
2017; Ramachandran ve ark., 2018).

Cift membrana sahip olan mitokondrilerin i¢ membranina krista ve bu membran

tarafindan ¢evrelenmis sivi kisma matriks adi verilir. Matriks i¢inde yag asidi
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oksidasyonu ve krebs dongiisii gibi farkli yolaklarda gérev alan bir¢ok enzim igerir.
Mitokondrinin kendine ait genomu olan mitokondriyel DNA da (mtDNA) birden

fazla kopya halinde matrikste yer alir.

Insanlardaki mtDNA, niikleer DNA gibi ¢ift zincirli ancak halkasal yapida olup
16,569 baz ciftinden olugsmaktadir ve nDNA’dan bagimsiz olarak ¢cogalabilmektedir.
Niikleer DNA’dan bir diger farki onun gibi histon proteinleriyle ¢evrili olmamasidir.
mMtDNA, oksidatif fosforilasyonun gergeklestigi ETC’de yer alan 4 protein
kompleksinin (Kompleks 1, 111, IV ve V) 13 protein alt birimini ve mitokondriyel
protein sentezi igin gerekli olan 2 ribozomal RNA (rRNA) (12S ve 16S) ile 22
transfer RNA (tRNA) olmak iizere toplamda 37 geni kodlamaktadir. Bu nedenle
oksidatif fosforilasyonun ve ATP sentezinin dogru bir sekilde ger¢eklesebilmesi igin
mtDNA gereklidir (Area-Gomez ve Schon, 2014; Fromenty, 2020).

Mitokondriler oksidatif fosforilasyon sebebiyle hiicrede ROT’larin temel iiretim
yeridir. Bunun ana nedeni elektronlarin kismen ETC’den kagip dogrudan oksijenle
reaksiyona girmesi ve siiperoksit anyon radikalini olusturmasidir. Bu radikal SOD
enzimi ile daha kararli yapida olan hidrojen peroksite (H,O;) doniistiiriiliir. Ancak i¢
mitokondriyel membranda bulunan demir ve bakir gibi ge¢is metalleri ile Fenton
reaksiyonu sonucu DNA oksidasyonuna neden olabilecek asir1 reaktif olan hidroksil
radikaline (OH’) dontsir. Normal sartlar altinda belirli bir miktara kadar olan
radikaller, antioksidan savunma sistemi tarafindan noétralize edilirler. Bununla
birlikte, mitokondride ROT iiretim miktari, toksik kimyasallara maruz kalma
durumunda oldugu gibi 6nemli derecede artabilmektedir. mtDNA, nDNA’da bulunan
koruyucu histon proteinlerine sahip olmadigindan ve ROT’larin ana kaynagi olan i¢
mitokondriyel zara yakimhigindan ve ayrica onarim  mekanizmalarinin
yetersizliginden dolayr oksidatif hasar igin kritik bir hedeftir ve bu tiir ataklara
nDNA’dan daha duyarlidir (Cadenas ve Davies, 2000; Mihajlovic ve Vinken, 2022).

MtDNA’da olusan oksidatif hasarin onarilamamast mtDNA mutasyonlarina yol

acmakta ve bu mutasyonlara bagli cesitli hastaliklar meydana gelmektedir (Van
Houten ve ark., 2006).
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2.2.1.2. DNA Baz Hasar1

Basta OH’ radikali olmak iizere serbest radikallerin DNA’daki piirin ve pirimidin
bazlariyla reaksiyona girmesi sonucu bazlarda bazi yapisal degisiklikler meydana
gelmektedir. Bu modifikasyonlara 6rnek olarak piirin bazlarindan guanin’in 4., 5.
veya 8. pozisyonlarindaki C atomlarimin OH’ radikali ile reaksiyona girmesi ve
sonucunda ¢esitli DNA oksidatif hasar iriinlerinin olugmasi verilebilir (Dizdaroglu,
2012).

Guanin, DNA bazlar1 arasinda en diisiik indirgenme potansiyeline sahiptir ve bu
bazlar arasindaki en iyi elektron dondriidiir. Bu nedenle oksidasyona oldukca
yatkindir ve serbest radikallerin ana hedefidir. Asir1 elektrofilik yapisindan dolay1
OH’ radikali en yiiksek elektron yogunlugu igeren bolgeye baglanir (Sonntag, 2006).
OH’ radikali guanin bazinin 8. pozisyonundaki C atomuna atak yaparak C8-OH
katim tirlinii radikali olusturur. Olusan bu iiriin kimyasal agidan kararsiz yapisindan
dolay1 bir elektron ve proton kaybederek 8-hidroksiguanin (8-OH-Gua) yapisina
doniislir. Bunun yani sira C8-OH katim {riinii radikalinin imidazol halkasinin
acilmasi ve ardindan bir elektron ve proton kazanarak indirgenmesi sonucu 2,6-
diamino-4-hidroksi-5-formamidopirimidin ~ (FapyGua) yapisi da meydana
gelmektedir (Sekil 3; Dizdaroglu, 2012).

o

oksidasyon H’T\)JI:\>_OH
-e”,-H* HzM ‘\"N h
DNA

8-hidroksiguanin

2 o (8-OH-Gua)
HN)I OH
H —|
sz'l"‘\‘n N

DNA
Guanin C8-0H o s}
katim radikali HN)'\J[.\'H-CHO indirgenme HN)IINH—UH{)
_—
—> HEN’L‘-“N N +e”, +H+ "z"k‘u NH
halka | I
acilmasi DNA DNA

2,6-diamino-4-hidroksi-
5-formamidopirimidin
(FapyGua)

Sekil 3. Guanin bazinin C8-OH katim radikalinin reaksiyonlar1 sonucu meydana gelen 8-
OH-Gua ve FapyGua yapilarinin olusumu (Dizdaroglu, 2012).
12



Reaktif oksijen tiirleri DNA’da 20°den fazla oksidatif baz hasar {iriinii
olusturmaktadir. DNA hasar1 alanindaki c¢alismalarin ¢ogu, mutajenik potansiyeli
yiiksek ve en sik goriilen lezyon oldugu i¢in guanin bazinin oksidatif hasar iiriinii
olan 8-hidroksiguaninin niikleozid formundaki 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-
OHJG) yapisina odaklanmaktadir (Wu ve ark., 2004).

2.3. Oksidatif Strese Bagh Olusan DNA Hasarim Belirleme Yontemleri

Oksidatif olarak indiiklenen DNA hasart diizeyinin dogru bir sekilde oSl¢iilmesi,
hasarin olusum mekanizmasinin, hiicresel onarim sisteminin ve hasarin biyolojik
sonuglarinin tam olarak anlasilmasi i¢in O6nemlidir. Bu nedenle oksidatif DNA
lezyonlarin1 6lgmeyi hedefleyen hassas ve dogru yontemler gelistirmek lizere yogun

calisilmistir (Ravanat, 2005).

DNA’da gergeklesen oksidatif hasarlar1 tespit etmek ve incelemek amaciyla gesitli
yontemler kullanilmistir, bu yontemler 2 gruba ayrilmaktadir. Bu gruplardan ilki olan
enzimatik yontemler ya da diger ismiyle dolayli yontemlerden birisi, spesifik bir
DNA glikozilaz enzimi araciligi ile DNA zincir kirigmin belirlenmesidir. Alkali
eliisyon testi ve tek hiicre jel elektroforezi (Comet testi) DNA zincir kiriklarim
6lgmek igin gelistirilmis yontemlerdir (Pflaum ve Epe, 2000; Collins ve Dusinska,
2002). Asagida Ozetlenen spesifik antikorlarin kullanildigi immiinokimyasal
teknikler de bu grupta diistiniilebilir.

Immiinokimyasal tekniklerden en gok kullanilan 2 ydntem, immiinohistokimya ve
mikroplaka tabanli yaklagimlardir. Immiinohistokimyada formaldehit veya benzeri
bir fiksatif araciligiyla dokunun sabitlenmesi gerekmektedir. DNA'daki oksitlenmis
niikkleobazlarin  taninmasi, uygun ve spesifik primer antikor kullanilarak
gergeklestirilir. Devaminda enzim ile konjiige edilmis sekonder antikor eklenir ve
renk olusumu gerceklesir, mikroskopla 6rnekler analiz edilir. Bu yontem oksitlenmis
DNA'nin lokalizasyonuna izin vermesine ragmen, hedefin hassas bir sekilde
miktarinin Sl¢iilmesi icin uygun degildir ve kalitatif/yar1 kantitatif yontem olarak
kabul edilir. Mikroplaka tabanli yaklagim olan enzime bagli immiinosorbent testi
(ELISA), 8-OHdG tipinde DNA baz hasarmin kantitatif 6lgiilmesi i¢in ¢ok tercih

edilen bir yontemdir. Ticari olarak temin edilebilen ELISA kitlerinde primer antikor
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tarafindan tanman bilesik (8-OHdG), ELISA plakasina onceden kaplanmistir. Bu
testin prensibi antijen-antikor arasinda bir kompleks olusumu, antikora bir
isaretleyici enzimin baglanmasi ve bu enzime uygun bir substrat eklenmesiyle renkli
tirtinler meydana gelmesine dayanir. Analiz edilmek istenen biyolojik drnek i¢indeki
8-OHdG, antikorla baglanabilmek i¢in daha onceden plakaya kaplanmis olan 8-
OHAJG ile yarigir. ELISA testi diger yontemlere kiyasla kisa analiz siiresi, uygulama
kolaylig1 ve diisiik maliyet gibi iistiinliikleri nedeniyle tercih edilen bir yontemdir.
Bununla birlikte sinirli miktarda temin edilebilen spesifik antikorlar ve bunlarin
maliyetinin yliksek olmasi, enzimlerle isaretlenmis antikorlarin 6zgiilliigiiniin diisiik
olmast ve DNA hasarinin belirlenmesinde uygulanan antikorlarin DNA bazlart ile
girebilecegi ¢apraz reaksiyon, bu yontemin dezavantajlarindandir (Boguszewska ve
ark., 2019). Diger alternatif 6lglim yontemleri sivi kromatografi-elektrokimyasal
deteksiyon (HPLC-ECD), gaz kromatografi-kiitle spektrometri (GC-MS) ve LC
tandem MS ’dir (Gan ve ark., 2012; Dizdaroglu ve ark., 2015; Cadet ve ark., 2017,
Gonzalez-Hunt ve ark., 2018).

Oksidatif baz hasarin1 belirlemek i¢in yukarida anlatilan farkli tekniklere dayali
bir¢cok yontem gelistirilmistir. Yontemin secimi dl¢iilmek istenen hasar, drnek sayisi

ve analiz maliyetiyle yakindan iliskilidir.
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Gere¢ ve Yontem

3.1. Gereg

3.1.1. Kullanilan Sarf ve Kimyasal Maddeler

Kimyasal/Sarf Ad1

50 bp DNA ladder

8-OHdG ELISA Kit

Agaroz

Borik Asit

DNaz |

dNTP Mix (10 mM each) 1mL
Etanol

Etidyum bromiir ¢ozeltisi
Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA)

Etilenglikol-bi(2-aminoetileter)-N,N,N', N '-
tetraasetik asit (EGTA)

Falkon tiip (15 mL, nonsteril)

Falkon tiip (50 mL, nonsteril)

GeneJET Genomik DNA Saflastirma Kiti
Hidroklorik asit (HCI)

Magnezyum Kloriir (MgCly)

Mikrosantrifiij tiip-1,5 mL

Marka/Kod

Thermo Fisher SM0371

Elabscience - E-EL-0028-96T

Sigma A9539-100G
Sigma B0394-500G
Sigma D5025-15KU
Thermo Fisher R0192
Merck 100986

Sigma E1510-10ML
Sigma E5134

Sigma E3889

Isolab 078.02.001

Isolab 078.02.003

Thermo Fisher K0721
Merck Lot:K31301214242
Sigma M8266

Isolab 078.03.002
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Mikrosantrifiij tiip-2,0 mL
Mitotempo

Niikleozit Hidroliz Enzimi
Parasetamol (Asetaminofen; PAR)
PBS tablet

PCR tiip (0,2mL, steril)

Potasyum asetat

Primer 200 nmol

Proteinaz K, recombinant, PCR Grade
RNAz A

Si1gir serum albiimini (BSA)
Sodyum dodesil siilfat (SDS)
Sodyum hidroksit (NaOH) pelleti
Sodyum klortir (NaCl)

Stikroz

Taq DNA Polymerase, recombinant

Tris baz (Tris(hidroksimetil)aminometan)

