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OZET

Bu tez calismasinda sicanlarda deneysel olarak olusturulan uzun siireli bobrek
iskemi/reperfiizyon (IR) hasarina karsi, antioksidan 6zelligi bilinen geranioliin olasi

koruyucu etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir.

Calismada 28 adet 3-4 aylik Wistar-albino cinsi erkek siganlar kullanilmistir
(n=7). Bunlar rastgele segimle 4 gruba ayrilmistir. Grup I (Sham Grubu), Grup II (iR +
Serum Fizyolojik), Grup III (IR + 50 mg/kg geraniol), Grup IV (IR + 100 mg/kg
geraniol) olarak belirlenmistir. Ksilazin (10 mg/kg) ve ketamin (70 mg/kg) anestezisi
altinda Grup I disindaki tiim gruplara sag bobrek nefroktomisi yapilmistir. Grup I, 111
ve IV i¢in iskemi siiresi 60 dakika, reperfiizyon siiresi ise 24 saat olarak belirlenmistir.
Grup | ve II’e serum fizyolojik (1 ml/kg), Grup III ve IV’e sirasiyla 50 mg/kg, 100
mg/kg dozlarindaki geraniol, serum fizyolojik i¢inde ¢oziilerek intraperitonal enjeksiyon
ile uygulanmistir. Deney sonunda kan serumunda Ure (BUN), Kreatinin (CRE)
aktivitelerine ve bobrek dokularinda Katalaz (KAT), Glutatyon Peroksidaz (Gpx) ve
Siiperoksit dismiitaz (SOD) enzim aktiviteleri Ol¢lilmiistiir. Doku kesitleri

Hematoksilen&Eozin boyama yapilarak 1sik mikroskobunda incelenmistir.

Calisma sonunda, gruplar arasinda BUN ve CRE degerleri karsilastirildiginda
Grup II'nin diger gruplara gore yiikseldigi ve bunun sonucunda I/R hasarinin
olusturuldugu gozlenmistir. Geraniol uygulamasi sonucunda KAT, GPx ve SOD
aktivitelerinin kontrol degerine yaklasarak hasar1 dnledigi goriilmistiir. Buna gore 100
mg/kg geraniol dozunun, 50 mg/kg geraniol dozuna gore daha etkili oldugu

diistiniilmiistiir. Histolojik bulgular da bu sonuglar1 desteklemektedir.

Calisma sonucunda elde edilen bulgular, bébrek IR hasarina kars1 geranioliin

koruyucu etki gosterdigini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Bébrek, iskemi/Reperfiizyon, Geraniol, Serbest Radikal, Sican
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SUMMARY

In this thesis study, the possible protective effects of geraniol, which is known to
be an antioxidant, were investigated against experimentally induced long-term renal

ischemia/reperfusion (IR) injury in rats.

In the study, three to four month old, Wistar-albino type 28 male rats were used
(n=7). They were randomly separated into 4 groups. The groups were determined as
follows: Group | (Sham Group), Group Il (IR + normal saline), Group Il (IR + 50
mg/kg geraniol), Group 1V (IR + 100 mg/kg geraniol). Groups I and Il were inoculated
with normal saline (1 ml/kg) and Groups 111 and 1V were inoculated with 50 mg/kg and
100 mg/kg of geraniol, injected intraperitoneally. Right nephrectomies were performed
under xylazine (10 mg/kg) and ketamine (70 mg/kg) anesthesia in all group rats except
Group I. For Groups II, Il and 1V, ischemia and reperfusion durations were determined
to be 60 mins and 24 hours respectively. At the end of the experiment, Urea (BUN),
Creatinine (CRE) activities in the blood serum and the catalase (CAT), glutathione
peroxidase (Gpx) and Superoxide dismutases (SOD), enzyme activities in kidney tissue
were measured. Histological sections were stained using Hematoxylien & Eosine and

investigated by light microscope.

At the end of the study, when Group I and Group II’s BUN and CRE values of
the I/R injury were compared, it was determined that there had been an increase in
Group Il and as a result of this, I/R injury had been created. It was observed that as a
result of the application of geraniol, the CAT, GPx and SOD activities approached the
control values and prevented this, injury 100 mg/kg geraniol was thought to be more
effective when compared to 50 mg/kg of geraniol. Histological findings supported these

results too.

The results obtained in the study showed that geraniol has a protective effect

renal against renal I/R injury.

Key Words: Kidney, Ischemia/Reperfusion, Geraniol, Free Radical, Rat
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1. GIRIS VE AMACLAR

Biyolojik sistemlerde oksijen radikalleri ile antioksidan savunma sistemi arasinda
sistematik bir denge vardir (McCord, 1985). Saglikli organizmada, normal metabolizma
sonucunda olusan ROT, viicudun antioksidan savunma sistemi tarafindan etkisiz hale
getirilir. Fakat bu metabolik dengenin, radikallerin lehine bozulmasi durumunda

oksidatif stres ortaya ¢ikmaktadir (Kulisic, et al., 2004).

Oksidatif stres, iskemi reperfiizyon (IR) hasarinda kaginilmaz olur (Chen,et al.,
2011). Bir organa gelen kan akiminin ¢esitli nedenlerle (6zellikle vaskiiler cerrahi
islemler ve organ transplantasyonu esnasinda) yetersiz hale gelmesine veya durmasina
iskemi denir (Yaylak, et al., 2008). Reperfiizyon ise dokuya kan akiminin yeniden
saglanmasidir (Montalvo-Jave et al.,2008). Reperfiizyon ile olusan hasar iskemi
hasarina gore doku ya da organlarda daha ciddi hasara neden olur. Reperfiizyon
hasarmin en énemli sebeplerinden biri ise serbest oksijen radikallerinin (SOR) ortaya

cikmasidir (Verma, et al., 2002).

Oksijen canlilar i¢in hayati 6nemi olan bir molekiildiir ve hiicrede enerji iiretim
stireglerinde kullanilir. Serbest oksijen radikalleri enerji iiretim siireclerinin dogal bir
yan {Urlini olup yliksek diizeyde oksidatif ve potansiyel olarak zararli maddelerdir.
Yalniz, serbest radikallerin olusum hizi, organizmanin endojen antioksidan (katalaz
(KAT), glutatyon peroksidaz (Gpx) ve siiperoksit dismutaz (SOD) v.b. ) enzimlerden
olusan savunma sistemlerinin hizi ile dengede oldugu siirece, organizma serbest
radikallerden etkilenmez. Fakat radikal olusum hiz1 savunma sisteminin hizin1 asarsa,
serbest radikaller zararli olmaya baglar ve organizmada oksidatif stres olarak ortaya
cikar (Sentiirk, 2008). Serbest radikaller hiicrelerimizde DNA’ya, proteinlere ve

lipidlere zarar verir (Sener ve Yegen, 2009).



Serbest radikallerin zararli etkilerinden korunmak i¢in, antioksidan savunma

mekanizmasina disaridan besinlerle alinan dogal maddeler yardimci olabilmektedir.

Antioksidan 0zelligi bilinen bilesiklerden karvakrol, citronellol, eugenol,
geraniol ve limonen besin maddelerinin genetik yapisin1 degistirmeden besinlerin
korunmasinda etkilidirler. Patojen mikroorganizma kontroliinde, antioksidan olarak
savunmada, sindirim enzimlerin aktivitesini artirmada ve Oliim oranini azaltip

verimliligi artirmada basarili sonuglar verdikleri bilinmektedir (Svoboda ve ark, 1998).

Bu maddelerden biri olan terpen tiirevli geraniol kanser onleyici dogal bir
antioksidandir (Giines, 2010). Ugucu yaglarin serbest radikal baglayict 6zelligini
sergilemesi ile beraber serbest radikallerin hasarina karsi mitokondri memranini

korudugu rapor edilmistir (Choi et al., 2000).

Son yapilan ¢aligmalarla geranioliin genotoksik maddelere karsi insan sagligini

koruyabilecegi bildirilmistir (Wiseman et al., 2007).

Bu calismada; uzun siireli bobrek iskemi reperfiizyon hasarina kars1 antioksidan
ozelligi bilinen geranioliin biyokimyasal, histolojik ve dogal jel elektroforez yontemiyle

olas1 koruyucu etkisi arastirilmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Bobrek

2.1.1.B6brek anatomisi

Bobrek, insan organizmasinda konumsal (arkasinda kalin sirt kaslari, {ist ve
yanda 11. ve 12. kostalar, 6nde ve yanda karin duvari ) olarak korunmus en 6nemli
organlardan biridir. Karacigerin konumu, sag bobregin sol bobrege oranla bir miktar

asagida bulunmasina neden olur (Anafarta vd., 2008).

Her bir bobrek stirrenal bez tarafindan sarilmistir. Her bir siirrenal yaklasik 5
gram agirligindadir. Sag siirrenal liggen seklinde olup sol daha yuvarlak ve yarimay
seklindedir. Sag siirrenal karacigerle vena kava arasinda bulunur. Sol siirrenal aorta
komsudur. Alt yiizii pankreas, tist ve dis yan dalakla iligkilidir (Tanagho and
McAninch, 2009). Bodbrek 12 cm uzunlugunda, 5-7 cm genisliginde, 3-4 cm
kalinliginda bir organdir (Cebeci, 2007). Agirlig1 yaklasik olarak erkeklerde 150 gr,
kadinlarda da 135 gr’dur.

Bobregin uzunlamasina kesitinin dis kisminda korteks, i¢ kisminda medulla,
internal pelvis ve kalisler goriiliir (Sekil 2.1). Korteks homojen goriinlimdedir. Medulla
birbirine yaklasan ve mindr kalislere bosalan toplayici renal tiibiillerin olusturdugu ¢ok

sayida bobrek piramidi igerir (Anafarta vd., 2008).
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Sekil 2.1 Bobregin Yapist (http://hastaneciyiz.files.wordpress.com/2011/01)

2.1.2.Bobrek fizyolojisi

Bobrekler bosaltimdan sorumlu diizenleyici organlardir. Viicudu fazla su ve atik
maddelerden temizler. Aymi zamanda su ve yiyecek alimindaki gesitlilige ragmen,
viicut sivi igerigini ve hacmini diizenler. Bobrekler homeostatik roliinden dolay1
degisik cevresel kosullarda bile normal islevlerini yaparlar. Bdobreklerin bu goérevleri

disinda birgok onemli islevleri de vardir;

Viicut s1vi osmolalitesinin ve hacminin diizenlenmesi: Viicut s1vi osmolalitesinin
kontrolii ve viicudun tiim dokularindaki normal hiicre hacminin korunmasi igin
Oonemlidir. Viicut sivi hacminin kontrolii kardiovaskiiler sistemin normal islevini
sirdiirmesi i¢in gereklidir. Bobrekler kardiyovaskiiler, endokrin ve merkezi sinir

sistemi elemanlarinin isbirligi ile tuz ve su atiliminin diizenlenmesini saglarlar.

Elektrolit dengesinin diizenlenmesi: Bobrekler Na*, K, CI, HCOg, H, Ca®* ve
PO,* “ iyonununda icinde oldugu viicuttaki bir¢ok énemli inorganik iyon miktarinin

diizenlenmesinde temel rol oynarlar. Uygun dengeyi saglamak i¢in elektrolitlerin
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atilimi ile alimi esit olmalidir. Eger bir elektrolitin alim1 atilan miktar1 asarsa, viicutta
bu elektrolitin miktar1 artar, bireyin bu elektrolit i¢in pozitif dengede oldugu soylenir.
Diger taraftan eger elektrolitin atilimi alimini asarsa viicuttaki miktar1 azalir ve birey bu

elektrolit i¢in negatif dengededir.

Asit-baz dengesinin diizenlenmesi: Viicudun metabolik islevlerinin ¢ogu pH ‘a
duyarlidir. Bunun i¢in viicut sivilarinin pH’ s1 dar smirlar i¢inde tutulmahdir. PH,;
bobrekler, karaciger ve akcigerlerin birlikte c¢alismasyla ve viicut sivilarindaki

tamponlarla korunur.

Metabolik {iriinlerin ve yabanci maddelerin viicuttan atilmasi: Bdobrekler ihtiyag
duyulmayan metabolizma son irilinlerini viicuttan atarlar. Bu artik {irlinler {ire
(aminoasitlerden), {rik asit (niikleik asitlerden), kreatinin (kas kreatininden),
hemoglobin metabolizmasinin son iirlinleri ve hormon metabolitleridir. Bobreklerin bu
maddeleri viicuttan atma hiz1 iretimleri ile orantilidir.  Boylece bdbrekler bu
maddelerin viicut sivilarindaki konsantrasyonunu diizenlerler. Bdbrekler ayrica ilag,
pestisit ve yiyeceklerle almman diger kimyasallar gibi yabanci maddeleri de viicuttan

atarlar.