Isolab 078.03.003
Sigma SML0737-25MG
NEB MO0649S

Sigma A7085

Sigma P4417-100TAB
Isolab 123.01.002
Sigma P1190-500G
Eurofins

Sigma 3115836001
Sigma R6513-10MG
Chem Cruz/B2415
Merck 428015

Sigma S8045-500G
Merck M.106404.1000
Merck M107651.1000
Thermo Fisher 10342020

Sigma T1378
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3.1.2. Kullanilan Gerecler

Cihaz Adx

+4°C ve -20°C Buzdolab1
Calkalayici/Inkiibator

Derin dondurucu (-86°C)

Dounce homojenizatorii
Hassas Terazi

Jel elektroforez cihazi
Kemigoriintiileme cihazi
Kirik Buz Makinesi
Mikrodalga firini
Multiplaka okuyucu
NanoDrop

Otoklav

Otomatik Pipetler

PCR Cihazi

pH metre

Santrifiij

Su aritma cihazi

Marka/Model
Argelik
Boeco/TS-100

New Brunswick Scientific U 410

Premium

Sartorius-Teflon-Kolben fiir Potter S
Denver Instruments TB 215D
Accuris-E1101

Vilber Lourmat

Hoshizaki-FM80

Ariston- MW211W

Thermo Scientific Varioskan Flash
Thermo Fisher Scientific-ND1000
Hirayama-HG-80

Gilson, Brand

Techne-Plus

Hanna Instruments HI 221
Thermo Scientific CL31R

Millipore Direct Q
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3.1.3. Kullanilan Cozeltiler

3.1.3.1. Mitokondriyel DNA izolasyonunda Kullanilan Cézeltiler

Mitokondri izolasyon tamponu, 2X (640 mM siikroz, 40 mM Tris, 2 MM EGTA, pH
7.2)

Mitokondri izolasyon tamponu-1 (320 mM siikroz, 20 mM Tris, | mM EGTA, % 1
BSA, pH 7.2)

Mitokondri izolasyon tamponu-2 (320 mM siikroz, 20 mM Tris, | mM EGTA, % 0.2
BSA, pH 7.2)

Mito-DNaz tamponu (300 mM siikroz, 10 mM MgCl,, 20 mM Tris, % 0,15 (a/h)
BSA, 0.03 mg/mL Dnaz I, 0.02 mg/mL Rnaz A, pH 7.5)

Hidroliz tamponu (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 20 mM EDTA, % 1 SDS, pH 8.75)

6 M Potasyum asetat tamponu; pH 7.50

3.1.3.2. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler

5X Tris-Borat-EDTA (TBE) tamponu (54 g Tris baz, 27.5 g Borik Asit ve 20 ml 0.5
M EDTA (pH 8.0))

Etidyum Bromiir Cozeltisi (0.5 ng/mL)

3.1.4. Kullamlan Deney Hayvanlari

Calismada kullamlan fareler ticari olarak Izmir Biyotip ve Genom Merkezi'nden
(IBG) temin edilmistir ve yapilan islemler yine ayn1 merkezde birim sorumlusu
veteriner hekim esliginde gerceklestirilmistir. Tiim islemler [zmir Biyotip ve Genom
Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onay: ile gergeklestirilmistir (Ek-1,
belge no ve tarih: 2022-018, 11.05.2022). Bu calismada 20-25 gram agirliginda 45
adet 8-10 haftalik C57BL/6J erkek fare kullanilmistir. Fareler standart yem ve su ile
beslenmis ve oda sicaklifinda 12 saat aydinlik/12 saat karanlik olacak sekilde

bakimlar1 yapilmistir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Deney Plami

Farelerde PAR kaynakli niikleer ve mitokondriyel DNA hasar1 olasiligini test etmek
tizere PAR’a bagli akut karaciger hasar1 yaptig1 bilinen hayvan modeli kullanilmistir
(McGill ve ark., 2012; Jaeschke ve ark., 2014; Akakpo ve ark., 2020). Bu modele
gore her bir grupta 15 adet 8-10 haftalik C57BL/6J erkek fare olmak lizere rastgele
secilen farelerle Kontrol (K), PAR (P) ve PAR + MitoTempo (P+M) olmak iizere 3
grup olusturulmustur. fla¢ uygulamasindan 12 saat once hayvanlara yem
verilmeyerek aclik uygulanmis ancak su kisitlamast yapilmamistir. Deney
baslamadan Once her bir fare tartilarak agirliklar1 kaydedilmis ve ila¢ uygulamasi
sirasinda  islem kolayligi saglamak icin fareler kulaklarindan etiketlenerek
kodlanmistir. Parasetamol ve MitoTempo serum fizyolojik (SF) igerisinde ¢oziilmiis,
K grubuna i.p. yoldan 10 mL/kg tek doz SF, diger iki gruptan P grubuna yine i.p.
yoldan 500 mg/kg tek doz PAR ve son P+M grubuna ise i.p. yoldan 500 mg/kg tek
doz PAR ve 1.5 saat sonra i.p. yoldan 20 mg/kg tek doz MitoTempo uygulanmistir.
Ilag uygulamasindan 6 saat sonra farelerin yeme erisimi saglanmistir. Fareler ilag
uygulamasindan 24 saat sonra izofluran anestezisi altindayken batin acgilarak klinik
biyokimyasal testler i¢in kalplerinden kan ornekleri toplanmis ve ardindan dtenazi
edilerek bobrek ve karaciger dokular c¢ikartilmistir. Histopatolojik inceleme
yapilacak olan dokular %10’luk tamponlanmis formalin igerisine alinmis ve diger
dokular deneysel calismalar gerceklesene kadar sivi azotta dondurulduktan sonra -80

°C’de saklanmistir. Caligma plan1 6zeti Tablo 1°de gosterilmistir.
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Tablo 1. Deneysel ¢alisma plam ozeti

Deney Uygulanan Uygulanan Hayvan
Grubu Ilag Doz Sayisi
Serum Fizyolojik 10 mL/kg
Kontrol (K) (SF) (Sadece intraperitoneal 15
¢oziici) (i.p.)

PAR (P) Parasetamol 500 mg/kg .("p') 15
tek enjeksiyon
500 mg/kg (i.p.)

PAR + MitoTempo Parasetamol ve tek enjeksiyon + 15
(P+M) MitoTempo 20 mg/ kg (i.p.)
tek enjeksiyon

3.2.2. Mitokondriyel DNA izolasyonu

500 mg ile 1 g arasinda tartilan karaciger ya da bobrek dokusu, soguk PBS ¢ozeltisi
ile yikanarak dokunun i¢inde kalan kan uzaklastirilmis, ardindan makas ve bistiiri ile
kiigiik pargalara ayrilmistir. 30 mL’lik Cam Potter homojenizasyon tiipiine alinan
parcalanmis doku iizerine 15 mL soguk mitokondri izolasyon tamponu-1 (320 mM
sukroz, 20 mM Tris, 1 mM EGTA, 1 % BSA, pH 7.2) eklenmis ve teflon havaneli
yardimiyla 200 rpm’de (matkap yardimiyla) 5-10 vurus yapilarak doku homojenize
edilmistir. Homojenat hacmi ayn1 tamponla 30 mL’ye tamamlanarak +4°C’de 10 dk
boyunca 800 xg’de santrifiij edilmistir. Ust faz temiz bir santrifiij tiipiine aktarilip
ayni islem tekrarlanmigtir. Daha sonra st faz +4°C’de 10 dk boyunca 8,500 xg’de
santrifiij edilerek mitokondriyel fraksiyon c¢oktiiriilmiistiir. Mitokondriyel pellet 3
adet Eppendorf tiipe ayrilmis ve her bir tiipe 600 pL. DNaz I ve RNaz A igeren Mito-
DNaz tamponu eklenerek mitokondriler siispande edilmistir. 37°C’de 1 saat
inkiibasyon yapildiktan sonra mitokondriler +4°C’de 30 dk boyunca 13,000 xg hizda
santrifiij ile ¢oktiiriilmiistiir. Mito-DNaz tamponunun artiklarin1 gidermek igin 500
pL mitokondri izolasyon tamponu-2 ile mitokondriler yeniden siispande edilerek
+4°C’de 15 dk boyunca 13,000 xg hizda santrifiij edilmis ve bu yikama islemi bir
kez daha tekrarlanmistir. Onceden 56 °C'ye 1sitilmis 400 pL hidroliz tamponuna 0,02
mg/ml Proteinaz K ve 0,02 mg/mL RNaz A eklenmis ve mitokondriler bunun
icerisinde siispande edilerek 56°C'de 16 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda

mitokondri igeren tiipler oda sicakligina getirildikten sonra 100 pL potasyum asetat
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¢ozeltisi, ardindan 500 pL kloroform: izoamilalkol (24:1) (h/h) eklenerek tiipler 20
sn. boyunca alt iist edilerek karigtirllmistir. Oda sicakliginda 10 dk boyunca 13,000
Xg hizda santrifiij ile fazlar ayrilmistir. Ust fazlar dikkatli bir sekilde 1,5 mL’lik yeni
mikrosantrifiij tiiplere aktarilmistir. Ustlerine 100 pL RNaz A (1mg/mL) eklenip
37°C’de 45 dk. inkiibe edilmistir. Inkiibasyon bittikten sonra tiiplere 1 mL (2 hacim)
soguk absolii EtOH eklenmis ve tiipler 5 kere alt list edilmistir. -80°C’de 3 saat
inkiibasyondan sonra oda sicakliginda 15 dk boyunca 13,000 xg hizda santrifiij
sonucu pellet ‘‘mitokondriyel DNA’’ elde edilmistir. Elde edilen mtDNA, 500 pL
soguk %70’lik EtOH ile oda sicakliginda 5 dk 13,000 xg hizda santrifiij edilerek
yikama iglemi gerceklestirilmistir. Ayn1 adim tekrarlandiktan sonra iist faz tamamen
uzaklastinllip tlipte EtOH kalmamasi icin 2 dk boyunca tiiplerin agz1 acik
tutulmustur. mtDNA pelleti {lizerine otoklavlanmis bidistile su eklenerek ¢éziinmesi
saglanmustir. Izole edilen DNA analize kadar -20°C’de saklanmustir (Isokallio ve
Stewart, 2018).

3.2.3. Niikleer DNA izolasyonu

Karaciger ve bobrek dokusundan niikleer DNA izolasyonu i¢in ticari kit Thermo
Scientific™ GeneJET Genomic DNA Purification Kit kullanmilmis ve islem

basamaklari kit prosediiriine gore gerceklestirilmistir.

20 mg tartilan karaciger/bobrek dokusu, soguk PBS ¢ozeltisi ile yikanarak kanmdan
arindirilmis ve bistiiri ile kiiciik parcalara ayrilmistir. 2 mL’lik cam Potter
homojenizasyon tiipiine alinan pargalanmis doku iizerine 200 pL. homojenizasyon
tamponu eklenmis ve karaciger dokusu i¢in 10 vurus, bobrek dokusu i¢in 20 vurus
yapilarak dokunun iyice parcalanmasi saglanmistir. Homojenat mikrosantrifiij tiipe
aktarildiktan sonra {lizerine 180 pL hidroliz ¢ézeltisi eklenmis ve pipetle siispande
edilmistir. Ardindan 20 pl Proteinaz K ¢ozeltisi eklenip pipetle alt-iist yapilarak
tyice karistirllmigtir. Doku tamamen parcalanana ve higbir partikiil kalmayana kadar
hazirlanan 6rnek 56°C'de 3 saat boyunca sallanan inkiibatdrde inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon bittikten sonra Ornege 20 pL RNaz A eklenmis ve vorteksle
karistirildiktan sonra oda sicakliginda 10 dk inkiibe edilmistir. Ardindan 200 pL liziz
¢ozeltisi eklendikten sonra 15 sn boyunca vorteksle homojen bir karigim elde

edilinceye kadar karigtirilmigtir. Ornek {izerine 400 pL %350 etanol eklenip pipetle
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karigtirildiktan sonra hazirlanan lizat, altina toplama tiipii yerlestirilmis GeneJET
Genomik DNA saflastirma kolonuna aktarilmis ve 6000 xg'de 1 dk santrifiij
edilmistir. Altta toplanan siv1 ve toplama tiipii atilmis ve iistteki saflastirma kolonu
yeni bir toplama tiipiine yerlestirilmistir. Sonra 500 pL yikama tamponu I eklenip
8000 xg'de 1 dk santrifiij yapilmistir. Altta toplanan sivi uzaklastirildiktan sonra
saflagtirma kolonu toplama tiipiine geri yerlestirilmis ve devaminda 500 pL yikama
tamponu Il eklenip 12000 xg hizda 3 dk santrifiij edilmistir. Altta siv1 igeren toplama
tiipii atilmis ve GeneJET Genomik DNA saflastirma kolonu steril 1,5 mL’lik
mikrosantrifiij tiiptine aktarilmistir. Saflagtirma kolonu merkezine 200 pL eliisyon
tamponu eklendikten sonra oda sicakliginda 2 dk inkiibe edilmis ve 8000 xg'de 1 dk
santrifiij edilmistir. Maksimum DNA verimi i¢in eliisyon adimi, 200 pL eliisyon
tamponu ile tekrarlanmistir. Ustteki saflastirma kolonu atilmus, altta mikrosantrifiij

tiipiindeki izole edilmig DNA, analize kadar -20°C'de saklanmustir.