Hormonlarin {iretilmesi ve salgilanmasi: Bobrekler renin, kalsitriol ve

eritropoietin iireten ve salgilayan 6nemli endokrin organlardir.

Renin, sodyum ve potasyum dengesini ve kan basincinin diizenlenmesine

yardim eden renin-anjiotensin-aldosteron sistemini etkinlestirir.

Kalsitriol, D vitamininin bir metabolitidir. Kalsiyumun gastrointestinal kanalda
normal geri emilimi ve kemiklerde depo edilmesi igin gereklidir. Bobrek hastalarinda
bobreklerin kalsitriol {iretimi bozulur ve bu hormonun diizeyi diiser. Sonug olarak,
bagirsaklar tarafindan kalsiyumun geri emilimi azalir. Kronik bobrek hastaligina sahip
bireylerde goriilen kemik olusumundaki anormallikler, azalan bagirsak fonksiyonlar1

kalsiyum geri emiliminin bir sonucudur.



Eritropoietin, kemik iliginde kirmizi kan hiicrelerinin yapimini uyarir. Azalmis
eritrosit iiretimi kronik bobrek yetmezliginde goriilen aneminin bir sebebidir (Berne, et

al., 2008).

2.1.3.Bobrek histolojisi

Nefronun ince yapist:

Idrar olusumunda gorev alan bobregin fonksiyonal alt birimine Nefron adi
verilir. Nefronlar birbirinden bagimsiz olarak ¢aligir ve her bir nefron tek bagina idrar
olusturma yetenegine sahiptir. Her iki bobrekte yaklasik 2.400.000 nefron vardir. Her

bir nefron temel olarak iki kisimdan olusur (Sekil 2.2):

1. Sivinin kandan filtre oldugu glomeriil

2. Filtre olan sivinin idrara dontistigi tibiil

Glomeriil: Bowman kapsiilii iginde yer alan, birbirine paralel yerlesen ve
anastomoslar yapan kapiller bir yumaktir. Viicutta bulunan diger kapillerden iki 6nemli

farki vardir;

Iki arteriyal yatak arasinda yer alir (afferent arteriol-glomeriil-efferent arteriol).
Bunun sonucu olusan glomeriil i¢i yiiksek basing, sivinin bowman kapsiilii i¢ine filtre

olmasina sebep olur.

Glomeriiler membraninin yapisina bagli olarak gegcirgenlik, diger kapiller

damarlardan daha fazladir.
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Sekil 2.2. Bobrek kesiti ve Nefron (http://www.populerbilgi.com/genel/res_insan/144-2)

Tiibiil: Bowman kapsiilii i¢inde biriken glomeriiler filtratin daha sonra ilerledigi
kisimdir. Sirasi ile;
1.Proksimal tiibiil
2.Henle kulpu inen kolu
3.Henle kulpu ¢ikan kolu
4 Distal kivriml tiibiil
5.Kortikal toplayici tiibiil
6.Mediiller toplayici tiibiil kisimlarindan olusur.

Nefronun bu segmentlerinde bir dizi metabolik isleme tabi tutulan idrar olusur

(Kadayife1, 2009).

2.1.4. Sican bobrek anatomisi

Sican bobregi tek bir kaliksle dogrudan iiretere baglanir. Sag bobrek ve
bobrekiistii bezi sol bobrege gore daha lsttedir. Siganlarda hem uzun hemde kisa

nefronlar bir arada bulunur (Sharp and La Regina, 1998).
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Sican bobregi yaklasik 1,6 cm uzunlugunda, 1 cm genisligi ve 0.9 cm
kalinligindadir. 180-280 gr agirligindaki bir hayvanin bobrek agirlig1 yaklasik 2,7-3 gr
civarindadir (Nur ve Yoldas, 2011).

2.2.iskemi / Reperfiizyon Hasar

2.2.1. iskemi

Bir organa gelen kan akiminin, bir piht1 veya mekanik etkenlerle kismen veya
tamamen kesilmesi sonucunda dokunun beslenmesinin bozulmasma “iskemi” denir
(Arslan, 2012). Hipoksi ise dokulara giden oksijen miktarimin azalmasi olarak
tanmimlanir. Iskemi sonucunda doku hipokside kalir (Kumar, et al., 2003). Iskemi,
hiicresel enerji depolarinin bosalmast ve toksik metabolitlerin birikmesi sonucunda
hiicre biitiinliigliniin bozulmasina ve hiicre 6liimiine yol agmaktadir (Zimmerman and

Granger, 1992; Sener ve Yegen, 2009).

Dokularda meydana gelen iskemik hasar dokunun iskemide kaldig1 duruma gore

sicak ve soguk iskemi olarak 2 sekilde ortaya cikar;

e Sicak iskemi donemi ilk donem olup, organin kan akimindan belli bir
stire mahrum kaldig1 durumlarda olur.

e Ikinci dénem soguk iskemi siiresidir. Organin viicut disinda koruyucu
stvilar i¢inde nakline kadar olan silirede kan akiminin olmadigi durumlari

ifade eder (Sakon et. al 2002).

Organizmada cesitli organlarin iskemiye kars1 verdikleri cevap temelde aynidir.
Ancak organlara 6zgii baz1 farkliliklar vardir (Akkog, 2010). Iskemik hasarin siddeti;

doku ya da organa giden kan akimindaki azalmanin miktarma ve iskemiye maruz



kaldig1 siireye bagli olarak gelisip, geri doniistimlii veya geri doniisiimsiiz

zedelenmelere neden olabilmektedir (Kandilci ve Giimiisel, 2005).

2.2.1.1 Geri Doniisiimlii iskemik Hasar

Hiicresel fonksiyonlar oksijen varliginda ve yiiksek enerjili fosfat baglari
gerektirdigi icin aerobik mekanizma ile siirdiiriiliir (Basim, 2005). Iskemi ve hipoksi
durumunda aerobik mekanizma devam edemediginden dokuda var olan ATP (Adenozin
tri fosfat)’lar tiiketilir. ATP {iretimi de yetersiz kaldigindan hiicresel fonksiyonda

azalma ve buna bagli olarak yapisal bozukluklar olusur (Iscan, 2012).

Ozellikle hiicre zarmin ATP aktivitesinin azalmasi, zarda Na® pompasinin
yetersizligine yol agar ve dolayisiyla hiicre i¢i Na® birikimiyle beraber izoosmotik su

birikimi sonucu akut hiicresel sisme meydana gelir (Cotran, et al., 1995).

Hiicresel ATP azligina ragmen kullanimma devam edildigi i¢in adenozin
monofosfat (AMP) artis1 gergeklesir. Bu durum fosfofruktokinaz enzimini uyarir ve
anaerobik glikolizi artirarak glikojenden ATP olusumunu saglar. Bu sayede hiicre i¢i
enerji kaynaklar1 korunur. Glikoliz, laktik asit ve fosfat tiirevlerinden hidroliz sonucu
olusan inorganik fosfat birikimine yol agarak hiicre i¢i pH’ 1 diistirir. Daha sonra
graniilllii endoplazmik retikulumlardan (GER) ribozomlar ayrilir ve polizomlar
monozomlara parcalanir (Akkog, 2010). Hipoksi devam ederse membran gecirgenligi
artar ve organellerin yap1 ve fonksiyonlar1 bozulur. Bu bozukluklarin tiimii oksijen
verilince geri dontisliidiir. Eger iskemi siirerse geri doniisiimsiliz zedelenme olusur

(Kumar, et al., 2003; Sahin, 2011).

2.2.1.2. Geri Doniisiimsiiz iskemik Hasar

Kritik iskemi donemi, doku canliliginin siirdiiriilebildigi maksimum iskemi

stiresi olarak tanimlanir. Hiicrenin metabolik aktivitesi ve adaptasyon mekanizmalarina
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gore kritik iskemi siiresi farklilik gostermekle birlikte, uzun siireli iskemide geri
doniistimsiiz hasar ve nekroz kagmilmazdir ( Siemionow and Arslan, 2004; Arslan,
2012). Bobrekte yapilan deneysel ¢alismalarda bu Kritik zaman dilimi 30 dakika olarak
bulunmustur (Gasanov, 2010).

Geri doniisiimsiiz hasar hiicre zariin zedelenmesi ile baglar. Mitokondri ve
mitokondri kristalarinda asir1  vakuolizasyon, plazma zarinda asir1 zedelenme,
lizozomlarda sisme geri doniisiimsiiz zedelenmeye yol agan hasarlardir (Cebeci, 2007;
Arslan,2012). Hiicre zarmim zedelenmesi sonucu Ca*? yiiksek yogunlukta bulundugu
hiicre disindan hiicre i¢ine gecer. Hiicre i¢i Ca® iyonunun artmasi hiicre ig¢in

sitotoksiktir (Akkog, 2010).

Mitokondri matrixinde amorf kalsiyumdan zengin yapilar gelisir. Mitokondride
geri doniisiimsiiz zedelenmelerin erken bulgular1 30-40 dakikalik iskemiden sonra
goriilebilir.  Proteinler, temel koenzimler, riboniikleik asitler (RNA) asir1 gegirgen
zarlardan siirekli kaybedilir. PH ‘nin diismesi sonucunda lizozom zarlar1 zedelenir.
Lizozom enzimleri sitoplazmaya gegerek sitoplazma ve ¢ekirdek yapilarinin sindirimine
yol acar. Hiicre organellerinin devamli par¢alanmasini hiicre 6liimii izler. Hiicresel
enzimler hiicre disina salimirlar. Sonug¢ olarak 6lii hiicreler miyelin olusumlarina ve
fosfolipitten olusan biiyiik kitlelere dontigiirler. Bunlar daha sonra diger hiicreler
tarafindan fagosite edilir veya yag asitlerine pargalanirlar (Cotran, et al., 1995; Ergiin,
2006; Sahin, 2011).

Geri doniisiimsiiz iskemiyi karakterize eden iki olay vardir; birincisi mitokondri
bozuklugunun reperflizyona (yeniden kanlanma) ragmen diizeltilemeyisi ve ikincisi
membran fonksiyonlarinin ¢ok ciddi bozuklugudur. Geri doniisiimsiiz zedelenmede

membran hasarinin olas1 sebebleri;

1. Hicresel ATP azalmasi
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2. Membran fosfolipitlerinin kaybi: Sentez azalmasi ya da par¢alanmanin artimi

3. Lipid Yikim Uriinleri: Iskemik hiicrelere membranlar iizerinde deterjan etkisi
olan fosfolipidlerin pargalanmasi sonucu katabolik iirtinler birikir.

4. Hiicre Iskeleti degisiklikleri: Iskemide hiicre iskeletinden hiicre membraninin
ayrilmast hiicre sismesi sonucu goriiliir. Hiicre iskelet proteinlerinin
pargalanmasi, sitozolik Ca*? artistyla hiicre i¢i proteazlarin aktivasyonu
sonucudur.

5. Toksik O, tiirevleri: Toksik O, tiirevleri biiyiik olgiide reperfiizyon sirasinda
iskemi alaninda infiltre olan polimorfniikleer l6kositler tarafindan yapildig
distiniilmektedir.

6. Lizozom zariin yirtilmasi

Sonug olarak hipoksi oksidatif fosforilasyonu etkiler ve hayati olan ATP yapimini
engeller, kritik noktadan sonra 6ldiiriicii olan membran zedelenmesi yapar (Kumar, et
al., 2003; Sahin, 2011).

2.2.2. Reperfiizyon

Reperfiizyon iskemik dokudaki kan akiminin ve bununla birlikte oksijenin
ilaglarla veya mekanik miidahalelerle yeniden saglanmasidir.  Eger hiicre geri
dontisiimsiliz sekilde hasara ugramadiysa reperflizyon ile enerji depolar1 ve hiicresel
hemoastazis geri kazanilabilir (Karabiga, 2007; Goniillii et al., 2011). Reperfiizyonun
iskemik dokuda enerji ihtiyacinin saglanmasi ve toksik metabolitlerin uzaklastirilmasi
gibi iki 6nemli etkiside vardir. Bdoylelikle reperfiizyon iskemik hasarin diizeltilmesi igin
gerekli bir siiregtir. Ancak oksijenlenmis kanin iskemik dokuya doniisii dokuyu daha
fazla zedeleyen bir reaksiyon siirecini baslatir (Zimmerman and Granger, 1992; Basim,

2005).

Iskemik dokunun reperfiizyonu ile olusan hasarlardan biri, hiicre i¢ine molekiiler
oksijenin girisiyle hizla olusan SOR’ lardandir (Parks, et al., 1988; Sener ve Yegen,
2009). Ozellikle dokuya gelip yerlesen polimorf niikleer 16kositler (PMNL) tarafindan
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salian SOR’lar dokudaki yikimi artirict etki yapar. Bu olaya “reperfiizyona bagli doku
hasar1” denir (Akkog, 2010).

Iskemik dénemdeki hiicrede meydana gelen metabolik ve yapisal degisiklikler
hiicreyi reperfiizyona bagl doku hasarina kars1 dayaniksiz kilar (Sener ve Yegen, 2009).
Iskemi ile hiicre icindeki ATP ve ADP gibi yiiksek enerjili adenin bilesikleri AMP’ ye
indirgenir ve hiicre i¢cindeki AMP konsantrasyonu artar. AMP’ den adenozin ayrilir
(Karabiga, 2007). Adenozin hizla hiicre disina difiize olur ve sirasiyla inozin ve
hipoksantine doniisiir (Sener ve Yegen, 2009). Reperflizyon saglanabilirse hipoksantin
oksijen ve ksantinoksidaz enziminin etkisi ile ksantine dontigtir. Ksantin de ortamdaki

oksijenle reaksiyona girerek iirik asite pargalanir (Arslan, 2012) (Sekil 2.3).

ATP
"\.\{
Adenozin : i
Ksantin dehidrogenaz ISKEMI
in oiin
Hipok santin
Proteaz
Ksantin
Ksantin ok sidaz
REPERFUZYON

0:°
OH + OH' + 0. ¢mm H:0, &

Sekil 2.3.iskemi reperfiizyonda oksijen radikali olusumu (Arslan, 2012)
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Ksantinoksidorediiktaz, hipoksantin gibi piirinlerin 2 asamali oksidasyonu ile
ksantin iizerinden {irata ddniismesini saglayan enzimdir. In vivo olarak bu enzim 2

sekilde bulunabilir (Karabiga, 2007);

1. Dehidrogenaz (D sekli) : Ksantindehidrogenaz (KDH), hipoksantinin
ksantin ve iirik asite doniisiimii sirastnda NAD" y1 elektron alicisi olarak
kullanir ve serbest oksijen radikali (SOR) olusumuna neden olmaz
(Suyani, 2006). Normal dokularda bulunur. Ancak iskemi, proteoliz ve
yan gruplarin geri doniisiimlii oksidasyonu sonucunda oksidaz (O sekli)
sekline doniisebilir (Karabiga, 2007).

Hipoksantin + 20, + H,O0 <—> ksantin + 20, + 2H

2. Oksidaz (O sekli) : Ksantin oksidaz elektron alicis1 olarak NAD" yerine
molekiiler oksijen kullanir. Bu da serbest oksijen radikali iiretimi ile

sonuclanir ve siiperoksit radikalinin (O;") ortaya ¢ikmasina neden olur.

ATP’nin azalmasindan dolayr membranlarin iyon gradienti inhibe olur ve hiicre
ici Ca* konsantrasyonu artar. Hiicre iginde artan Ca*? konsantrasyonu proteazlari
aktive ederek ksantindehidrogenaz (KDH)’ dan ksantinoksidaz (KO) olusmasini saglar.
(Sekil 2.4)

Renal iskemi sirasinda, D sekli geri doniisimsiiz olarak tip O sekline

doniistiiriiliir ve bunun igin 30 dakikalik bir iskemi yeterli olmaktadir.

Bununla beraber hipoksantin yikilmaya baslamadan once yeterli O, akimi
saglanirsa, hipoksantin ve diger bilesiklerden tekrar ATP olusur (Suyani, 2006;
Karabiga, 2007) (Sekil 2.4).
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iskemi
i ATP yikimi
AMP
s
Inozin
Hipoksantin
} ckeids
} } Ksantin E =
\ Urik asit
lipid peroksidasyonu ~ , SoD
: ! Katalaz
e Peroksidaz ™\

-

H,O + O,
MDA ve diger aldehidler -
hidrokarbonlar Doku hasart |
konjuge dienler S SRS |

Sekil 2.4. iskemi/Reperfiizyon Hasarinin Sematik Gosterimi (Ergiin, 1998).

Reperfiizyon hiicrede asagidaki hasarlara neden olur;

1. Ksantin oksidaz kaynakli serbest radikallerin olusumu

2. Hasarli endotele notrofil birikmesi

3. Enerji kaybi olan organa reperfiizyon sirasinda Ca* tasinmasi

4. Adenin niikleotit saglanmasindaki yetersizlik, hiicrede enerji ac1g1 (Yiizer,
2008).

Reperfiizyon hasarma dogrudan veya dolayli olarak katilan pek ¢ok madde ve
biyokimyasal reaksiyon tanimlanmistir. Bu maddelerin birbiri ile etkilesimi sonucunda

serbest oksijen radikalleri ortaya ¢ikar (Basim, 2005).

Hiicre i¢inde pekcok reaksiyon, serbest radikallerin olusumundan sorumludur.

Bunlar asagida 6zetlenmistir.
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1- Hiicre i¢i metabolik olaylar sirasinda olusan rediiksiyon- oksidasyon (redoks)
reaksiyonlarinda goriilir. Bu olaylarda; siiperoksit radikali (O;’), hidrojen peroksit
(H202) ve hidroksil radikali (OH) gibi, 6nemli serbest radikaller olusur. Hiicre iginde
olustugunda siiratle ¢esitli membran molekiillerini, proteinleri ve niikleik asitleri (DNA)
pargalayarak hasar verir. Boyle DNA hasarlari; hiicre oliimiinde, yaslanmada soz
konusudur. Normal kosullarda bu serbest radikaller, antioksidanlarla yok edilebilir.
Eger antioksidanlar yoksa veya serbest radikal iiretimi ¢ok artarsa, hiicrelerde hasar

kag¢inilmaz olacaktir.

2- Radyasyon enerjisinin (ultraviyole 151k, X-1sinlar1) absorbsiyonunda iyonize
radyasyonun etkisiyle hiicre igindeki su hidrolize olur. Suyun bu radyolizisi sonucu
hidroksil (OH) ve hidrojen (H) serbest radikalleri ortaya ¢ikar.

3- Demir ve bakir gibi degisimli metaller, bazi hiicre i¢i reaksiyonlarda elektron alip

verme Ozellikleri nedeniyle serbest radikallerin meydana gelmesine neden olurlar.

4- Ekzogenoz (dis kaynakli) kimyasal maddelerin enzimatik metabolizmas1 sonucu

karbon tetraklorid (CCls) den, karbon tetrakloriir (CCly) serbest radikali olusur.

5- Nitrik oksit (NO), endotel hiicreleri ve makrofaj gibi, baz tip hiicreler tarafindan
sentez edilen, serbest radikal gibi davranan 6nemli bir kimyasal mediyatordiir. Nitrik
oksit oksijenle reaksiyona girdiginde, NO, ve NOj gibi, diger serbest radikalleri de
olusturur (Unal, 2012).

2.3.Serbest Radikaller

Atomun yapisi, bir ¢ekirdek, noronlar, protonlar ve ¢evresinde bulunan degisik
sayida elektronlardan olugmaktadir (Giines, 2010). Atom ¢ekirdegindeki protonlarin
sayisi, atomu ¢evreleyen elektronlarin sayisini belirler.  Elektronlar kimyasal

reaksiyonlarla ilgilidir ve molekiilleri olusturmak icin atomlar1 birbirine baglar (Unal,
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2012). Atomlarda, elektronlar “orbital” adi verilen uzaysal bolgede ve cift olarak
bulunurlar (Durmus ve Unsaldi, 2005). Her orbitalde yerlesik iki elektron, birbirine zit
yonde kendi ekseni etrafinda donmektedir (Giines, 2010). Enerji diizeylerine gore belli
bir diizende orbitallere yerlesen elektronlar, atomu uzaysal yoriingelerde bir veya birkag
kabuk seklinde gevreler. En icteki kabuk iki elektrona sahip oldugunda dolar. Ilk

kabuk doldugu zaman elektronlar ikinci kabugu doldurmaya baslar.

Bir atomun kimyasal davranigini belirleyecek en onemli yapisal ozellik, dig
kabuktaki elektron sayisidir. Dis kabugu tamamen dolu olan bir atom, kimyasal
reaksiyonlara girme egiliminde degildir, stabildir. Atomlar maksimum stabiliteye

ulasmak icin, dis kabugunu dolu hale getirmeye ¢alisirlar (Unal, 2012).

Serbest radikaller, dis kabugunda bir veya birden fazla eslesmemis elektron
iceren, bundan dolayr kararsiz ve kimyasal reaktiviteleri yiiksek molekiil veya
atomlardir (Akkus, 1995; Yavaser, 2011). Serbest radikaller kisa omiirlii ve kiiclik
molekiillerdir.  Boyutlarmin kiigiik olmasi hiicre membranlarindan ge¢melerini

kolaylastirir. (Yavaser, 2011).

Serbest Radikallerin olusabilmeleri ii¢ sekildedir;

1. Kovalent bagli normal bir molekiiliin, her bir parcasinda ortak
elektronlardan birisinin kalarak homolitik boliinmesi sonucu olusur. Yiiksek enerjili

elektromanyetik dalgalar ve yiiksek sicaklik (500-600° C) kimyasal baglarin kirilmasina

neden olur.

XY E— X +Y
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2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi veya bir molekiiliin
heterolitik boliinmesi sonucu olusur. Heterolitik boliinmede kovalent bagi olusturan her
iki elektron atomlarin birinde kalirlar. Boylece serbest radikaller degil iyonlar meydana

gelir.

XY —_— X+ Y

3. Normal bir molekiile elektron transferi ile olusurlar. Radikal 6zelligi
tasimayan bir molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde paylagilmamis elektron

olusuyorsa, bu tiir indirgenme radikal olusumuna neden olabilir (Goktepe, 2012).

A+e > A

Fe**, cu®, Mn*" ve Mo gibi gecis metalleri ortaklanmamis elektrona sahip
olmalarma ragmen serbest radikal kabul edilmezler fakat serbest radikal olusumunda
etkilidirler. Bir molekiile saldirdiginda onun elektronunu galarak okside ederler ve yeni

molekiilii serbest radikal haline cevirirler (Goktepe, 2012).

Serbest radikaller normal metabolizmanin siirdiiriilmesinde bir¢ok fizyolojik ve
patolojik tepkimeler esnasinda olusabilen reaktif molekiillerdir (Aliyev, 2005; Goktepe,
2012).

2.3.1.Serbest radikallerin bashca etkileri

Serbest radikaller; organizmanin yap1 elemanlar1 olan niikleik asitler, proteinler,
karbonhidratlar ve lipitler gibi biyolojik molekiiller ile reaksiyona girerek hiicresel
hasara yol agar ve enzimlerin yapisint bozarlar (Sentiirk, 2008; Tiimay, 2010). Serbest

radikallerin yaptig1 en biiyiik zarar hiicre zarlar1 lizerinedir. Serbest radikaller hiicre
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zarlarindan elektron calarak eslenir, hiicre zar1 ve hiicre yapisin1 bozar (Goktepe, 2012)

(Sekil 2.5).

Y.
. f " -
? ‘.‘/{\ : i G.? Q g,.
a7/ ¢ i0 cocﬁ "ﬁ 5
-—')_..{/‘, 8 é‘ —N &
) &
o Ly A
LA /
i 'y ‘
Normal hiicre Serbest radikallerin saldirmasi Oksidatif stresli hiicre

Sekil 2.5. Serbest radikallerin hiicre zarina etkisi (Goktepe, 2012)

Serbest radikaller, somatik hiicrelere ve bagisiklik sistemine de zarar veren
molekiillerdir. Serbest radikaller normal hiicresel metabolizma sirasinda olusabildigi
gibi kirli hava, sigara dumani, radyasyon, bitki koruma ilaglari, bozulmus gidalar, egzos
dumani pestisitler, ¢oziiciiler, petrokimya tiriinleri, ilaglar, glines 1sinlar1, X 1ginlar1 ve
yiyeceklerde bulunan bazi bilesikler araciligiyla meydana gelebilir (Timay, 2010)
(Cizelge 2.1).