3.2.4. izole Edilen DNA’min Konsantrasyon ve Safiginin Belirlenmesi

Izole edilen DNA’nin konsantrasyonunun belirlenmesi ve safligmin kontrolii igin
DNA o6rneginden 2 uL almarak Nanodrop ND1000 cihazinda spektrofotometrik
olarak analiz edilmistir. Olgiimlerden once kor okuma islemi, DNA’nin
¢oziilmesinde kullanilan distile su veya TE tamponu ile yapilmistir. DNA

konsantrasyonu ng/puL cinsinden ifade edilmistir.

260 nm dalga boyunda DNA, 280 nm dalga boyunda ise proteinler maksimum
absorbansa  sahiptir.  Dolayisiyla ~ 260/280  absorbans  orani,  protein
kontaminasyonunun gostergesidir ve bu oran >1.8 oldugu zaman DNA Orneginin
kabul edilebilir saflikta oldugu kabul edilir. Niikleik asit safliginin ikincil bir dl¢iisii
olan 260/230 absorbans orani1 1.8-2.2 araliginda beklenmektedir. Bu oranin 1.8’den
kiigiik olmast DNA’da organik bilesenler veya kaotropik maddelerden kaynakl

kontaminasyon oldugunu gosterir (Desjardins ve Conklin, 2010).
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3.25. lzole Edilen DNA’mmm Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile
Cogaltilmasiyla Niikleer-Mitokondriyel Capraz Kontaminasyonunun
Belirlenmesi

Calismada kullanilan primerlerin sentezi, Karyon Biyoteknoloji firmasi (Izmir,
Tiirkiye) tarafindan gerceklestirilmistir. Mitokondriyel DNA’nin kodladigi 16S
rRNA, ND1 genleri ve niikleer DNA’nin kodladig1 hekzokinaz 2 ile prostaglandin E
reseptor 2 (PTGER;) genlerinin ¢ogaltilmasi i¢in Tablo 2’deki primerler
kullanilmistir. Ayrica C57BL/6 mtDNA sekanst dikkate alinarak tasarlanan
mitokondriyel DNA-B6 primerleri de ¢alismada kullanilmistir. Liyofilize halde olan
primerler son konsantrasyonlart 1000 uM olacak sekilde steril bidistile suda
¢Oziilmiistiir. Hazirlanan stok c¢ozeltilerden 1:40 oraninda diliisyon yapilarak 25 pM
konsantrasyonda calisma primerleri elde edilmistir. Stok primerler -20°C’de, calisma
primerleri +4°C’de saklanmistir. PCR reaksiyonu 25 pL hacimde Techne TC-Plus
thermal cycler cihazinda gergeklestirilmistir. PCR ic¢in hazirlanan karigima
otoklavlanmig bidistile su, 10x PCR tamponu, 50 mM MgCl;, 10 mM dNTP
karisimi, 25 pM forward primer, 25 pM reverse primer, 100-300 ng kalip DNA ve en
son Taq DNA Polimeraz (5U/pL) eklenmistir. Ornekler cihaza konulana kadar biitiin
islemler buz iizerinde gergeklestirilmistir. PCR karisimina eklenen miktarlar ve 25
uL hacimdeki final konsantrasyonlari, Tablo 3’te gosterilmistir. Negatif kontrol

(DNA eklenmemis 6rnek), her amplifikasyon setine dahil edilmistir.
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Tablo 2. Calismada kullanilan forward (F) ve reverse (R) primerler

Niikleer
Prostaglandin E

(R)

5’-GCCAGGAGAATGAGGTGGTC-3’

Fragment
Primer Ad1 Primer Dizisi uzunlugu | Referans
(b¢)
Mitokondriyel . 2o
165 rRNA (F) 5’-CCGCAAGGGAAAGATGAAAGAC-3 - (Quiros ve
ark., 2017)
Mitokondriyel | 5. 1cGTTTGGTTTCGGGGTTTC3"
16S rRNA (R)
Mitokondriyel . s
DNA-B6 (F) 5’-ACTATTTGCCAGAGAACTACTAGCCA-3 250 (Shitara ve
ark., 2017)
Mitokondriyel | 5. roTGTGCGTACTTCATTGCTC-3
DNA-B6 (R)
Mitokondriyel ) s
ND1 (F) 5’-CTAGCAGAAACAAACCGGGC-3 y (Quiros ve
ark., 2017)
Mitokondriyel | 5+ ccGGCTGCGTATTCTACGTT-3"
ND1 (R)
Niikleer 5’-GCCAGCCTCTCCTGATTTTAGTGT-3’
Hekzokinaz 2 (F) .
192 (Quiros ve
Niikl ark., 2017)
uxreer 5’ -GGGAACACAAAAGACCTCTTCTGG-3’
Hekzokinaz 2
(R)
Nikleer s s
. 5’-CCTGCTGCTTATCGTGGCTG-3
Prostaglandin E
(F) (Alcoser ve
189 ark., 2011)
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Tablo 3. PCR reaksiyonunda kullamlan bilesenler ve 25 pL reaksiyon hacminde final

konsantrasyonlari
PCR Bileseni Rezask;I3;0n KOHSZLQ?LsyOH

10 X PCR Tamponu 2.5ulL 1X
50 mM MgCl, 1.5 uL 3mM
10 mM dNTP Karigimi 0.5 uL 0.2mM
25 uM Forward Primer 0.5 uL 0.5 uM
25 uM Reverse Primer 0.5 uL 0.5 uM

Taq DNA Polimeraz 5U/ul 0.2 uL 1U

Kalip DNA 2-5uL 100-300 ng
Distile su taznsla}:lh;}r]jr.

DNA'’larin ¢ogaltilmasi i¢in asagida belirtilen kosullarda yapilmistir.

Basamak Adi Derece (°C) Siire

[k denatiirasyon 94 °C 1 dk 30 sn
Denatiirasyon 94 °C 30 sn

Primerlerin baglanmasi 56 °C 30 sn 30 dongii
Polimerizasyon uzamasi 72 °C 90 sn

Son uzama 72 °C 3dk

3.2.6. Agaroz Jel Elektroforezi

%1.8’lik (a/h) agaroz jel hazirlamak i¢in 0,72 g agaroz tartilarak erlenmayer igine
aktarilmig ve {lizerine 40 mL 1X TBE tamponu eklenmistir. Erlenmayerin agzi
parafilm ile kapatilip iizerinde igne ile delikler acildiktan sonra ¢ozelti mikrodalga

firinda 1s1tilmis ve agarozun tamamen tampon i¢inde ¢dziinmesi saglanmistir.

Jel kasete dokiilmeden oOnce Ornek sayisina uygun tarak secilip kasete
yerlestirilmistir. Jelin sogumasi i¢in kisa bir siire beklendikten sonra jel kasete

dokiilmiis ve katilagsmasi i¢in 30 dk beklenmistir. Jel tamamen katilastiktan sonra
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taraklar yavasega ¢ikartilmis ve i¢cinde 1X TBE tamponu bulunan elektroforez tankina
yerlestirilmistir. PCR iirlinleri 6X yiikleme boyasi ile iyice karistirilip kuyulara
yiiklenmistir. Jelin ilk kuyusuna uygun DNA molekiiler agirlik standarti da (50 bp
DNA ladder) yiiklendikten sonra gii¢c kaynagr 100 V’a ayarlanip 30 dk boyunca
elektroforez gergeklestirilmistir. Elektroforez islemi bitince jel tanktan dikkatlice
cikartilip plaka calkalayiciya aktarilmis, 0.5 pg/mL Et-Br iceren boyama ¢ozeltisi ile
20 dk boyunca boyanmis, ardindan distile su ile 10 dk boyunca yikama islemi
gergeklestirilmistir. Sonra UV 15181 altinda goriintiileme sistemi yardimiyla jeldeki

bantlarin goriintiilenmesi gergeklestirilmistir.

3.2.7. Niikleozid Hidrolitik Enzim Karisimi ile DNA Hidrolizi

Izole edilmis DNA’da 8-OHdG 6l¢iimii yapabilmek igin bu yapinin DNA’dan
serbestlesmesi gerektigi icin DNA molekiilii enzimatik olarak hidroliz edilmistir. Bu
amagcla Nucleoside Digestion Mix (NEB #M0649) protokoliine gore 1 ug DNA iceren
ornegi hidroliz edebilmek i¢in 1 pL enzim karisimi ve enzime ait 10X
konsantrasyonda tampondan 5 pL eklenmistir. Ardindan hacim, otoklavlanmis distile
su ile 50 pul’ye tamamlanmis ve 37°C’de 1 saat siireyle inkiibe edilerek hidroliz

islemi tamamlanmuistir.

3.2.8. lizole Edilmis DNA’da 8-OHdG Miktarimin ELISA Teknigi ile
Belirlenmesi

Bu ¢alismada karaciger ve bobrek dokularindan izole edilen nDNA ve mtDNA’daki
8-OHdG miktarinin 6l¢iimii i¢in Elabscience 8-OHdAG (8-Hydroxydeoxyguanosine)
ELISA Kit kullanilmustir.
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3.2.8.1. Yontemin Esasi

Bu kit yarismali ELISA prensibine gore calismaktadir. Kitin igeriginde bulunan
mikroplaka, 8-OHdAG ile onceden kaplanmigtir. Kuyulara eklenen o6rnek veya
standarttaki 8-OHdG, oOrnekten sonra kuyulara eklenen 8-OHdG’ye 6zgi
Biotinylated Detection Ab primer antikoruna baglanmak i¢in plakadaki 8-OHdG ile
yarismaya girer. Fazla konjugat ve plakaya baglanmamis ornek veya standart,
plakadan yikanarak uzaklastirilir. Ardindan enzimle isaretli sekonder antikor olan
Horseradish peroksidaz (HRP) ile konjuge Avidin kuyulara eklenir ve inkiibasyon
gerceklesir. Baglanmayan sekonder antikorlar yikama islemi ile ortamdan
uzaklastirillir ve TMB substrat ¢ozeltisi eklenir. Enzim ile substrat arasindaki
reaksiyon, durdurma ¢ézeltisi eklenerek sonlandirilir ve olusan renk degisimi
spektrofotometrik olarak 450 nm dalga boyunda 6l¢iiliir. Olusan rengin yogunlugu,

ornekte bulunan 8-OHdG konsantrasyonu ile ters orantilidir.

3.2.8.2. Deney Basamaklar

Deneye baslamadan once biitiin reaktifler oda sicakligina getirilir. Konsantre halde
olan yikama tamponu distile su ile, Biotinylated Detection antikoru ve HRP
konjugat1 ise kitin i¢inde bulunan kendilerine ait ¢ozeltilerle kit protokoliine uygun
seyreltilerek calisma c¢ozeltileri elde edilir. Sonra standart ¢dzelti hazirlamak igin
kitin i¢inden ¢ikan liyofilize halde olan referans standart 8-OHdG, yine kitin i¢inde
bulunan ¢oziiciisiinden 1 mL eklenerek ¢oziiliir ve 100 ng/mL konsantrasyonda stok
¢ozelti elde edilmistir. Ardindan seri diliisyonlarla 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56 ve 0
ng/mL konsantrasyonlarda Sekil 4’te gosterilen standart ¢ozeltiler elde edilir. Son tiip

blank olarak diisiiniildiigii i¢in standart eklenmemistir.
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500pL  SO0uL  500pL  500uL  500pL  S00uL

Referans _ _
Standart

[ —|

- @ @ |
100 ng/ml. 50 25 1 6. 3.13 1.56 0

25 25
ngml ngml ngml ngml ngml ngml ngml
Sekil 4. ELISA test kiti 8-OHdG standartlarinin seri diliisyon ile hazirlanisi.

Deney basamaklar1 kit protokoliine uygun olarak asagida belirtilen sekilde
gerceklestirilmistir:

1) Once hazirlanan standart ¢ozeltiler, 50 pL hacimde ilk 2 sirada yer alan kuyulara
eklenmistir. Ardindan diger kuyulara analiz edilecek 6rnekler yine 50 pL hacimde

eklenmistir.

2) Kuyulara hemen 50 pL biotinylated detection Ab ¢alisma ¢ozeltisi eklenmistir.
Plaka kitin iginde bulunan yapiskanli bantla kapatilmig ve 37°C 'de 45 dk inkube

edilmistir.