Serbest radikallerdeki asir1 artma viicut i¢in tehlike olusturur. Ancak viicudun
islevlerini gorebilmesi ve hastaliklardan korunabilmesi i¢in de gereklidir. Viicudu saran
mikroorganizmalar1 yok ederek viicudun hastaliklara karsi direncini artirir. Radikal
molekiiller ve viicudun savunma giicii dinamik bir denge icinde oldugu siirece
organizmaya yararhidir. Ornegin; 16kositlerle mikroorganizmalarin §ldiiriilmesinin ana

mekanizmasi serbest radikal olusumudur (Tiimay, 2010).
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Cizelge 2.1 Serbest Oksijen Radikal Kaynaklar1 (Cavdar, et al.; 1997)

I-Normal biyolojik 1. Oksijenli solunum

islemler 2. Katabolik ve anabolik iglemler

1.iskemi-Hemoraji-travma-radyoaktivite-intoksikasyon
2.Ksenobiyotik maddelerin etkisi
Inhale edilenler
Aliskanlik yapan maddeler
Mlaglar
3.0ksidan Enzimler
Ksantin oksidaz
1. Oksidatif Stres Indolamin dioksigenaz
Triptofan dioksigenaz
Yapici Durumlar ]
Galaktozoksidaz
Siklooksigenaz
Lipooksigenaz
Monoamino oksidaz
4.Stres ile artan katekolaminlerin oksidasyonu
5.Fagositik inflamasyon hiicrelerinden salgilanma (nétrofil,
monosit, makrofaj, eosinofil, endotelyal hiicreler)

6.Uzun sureli metabolik hastaliklari

7.Diger nedenler: sicak soku, giines 151n1, sigara

I11-Yaglanma Siireci SOR’ lar yasliligin 6nemli nedensel ajanlaridir.

2.3.2. Serbest Radikaller Ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Biyolojik sistemlerdeki elektron alict molekiiller olan serbest radikallerin aktif

oksijen tiirevleri ‘“oksidanlar” olarak adlandirilir (Eken, 2012). SOR’larin
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biyokimyasinda anahtar rolii oynayan maddeler oksijen, siiperoksit, hidrojen peroksit,
gecis metal iyonlar1 ve hidroksil radikalidir (Aktoz, 2004).

Oksijen diinya iizerinde encok bulunan elementlerden birisi olup, atmosferin
yaklagik %21 oranindadir. Ayrica deniz, gol, nehir ve su i¢eren bir¢ok yerde ¢oziinmiis
halde bulunur ve atmosferdeki oksijen ile dengededir. Atmosferin oksijen icerigi artigi
zaman toksik olabilir. Oksidasyon; organizma hiicrelerine zararli ve bazi durumlarda

oldiiriicti etki yapabilmektedir (Aliyev, 2005).

Oksijen; sekiz atom numarali, dogada dioksijen olarak bulunan kararsiz bir
elementtir ve kararsiz durumu enerji diizeylerinde bulunan elektronlarin yapisina
baglidir. Oksijen molekiiliindeki ayn1 yonde donen iki elektrona sahip son orbitali
onemlidir (Karabiga, 2007). Elektronlar paylasiimadiginda ayri ayri orbitallerde
bulunduklarinda ve spinleri ayn1 yonde olduklari zaman en diisiik enerji seviyesindedir
(Aliyev, 2005). Boyle yoriingeye sahip oksijen, stabil oksijen olup, tepkimeye girmek
icin fazla aktif degildir (Akkus, 1995). Bu orbitallerden herhangi birindeki elektron, bir
orbitalden digerine gectiginde veya farkli orbitallerde farkli yonlerde dondigiinde
‘singlet oksijen’ olusur. Orbitalden birine ters doniislii bir elektron veya ikisine ters

dontisli iki elektron gelirse ‘oksijen radikali’ olusur (Karabiga, 2007).

Oksijen merkezli reaktiflerin bazilar1 su sekilde siralanabilir (Cizelge 2.2):

1) Siiperoksit radikali (O2")

2) Hidroksil radikali (OH"),

3) Singlet oksijen a) Delta singlet oksijen b) Sigma Singlet oksijen
4) Hidrojen peroksit reaktifi (H,O,)

Bu reaktif maddeler bazi biyolojik molekiilleri hasara ugratir ve etrafindaki
molekiiller ile tepkimeye girerek onlardan elektron alip kararli hale gelebilirler (Aliyev,
2005).
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Cizelge 2.2 Reaktif oksijen partikiilleri (Cavdar vd., 1997).

1. RADIKAL OLANLAR

Stiperoksit radikal ( O; )
Hidroksil radikal ( OH )
Alkoksil radikal (LO ")
Peroksil radikal ( LOO ")

2. RADIKAL OLMAYANLAR
Hidrojen peroksit ( H20,)
Lipid hidroperoksit ( LOOH )
Hipoklorik asit (HOC1)

2.3.2.1. Siiperoksit Radikali (O,°")

Oksijen molekiilii dis yoriingesinde paylasilmamis iki elektron igerir. Bu
elektronlarin spinleri ayn1 yonde ayri1 ayri1 orbitallerde oldugunda en diisiikk enerji
seviyesinde olup, dis yoriingelerine bir elekron daha alabilir (Aliyev, 2005; Cakir,
2012). Bu yoriingelere tek elektron alinmasiyla siiperoksit anyonu (O,°) olusur (Cakar,
2012). Hemen tiim aerobik hiicreler enerji {ireticisi oksijeni isleyerek suya
doniistiiriirken serbest siiperoksid radikal anyonu (O,°-) meydana gelir (Akkus, 1995;
Timay, 2010). Siiperoksit direkt olarak fazla zarar vermez. Asil 6nemi, hidrojen
peroksid kaynagi olmasi ve gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir (Akkus,
1995). Mitokondride kullanilan oksijenin yaklasik % 1-2’si rediikte nikotinamid adenin
diniikleotid (NADH)’1n okside nikotinamid adenin diniikleotid (NAD+)’e okside olmasi

ile siiperoksit ( O,° ) iiretilmektedir.

Siiperoksit (0,°) spontan ve siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan
katalizlenen reaksiyonlar sonucunda, dismutasyona ugrayarak H;O0, ve O, ye

dontstiirtliir (Cakar, 2012).
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Stiperoksit anyonu ve hidroksil radikali diger molekiillerden elektronlar
cekerek, enerji gereksinimlerini karsiladiklarindan, oksitleyici ajanlar olarak kabul
edilirler. Ayrica siiperoksit radikali aldig1 elektronu baska bir elektron aliciya vererek
tekrar oksijene oksitlenebilir ve boylece bir indirgeyici olarak davranabilir (Aliyev,
2005).

Stiperoksit Radikalinin Yaptig1 Tepkimeler
1. Stiperoksit radikalleri kendiliginden dismutasyona ugrayabilir.
2. Ortamdan bir proton alarak perhidroksi radikali (HO,*) olusturabilir.
3.H,0, ile tepkimeye girip hidroksil radikali (OH®) ve singlet oksijen (;02)

olusturabilir.

02_. + H,0, — 5 10, + OH® + OH’

Genel olarak anyon seklinde bulundugu halde ortamin PH’sina bagli olarak
protonlanarak katyon haline doniisebilen siiperoksid, bu durumda perhidroksi radikali
(HOy") ismini alir. Siiperoksit radikali diisitk PH’larda katyon, notral PH’da ve yiiksek
PH’larda anyon seklinde bulunur. Toksik etkisi nispeten zayif olan O,-°, daha giiglii

oksijen metabolitlerinin olusumuna yol agarak asil etkisini gosterir (Aliyev, 2005).

2.3.2.2. Hidrojen peroksit (H,0,)

Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden 2 elektron almasi veya
stiperoksidin bir elektron almasi sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiilii 2 hidrojen
atomu ile birleserek hidrojen peroksidi (H,O2) meydana getirir (Akkus, 1995) (Sekil
2.6).

O,+ 2e + 2H" _ H,0,



23

H,0,, siiperoksit dismutaz tarafindan katalizlenen dismutasyon tepkimesi
sonucu ortaya c¢ikar. Iki siiperoksit molekiilii iki proton alarak H,O, ve molekiiler
oksijeni olustururlar. Tepkime sonucu radikal olmayan tiriinler meydana geldiginden bu
bir dismutasyon tepkimesi olarak bilinir (Adali, 1998; Haklar, 1994).

20,-*+2H" ——> H;0,+0;

Singlet
oksijen
1
hv veya 02 _
deen_'_ H"'B H,0
enerji
3 e~ T te” +8" 48~
02 prre 03 THe H204 “H+ 'OH*_!_I.,,"Hzﬂ
triplet superoksit peroksit hidroksil
oksijen radikali radikali

Sekil 2.6 Oksijen molekiilii ve tiirevlerinin olusumu (Aliyev, 2005).

H,0, membranlardan kolayca gegebilen ve OH olusumuna sebep olan uzun
Oomiirlii oksidandir (Aliyev, 2005; Cakir, 2012). Kendisi radikal 6zelligi tasimasa da

Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlariyla ¢ok zararli olan hidroksil radikaline (HO")
doniistir.

O, +Fe?® ——» O, + Fe™

H,0,+ Fe'> ——» OH +OH + Fe* (Fenton reaksiyonu)

H.O, + O, ——» OH +OH + O, (Haber Weiss Reaksiyonu)

Hiicrede olusan H,O, katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri tarafindan
ortamdan uzaklastirilir (Cakar, 2012).
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2.3.2.3. Hidroksil Radikali (HO")

Serbest radikaller icinde OH', biyolojik sistemlere en fazla hasar yapan oksijen
radikalidir ve olusum yeri veya yakini ile reaksiyona girebilir (Gilinaydin ve Celebi,

2003; Aliyev, 2005). Dolayisiyla hasar derecesi olusum yerine bagli olmaktadir
(Aliyev, 2005). Yarilanma 6mrii ¢ok kisadir. HO', H,O; ’ in demir, bakir gibi ge¢is

metalleri varliginda fenton reaksiyonuyla veya Oz.’in, H,O, ile Haber-Weiss

reaksiyonuyla olusur. (Akkus, 1995; Giinaydin ve Celebi, 2003; Sener ve Yegen, 2009).

2.3.2.4. Singlet Oksijen (*O,)

Singlet Oksijen (*0,) ortaklanmamus elektronu olmadigi i¢in radikal olmayan
reaktif oksijen molekiiliidiir. Serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu meydana geldigi gibi

serbest oksijen radikallerinin baglamasina da neden olur.

Singlet oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters
yoniinde olan baska bir orbitale yer degistirmesi ile radikal 6zellik kazanir (Akkus,
1995). Elektronlarin bu durumundan dolay:r singlet oksijen kimyasal maddelerle
kolaylikla ¢ift bag olusturarak etkilesir. Bu oksijen tiirevi diger oksijen radikallerinden
daha uzun omiirlidir (Aliyev, 2005).

2.3.3. Serbest radikallerin olusma mekanizmalar:

En biiyiik serbest radikal kaynagi elektron ta zincirinden (ETS) elektron
sizmasidir. Serbest radikallerin olusum mekanizmalar1 non-enzimatik ve enzimatik
olarak ikiye ayrilir.  Aktive olmus fagositlerin, radyasyonun, bagimlilik yapan
maddelerin (Alkol ve uyusturucular), antineoplastik ajanlarin, ¢evresel ajanlarin (hava
kirliligi yapan fotokimyasal maddeler, sigara dumani) ve stresin etkisi sonucunda olusan
serbest radikaller non-enzimatik olanlardir.  Kiicilk maddelerin otooksidasyonu

(Katekolaminler), enzimler ve proteinler (ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz,
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hemoglobin), mitokondrial elektron transportu, endoplazmik retikulum ve niikleer
membran elektron transport sistemleri (Sitokrom P-450), peroksizomlar (oksidazlar),
(lipooksijenaz, prostoglandin sentetaz, fagositlerde nikotinamid adenin diniikleotid
fosfat oksidaz, lipid peroksidasyonu), oksidatif stres etkenleri (iskemi, travma) ile
olusanlar ise hiigre i¢i enzimatik kaynaklardir (Koca ve Karadeniz, 2003; Gasanov,
2010).