3) Inkiibasyon bittikten sonra her bir kuyudan ¢dzelti uzaklastirilmistir ve 350 pL
vikama ¢ozeltisi eklenmistir. 2 dakika bekledikten sonra yikama cozeltisi de her bir
kuyudan uzaklastiritlmis ve plaka temiz kagit pegete lizerine ters c¢evrilerek yikama

¢Ozeltisinin tamamen akmasi saglanmistir, bu yikama adimi 3 kez tekrarlanmustir.

4) Her bir kuyuya 100 pL HRP Konjuge ¢alisma ¢ozeltisi eklenmistir. Plaka
yapiskanli bant ile kapatilip 37°C'de 30 dk siireyle inkiibasyona birakilmistir.

5) Inkiibasyon bitince 3. adimda anlatildig1 gibi yikama islemi 5 kez tekrarlanmustir.

6) Kuyulara 90 uL substrat ¢ozeltisi eklenmistir. Plaka yeni bir yapiskanl bant ile
kaplandiktan sonra 37°C'de 15 dk siireyle inkiibe edilmistir. inkiibasyon sirasinda

plaka 1s1iktan korunmustur.
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7) Reaksiyonun sonlandirilmasi igin her kuyuya 50 pL durdurma c¢ozeltisi

eklenmistir.

8) Absorbans degerleri 450 nm’de plaka okuyucuda okunmustur. Standart ¢ozeltiden
olusturulan kalibrasyon grafigi ile absorbans degeri grafikte yerine konularak

orneklerin 8-OHdG konsantrasyonlar1 hesaplanmustir.

3.2.9. Histopatolojik Analiz

Fareler 6tenazi edildikten sonra ¢ikartilan bobrek dokular1 %10°luk formalin ¢ozeltisi
icinde 24 saat boyunca tespit edilmistir. Siire sonunda sabit doku 6rnekleri parafin
icine gOmiilmistiir. Parafin bloklardan alinan 5 pm kalinhigindaki kesitler
Hematoksilen-Eozin (H&E) ile boyandiktan sonra histopatolojik inceleme

yapilmistir.

3.2.10. istatistiksel Degerlendirme

[statistiksel analizler GraphPad Prism 8.4 programi kullanilarak yapilmustir. Verilerin
normallik dagilimin1 kontrol etmek i¢in Shapiro-Wilk testi kullanilmigstir. Veriler
ortalama deger +standart hata olarak ifade edilmistir. Ortalamalar arasindaki farkin
Oonem testi olarak Student t- testi uygulanmistir. Hesaplamalarda istatistiksel olarak
anlamlilik derecesi, p degerinin 0.05’ten daha kii¢iikk oldugu durumlarda kabul

edilmistir.
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Bulgular
4.1. On Uyumlandirma Calismas1 Bulgular:

DNA hasarim1 belirlemek icin gerekli olan ilk adim biyolojik 6rnekten DNA
izolasyonunu gerceklestirmektir. Biyolojik 6rnek olarak doku, kan, idrar ve diger
viicut sivilart kullanilarak gesitli izolasyon protokolleri ya da ticari kitler aracilifiyla
DNA izole edilebilmektedir. Bu ¢alismaya baslamadan oOnce literatiirdeki DNA
izolasyon protokolleri arastirilarak en uygun yontemin belirlenmesi i¢in bazi 6n
caligmalar yapilmistir. Dokudan DNA izolasyonu gerceklestirilecegi icin
homojenizasyon agsamasina Ozellikle dikkat edilmis ve farkli rpm, vurus sayilari,
doku miktarlar1 ile optimizasyon calismalari gergeklestirilmistir. Bu c¢alismalar
sonucunda mtDNA izolasyonu icin Yontem kisminda anlatildigi gibi diferansiyel
santrifiijle 6nce mitokondrinin elde edilmesi ardindan DNaz kullanilarak ortamdan
nDNA’nin uzaklastirilmasi ve sonunda saf mtDNA eldesi saglanmistir. nDNA
izolasyonu gerceklestirilirken ticari kit tercih edilmistir. Kit ile izolasyon, fenol-
kloroform ekstraksiyonlarin1 ve zaman alict alkol ile DNA’nin c¢oktiiriilmesi
basamaklarini ortadan kaldirmaktadir. Ancak kit protokoliinde belirtilen doku miktari
ile (20 mg) izolasyona baslandig1 ve kitin iceriginde bulunan saflastirma kolonunun
kapasitesi belirtilen miktari agsmaya uygun olmadigi i¢in verim oldukea diisiiktiir. Bu
nedenle elde edilen DNA’y1 daha konsantre hale getirmek i¢in SpeedVac vakum
cihazinda ¢oziicii ortamdan uzaklastirilmis ve daha az miktarda ¢oziiciiyle nDNA

¢Oziindiirilmiistiir.

4.1.1. izole Edilen DNA’nin Konsantrasyonu ve Safhigina Ait Bulgular

Yontem kisminda belirtilen DNA izolasyon protokollerinin optimizasyonu
(uyumlandirilmasi) ve yeterli saflikta DNA eldesi i¢in uygun oldugunu test etmek
amaciyla in vivo deneyler, 2 asamada gergeklestirilmistir. Bu calismada yer alan
kontrol grubu ve parasetamol grubuna ait bobrek dokularindan izole edilen mtDNA
ve nDNA’nin nanodrop ile 6l¢iim sonuglar1 Tablo 4’te gdsterilmistir. 260/280 orani
DNA’daki genellikle protein kontaminasyonu gostergesi olarak kullanilirken,
260/230 orani ise DNA’da deneysel ¢ozelti kaynakli bulunabilecek fenol, tuz ve

benzeri maddelerin seviyesinin belirlenmesinde  kullanilmaktadir.  Sonuglar
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incelendiginde 260/280 ve 260/230 oranlarinin PAR mtDNA-2 6rnegi disinda kabul

edilebilir diizeylerde oldugu goriilmektedir.

Tablo 4. Fare bobrek dokusundan izole edilen mtDNA ve nDNA’nin nanodrop dlgiim

sonuglari
DNA DNA 260/280 260/230
Deney Grubu Konsantrasyonu | Miktari (nm) (nm)
(ng/pL) (ng)
Kontrol mtDNA 347,8 17,3 19 2,1
PAR mtDNA-1 46,2 2,3 1,8 1,81
PAR mtDNA-2 64,8 3,2 1,69 1,2
Kontrol nDNA 9,95 2 2,01 2,07
PAR nDNA-1 26,08 5,2 2,03 2,3
PAR nDNA-2 28,84 58 1,94 2,29

4.1.2. DNA’da 8-OHdG Miktarimin ELISA Teknigi ile Belirlenmesine Ait
Bulgular

DNA izole edildikten sonra bazlarda veya niikleozitlerde olusan oksidatif hasarin
belirlenebilmesi i¢in bunlarin serbestlesmesi saglanmalidir. Bu ylizden enzimatik
yolla veya bir asit/baz kullanilarak DNA hidroliz edilmektedir. Bu c¢alismada
hidroliz, literatiirde birgok ¢alismada da kullanilan enzim karistmi (NEB M0649)
aracihigiyla 1 pg DNA’da gergeklestirilmistir (Czernecki ve ark., 2021; Krueger ve
ark., 2022; Mposhi ve ark., 2022). Hidroliz isleminden sonra serbestlesen 8-OHdG
miktart ELISA teknigi ile ol¢iilmiistiir.
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4.1.2.1. On Uyumlandirma Cahsmasimin Kalibrasyon Grafigi

8-OHdG o6l¢iimii icin kullanilan ticari kitin 6nerdigi sekilde standartlar ikili sekilde
calisilmigtir. Kalibrasyon egrisi olusturmak i¢in kullanilan standartlar 100, 50, 25,
12.5, 6.25, 3.13, 1.56 ve 0 ng/mL konsantrasyonda hazirlanmistir, bunun i¢in 6nce en
konsantre ¢ozelti olan 100 ng/mL hazirlanmis, diger ¢ozeltiler bu ¢ozeltiden bir seri
diliisyonla elde edilmistir. Sekil 5’te dort parametreli lojistik modele gore ¢izilen
kalibrasyon egrisi gosterilmektedir. Tablo 5’te ¢izilen egrinin denklemi, denkleme ait

veriler ve denklemdeki regresyon katsayisi (RZ) verilmistir.

;

Absorbans (450nm)

0.01 4y T T T
0.1 1 10 100

8-OHdG Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 5. On uyumlandirma ¢aligmasinda kullanilan 8-OHdG kalibrasyon egrisi

Tablo 5. Kalibrasyon egrisinin denklemi, denkleme ait veriler ve regresyon katsayis1 (R%)

Denklem Y = Az + (Ar-A)/(1+(X/%0)"p)
A 2,362653 +0,03317

A, 10,0941 + 0,07734

Yo 1035216 + 0,92355

p 0,95146 + 0,06122

R2 0,99898
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4.1.2.2. Bobrek Dokusundan izole Edilen DNA’da 8-OHdG Miktar1 Tayini

Kontrol ve parasetamol grubuna ait bobrek dokularindan izole edilen DNA 6rnekleri
enzimatik olarak hidroliz edilmis, ardindan ELISA teknigi ile igeriklerindeki 8-
OHdG miktar1 belirlenmistir. PAR grubu 8-OHdG miktar1 Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda hem mtDNA hem de nDNA’da istatiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamastir (Sekil 6).

Bibrek Dokusu mtDNA
A 00010
- _
P 0.0008
=
g‘l 0.0006
? — 1
—  0.0004
2
o= 5
) 0.0002
o
00000 - T
Kontrol PAR
Bobrek Dokusu nDNA
B
0.0006
%
ot 00004
8
of
g
E 0.0002
un
o
o
0.0000- T
Kontrol PAR

Sekil 6. Fare bobrek dokusundan izole edilen mitokondriyel ve niikleer DNA’da ELISA
teknigi ile Olglilen 8-OHdG miktarlari. A: Fare bobrek dokusundan izole edilen

mitokondriyel DNA; B: Fare bobrek dokusundan izole edilen niikleer DNA.
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4.2. Esas Calismaya Ait Bulgular

4.2.1. izole Edilen DNA’nin Konsantrasyonu ve Safhigina Ait Bulgular

On deneme calismasinda gergeklestirildigi gibi DNA konsantrasyonu, 260/280 ve
260/230 oranlar1 belirlenmistir. Bu ¢alismaya Kontrol ve PAR grubunun yaninda
MitoTempo grubu da dahil edilmistir. Farelerin hem bobrek hem de karaciger
dokularindan DNA izolasyonu ger¢eklestirilmistir. Tablo 6 ve 7°de verilen nanodrop
Olciim sonuglart incelendiginde 260/280 oranlart DNA safligi icin istenen 1.8-2
araliginda oldugu goriilmistiir. 260/230 oranlart da DNA 6rnekleri igin istenen 1.8-

2.2 araligina uygun veya bu araliga ¢ok yakin bir sonu¢ vermistir.