2.3.3.1.0tooksidasyon

Atmosferik oksijen ile bir organik bilesik arasinda gerceklesen kimyasal zincir
reaksiyonudur (Koca ve Karadeniz, 2003; Yavaser, 2011). Otooksidasyon lipit igeren
maddeleri etkiler (Yavaser, 2011). Bu durumun sebebinin lipitlerin ¢ift bag yapma
egiliminde olmalarindan dolay1r yag asitlerinin oksidatif bozulmasidir.  Memeli
hiicreleri, poliansatiire yag asitlerinin (PUFA) miktar1 agisindan olduk¢a zengindir
(Sentiirk, 2008). PUFA ‘nin oksidatif yikimi “lipit peroksidasyonu” olarak bilinir ve
kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde olmasindan dolayi ¢cok zararlidir.
Lipit peroksidasyonu sonucu olusan membran hasar1 geri doniisiimsiizdiir (Akkus,

1995).

PUFA’nin peroksidasyonu karbon zinciri iizerinden —CH; gruplarinin herhangi
birinden hidrojen atomunun ¢ikarilmasi ile baglar. Bu olay1 H;0, ve Oy
gerceklestirememesine ragmen OHve HO; gergeklestirebilir.  Hidrojen atomu bir
elektrona sahip olup, elektronunu karbon {izerinde eslesmemis elektron olarak birakir.

Olusan —CH radikali Oy ile birleserek peroksi (RO’) radikalini meydana getirir.

Peroksi radikalleri diger yag asitlerinden bir hidrojen ¢ikararak zincir
tepkimesini baslatir. Bu tepkime; PUFA’nin tamamen hidroperoksitlere (ROOH)
oksitlesmesine kadar devam eder (Aliyev, 2005).
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Hidroperoksitlerin bir zincir reaksiyonunu baslatabilmesi ti¢ temel mekanizma
ile olabilir;
1. Hidroperoksit, zincir reaksiyonuna katilabilecek bir peroksi radikalini (ROO")

olusturmak {izere baslatici bir radikal (X') ile reaksiyona girebilir.

ROOH + X > ROO -+ XH

2. Hidroperoksit, bir metal iyonu veya farkli bir indirgenle alkoksi (RO-)
radikalini veya daha az bir ihtimalle hidroksi (-OH) radikalini olusturmak iizere

indirgenebilir.

3. Diger mekanizmalara goére daha az Onemli olmakla birlikte, oda
sicakliklarinda hidroperoksitteki O-O bag1 parcalanarak alkoksi ve hidroksi

radikallerine doniisebilmektedir.

ROOH ——, RO +OH’ (Kocave Karadeniz, 2003)

Plazma membran1 ve organel lipit peroksidasyonu metallerin varliginda artar.
Metaller redoks katalisti olarak gorev yaparlar ve siiperoksid ve hidrojen peroksidin

daha giiclii oksidanlara doniistimiinii saglarlar (Akkus, 1995).

2.3.3.2. Gecis metal ivonlarinin etkisi

Gegis metalleri 6zellikle demir ve bakir fizyolojik sartlarda serbest radikal
olusturan giiclii birer oksidatif katalist olarak gorev yapmaktadirlar. Canli sistemlerde
oksijen taginmasi, ATP {iiretimi, DNA ve klorofil sentezinde 6nemli role sahip olan
demirin serbest formlar1 hiicrelerde toksik etki yapabilmektedir. Bu toksisite sonucunda

olusan aktif oksijen tiirleri lipid oksidasyonunu yiikseltgenme indirgenme reaksiyonlari
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ile tesvik edebilmekte veya DNA molekiillerine saldirabilmektedir (Akkus, 1995; Koca
ve Karadeniz, 2003).

H,0, bir serbest radikal olmadigi halde, reaktif oksijen tiirleri i¢inde gecer ve
serbest radikal biyokimyasinda oldukg¢a etkilidir. Ciinkii siiperoksid ile tepkimeye
girerek en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikalini

olusturur.

H,O, + O, _ OH +OH + 0O,

Bu tepkimeye Haber-Weiss Tepkimesi adi verilir. Haber-Weiss tepkimesi
katalizor varliginda ya da katalizorsiiz olmak tizere iki sekilde meydana gelebilir. Fakat
katalizorsiiz tepkime oldukga yavas ilerler. Demir gibi gecis metalleri ile katalizlenen

tepkime ise ¢ok hizhidir.

Bu tepkimede 6nce Ferri demir (Fe3+) stiperoksit tarafindan Ferro demire (Fe2+)
indirgenir. Sonra bu ferro demir kullanilarak “Fenton Tepkimesi” ile hidrojen

peroksitten OH™ ve OH - iiretilir.

O, +Fe®' — 0, + Fe**
FeZ* + H,0, — Fe** + OH + OH™ (Fenton tepkimesi)

0, + H,0, —>  OH + OH" + O, (Haber Weiss tepkimesi)

Bu tepkimeler (Fenton ve Haber-Weiss Tepkimeleri) Mn" varliginda daha hizli
gerceklesebilir. Indirgenmis gecis metalleri (demir ve bakir gibi) okside sekillerine
gore H,O,’den daha reaktiftir (Akkus, 1995; Aliyev, 2005). H,0,, O, 'nin genellikle
gecemedigi hiicre membranlarindan ¢ok hizli geger ve toksik etkiler yapar (Aliyev,
2005).
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2.3.3.3. Fotooksidasyon

Fotokimyasal reaksiyonlar 1sik yardimi ile elektronlarin uyarilmasi ile saglanir.
En gevsek elektron daha iist seviyeye cikar (Inceoglu, 2008). Isigin bir molekiil
tarafindan direkt absorbsiyonu ile siiperoksit anyonu {iretebilen fotokimyasal
reaksiyonlar homolitik pargalanma yoluna gidebilir (Koca ve Karadeniz, 2003;
Inceoglu, 2008). Bag ayrismasi icin gerekli olan enerji goriiniir veya ultraviyole 151k
tarafindan saglanir (Inceoglu, 2008). Direkt fotokimyasal reaksiyonlardan daha énemli
olan indirekt oksidasyonlarda 1s181 absorbe eden bir molekiil diger molekiiliin

oksidasyonuna neden olur (Koca ve Karadeniz, 2003; Inceoglu, 2008).

Fotooksidasyon reaksiyonlari Tip; ve Tip, olmak {izere 2 sekilde meydana gelir;

Tip; reksiyonunda; aktif hale gegen molekiil, substratla hidrojen atomu transferi
ya da elektron vermek {izere reaksiyona girerek radikalleri iiretmektedir. Bu radikaller

de oksijenle reaksiyona girerek oksidasyon iirtinlerini meydana getirmektedir.

Tip, reaksiyonunda ise aktif molekiil oksijen ile direkt reaksiyona girerek tekli
oksijen iiretmekte ve bu oksijende oksidasyon fiiriinleri meydana getirmek {iizere

subsratla reaksiyona girmektedir.

Riboflavin gibi flavinler Tip; reaksiyonlar i¢in uygun bir molekiil iken, klorofil
gibi porfirinlerde Tip, reaksiyonlara uyan ve oOnemli oranda tekli oksijen iireten

molekiiller arasindadir.

Fotoksidasyondan zarar goren baslica biyolojik hedefler arasinda; histidin,
metiyonin, triptofan, tirozin ve sistein igeren proteinler ve guanidin igeren niikleik
asitler bulunmaktadir. Ayrica, yag asitleri ve kolesterol gibi doymamis bilesiklerin
oksidasyonunun gergeklestigi lipidler de zarar goren baslica hedefler arasindadir (Koca

ve Karadeniz, 2003).
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2.3.3.4. Enzimatik oksidasyonlar

Reaktif oksijen tiirleri, viicutta lipoksigenaz, siklooksigenaz, ksantin oksidaz,
miyeloperoksidaz ve sitokrom P-450 gibi bir¢ok enzimin aktivitesinin bir sonucu olarak

da olusabilmektedir (Koca ve Karadeniz, 2003).

1. Ksantin oksidaz (XOD)

Canli sistemlerde SOR olusturan baslica enzimatik oksidasyonlardan biridir.
Ksantin dehidrogenaz, piirin katabolizmasinda bir ara bilesik olan hipoksantini 6nce
ksantine daha sonra da iirik aside okside ederken NAD+ yerine reperfiizyonla dokulara
ulasan O’yi kullanip tiyol gruplarimi okside eden ve proteolizise neden olan ksantin
oksidaz enzimine doniisiir. Ksantin oksidaz (XOD)’in reaksiyonu sonucunda siiperoksit
anyonu ve hidroperoksit radikalleri olugmaktadir. Ksantin oksidazin beyinde 6dem,
iskemi, damar gecirgenliginde degiskenlik gibi oksidatif hasarlarina neden olmaktadir

(Koca ve Karadeniz, 2003; Gasanov, 2010).

Ksantin Oksidaz
Hipoksantin + H,O + 2 O, » Ksantin+20, +2 H"

Ksantin Oksidaz
Ksantin + 2 0, + 2 HY ——— Urik Asit + 20, + 2H" ( Gasanov, 2010).

2. NADPH oksidaz

Serbest radikal olusturan bir diger enzim olan NADPH oksidaz nétrofillerin
plazma membraninin dis yiizeyinde bulunmaktadir (Akkus, 1995). Nétrofiller iskemi
sonras1 doku hasarmi gerek serbest oksijen radikalleriyle gerekse de sitotoksik enzimleri
salgilayarak olustururlar. Mitokondri tarafindan alinan oksijenin yaklasik %1-4’
sitokrom oksidaz enzimi ile siiperoksit anyonu tiiretimi ig¢in kullanilir ve {iretilen

sliperoksit anyonunun yaklagik %20’si hiicrelere verilir (Koca ve Karadeniz, 2003;



30

Aliyev, 2005). Makrofajlar ve monositleri igeren fagosit hiicrelerde O, aliminin artmast
ile aktiflik kazanan NADPH oksidaz, bu oksijeni siiperoksit anyonuna doniistlirerek
ekstraseliiler sivilardaki miktarini artirmaktadir. Dolagimdaki nétrofil aktivasyonunun
ya da sayisinin azaltilmasi ile iskemi reperflizyon doku hasariin azaltildig1 goriilmiistiir

(Koca ve Karadeniz, 2003; Gasanov, 2010).

3. Notrofil miyeloperoksidaz (MPO)

Notrofillerde ayni zamanda fagosite edilen mikroorganizmalarin yok
edilmesinde kullanilan lizozomal myeloperoksidaz sistemi de bulunmaktadir. Hidrojen
peroksit tarafindan klorid iyonlarin oksidasyonu yoluyla hipoklorik asit tiretimini
katalizleyen “Notrofilik miyeloperoksidaz” enzimidir. Bu reaksiyonun toksisitesi
savunma sisteminde bakterilerin 6ldiiriilmesine katkida bulunur. Buna karsilik, olusan
hipoklorik asit saglikli insan dokusunu zarara ugratarak iltihaplanmalara neden
olmaktadir. H,0,, myeloperoksidaz enzimi ile Br, | ve Cl ile tepkimeye girerek HOCI,

HOI, HOBr gibi giiclii asitleri olusturur (Koca ve Karadeniz, 2003; Gasanov, 2010).

2.4. Antioksidan Savunma Sistemi

Antioksidanlar oksidasyona karsi koyan, oksijen ya da peroksitlerle ilerleyen
reaksiyonlar1 engelleyen, hem direkt hem de dolayli olarak ilaglarin, karsinojenlerin
toksik etkilerine kars1 hiicreleri koruyan maddelerdir (Siktar, 2008; Goktepe, 2012).

Belirli bir diizeye kadar olabilen oksidan molekiil artisi, viicutta daima belirli bir
diizeyde bulunan dogal antioksidan molekiiller tarafindan etkisiz hale getirilmektedir.
Boylece saglikli bir organizmada oksidan diizeyi ve antioksidanlarin savunma giicii bir
denge icindedir. Oksidanlar belirli bir diizeyin {lizerinde olusur veya antioksidanlar

oksidanlara kars1 yetersiz olursa oksidatif stres hasar1t meydana gelir (Cavdar, vd.,1997).
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Antioksidanlarin insan sagligindaki yerini belirleyen en 6nemli faktorler, onlarin
kimyasal yapilari, ¢oziiniirliikleri, yapi/aktivite iliskileri ve dogal kaynaklardan elde
edilebilmeleridir (Yavaser, 2011).