Tablo 6. Fare BOBREK dokusundan izole edilen mtDNA ve nDNA’nin nanodrop 8lgiim

sonuglari
Deney Grubu Konsaalt\lrgsyonu M[;llzlt':‘rl 26(3%21;30 2ezg/nz§o
(ng/pL) (ng)

Kontrol mtDNA 442,79 22,1 1,88 2,06

PAR MtDNA 336,34 235 1,84 1,66

MitoTempo mtDNA 344,88 20,6 1,81 1,92

Kontrol nDNA 120,67 12,06 2,1 1,78

PAR nDNA 147,27 14,7 2,04 1,9

MitoTempo nDNA 158,78 15,8 2,02 1,85
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Tablo 7. Fare KARACIGER dokusundan izole edilen mtDNA ve nDNA’nin nanodrop

Ol¢lim sonuglari

Deney Grubu Konsa?]lt\lrgsyonu MDillzlt':n 2((52/; ?O 2(22/;?0
(ng/uL) (ng)

Kontrol mtDNA 2780,41 83,4 191 1,73
PAR MtDNA 1972,64 59,1 1,01 2,31
MitoTempo mtDNA 2086,27 62,5 191 2,27
Kontrol nDNA 74,9 7,4 1,92 1,83
PAR nDNA 58,36 5,8 2 1,8
MitoTempo nDNA 69,72 6,9 2 1,84

4.2.2. PCR ile Cogaltilan DNA Orneklerinin Agaroz Jel Elektroforezine ait
Bulgular

[zolatlarin hedeflendigi gibi niikleer ya da mitokondriyel DNA olup olmadiklarini
kanitlamak ve 1zole edilen DNA’larin birbirini kontamine edip etmedigini belirlemek
i¢cin literatiirden secilen primerler ile Yontem kisminda anlatilan kosullarda PCR
islemi gercgeklestirilmistir. Bu yontem spesifik bir DNA pargasinin primerler
aracilifiyla istenen gen boélgesinin enzimatik olarak c¢ogaltilmasi seklinde ifade
edilmektedir. PCR reaksiyonu temelde 3 asamadan meydana gelmektedir. Ilk
basamakta kalip DNA yiiksek sicakliklarda (94-96°C) denatiirasyona ugrayip tek
iplikli hale dontigmektedir. Ardindan sicaklik 37-65°C’ye disiiriilerek tek iplikli
DNA molekiilleri iizerinde spesifik olarak hedef dizilere primerlerin baglanmasi
(annealing) adimi gergeklesir. PCR’in son basamaginda DNA zincilerine tutunan
primerlerin DNA polimeraz araciligiyla uzamasit ve sonucunda da DNA sentezi

gerceklesmis olur.
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4.2.2.1. Bobrekten izole Edilen DNA’min PCR ile Cogaltilmasiyla Olusan
Uriinlerin Agaroz Jel Gériintiileri

Bobrek dokusundan izole edildikten sonra PCR ile ¢cogaltilan DNA &rnekleri, agaroz
jelde goriintiilenmistir. Agaroz jel goriintiilerinin sol tarafindaki 50 baz ¢ifti DNA
ladder goriintiisti (Thermo Fisher, SM0371) kendi deneysel calismamizda elde
ettigimiz goriintiileri karsilastirmak i¢in verilmistir. Mitokondriyel DNA i¢in secilen
primerlerle gogaltilan 6rneklerin jel goriintiileri incelendiginde beklenen bdlgelerde
bantlar olustugu goriilmustiir (Sekil 7-15, 1-3 numarali hatlar). Ancak niikleer DNA
orneklerinin bu primerlerle ¢ogalmasini beklemedigimiz halde mtDNA orneklerine
gore daha az yogunlukta olsa da bantlar gozlenmistir (Sekil 7-9, 4-6 numarali hatlar).
Niikleer DNA primerleri ile ger¢eklesen PCR sonucu niikleer DNA 6rneklerinde

¢ogalma gozlenirken mitokondriyel DNA o6rneklerinde bir bant goriilmemistir.
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Sekil 7. Mitokondriyel 16S rRNA primeri (132 baz ¢ifti) kullanilarak gergeklestirilen PCR
deneyinin agaroz jel goriintiisii. 1: Kontrol grubu mtDNA, 2: MitoTempo grubu mtDNA, 3:
PAR grubu mtDNA, 4: Kontrol grubu nDNA, 5:MitoTempo grubu nDNA, 6:PAR grubu
nDNA, 7:Negatif Kontrol (DNA i¢ermeyen o6rnek)
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Sekil 8. Mitokondriyel ND1 primeri (84 baz cifti) kullanilarak gerceklestirilen PCR
deneyinin agaroz jel goriintiisii. 1: Kontrol grubu mtDNA, 2: MitoTempo grubu mtDNA, 3:
PAR grubu mtDNA, 4: Kontrol grubu nDNA, 5: MitoTempo grubu nDNA, 6: PAR grubu
nDNA, 7: Negatif Kontrol (DNA igermeyen 6rnek)

1000
/ 900
7 800
700
600
500
400
300
250
200
150
- 100

50

Sekil 9. Mitokondriyel DNA-B6 primeri (359 baz cifti) kullanilarak gergeklestirilen PCR
deneyinin agaroz jel goriintiisii. 1: Kontrol grubu mtDNA, 2: MitoTempo grubu mtDNA, 3:
PAR grubu mtDNA, 4: Kontrol grubu nDNA, 5: MitoTempo grubu nDNA, 6: PAR grubu
nDNA, 7: Negatif Kontrol (DNA igermeyen 6rnek)
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Sekil 10. Niikleer Hekzokinaz 2 primeri (122 baz ¢ifti) kullanilarak gerceklestirilen PCR
deneyinin agaroz jel goriintiisii. 1: Kontrol grubu mtDNA, 2: MitoTempo grubu mtDNA, 3:
PAR grubu mtDNA, 4: Kontrol grubu nDNA, 5: MitoTempo grubu nDNA, 6: PAR grubu
nDNA, 7: Negatif Kontrol (DNA igermeyen 6rnek)

Sekil 11. Niikleer Prostaglandin E primeri (189 baz ¢ifti) kullanilarak gerceklestirilen PCR
deneyinin agaroz jel goriintiisii. 1: Kontrol grubu mtDNA, 2: MitoTempo grubu mtDNA, 3:
PAR grubu mtDNA
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Sekil 12. Niikleer Prostaglandin E primeri (189 baz gifti) kullanilarak gerceklestirilen PCR
deneyinin agaroz jel goriintiisii. 1: Negatif Kontrol, 2: Kontrol grubu nDNA, 3: MitoTempo
grubu nDNA, 4: PAR grubu nDNA

4.2.2.2. Karacigerden izole Edilen DNA’min PCR ile Cogaltilmasiyla Olusan
Uriinlerin Agaroz Jel Gériintiileri

Karaciger dokusundan izole edildikten sonra PCR ile g¢ogaltilan DNA oOrnekleri
agaroz jelde kontrol edilmistir. Agaroz jel goriintiilerinin sol tarafindaki 50 baz ¢ifti
DNA ladder goriintiisii (Thermo Fisher, SM0371) kendi deneysel ¢calismamizda elde
ettigimiz goriintiileri karsilastirmak i¢in verilmistir. Bobrek dokusunda oldugu gibi
mitokondriyel DNA i¢in secilen primerlerle c¢ogaltilan Orneklerin jel goriintiileri
incelendiginde beklenen bdlgelerde bantlar olustugu goriilmiistiir. Ancak niikleer
DNA o6rneklerinin bu primerlerle ¢ogalmasi beklenmedigi halde mtDNA 6rneklerine
gore daha az yogunlukta olsa da bir bant verdigi goriilmiistiir. Niikleer DNA
primerleri ile gergeklesen PCR sonucu niikleer DNA o6rneklerinde ¢ogalma
gozlenirken mitokondriyel DNA 6rneklerinde herhangi bir ¢ogalma gergeklesmemis

ve dolayisiyla bir bant goriilmemistir.
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Sekil 13. Mitokondriyel 16S rRNA primeri (132 baz ¢ifti) kullanilarak gergeklestirilen PCR
deneyinin agaroz jel goriintiisii. 1: Kontrol grubu mtDNA, 2: MitoTempo grubu mtDNA, 3:
PAR grubu mtDNA, 4: Kontrol grubu nDNA, 5: MitoTempo grubu nDNA, 6: PAR grubu
NDNA, 7: Negatif Kontrol (DNA i¢ermeyen 6rnek)
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Sekil 14. Mitokondriyel ND1 primeri (84 baz ¢ifti) kullanilarak gergeklestirilen PCR
deneyinin agaroz jel goriintiisii. 1: Kontrol grubu mtDNA, 2: MitoTempo grubu mtDNA, 3:
PAR grubu mtDNA, 4: Kontrol grubu nDNA, 5: MitoTempo grubu nDNA, 6: PAR grubu

NDNA, 7: Negatif Kontrol (DNA igermeyen 6rnek)
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Sekil 15. Mitokondriyel DNA-B6 primeri (359 baz ¢ifti) kullanilarak gergeklestirilen PCR
deneyinin agaroz jel goriintiisii. 1: Kontrol grubu mtDNA, 2: MitoTempo grubu mtDNA, 3:
PAR grubu mtDNA, 4: Kontrol grubu nDNA, 5: MitoTempo grubu nDNA, 6: PAR grubu
NDNA, 7: Negatif Kontrol (DNA igermeyen 6rnek)
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Sekil 16. Niikleer Hekzokinaz 2 primeri (122 baz ¢ifti) kullanilarak gergeklestirilen PCR
deneyinin agaroz jel goriintiisti. 1: Kontrol grubu mtDNA, 2: MitoTempo grubu mtDNA, 3:

Kontrol grubu nDNA, 4: PAR grubu nDNA, 5: MitoTempo grubu nDNA, 6: Negatif Kontrol
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Sekil 17. Niikleer Prostaglandin E primeri (189 baz ¢ifti) kullanilarak gergeklestirilen PCR
deneyinin agaroz jel goriintiisii. 1: Kontrol grubu mtDNA, 2: MitoTempo grubu mtDNA, 3:
PAR grubu mtDNA, 4: Kontrol grubu nDNA, 5: MitoTempo grubu nDNA, 6: PAR grubu
nDNA, 7: Negatif Kontrol (DNA igermeyen 6rnek)

4.2.3. DNA’da 8-OHdG Miktarimin ELISA Teknigi ile Belirlenmesine Ait

Bulgular

4.2.3.1. Kalibrasyon Grafigi

On uyumlandirma c¢alismasinda yapildigi gibi 8-OHdG miktarinin belirlenmesi igin
ticari kitin Onerdigi sekilde kalibrasyon standart ¢ozeltileri ikili hazirlanmis ve
calisilmigtir. Kalibrasyon egrisi i¢in kullanilan standartlar 100, 50, 25, 12.5, 6.25,
3.13, 1.56 ve 0 ng/mL konsantrasyon araligindadir. Sekil 18’de dort parametreli
lojistik modele gore ¢izilen kalibrasyon egrisi ve Tablo 8’de ¢izilen egrinin

denklemi, denkleme ait veriler ve denklemdeki regresyon katsayisi (R?) verilmistir.
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Sekil 18. Esas Calismaya Ait Kalibrasyon Egrisi

Tablo 8. Kalibrasyon egrisinin denklemi, denkleme ait veriler ve regresyon katsayis1 (R%)

Denklem y = Ay + (A-A)/(1+(X/X0)"p)
A; 2,74331 £ 0,10735

A -0,32656 + 0,38235

Xo 20,93079 + 5,76432

p 1,11557 +0,23585

R? 0,99162

4.2.3.2. Bébrekten Izole Edilen DNA’da 8-OHdG Miktar1 Tayini

llag uygulamasindan 24 saat sonra Otenazi edilen farelerin Kontrol, PAR ve
MitoTempo grubuna ait bobrek dokularindan izole edilen DNA enzimatik olarak
hidroliz edilmis ve ardindan 8-OHdG miktarlar1 ELISA teknigi ile belirlenmistir.
Sekil 19’da gosterilen PAR ve MitoTempo grubunun bdbrek dokusundan izole edilen
mtDNA’nin 8-OHdG igerigi kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatiksel olarak

anlamli bir fark goriilmemistir.
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Sekil 19. Fare bobrek dokusundan izole edilen mitokondriyel DNA’da ELISA teknigi ile
dlgiilen 8-OHdG miktarlar1. izole edilmis DNA, 1 saat 37°C’de enzim karisinu ile inkiibe
edilip hidroliz islemi tamamlandiktan sonra ELISA kit araciligiyla 450 nm’de her bir 6rnegin
yaptig1 aborbans 6lgiilmiis, devaminda 6rneklerin 8-OHdAG miktarlari, kalibrasyon ¢ozeltileri
ile elde edilen kalibrasyon dogrusu denklemi araciligiyla hesaplanmigtir. Hesaplama sonucu
bulunan DNA miktarlari, her bir 6rnegin ng DNA miktarina bdliinerek normalize edilmis ve

grafige gecirilmistir.

Sekil 20°de gosterilen PAR ve MitoTempo grubundaki hayvanlarin  bobrek
dokularindan izole edilen nDNA’nin 8-OHdAG igerigi, ila¢ uygulanmayan kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda PAR grubu DNA’sinda kontrol grubuna kiyasla %39
oraninda daha diisiik 8-OHdG oldugu gozlenmistir. MitoTempo grubunda ise Kontrol
grubuna kiyasla 6nemli bir fark gozlenmezken PAR grubuna kiyasla anlamli diizeyde
yiiksek diizeyler belirlenmistir. MitoTempo grubu PAR grubu ile kiyaslandiginda 8-
OHdAG miktar1 PAR’dan sonra MitoTempo uygulanan farelerde %120 oraninda bir
artis meydana gelmistir (Sekil 20).
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Sekil 20. Fare bobrek dokusundan izole edilen niikleer DNA’da ELISA teknigi ile dlgiilen
8-OHdG miktarlar1. Izole edilmis DNA, 1 saat 37°C’de enzim karisimu ile inkiibe edilip
hidroliz islemi tamamlandiktan sonra ELISA kit araciligiyla 450 nm’de her bir 6rnegin
yaptig1 aborbans 6lgiilmiis, devaminda 6rneklerin 8-OHdAG miktarlari, kalibrasyon ¢ozeltileri
ile elde edilen kalibrasyon dogrusu denklemi araciligiyla hesaplanmigtir. Hesaplama sonucu
bulunan 8-OHdG miktarlari, her bir 6rnegin ng DNA miktarina boliinerek normalize edilmis

ve grafige gecirilmistir (*, kontrol grubuna gore *p < 0.05; ¥, PAR grubuna gére “p < 0.05).