2.4.1. Antioksidanlarin Etki Etme Sekilleri

SOR’un olusumunu ve meydana getirdikleri hasarlar1  Onlemek ve
detoksifikasyonu saglamak tizere organizmayi koruyan “Antioksidan savunma sistemi”

dort yolla etki gdstermektedir:

1. Siipiiriicti etki; Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutma veya c¢ok
daha zayif yeni bir molekiile ¢evirme islemine toplayici (siipiiriicii) etki denir.
Antioksidan enzimler, kiiciik molekiiller bu yolla etki gosterirler.

2. Bastiric1 etki; serbest oksijen radikalleri ile etkilesip onlara bir hidrojen
aktararak aktivitelerinin azaltilmasidir. Vitaminler, flavanoidler bu tarz bir
etkiye sahiptir.

3. Zincir kirict etki; serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip
fonksiyonlarini engelleyici etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller bu
tarz bir etkiye sahiptir.

4. Onarict etki; serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi seklindedir

(Akkus, 1995; Demirkiran, 2011).

2.4.2.Antioksidanlarin Cesitli Kriterlere Gore Gruplandirilmasi

1-Yapilarina gore; a) Fenolik b) Aromatik c) Organo siilfiir bilesikleri

2-Kaynaklarina gore;

a) Endojen Antioksidanlar: Enzim ve enzim olmayanlar olarak ikiye ayrilir.
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-Enzim olan endojen antioksidanlar: Siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz,

glutatyon S-transferaz, katalaz, mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi, hidroperoksidaz.

-Enzim olmayan endojen antioksidanlar: Melatonin, seruloplazmin, transferrin,

myoglobin, ferritin, bilirubin, glutatyon, sistein, metiyonin, iirat, laktoferrin, albumin.

b) Eksojen Antioksidanlar:  Vitamin E, karoten, vitamin C, folik asit,
allopiirinol, oksipiirinol, NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, kalsiyum kanal
blokorleri), rekombinant siiperoksit dismutaz, endojen antioksidan aktiviteyi arttiranlar
(asetilsistein), nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albumin), nétrofil

adezyon inhibitorleri.

3-Coziiniirliikklerine gore; a) Suda ¢oziinenler b) Lipidlerde ¢oziinenler

4-Yerlesimlerine gore; a) Intraselliiler olanlar, b) Ektraselliiler olanlar (Akkus,
1995).

2.4.2.1. Endojen antioksidanlar

Antioksidan sistemler hasar Oncesi radikal olusumunu Onler, oksidatif hasari
onarir, hasara ugramig molekiilleri temizler ve mutasyonlar1 engellerler. Buna gore hem
ekzojen hem de endojen antioksidan madde ve enzimler hiicrenin hasar gérmiis biitiin
kisimlarina miidahale ederek oksidanlarin etkisini azaltarak ya da ortadan kaldirarak
etki ederler (Bigim, 2013).

Endojen antioksidan sistemi; antioksidan enzimler, hasarli molekiilleri
uzaklastirict proteaz ve fosfolipazlar gibi enzimler, yeni bilesikleri sentezleyen
sistemler, glutatyon, iirik asit ve ¢esitli metal baglayicilarindan olugmaktadir. Enzim
yapisinda olan endojen antioksidanlar, radikal ve reaktifleri gidererek olusabilecek

oksidadif hasarlari engellerler (Aggiil, 2012).
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a. Enzim olan endojen kaynakh antioksidanlar

Siiperoksit dismutaz (SOD) : SOD, siiperoksit anyon radikallerinin dismutasyonu
sonucunda molekiiler oksijeni hidrojen peroksite katalize eden, molekiil agirlig1 17-85
kDa araliginda olan metalloenzimlerdir. SOD, oksijeni metabolize eden mantarlar,
bitkiler ve hayvanlar1 da igeren biitiin 6karyotik hiicrelerde bulunur (Demirkiran, 2011;
Bicim, 2013). SOD’nin temel fonksiyonu aerobik organizmalar siiperoksitin zararl
etkisine kars1 korumaktir. SOD katalitik aktivitesi ¢ok yiiksek olan bir enzimdir (Bigim,
2013).

20, 42H ——» H,0,+ O,

SOD, bu reaksiyonda hem oksidan hemde rediiktan olarak hareket eder. SOD,
oksijen radikalleriyle olusan hasara kars1 katalaz ve glutatyon enzim sistemiyle birlikte

calisan bir savunma mekanizmasidir (Karabiga, 2007).

Insanda SOD’ un 3 izomer tipi mevcuttur. Hiicrelerde Cu-Zn SOD sitoplazmada
bulunur, dimerik yapidadir; bakir ve ¢inko igerir. Mitokondride bulunan ve mangan
iceren Mn SOD tetramer yapidadir. EC SOD (Ekstraselliiler SOD) ise hiicre disinda

bulunur ve diisiik aktiviteli oldugu ileri stiriilmiistiir (Cakir, 2012).

Siiperoksit Dismutaz 1

Biitlin hiicrelerin sitozoliinde bulunan bir homodimer protein olarak bulunur.
Memelilerde Cu-ZnSOD karaciger, eritrosit, beyin ve noronlarda yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur.

Siiperoksit Dismutaz 2

Manganez iceren SOD (Mn-SOD), Cu-ZnSOD ile ayni role sahiptir, fakat

stiperoksit radikalleri hiicresel kaynagi olan mitokondri de bulunur. Memelilerde bu
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enzim kalp, beyin, karaciger ve bobreklerde yiiksek konsantrasyonlar da bulunur.

MnSOD bir homotetramerdir, her bir {inite 196 aa igerir.

Siiperoksit dismutaz 3

Sekretuar bir enzim olan ekstraselliller SOD (ECSOD/SOD3) hem bakir hem de
¢inko iceren tetramerik bir glikoprotendir. ECSOD, aktivitesinin en biilyiik kismindan
sorumlu oldugu plazma, lenf ve eklem sivisinda bulunur, fakat bu enzim baslica endotel

hiicre yiizeylerindeki heparan sulfat proteoglikanlarina gémiilii olarak yer alir (Bigim,

2013).

Katalaz (KAT) : KAT memeli ve memeli olmayan, sitokrom sistem igeren
aerobik hiicrelerde antioksidan bir enzimdir. KAT, ilk olarak sigir karacigerinden daha
sonra kandan, bakteriyel ve bitkisel kaynaklardan izole edilmistir. (Deisseroth and
Dounce, 1970). Bu enzim her molekiilde 4 ferihemoprotein grubu igerir. Bu enzimin
molekiiler kiitlesi 240kDa’dur. KAT aktivitesi dokular arasinda fazlasiyla degisir. En
yiiksek aktivite karaciger ve bobrekte ve en az bag dokusunda bulunur. Bu enzim
Okaryotik hiicrelerde peroksizom olarak isimlendirilen hiigre i¢i organellerde bulunur

(Zamocky and Koller, 1999).

KAT, SOD’ a benzer bir dismutasyon mekanizmasi ile hidrojen peroksiti, su ve

molekiiler oksijene parcalar (Akkus, 1995).

H.0; L H,O + O,

Hidrojen peroksit hiicreler i¢in oldukca toksiktir ve onun birikmesi hiicresel
oksidasyonuna neden olur. KAT’mn indirgeyici aktivitesi HpO, ile metil etil
hidroperoksitleri gibi kiiciik molekiillere karsidir. Biiyiik molekilli  lipid
hidroperoksitlerine kars1 ise etki etmez (Akkus,1995).
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Glutatyon peroksidaz (Gpx): Gpx, sitozolik bir enzim olup, dort selenyum
atomlu tetramerik bir enzimdir (Cakir, 2012). Gpx, hidroperoksidlerin
indirgenmesinden sorumlu enzimdir (Akkus,1995). Bunu gergeklestirirken indirgenmis
glutatyonu substrat olarak kullanarak, reaksiyon sonucunda oksitlenmis glutatyon
(GSSG) ve su molekiilii olusur (Cakir, 2012).

H,0, + 2GSH ~ __SSHCGx 0 GSSG + 2 H,0
ROOH + 2GSH __ GsHeex GSSG + ROH + H,0

Enzim aktivitesinin % 60-75’1 6karyot hiicrelerin sitoplazmasinda bulunurken %

25-40’1 ise mitokondrilerindedir.

GPX’in selenyum bagimli ve selenyumdan bagimsiz olmak lizere iki yapisi
vardir. Farkli substratlar: kullanirlar. Selenyum bagimli formu sitoplazma da bulunur
ve disiik bir kapasiteye sahiptir. Selenyum bagimsiz formu ise organik hidrojen

peroksitleri kullanir ve daha yiiksek bir aktiviteye sahiptir (Bigim, 2013).

Insanlarda Gpx’in 4 alt tip izoenzimi bulunmaktadir. Gpx- 1 en sik bulunandr.

1. Glutatyon peroksidaz 1 (GPx1): Selenyum igeren GPx1 birbirinin ayni olan 4
alt birim igeren bir selenosistein yapilarindan olusmaktadir. Insanlardan izole edilen bu
enzim; viicutta her yerde {retilirken eritrosit, karaciger ve bobrekte ozellikle bol

miktarda bulunmaktadir.

2. Glutatyon peroksidaz 2 (GPx2): Selenyum bagimli sitozolik GPx2 olarak
bilinmekte ve primer olarak gastrointestinal dokularda bulunmaktadir.. Memelileri, oral

olarak alinan lipid peroksitlerine kars1 korumada 6nemli bir rol oynar.

3. Glutatyon peroksidaz 3 (GPx3): Ekstraseliiler GPx3 baslica plazmada bulunur

ayni zamanda bobrek, akciger, kalp ve plasentada da tespit edilmistir. GPx4 e gore
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daha az etkin olan enzim (GPx3), fosfatidilkolin gibi lipidlerin hidroperoksitlerini

indirgemektedir.

4. Glutatyon peroksidaz 4 (GPx4): Enzim, fosfolipit hidrojen peroksit olarakta
isimlendirilir. Bir¢cok dokuda bulundugu ve hem sitozol hemde membranlarla iligkili
oldugu saptanmistir. Diger GPX’larin aksine monomer halinde bulunmaktadir. Kiigiik
boyutu ve hidrofobik yilizeyi nedeniyle membrandaki peroksidize olmus fosfolipidleri

ve kolesterolleri indirgemektedir (Bigim, 2013).

b. Enzim olmayan endojen kaynakh antioksidanlar

Melatonin, seruloplazmin, transferrin, miyoglobin, hemoglobin, ferritin,
bilirubin, glutatyon, sistein, metiyonin, albumin vb. molekiiller yer alir (Basim, 2005;

Sener ve Yegen, 2009).

2.4.2.2. Eksojen antioksidanlar

Antioksidanlar; viicut hiicreleri tarafindan iiretildikleri gibi, gidalar yoluyla da
alimabilmektedir. =~ Gidalarda mevcut olan ve insan viicudunu zararli serbest
radikallerden koruyan baglica dogal antioksidanlar, esas olarak vitaminler (C, E ve A
vitaminleri), flavonoidler, karotenoidler ve polifenollerdir. Ilaglar ve belli bash gida

antioksidanlari da bu grupta siniflandirilabilirler.

Gidalarda dogal olarak bulunduklar1 gibi, gida sanayisinde iriinlerin kalitesini
korumak ve besinsel degerlerini muhafaza etmek amaciyla sonradan eklenebilirler.
Besinlerin acilagsmasini, ¢iiriimesini geciktirici 6zellige sahip bir grup kimyasal
maddelerdir. Ortamda pek az miktarda bulunsalar bile etkin olan maddelerdir. Bir
antioksidanin, besin maddelerinde kullanilmadan 6nce sagliga zarari olmadigi kesin

olarak saptanmalidir (Tufan, 2012).
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2.5.Monoterpenler Ve Geraniol

2.5.1. Monoterpenler

Terpenler, dogada ¢ok yaygin olarak bulunan gruplardan hidrokarbonlarin genis bir
siifin1 olustururlar. Genellikle bitkilerde ve Ozelliklede igne yapraklilar tarafindan
iretilmekle beraber bazi boceklerde de terpenlerin salgilandigr goriilmistiir. Ugucu

yaglarin biiyiik cogunlugu terpenlerden olugsmustur (Giines, 2010).

Terpenler, gidalarda tat ve koku bilesenleri olarak kullanilir ve biyolojik olarak aktif
maddelerdir. Biyolojik aktif terpenoidlerin biiyilk ¢ogunlugu sekonder metabolittir
(Takechi and Miyazawa, 2005). Terpenler bitki dokularinda ¢ogunlukla serbest olarak,
bazilar1 glikozitleri ya da organik asit esterleri halinde, bazen de proteinlerle birlesmis
olarak bulunmaktadirlar (Isik, 2005). Limonen ve sitral (her ikisi de limonda bulunur),
pinen (¢am agaclari), dgenol (karanfil), geraniol (giil) ve mentol(nane) en yaygin bilinen

terpenlerdir.