4.2.3.3. Karacigerden izole Edilen DNA’da 8-OHdG Miktar1 Tayini

[lag uygulamasindan 24 saat sonra Otenazi edilen farelerin Kontrol, PAR ve
MitoTempo grubuna ait karaciger dokularindan izole edilen DNA 6rnekleri enzimatik
olarak hidroliz edilmis, ardindan ELISA teknigi ile 8-OHdG miktar1 belirlenmistir.
Kontrol ve PAR grubu arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir. Her ne kadar
MitoTempo grubunda o6l¢giilen 8-OHdG miktar1 Kontrol ve PAR grubuna nazaran
olduke¢a diisiik goriinmekte ise de her bir grupta iiclii ¢alisilan 6rneklerin standart

sapma degerlerinin yiliksek olmasi nedeniyle bu fark, istatistiksel olarak Onemli
degildir (Sekil 21).
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Sekil 21. Fare karaciger dokusundan izole edilen mitokondriyel DNA’da ELISA teknigi ile
olgiilen 8-OHAG miktarlar1. izole edilmis DNA, 1 saat 37°C’de enzim karisinu ile inkiibe
edilip hidroliz iglemi tamamlandiktan sonra ELISA kit araciligryla 450 nm’de her bir 6rnegin
yaptig1 aborbans 6l¢iilmiis, devaminda 6rneklerin 8-OHdAG miktarlari, kalibrasyon ¢ozeltileri
ile elde edilen kalibrasyon dogrusu denklemi araciligiyla hesaplanmistir. Hesaplama sonucu
bulunan 8-OHdG miktarlari, her bir 6rnegin ng DNA miktarina béliinerek normalize edilmis

ve grafige gecirilmistir.
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Sekil 22. Fare karaciger dokusundan izole edilen niikleer DNA’da ELISA teknigi ile
dlgiilen 8-OHdG miktarlar1. izole edilmis DNA, 1 saat 37°C’de enzim karisinu ile inkiibe
edilip hidroliz islemi tamamlandiktan sonra ELISA kit araciligiyla 450 nm’de her bir 6rnegin
yaptig1 aborbans 6l¢iilmiis, devaminda 6rneklerin 8-OHdG miktarlari, kalibrasyon ¢ozeltileri
ile elde edilen kalibrasyon dogrusu denklemi araciligiyla hesaplanmistir. Hesaplama sonucu
bulunan 8-OHdG miktarlari, her bir 6rnegin ng DNA miktarina béliinerek normalize edilmis

ve grafige gegirilmistir (*, kontrol grubuna gore *p < 0.05; ¥, PAR grubuna gére “p < 0.05).

PAR ve MitoTempo gruplarinin karaciger dokusundan izole edilen nDNA
orneklerinde Ol¢iilen 8-OHdG miktarlari, ilag uygulanmayan kontrol grubu ile ayr
ayr1 karsilastirildiginda PAR grubunda anlamli bir fark gozlenmezken MitoTempo
grubunda %85 oraninda istatistiksel olarak anlamli derecede azalma gozlenmistir.
MitoTempo ve PAR grubu kiyaslandiginda ise PAR’dan sonra MitoTempo uygulanan
farelerde %76.5 oraninda meydana gelen 8-OHdG miktarinin anlamli derecede

azaldig1 gosterilmistir (Sekil 22).
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4.2.4. Histopatolojik Analiz Bulgulari
Kontrol, PAR ve MitoTempo gruplarina ait bobrek dokusu 6rneklerinin histopatolojik

analiz goriintiileri, Sekil 23’te gdsterilmistir.

Histopatolojik analiz bulgular incelendiginde Kontrol grubundaki bobrek dokusunda
glomeriiliis ve Bowman kapsiilii olagan izlenirken, PAR grubunda glomeriilislerde
selliilaritede artis ve mezengial hiicrelerde aktivasyon gozlenmistir, ayrica Bowman
kapsiiliinde daralma da mevcuttur. MitoTempo grubunda ise Bowman kapsiiliinde
daralma devam ederken mezengial hiicrelerdeki aktivasyonun azaldigi ancak

kapillerde dilatasyon meydana geldigi gortilmiistiir.
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Sekil 23. Bobrek dokusuna ait histopatolojik analiz goriintiileri. A: Kontrol grubu, Bowman
kapsiilti ve glomertiliis (okun isaret ettigi alan) B: Parasetamol grubu, daralmis
Bowman kapsiilii ve mezengial hiicre aktivasyonu (okun isaret ettigi alan) C:
Parasetamol+MitoTempo grubu, daralmig Bowman kapsiilii ve kapiller dilatasyon
(okun igaret ettigi alan). Biiyiitme boyutu 60X.
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Tartisma
Bu tez calismasi tiim diinyada 60 yila yakin bir zamandir kullanimda olan
parasetamoliin hepatotoksik ve nefrotoksik tek doz maruz-kalimda niikleer ve
mitokondriyel DNA’da oksidatif baz hasarina neden olup olmadigini ortaya koymak
amaciyla yapilmistir. Bu amagla parasetamole bagli akut karaciger ve bdbrek
hasarinin olustugu C57BL/6J fare modeli kullanilmigtir. Parasetamol kaynakli
karaciger hasar1 mekanizmasinda mitokondriyel oksidatif stres 6nemli rol oynadigi
icin organizmada mitokondrilere hedeflenen bir antioksidan olan MitoTempo’nun
gerek karaciger gerekse bobrek dokusunda niikleer ve mitokondriyel baz hasari

tizerindeki etkisi incelenmistir.

Parasetamol terapétik dozlarda kullamldiginda basta Amerikan Gida ve Ilag Dairesi
(FDA) olmak tizere diger birgok ulusal saglik otoritesi ve saglik uzmanlar tarafindan
da insan saglig1 agisindan giivenli ve etkili bir analjezik-antipiretik ilag olarak kabul
edilmektedir. Tezgah isti ilag (OTC, over the counter) olarak ve basta bas agrisina
kars1 olmak {izere regete gerektirmeden alinabilmekte ve ¢ok fazla sayida insan
tarafindan kullanilmaktadir. Bu regetesiz kullaniminin yani sira regeteye bagli olarak
kanser ya da romatoid artrit agris1 yonetimi gibi farkli durumlarda da kullanimi
vardir. 1950 yilindan beri hamilelik doneminde ve bebeklerde dahi giivenli bir
sekilde kullanilan bu ilacin en 1iy1 bilenen toksik etkisi, doz asim1 durumunda neden
oldugu ve 6liimle sonuclanabilen akut karaciger hasaridir. ilk fark edildigi 1966
yilindan sonraki yillarda parasetamoliin aslinda bobreklerde de toksik etkisi oldugu
fark edilmis, ancak 6liimciil olabilen karaciger toksisitesi yaninda bdbrek toksisitesi
fazla 6nemsenmemistir. Bunun nedenleri arasinda Ingiltere kaynakli 1983 tarihli bir
makalede asir1 doz parasetamol vakalarinda bobrek toksisitesi goriilme sikliginin
%1-2 gibi ¢ok diisiik bir oranda bildirilmis olmasi da vardir (Prescott, 1983). Uzunca
yillar bu makaleye atfen bdbrek toksisitesi ¢ok Onemsenmemis, ancak zaman
igerisinde parasetamol doz asimi vakalarina iliskin biriken klinik verilerin dikkat
cekmesiyle konu tekrar incelenmeye baslamistir. Sonucta doz asimi durumlarinda
aslinda bobrek toksisitesi goriilme sikliginin %10 ile %79 gibi oldukga yiiksek bir
aralikta oldugu anlagilmistir (Mour ve ark., 2005; Pakravan ve ark., 2009; Curry ve
ark., 2015). ilk makaledeki geliskili sonucun nedeninin o arastirmanin Ingiltere’de
oldukca kiiciik bir hastanede yapilmis olmasi, degerlendirmeye alinan vakalarin
calismaya dahil olma oOlgiitlerinin bilimsel ¢ikarimlar yapmaya yetecek kaliteyi
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saglayamamasi oldugu anlagilmistir. Bunun iizerine parasetamol doz agimi kaynakli
bobrek toksisitesi konusuna ilgi tekrar yogunlasmistir. Bobrek toksisitesi riskinin
yillarca zannedildiginden ¢ok daha yiiksek oldugunun fark edilmesi yaninda konuyu
ilging kilan bir bagka neden, parasetamol doz asiminda gozlenen bobrek toksisitesi
mekanizmasinin karaciger toksisitesi mekanizmasindan farkli ve ondan bagimsiz
oldugunun da anlasilmasidir (Jones ve Vale, 1993; Blakely ve McDonald, 1995;
Akakpo ve ark., 2020). Bugiine kadar yapilan ¢alismalar her iki organ hasarmin her
zaman birbirine eslik etmedigi ve tek basmma karaciger ya da bobrek hasar
geligebildigini gostermektedir (Gabriel, 1982; Eguia ve Materson, 1997). Bobrekte
gbzlenen toksisitenin parasetamoliin oransal olarak asil karacigerde ger¢eklesen
biyotransformasyonu sonucu olusan elektrofilik metaboliti NAPQI’a bagh
olabilecegi hipotezleri, karacigerleri cikarildiktan sonra yiiksek doz parasetamole
maruz birakilan hayvanlarda bobrek hasari gelismesi sonucu yanliglanmistir (Breen
ve ark., 1982). Her iki organdaki toksisitenin molekiiler diizeydeki farklilig1 ise
calisma grubumuzun daha 6nce yurtdisi ile ortaklasa gerceklestirdigi bir arastirmada
gosterilmis, karaciger dokusunda toksisitenin baslangici ve devamindaki
biyokimyasal olaylarin bobrek dokusunda ger¢eklesmedigi gézlenmistir (Akakpo ve
ark., 2020). Farkliligin kanitlanmasina karsin bobrek toksisitesinin nasil basladigi ve

ilerledigi heniiz anlagilamamustir.

Parasetamoliin uzunca yillar yaygin kullanimi sonucunda yillar icerisinde biriken
bircok temel, klinik ve epidemiyolojik veri, ilacin bagka bir takim saglik risklerinin
olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu riskler astim, cinsel gelisim ve endokrin
bozukluklar, norogelisimsel ve noérodavranigsal bozukluklardir (Dimova ve ark.,
2005; Tiegs ve ark., 2014; Kristensen ve ark., 2016; Kennon-McGill ve McGill,
2017; Konkel, 2018; Liew ve ark., 2021).

Stiphelenilen bu risklerden birisi ilacin kansere yol acip agmadigidir. Amerika
Birlesik Devletleri Kaliforniya Eyaleti yasalarina gore toplumsal yasamda insanlarin
maruz kaldigi kimyasal maddelerin bilinen karsinojenler ile ortak 0&zellikler
tasimalart durumunda karsinojenisite potansiyellerinin uzmanlarca incelenmesi ve bir
risk degerlendirilmesi yapilmasi gerekmektedir (Proposition 65, 1986). Parasetamol,
diger karsinojenik maddeler gibi elektrofilik metabolit olusturdugu i¢in Kaliforniya
Cevre Sagligi Tehlike Degerlendirme Ofisi (OEHHA) tarafindan 2019 yilinda
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incelenmeye alinmistir. Konuda uzman bilim insanlarindan olusturulan bir komisyon
parasetamoliin karsinojenik potansiyeline iliskin hakemli dergilerde yayinlanan
100’den fazla calismayr gozden gecirmistir. Incelenen ¢alismalarda ilaci
kullananlarda karaciger, mesane ve kan kanseri riskinin yiliksek oldugu
bildirilmektedir (Sun ve ark., 2018). Bilimsel komisyon literatiirdeki preklinik ve
klinik karsinojenisite verileri, mekanistik ¢aligmalar, genotoksisite ve epidemiyolojik
caligmalar1 degerlendirdikten sonra parasetamol kullanimi ile kanser arasinda bir
iliski olmadig1 sonucuna varmis ve bir seri degerlendirme makalesi yaymlamistir
(Murray ve ark., 2020; Jaeschke ve ark., 2021; Kirkland ve ark., 2021 Weinstein ve
ark., 2021).

Parasetamol ile kanser arasindaki muglak baglanti nedeniyle Diinya Saglik
Orgiitii'niin (WHO) bir organi olan Uluslararas: Kanser Arastirma Ajans: (IARC)
parasetamolli Grup 3’te siniflandirmaktadir; IARC’1n siniflandirmasinda net olarak
baska gruplara girmeyen ajanlar bu kategoriye yerlestirilmektedir. Bir maddenin bu
grupta yer almasi genellikle onun karsinojenik potansiyeli olup olmadiginin
bilinmedigi, bu konuda yapilarak yaymlanmis arastirma sayisinin yeterli olmadigi

ve/veya yayinlanan ¢alismalarda eksikler oldugunu gostermektedir.