Dogal terpenlerin degistirilmis yapilar1 ve tiirevleri, parfiimeri ve gidalarda
tatlandirici katki maddesi olarak kullanilir.  Terpenler kimyasal olarak degisime
ugratildiklarinda, Ornegin yiikseltgenme veya karbon iskeletinin diizenlenmesi ile
meydana gelen bilesiklere genel olarak terpenoid adi verilir. Kimyasal anlamda
terpenler, degisik sayidaki izopren (2 metil buta-1,3 dien) molekiillerinin “kafa-kuyruk”
seklinde birlesmesi sonucu meydana gelmektedir ( Umay, 2007) (Cizelge 2.3).
Terpenler, izopren (2-metil-1,3-butadien) oligomerleri olarak tanimlanabilirler. izopren
oligomerlerinden; C10 olanlara monoterpenler denir. C15 olanlara seskiterpenler denir.
C20 olanlara diterpenler denir. C30 olanlara triterpenler denir. C40 olanlara

karotenoidler denir.
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Cizelge 2.3.Karbon Sayilarina Gore Terpenler (Giines, 2010)

Terpenler Izopren birimler Karbon Atomu

sayisl

1 Monoterpenler 2 10

2 Seskiterpenler 3 15

3 Diterpenler 4 20

4 Sesterpenler 5 25

5 Triterpenler 6 30

6 Karotenoidler 8 40

7 Kauguk > 100 > 500

Terpenlerin ¢ogu hidrokarbonlardir; ancak alkoller, ketonlar veya aldehitler gibi

oksijen igeren bilesikler de olabilirler.

Bu tiirevler ¢ogunlukla terpenoids olarak

adlandirilirlar. Monoterpenler ve seskiterpenler esansiyel yaglarin temel bilesenleridir.

Diger terpenler ise recine, mum ve kaucugun ana bilesenleridirler (Glines, 2010).

Monoterpenler genelde ugucu yaglarin yapisinda bulunurlar.

Bugiin ugucu

yaglarda 150’ den fazla monoterpen bulunmustur. Cogu serbest haldedir (Umay, 2007).




ANTIOKSIDANLAR

ENZIMATIK
ANTIOKSIDANLAR

SOD,
Katalaz,
GSH-Px,

Glutatyon Rediiktaz

ENZIMATIiK OLMAYAN ANTIOKSIDANLAR

39

Terpenler ) ] ) _
Dieterpenler Triterpenler Mineraller Vitaminler | Karotenoidler
Beta-Karoten,
Karotenoidler Sesterpenler Cinko, Vitamin Likopen, Lutein
Selenyum ACEK
Sesquiterpenler Kaucuk Organosiilfiir | Diisitk Molekiiler Antioksidan
Bilesikleri Agirhkh Kofaktorler
i Antioksidanlar
UL DR E Allium, Allil | Glutatyon, Urik | Koenzim Q10
Geraniol Mentol | Sitral Nerol Stilfit, Asit,
Fenolik Asitler Flavanonlar Flavonollar |Flavonlar
Hidroksi-sinnamik asit Hesperitin Quercetin, Krisin
- - Kaempferol
Ferolik, p-kumarik
- - - - Antosiyanidinler |Flavanollar |Isoflavanoidler
Hidroksi-benzoik Asit
_ _ _ _ Siyanidin, Katesin, Genistein,
Gallik Asit, Ellagik Asit Pelagonidin

Sekil 2.7 Antioksidanlarin simiflandirilmasi (Ozkaya, et al. 2010; Giines, 2010 )




40

2.5.2. Geraniol

Geraniol bilinen en eski organik bilesiklerden biridir (Takechi and Miyazawa,
2005). Monoterpenler sinifina ait olan geraniol, asiklik monoterpenoid alkoldur (Bkz.
Sekil 2.7). 10 karbon atomu tasiyan bir molekiiler yapiya sahiptir. Kimyasal formiili
C10H180 seklindedir. Molekiil agirligi 154.25 g/mol, kaynama noktasi 229°C, erime
noktast 15°C ve yogunlugu 0.889 g/cms’diir. Suda ¢6ziinmez; alkol, eter gibi organik

¢oziiciilerde ¢oziiniir (Lapczynski et al., 2008).

Saf geraniol renksiz, giil kokusuna benzer bir kokuya sahip, yagli ve siv1 bir
maddedir (Glines, 2010). Giil ve palmanosa yaglarinin ana bilesenidir. Zencefil, limon,
thlamur, lavanta, hindistan cevizi, portakal v.b. bitkilerin ugucu yaglarinin esasin1 teskil

eder (Tiwari and Kakkar, 2009).

CH>OH

Geraniol Nerol

Sekil 2.8 Geraniol ve Nerol ‘ un kimyasal yapist (Chen and Viljoen, 2010).

Geraniol ve nerol olmak iizere iki izomeri vardir (Sekil 2.8). Geraniol, koku
verici olarak, parfiimeri, sabun, sampuan ve krem gibi kozmetik {irlinlerde ve
dermatolojik kremlerin hammaddesi olarak ilag sektoriinde kullanilir (Chen and
Viljoen, 2010).
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Tedavi amagh ilag olarak da degerlendirilen geranioliin iilkemizde ticareti de

yapilmaktadir. Tat ve aroma verici olarak endiistride kullanilmaktadir (Giines, 2010).

Viicudumuzu olusturan her hiicrede radikallere karsi ve bunlarin olusturdugu
hasarlara karsi viicudumuzda antioksidan savunma mekanizmasi mevcuttur. Bu
savunma mekanizmasina yardimci olan dogal maddelerden biride geranioldur. Geraniol
kanser Onleyici dogal bir antioksidandir. Yapisindaki hidroksil (-OH) gruplarindan
dolay1 ugucu yagin serbest radikal baglayici 6zelligini gosterir (Sekil 2.9). Serbest
radikal (SOR) hasarina karst mitokondri membranini korur (Choi et al., 2000). Son
yapilan bir aragtirmada da geranioliin genotoksik maddelere karsi insan sagligini

koruyabilecegi bildirilmistir (Wiseman et al., 2007).

Sekil 2.9 Geranioliin yapist (3,7-dimetil -2,6-oktadien-1-ol)

Geraniol, ¢esitli biyokimyasal ve farmakolojik oOzellikler gosterir. Birgok
calismada geranioliin hos kokusuna ek olarak bocek oldiiriicii ve kagirict oldugu bilinen
ve diisiik toksisite sergileyen dogal bir hasarat kontrol maddesi oldugu vurgulanmistir
(Chen and Viljoen, 2010).

Diger biyolojik aktiviteleri i¢inde antimikrobial, antioksidan, anti inflamatuar ve

bazi vaskiiler etkileri vardir. (Lapczynski et al., 2008).
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3. MATERYAL ve METOD

Deneysel ¢alismamizin tamami; Eskisehir Osmangazi Universitesi, Fen-
Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Bdliimii; Deney Hayvanlari, Molekiiler Biyoloji ve
Toksikoloji Laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir. Calismamiz Eskisehir Osmangazi
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (HADYEK)’ nun 326/2013 sayil1 izni
ile yapilmistir ve Etik Kurul Raporu Ek1’de sunulmustur.

3.1. Deney Hayvanlar

Deneysel ¢alismamizda Wistar albino erkek si¢anlar arasindan rastgele segimle
her birinde n=7’ser sican olmak {izere toplam 4 grupta 28 adet sican kullanilmistir.
Tiim deney hayvanlari KOBAY Deney Hayvanlar1 Uretim Laboratuvart A.S. ‘den
temin edilmistir.  Deney hayvanlarmin 1 hafta siire ile laboratuvar ortamina
adaptasyonlar1 saglanmistir. Deney hayvanlari deney siiresince 12; 12 aydinlik/
karanlhk 1siklandirmas: olan, 1s1 (22+ 2 °C) ve nemi (%45- 50) otomatik olarak
ayarlanmis odalarda yasatilmistir. Deney siirecinde tiim siganlar polikarbonat seffaf

kafeslerde standart pellet sican yemi ile beslenmis olup, ¢esme suyu verilmistir.

3.2. Deney Gruplar

Grup 1 (Sham Grubu): Bu grup deney hayvanlarina nefroktomi islemi
uygulanarak 15 giin 1iyilesmenin ardindan her hayvanin batin kismi agilip
iskemi/Reperfiizyon hasari olusturulmadan sadece cerrahi strese maruz birakilmigtir.

Islem sonras1 24 saat yasatilip ardindan diseksiyonlar1 gergeklestirilmistir.

Grup 2 (i/R Grubu): Bu grup deney hayvanlarina nefroktomi islemi
uygulanarak 15 giin iyilesmenin olmasit beklenilmistir. Iskemi islemi

gerceklestirilmeden 1 saat once intraperitonal olarak serum fizyolojik verilerek 60
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dakikalik iskeminin ardindan 24 saat reperfiizyon uygulanmistir. Reperfiizyonun

bitiminde anestezi altinda diseksiyon gerceklestirilmistir.

Grup 3 (I/R+ 50 mg/kg geraniol): Bu grup deney hayvanlarina nefroktomi
islemi uygulanmis ve nefroktami igleminin ardindan 15 giin boyunca iyilesmenin olmasi
beklenilmistir. 15 giin iyilesme periyodunun ardindan; 50 mg/kg tek doz geraniol,
iskemi igleminden 1 saat once deney hayvanlarina intraperitonal olarak verilmistir.
Daha sonra 60 dakikalik iskeminin ardindan 24 saat reperfiizyon islemi uygulanmistir.

Reperfiizyonun bitiminde anestezi altinda diseksiyon gergeklestirilmistir.

Grup 4 (I/R+ 100 mg/kg geraniol): Bu grup deney hayvanlarina nefroktomi
islemi uygulanmig ve nefroktami isleminin ardindan 15 giin boyunca iyilesmenin olmasi
beklenilmistir. 15 giin iyilesme periyodunun ardindan; 100 mg/kg tek doz geraniol,
iskemi isleminden 1 saat 6nce deney hayvanlarma intraperitonal olarak verilmistir.
Daha sonra 60 dakikalik iskeminin ardindan 24 saat reperfiizyon islemi uygulanmistir.

Reperflizyonun bitiminde anestezi altinda diseksiyon gergeklestirilmistir.

3.3.Geraniol Uygulamasi

Uygulanacak dozlar, maddelerin giivenlik belgelerinde belirtilen oral LDsg
limitleri kapsaminda diizenlenmistir (Lapczynski et al; 2008). Ticari olarak temin
edilen geraniol, (Sigma, 163.333) 50 mg/kg ve 100 mg/kg olarak iskemi isleminden 1

saat 6nce cam enjektorle deney hayvanlarina intraperitonal olarak verilmistir.

3.4. Anestezi ve Cerrahi Uygulamalar

Tim cerrahi islemler steril ortamda ve steril cerrahi aletler kullanilarak,
hormonal degisimlerin siganlar iizerine olas1 etkileri dikkate alinarak 09.00 ile 12.00
saatleri arasinda yapilmistir (Assy, et al., 1998; Karabelyos, et al., 1999; Akino, et al.,
2005)
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3.4.1. Nefroktomi Islemleri

Nefrektomi yapilacak sicanlara intramiiskiiler olarak 10 mg/kg ksilazin ve 70
mg/kg ketamin anestezisi uygulanmistir (Aydogdu vd., 2005). Her bir deney hayvani,
1lik ve sabit sicaklikta olan diseksiyon tablasina sirt {istli pozisyonda tespit edilip, rektal
1s1 kontrolii yapilmistir (Stangl, et al., 2009). Cerrahi uygulama bdlgesinin temizligi
%70’1ik etil alkol ile saglanip, tras isleminin ardindan sag bdbrek nefroktomisi
gerceklestirilmistir  (Waynforth and Flecknell.,, 1994).  Her bir sigana yapilan

nefroktomiden sonra kaybolan sivinin hipovolemik etkilerine engel olmak igin periton

icine steril SF verilmistir (Kaya, et al., 2002).