IARC, 1990 ve 1999 yillarinda parasetamoliin uzun vadeli in vivo c¢aligmalarinin
kapsamli bir degerlendirmesini yapmistir. 1990°da deney hayvanlari ¢alismalarinda
karsinojenisite ile ilgili “‘smirlt kanit’’> oldugunu bildirirken (IARC, 1990), 1999
yilinda yeni caligmalar1 da igeren degerlendirmesinde verilerin parasetamoliin
karsinojenik oldugu sonucuna varmak i¢in hala ‘‘yetersiz’’oldugunu bildirmekte ve

dolayisiyla parasetamol, Grup 3’te yer almaktadir (IARC, 1999).

Tiim diinyada ¢ok uzun siiredir ve yaygin kullanilmakta olan parasetamol ile ilgili en
onemli endise, kansere yol acip agmadigr olsa da parasetamoliin DNA’da yapmasi
olas1 herhangi bir degisikligin sonucunun mutlaka kanser olmas1 gerekmez. Dolayisi
ile uzmanlarin degerlendirme sonucu olan ilacin kullaniminin kansere yol agmadigi
goriisiinii dogru kabul etmemiz durumunda bile yine de parasetamol kullanimi DNA

molekiiliinde degisikliklere neden oluyor olabilir.

Ayrica hiicrede niikleer DNA yaninda ikinci ve tek DNA olan mitokondriyel

DNA’nin molekiiler yapisinda indiiklenmesi olas1 degisiklikler de son yillarda 6nem
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kazanmigtir. Niikleer DNA’ya kiyasla her ne kadar cok daha az sayida islevsel
protein ve diger endojen faktorlerin kodlanmasini saglasa da mtDNA’nin kodladigi
bu biyomolekiiller, hiicrenin yasamini siirdiirmesi i¢in oldukc¢a kritik rol
oynamaktadirlar. Dolayisi ile nDNA yaninda mtDNA’da indiiklenmesi olas1 yapisal
hasarlarin analiz edilmesi 6nemli bir ¢aligma alani olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Birgok kanser ¢alismasinda mitokondriyel DNA’da meydana gelen oksidatif hasar ve
bu hasarin DNA’da meydana getirdigi mutasyonlar belirlenmistir. Ayrica mtDNA’da
meydana gelen hasar sonucu kodladig1 proteinlerin anormal ekspresyona ugramasi ve
bu ylzden mitokondriyel islev bozukluguna neden olmast da gozlenmistir

(Chatterjee ve ark., 2006).

Niikleer DNA ile karsilastirildiginda, mtDNA reaktif oksijen tiirlerinin énemli bir
kaynagi olan Elektron Transport Zinciri’ne yakinligindan dolayr oksidatif baz
hasarina daha duyarlidir (Barber ve Harris, 1994). Hasara daha yatkin olmasinin
diger nedenleri histon proteinleri tarafindan korunmamasi ve mitokondride DNA
onariminin sinirlt olmasidir (Bohr ve Dianov, 1999; Sawyer ve Van Houten, 1999).
Literatiirde asir1 doz parasetamoliin olusturdugu oksidatif stresin mitokondriyel
DNA’da herhangi bir baz hasarina yol ac¢ip agmadigi heniiz arastirilmamis, birkag
calismada mitokondriyel DNA’da olabilecek diger bazi degisiklikler incelenmistir.
Bunun yani sira parasetamoliin niikleer DNA iizerinde oksidatif baz hasarini
indiiklemesi de dahil yine az sayida caligma vardir. Bu ¢alismalari hiicre kiiltiirii, in
vivo hayvan calismasi ve insan caligsmalar1 olarak 6zetleyecek olursak, sican C6
glioma hiicreleri kullanilan bir calismada hiicreler 2.5-5 mM arasinda degisen
konsantrasyonlarda PAR’a maruz birakilmis ve niikleer DNA'da bir degisim olup
olmadigi arastirilmistir. Bu hiicrelerin tercih edilme nedeni PAR metabolizmasindan
sorumlu sitokrom P450 enzimlerini aktif bir bi¢cimde icermesi, dolayisiyla
elektrofilik metabolit NAPQI’1n olasi etkisinin gézlenebilecek olmasidir. Hiicreler 48
saat PAR’a maruz birakildiklarinda niikleer DNA’da  8-OHdG diizeyleri
konsantrasyon- ve zaman-bagimli olarak 6nemli derecede artmistir, bu artisa ROT ve
RAT da eslik etmektedir (Wan ve ark., 2004).

Bugiine degin PAR toksisitesine yonelik yapilan hayvan c¢aligmalari incelendiginde
en ¢ok tercih edilen hayvan tiirtinlin C57BL/6J fareler oldugu goriilmektedir. Bu

fareler parasetamol toksisitesine en duyarli ik ve tiir oldugu i¢in tercih
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edilmektedirler (McGill ve ark., 2012). S6z konusu ilacin toksisitesi, erkek farelerde
daha siddetli ortaya c¢ikmaktadir, ¢iinkii parasetamol toksisitesinden sorumlu
metabolit NAPQI olusumunu katalize eden CYP2E1 enzimi, testosteron tarafindan
indiiklenmektedir (Hu ve ark., 1993). Bu indiiksiyonun insanlarda da gegerli oldugu
calisma grubumuz tarafindan gosterilmistir (Arzuk ve ark., 2018; 2022). Bu nedenle
bu tez calismasinda da s6z konusu fare irki ve tiirii tercih edilmistir. Calismamizda
hiicre kiiltiirii modelinin tercih edilmemesinin sebebi ise DNA {izerinde meydana
gelebilecek oksidatif hasarin  mekanizmasimin anlasilabilmesi icin  yetersiz

kalmasidir.

Literatiirde mtDNA ile yapilan ¢aligsmalara bakildiginda yiiksek doz PAR kullanimi
sonucu, ortamda artan oksidatif stres ile birlikte olusan peroksinitrit yapisinin
mtDNA’da bir hasar meydana getirme olasilig1r arastirilmistir. Bu calismada
C3Heb/Fel farelere 300 mg/kg tek doz PAR verildikten 12 saat sonra karaciger
dokusundan izole edilen toplam DNA, slot blot hibridizasyon teknigi ile analiz
edilmistir. Densitometrik analizle PAR uygulamasindan 3 saat sonra mtDNA

diizeylerinde 6nemli bir azalma oldugu gosterilmistir (Cover ve ark., 2005).

Yapilan in vivo bir ¢alismada tekrarlayan doz etkisini ortaya koymak igin erkek
fareler 70 giin boyunca 400 mg/kg dozda parasetamole maruz birakildiklarinda
serum 8-OHdG diizeylerinin 6nemli derecede arttig1 gosterilmistir. Bunun sonucunda
PAR’a uzun siire maruz kalmanin oksidatif strese neden oldugu ve DNA hasarii
indiikledigi bildirilmistir (Wang ve ark., 2015). Ancak bu ¢alismada serumda 6nemli
oranda artan 8-OHdG’in kaynaginin ne oranda niikleer ne oranda mitokondriyel

DNA oldugu arastirilmamastir.

Yine erkek C57BL/6J farelerin kullanildig1 bir caligmada i.p. yoldan 300 mg/kg PAR
uygulanmis ve farelerin plazmasinda mtDNA diizeylerinin dnemli derecede arttig1
gosterilmistir (McGill ve ark., 2012). Ayni ¢alismanin insanlarda yapilmis olan
boliimiinde akut ve tekrarlayan yiiksek dozda PAR’a maruz kalan hastalar prospektif
olarak izlenmis ve mitokondriyel hasar ve niikleer DNA hasar biyogdstergeleri
arastirtlmistir. Hepatotoksisite gelisen bu hastalarda mtDNA hasar1 olup olmadigini
test etmek iizere sadece mtDNA’da kodlanan primerlerle kantitatif PCR teknigi
kullanilarak plazmadaki mtDNA konsantrasyonlar1 6l¢lilmiis ve saglikli goniilliiler

ile karsilastirildiginda 6nemli derecede arttig1 gozlenmistir. Hem hastalarda hem de
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PAR dozlanan farelerde kanda mtDNA’nin yaninda nDNA fragmentlerinin de
oldugu gosterilmistir (McGill ve ark., 2012).

Bu tez calismasiin amaci tek asir1 doz parasetamoliin niikleer ve/veya mitokondriyel
DNA’da oksidatif guanin hasarina neden olup olmadiginin ortaya konmasi, neden
oluyorsa her iki DNA molekiiliinde ne oranda hasar yaptiginin belirlenmesidir.
Dolayistyla ¢alismanin en kritik noktalarindan birisi Oncelikle izole edilen
fraksiyonlarin ayr1 ayri niikleer ve mitokondriyel DNA oldugunun gosterilmesi,
ardindan da birbirinden yeterince ayrildigimin gosterilmesidir. Bu amagla
parasetamole maruz birakilan hayvanlarin karaciger ve bobrek dokularindan ayri
fraksiyonlar halinde izole edilen her iki DNA molekiiliiniin varligin1 kanitlamak ve
izolasyon sirasinda birbirini ne oranda kontamine ettigini belirlemek {izere
Mitokondriyel DNA’ya 6zgii 16S rRNA primeri (132 baz ¢ifti), ND1 primeri (84 baz
cifti) ve MtDNA-B6 primeri (359 baz ¢ifti) kullanilmistir. Niikleer DNA’ya 6zgi
olarak ise Hekzokinaz 2 primeri (122 baz ¢ifti) ve Prostaglandin E primeri (189 baz
cifti) kullanilmustir. Izole mitokondriyel DNA jel goriintiilerini iceren Sekil 7-17
degerlendirildiginde Kontrol, PAR ve MitoTempo grubunun hem karaciger hem de
bobrek dokusundan MtDNA’nin basarili sekilde izole edildigi gortilmektedir. Ancak
mtDNA primerlerinin daha az yogunlukta da olsa nDNA ornekleri i¢inde de
cogaldig1 gézlenmistir. Izole niikleer DNA jel goriintiileri Sekil 7-17°de 4-6 numarali
hatlarda verilmistir. Bu sonuglara gére Kontrol grubu bobrek dokusunda hekzokinaz
2 primeri ile ¢ogalma gozlenmezken diger PAR ve PAR+MitoTempo grubunda
niikleer DNA varligt kanitlanmistir. Bobrek dokusunda mtDNA 6rnekleri bu
primerle cogalmamistir ki bu durum mtDNA’da herhangi bir kontaminasyon
olmadiginin gostergesidir. Karaciger dokusundan izole edilen nDNA’dan Kontrol ve
PAR grubunda hekzokinaz 2 primeri ile ¢gogalma gozlenirken MitoTempo grubunda
bir bant olugsmamistir. mtDNA o6rneklerinin bu primerle ¢ogalmamis olmasi, i¢inde

nDNA kontaminasyonu olmadigini gostermektedir (Sekil 16).

Niikleer DNA’nin belirlenmesi i¢in segilen diger primer prostaglandin E, Kontrol ve
MitoTempo grubunun nNDNA o6rneklerinde ¢ogalirken PAR grubunda beklenen
yogunlukta bir bant goriilmemistir. mtDNA 6rnekleri bu primerle de bir ¢ogalma
gostermemistir (Sekil 17). Biitlin jel goriintiileri incelendiginde her drnekte olmasa

da DNA ornekleriyle eslesmeyen bazi bantlar olustugu goriilmektedir. PCR’da
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siklikla karsilagilan bu yapilar primer dimerleri olarak adlandirilmakta ve molekiiler
agirliklar1 yaklasik 50 b¢ oldugu icin jelde en alt kisimlarda yer almaktadir. Jel
goriintiileri genel olarak degerlendirildiginde mtDNA &rnekleri saf bir halde izole
edilmisken nDNA &rneklerinde mtDNA kontaminasyonu gdzlenmektedir. izolasyon
basamaklarinin ¢ok adimli olmasi ve mtDNA’nin nDNA’ya gore ¢ok kiiciik boyutta
(16.3 kb) olmasinin mtDNA’nin nDNA’y1 kontamine etmesini kolaylastirdigi
disiiniilebilir. Ancak nDNA’nin saflastirma kolonu igeren kit ile izole edilmesine ve
mtDNA’nin daha kolay kontamine olabilmesine ragmen mtDNA orneklerinin saf
elde edilmis olup nDNA 6rneklerinin kontamine olmasi diigiindiiriiciidiir. nDNA’da
mtDNA  primerlerinin ¢ogalmasinin PCR kosullari ve primerlerle iligkili
olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu yiizden mtDNA i¢in secilen primerlerin
sekanslar1 4-5 baz uzatilarak gen bolgesinin ¢ogalmast daha spesifik hale getirilirse
veya PCR kosullarindan annealing sicakligi, dongii siiresi vb. optimizasyonu

gerceklestirilirse bu sorunun asilabilecegi diisiincesindeyiz.

DNA izole edildikten sonra bazlarda olusan oksidatif hasarin belirlenebilmesi i¢in
bunlarin serbestlesmesi saglanmalidir. Bu yiizden enzimatik yolla veya giicli asidik
ya da bazik kosullarda DNA hidroliz edilmektedir. Giivenilir sonuglar elde
edilebilmesi i¢in DNA’nin hidroliz basamagina 6zellikle dikkat edilmelidir, ¢linkii
bu basamakta kullanilan hidroliz ya da analitik 6l¢iim yontemine bagli olarak yapay

oksidatif DNA hasar1 (artifakt) meydana gelebilmektedir (Cadet ve ark., 2017).

Genel Bilgiler kisminda agiklandigi gibi DNA’da 20°den fazla oksidatif baz hasari
olugmaktadir. Ancak bunlar arasinda aragtirmalarda en ¢ok tercih edilen, mutajenik
potansiyelinin yiiksek olmasi ve oksidasyona yatkinligi nedeniyle guanin bazinda
meydana gelen oksidatif hasardir. Bu bazda meydana gelen hasar sonucu olusan 8-
hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG) yapisi literatiirde oksidatif hasar, yaglanma ve
kanser gibi durumlarda biyogosterge olarak kullanilmaktadir (Valavanidis ve ark.,
2009).

On uyumlandirma c¢alismasinda elde ettigimiz sonuclarla DNA izolasyonunun,
hidroliz isleminin ve ELISA yontemi ile 8-OHdG Ol¢limiiniin basarili bir sekilde
gerceklestigi gosterilmistir (Tablo 4 ve Sekil 6). Bunun iizerine gruplarda daha fazla
sayida hayvan ile asil galismaya ge¢ilmis, bu asamada Kontrol ve PAR gruplarina

PAR+MitoTempo grubu da dahil edilmistir.
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Trka ve ark. (2008) tarafindan yapilan calismada mitokondriye hedefli bir
antioksidan olarak gosterilen MitoTempo, antioksidan piperidin nitroksit (Tempo) ile
lipofilik katyon trifenilfosfonyum (TPP™)’un kombinasyonudur. Bu maddede Tempo,
siiperoksit dismutaz enzimi (SOD) mimetigi iken TPP* mitokondri i¢inde biriken
membran gegirgenlik katyonudur. Bu iki bilesigin kombinasyonu sonucu mitokondri
hedefli bir antioksidan meydana gelmektedir. Literatiirde MitoTemponun cesitli
patolojilerde oksidatif hasara karsi koruma gergeklestirdigi gosterilmistir (Choumar
ve ark., 2011; Patil ve ark., 2014; Wang ve ark., 2014). Yakin zamanda yapilan bir
calismada C57BL/6J erkek farelere i.p. yolla 300 mg/kg parasetamol
uygulamasindan 1,5 saat sonra 10 ve 20 mg/kg dozlarda i.p. yolla MitoTempo
uygulamasi gerceklestirilmis ve doza bagli olarak parasetamoliin olusturdugu
karaciger hasarmi azalttigi  gosterilmistir. Bu ¢alismada MitoTemponun
mitokondriyel oksidatif stresi azalttifi ve mitokondriyel islev bozukluguna neden
olan Bax’in translokasyonunu ve devaminda ger¢eklesen mitokondri dis zarinda
olusan porlardan (MPTP) apoptoz indiikleyici faktér (AlIF) vb. endoniikleazlarin
salinmasini ve DNA fragmentasyonunu engelledigi gosterilmistir (Du, Farhood ve
Jaeschke, 2017). MitoTemponun Kkaraciger toksisitesini azalttigi gibi bdbrek
toksisitesinde de bir etkisinin olup olmayacagini belirlemek i¢in 3. grup olarak

calismaya dahil edilmistir.

PAR ve PAR+MitoTempo gruplarinin bobrek mtDNA’larinda 8-OHdG diizeyleri,
Kontrol grubu 8-OHdG diizeyi ile kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli bir fark
gozlenmemistir (Sekil 21). Ancak ilging bir sekilde PAR grubu nDNA’sinin 8-OHdG
diizeyi Kontrol grubuna kiyasla %39 oraninda ve anlamli derecede diisiik
bulunmustur. MitoTempo grubu nDNA’sinin 8-OHdG diizeyi ise Kontrol grubuna
kiyasla farkli degilken PAR grubuyla kiyaslandiginda %120 oraninda ve anlamli bir
artis gozlenmistir (Sekil 20).

Ayni gruplarin karaciger dokularindan izole edilen mtDNA’da Kontrol ve PAR
gruplarinin 8-OHdG diizeyleri arasinda anlamli bir fark gozlenmemistir (Sekil 21).
MitoTempo grubunda Olgiilen 8-OHAG diizeyi, Kontrol ve PAR gruplarina gore
diisiik gortinmekte ise de grup ortalamalarinin standart sapma degerlerinin yliksek
olmasi nedeniyle istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Bu gruplarin

karaciger dokularindan izole edilen nDNA 8-OHdG diizeylerine bakildiginda
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Kontrol ve PAR gruplar arasinda fark gbézlenmezken ilging bir sekilde MitoTempo
grubunun 8-OHAG diizeyi, her iki grup diizeyinden de anlamli derecede diisiikk
bulunmustur (Sekil 22).

Bu sonuglar somut olarak PAR’1n karaciger ve bobrekte gerek mitokondriyel gerekse
niikleer DNA’da guanin bazinda oksidatif hasar1 indiiklemedigini gostermektedir.
Buna karsin MitoTempo, bobrek ve karacigerde tamamen zit etki gostermis, bobrek
nDNA’sinda PAR grubuna gore 8-OHdG diizeylerini anlamli derecede artirirken
karaciger nDNA’sinda ise hem Kontrol hem PAR gruplarina gére anlamli ve giiglii
bir bigimde azaltmistir. PAR tarafindan indiiklenen karaciger ve bobrek toksisite
mekanizmalarinin birbirinden bagimsiz ve farkli oldugu, arastirma grubumuzun da

dahil oldugu ¢alismalarda daha 6nce gosterilmistir (Akakpo ve ark, 2020).

Histopatolojik analiz bulgular1 incelendiginde PAR grubunda meydana gelen
degisiklikler, bobrekte toksik degisikliklerin basladigini gostermektedir. MitoTempo
uygulanan grupta ise bu degisikliklerin kismen geriye dondigi goézlenmektedir.
C57BL/6] farelerde bobrek hasarini indiikleyen maksimum PAR dozu 600
mg/kg’dir, ancak bu dozda mortalite yiiksek oldugu i¢in tez ¢alismasinda 500 mg/kg
uygulanmgtir. ileri calismalarda dozun 600 mg/kg’a cikarilmasiyla bdbrek
toksisitesinin siddetlenecegi ve DNA hasarinin da gozlenebilecegi diisiiniilmektedir.

Arastirma grubunda farkli yonleriyle bu konu ¢alisilmaya devam etmektedir.
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Sonuc ve Oneriler
MitoTempo, karaciger ve bobrekte tamamen farkli etki gostermistir. Ancak bu etki,
PAR’n indiikledigi oksidatif baz hasarin1 degistirmek seklinde degildir, ¢ilinkii PAR
ne karaciger ne de bobrekte baz hasarini indiiklememistir. Bunun yerine MitoTempo,
Kontrol ve PAR gruplarinda Olgiilen bazal 8-OHAG diizeylerini karaciger
nDNA’sinda azaltmis, bobrek DNA’sinda ise artirmstir.

Bu ilging bir sonugtur ve bu iki organda PAR toksisitesi ile ilgili siireclerdeki
farklilig1 destekleyen bir gozlemdir. Tez sonrasi ileri ¢aligmalarda bu konu farkli

yaklagimlarla incelenmeye devam edilecektir.
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Tesekkiir
3 yillik yiiksek lisans egitimim boyunca hem ders donemi hem de tez ¢alismamin
olusturulmasi ve vyiiriitilmesi dahil olmak {izere bilgi ve tecriibesiyle bana her
konuda bilimsel destek saglayan g¢ok degerli damisman hocam Prof. Dr. Hilmi
ORHAN’a,

Ders doneminde verdikleri katkilarindan dolayr Anabilim Dalimizin degerli 6gretim
iiyeleri Prof. Dr. Ferzan LERMIOGLU ERCIYAS’a, Prof. Dr. Hande GURER
ORHAN’a ve Dr. Ogr. Uyesi Liitfiye Sumru SOZER KARADAGLI'ya,

Lisanstistli egitim silirecinde laboratuvar tekniklerimin gelismesinde ¢ok biiyiik pay1
olan ve doktora tez doneminin son asamasinda olmasina ragmen her tiirli soruma

cevap verip yardimci olan ¢ok degerli Ars. Gor. Dr. Fuat KARAKUS’a,

Tezimin 6nemli bir kismini olusturan PCR ve agaroz jel elektroforezi tekniklerinin
deney planlarini tasarlayan ve gerekli primerlerin belirlenmesini saglayan Farmasotik

Biyoteknoloji Anabilim Dal1 6gretim {iyesi Prof. Dr. Zeki TOPCU’ya,

Bu tekniklerin pratikte uygulamasini bana 6greten, deney yaparken dikkat etmem
gereken noktalart her zaman vurgulayan ve sabirla sordugum her soruya yanit veren
cok degerli Farmasotik Biyoteknoloji Anabilim Dali Dr. Ogr. Uyesi Mustafa
KOTMAKCTI’ya,

Lisansiistii egitimimin tez doneminden itibaren 2 yil boyunca beraber ¢alistigim ve
bu siire¢ boyunca yanimda olup bana destek olan degerli arkadasim doktora 6grencisi

Ecz. Kemal ATMACA ya,

Bu siiregte desteklerini her zaman hissettigim degerli ¢alisma arkadaglarim Ars. Gor.

Dr. Ege ARZUK, Dr. Sadiye MIDIK ve Ars. Gér. Dr. Ali ERGUC’e,

Kisa siire ¢alisma imkani bulmus olmamiza ragmen cok sevdigim, enerjisiyle
giniimii giizellestiren degerli iki arkadagim Ecz. Aysel Nazli COMU ve Halin
BAREKE’ye,

Tez silirecimde online olarak tanigmama ragmen yillardir birbirimizi taniyor gibi
hissettigim ve bu siirecte moralim bozuldugunda beni yalniz birakmayan ¢ok degerli

Dr. Ecz. Irem KILICARSLAN’a,
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Birgok etkinlik ve kongreye beraber katildigim, bu siirecte de desteklerini hep
hissettigim degerli eczaci arkadaslarim Zeren ARDA ve Gizem EROL’a

Cihazlarin kullaniminda bir sikint1 yasadigimda yardimci olan Farmasétik Bilimler
Arastirma Laboratuvar1 (FABAL) calisanlar1 Ogr. Gér. Dr. Cigdem YENGIN’e,
Kimyager Nihan ATABAY a ve Tekniker Esra ERGIN’e,

NanoDrop ND-1000 cihazinin kullaniminda her zaman igten bir sekilde yardimci
olan Uzman Molekiiler Biyolog Ezgi MEHMETOGLU na,

Deneylerimde kullandigim sarf malzemelerin satin alma islemlerinde kolaylik
saglayan ve teminini hizli bir sekilde gergeklestiren Seda SAKIN ve Koray
SAKIN’e,

Yillardir yanimda olan ve bu siiregte de beni manevi olarak destekleyen basta Bahar
TEK, Ayca Selen SAHIN ve Cansu YAGCI olmak iizere biitiin lise arkadaslarima,
Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi ile birlikte hayatima giren ve lisans ardindan
yiiksek lisans donemimi giizellestiren sevgili arkadaslarm Berna KAHRAMAN,
Merve DEMIR, Giizide Ece EMIR, Hande YORUK, Enis ALIU ve Sozdar
YILDIZ’a,

Ailem olduklar i¢in kendimi ¢ok sansl hissettigim, hayatimin her aninda yanimda
olan, sevgi ve destekleriyle beni bugiinlere kadar getiren sevgili annem Nurdan
ALADAG, babam Numan ALADAGa ve ailemizin ikinci eczacis1 olmasina ¢ok az

kalan sevgili kardesim Begiim ALADAG a,

Tez galismami destekleyen Ege Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi’ne

(Proje kodu: TOA-2021-22922) tesekkiir ederim.
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