Sekil 3.1 Nefroktami iglemi. (A) Diseksiyon, (B) Kesitin bag dokularindan temizlenmesi, (C)
Sag bobregin ¢ikarilmasi, (D)Sag bobregin siitur ile bogumlanip viicuttan ayrilabilmesi igin
tutturulmasi

Kas ve deri kesileri ayr1 ayr1 fakat devamli olarak 3/0 ipek siitiirle dikilerek kesi

bolgesi kapatilmistir. Cerrahi iglem goérmiis her bir siganin; kimyasal sterilizasyonu
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yapilmis, tek bireylik, polikarbonat bilesimli seffaf kafeslere ayr1 ayr1 koyularak 15 giin

iyilesmesi saglanmustir.

3.4.2. I/R islemleri

Iskemi reperfiizyon yapilacak sicanlara ketalar Rompun anestezisi altinda
midline laporatomi yapilmistir. Sol renal arter izole edilerek, antitravmatik vaskular
klemp yardimiyla 60 dakika siire ile kan akisi durdurulmustur. 60 dakika iskeminin
hemen ardindan 24 saat reperfiizyon uygulanmistir (Aydogdu vd., 2005). Reperfiizyon
stiresince kaybolan sivinin hipovolemik etkilerine engel olmak i¢in periton igine Steril
SF verilmistir. Bu islemin ardindan kas ve deri kesileri ayr1 ayr1 fakat devamli olarak
3/0 ipek siitiirle dikilerek kesi bolgesi kapatilmigtir. Cerrahi islem gérmiis her bir deney
hayvani, kimyasal sterilizasyonu yapilmis, tek bireylik, polikarbonat bilesimli ve seffaf
nitelikteki kafeslere ayr1 ayr1 koyularak reperflizyon siiresi boyunca yasatilmstir.

Sekil 3.2 Iskemi/ reperfiizyon islemleri. (A)Midline laparoktami, (B-C) sol renal arterin
izolasyonu, (D) renal artere klemp takilmasi, (E) reperfiizyon islemi, (F) cerrahi bolgesinin
kapatilmasi
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3.5 Orneklerin Alinmasi ve Degerlendirilmesi

Deney gruplarina ait si¢anlarin, hafif anestezi altinda intrakardiyak kan alim

yontemi ile yagamlar1 sonlandirilmis ve dokulart alinmistir.

3.5.1.Serum ornekleri

Kan ornekleri MSE Mistral 2000 marka cihaz ile 10 dk, 3000 rpm devirde
santrifiijlenerek serumlari elde edilmistir. (Sanz, et al., 1998; Aktay, et al., 2000;
Theocharis, et al., 2001). Ependorf tiiplere aktarilan serum Ornekleri biyokimyasal

miktar analizleri i¢in -80 °C derin dondurucuda korunmustur.

Bobrek hiicrelerinin olasi fonksiyon bozuklugunu tespit etmek amaciyla
biyokimyasal olarak serum o6rneklerinde BUN ve CRE degerleri ticari kit (Biolabo,
Maizy, France) kullanilarak Crony Airone 200 RA otoanalizator ile belirlenmistir
(Kaya, et al., 2002).

3.5.2. Bobrek doku ornekleri

Tiim gruplarda intrakardiyak kanin alinmasindan hemen sonra sol bobrek alinip
+4°C’de sogutulmus serum fizyolojik ile hizli bir sekilde yikanmistir. Bobrek doku
ornekleri Ui¢ kisma ayrilarak orta kisim histolojik analizler icin %10’ luk
notralformaldehit fiksasyon sivisina uygun sekilde konulabilmesi i¢cin doku kasetine,
diger kisimlar ise biyokimyasal analizler igin polietilen tiiplerde —80°C derin

dondurucuya koyulmustur.

Deney hayvanlarimin diseksiyonu sirasinda histolojik incelemeler i¢in alinan orta

kisim bobrek dokularinin  her biri, doku takip kaseti igerisinde %10’luk
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noétralformaldehit soliisyonunda 24 saat siire ile bekletilmistir. Kimyasal fiksasyonu
tamamlanan dokulara rutin doku takibi yapilmistir. Daha sonra H&E boyama yapilarak
bobrek kesitlerinin  Olympus marka, CH40 model 1sik mikroskobunda histolojik

incelemeleri gergeklestirilmistir.

3.5.2.1. Bobrek doku orneklerinin biyokimyasal analizleri

Bobrek IR sitotoksisitesini  aydinlatmak icin  bdbrek doku  &rnegi
homojenatlarindan Dogal (Native) Jel Elektroforez teknigi ile KAT, GPx, SOD
izoenzimlerinin jelde yiirlimesi saglanmustir. Scie-Plus marka mini vertical
Electrophoresis tinitesi kullanilarak enzim aktiviteleri belirlenmistir (Jayakumar, et al.,
2007).

i-Homojenizasyon:

Homojenizasyon igin; -80 C’den ¢ikarilan bobrek dokusundan kiigiik bir parga
alinarak hassas terazide tartilmistir. Cikan tartim sonucunun 4-5 kati miktarda soguk
ekstraksiyon tamponu (PO, ¢ozeltisi) iginde bobrek dokusu homojenize edilmistir.
Homojenatlar +4 °C, 5000 rpm de 1 saat santrifiij (Ependorff Centrifuge marka ve 5804
R model) edilmistir. Siipernatant kismi ependorf tiiplerine bdliinerek Dogal (Native)

Jel Elektroforezi’ nde kullanilmak {izere -80°C* ye ayrilmistir.

ii Bradford yontemi:

Dogal Jel Elektroforezi kullanilarak aktiviteleri belirlenecek olan KAT, SOD ve
Gpx izoenzimlerinin total protein miktarlar1 Qubit cihazi ile belirlenmistir.
Calismamizda kullandigimiz Qubit testi, 260 nm UV absorbans da kantitatif olarak
protein miktarini, boya baglama (Bradford) yontemi ile 6l¢gme esasina dayanir. Protein
deneyi i¢in bu yontem de 3 standart protein reaktifi ve calisma soliisyonu 1:200

oraninda seyreltilerek protein tamponu olusturulmustur. Bu protein tamponunu oda
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sicakliginda 15 dakika inkiibe ettikten sonra cihaz ile (¢ Qubit® 2.0 Fluorometer),

orneklerdeki protein miktarlar: okunmustur.

iii-Dogal jel elektroforezi:

Dogal jel elektroforezinde kullanilan tamponlar, deterjan ve diger denatiire edici
maddeleri icermemektedir. Bu yontem, Laemmli tarafindan ilk defa 1970 yilinda dogal
kosullarda gerceklestirilmistir. Tim ¢o6zeltiler deiyonize saf su ile hazirlanmistir.  Tris
iceren tamponlar ‘trizma base’ ile hazirlanip pH’ lar1 HCI ile ayarlanmistir (Temizkan
ve Arda, 2004).

Cozeltiler

A) Fosfat (PO4) Tamponu (100 ml igin)
Na;HPO4.7TH0.......ceiiene, 61ml
NaHPO4.7H,0.....c.oiiiiine, 39ml

B) Alt tank tamponu (63 mM Tris, 0.05 N HCI, PH:7.5)

TS e 22.7¢
INHCL. ..o 150ml
HoO oo, 3 litreye tamamlanda.

C) Ust tank tamponu (37.6 mM Tris, 40 mM glisin, PH:8.9)

5 456 ¢
GlsIN. ..o 3g
HoO. o, 1 litreye tamamlandi.

D) TBE5x (0.5 M EDTA, PH:8)

Trisma—Base............ooovviiiiiiiiinn, 54 gr
Borik ASit.....c.oiiiiiiiii 27.5 gr
EDTA .o 20 ml
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E) %8’ lik Jel (%40’ lik Akrilamid/Bisakrilamid)

HoO .o 5.2 ml
TBESX . et 0.75 ml
Akrilamid/Bisakrilamid.......................... 1.5 mi
AP 50 pul
TEMED. ... 7.5 ul

F) %10’ luk Jel (%40’ lik Akrilamid/Bisakrilamid)

HoO oo, 6.5 ml
TBESX. et 0.94 ml
Akrilamid/Bisakrilamid.......................... 1.87 ml
AP 62.5 ul
TEMED . ... 9.4 ul

G) Polimerizasyon baslatici (%10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi)
%10 Amonyum Persiilfat(AP)................. 0.1qgr

HoO oo I mI’ye tamamlandi.

H) Siikroz-boya Cozeltisi [% 50 siikroz, % 0.1 bromofenol mavisi (bromophenol

blue)]

SUKIOZ. ... S5¢g

% 1 Bromofenol mavisi.......................... 1 ml

HoO o 100 ml’ye tamamlanda.

Jeller hazirlanirken, akrilamid ve bis akrilamid (¢apraz baglayici) yilizdelerinden
hesaplanan %T ve % Cpis oranlart géz oniinde bulundurularak 19:1°lik akrilamid-
bisakrilamid, tampon(TBE5x), TEMED ve su 50 ml’lik bir erlende karistirtlmistir.
Polimerizasyon baglatic1 (G ¢ozeltisi) eklenip hafifce ¢alkalandi ve elektroforez aletinin
jel dokme aparatina, gesitli kalinlik ve boyutta hazirlanabilmesine olanak saglayan, iki

cam (jel kaseti) arasina Pastor pipeti yardimi ile dokiilmiistiir.
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Omek uygulama kuyucuklarinin olusumunu saglayan tarak, hava boslugu
kalmayacak sekilde, yiikleme jelinin igine yerlestirilmistir. Jel polimerize olduktan
sonra taraklar ¢ikarilmistir.  Kuyucuklarin i¢i dsttank tamponu ile teker teker
yikanmistir. 10 hacim &rnek ile 1 hacim siikroz-boya ¢dzeltisi karistirilmistir. Ornekler
ve standart karisim her bir kuyucukta 15-100pg protein olacak sekilde mikropipet
yardimu ile jel yiizeyine uygulanmistir. Jel kasetleri tanka yerlestirilerek jel kasetlerinin
altta kalan kismina 2.5 litre alt tank tamponu eklenmistir. Jel kasetlerinin bulundugu {ist
boliim ise tist tank tamponu ile doldurulmustur. Anot ve katot baglantilari takilip sistem
calistirlmistir.  Izleme boyas1 bromofenol mavisinden kaynaklanan mavi bant, jelin
altina 0.5 cm kalana dek yiiriidiikten sonra islem durdurulmustur. Saptama yontemleri

kullanilarak analiz tamamlanmistir (Temizkan ve Arda, 2004).

KAT aktivitesinin belirlenmesi Woodbury ve arkadaslarinin (1971) metoduna
gore yapilmistir. Proteini yiiriittiiglimiiz %8’lik jel SmM H,0O; soliisyonunda 10 dakika
bekletilip yikandiktan sonra %1°lik potasyum ferrik siyanid ve %]1’lik ferik kloritten
olusan reaksiyon karisimina koyulup, jel boyanana kadar beklenmistir. Koyu yesil

zeminde KAT aktivitesi gosteren protein bantlar1 beyaz renkte boyanmustir.

SOD aktivitesinin belirlenmesi Beauchamp ve Fridovich (1971) metoduna gore
yapilmigtir.  Proteinleri yiiriittiiglimiiz jel, igerisinde 10 mg Nitro blue tetrazolium
(NBT), 1 mg EDTA ve 2 mg riboflavin olan 50 mM Tris-HCI’ de (pH:8) karanlik
ortamda 30 dk bekletilmistir. Daha sonra jel beyaz 1sikla incelendiginde mavi-menekse

zemin igerisinde SOD aktivitesi gosteren bantlar seffaf olarak gézlenmeye galigilmistir.

Gpx izoenzim aktivitesini 6lgmek i¢cin Lin ve arkadaslarinin (2002) metodu
kullanilmistir.  Proteinleri yiiriittiiglimiiz jel, i¢inde 200 mg glutatyon ve %30 H,O;
50mL, 50 mM Tris HCI buffer (pH:8) karisimli ¢ozeltide 30 dakika bekletildikten
sonra, igerisinde 25 mg NBT ve 25 mg PMS bulunan 50 mL 50 mM tris-HCI buffer
(pH:8) bulunan ¢ozeltiye aktarilmistir. Gpx izoenzim aktivitesinin oldugunu gdsteren

beyaz renkte bantlar gozlenmeye ¢alisilmistir.
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Tiim deney grubu hayvanlarinin bobrek dokularina ait olan KAT, GPx ve SOD
enzim aktiviteleri sonucu jelde ortaya ¢ikan bantlar Kodak Gel Logic 1500 Imaging
System Jel goriintiileme sisteminde Kodak Molecular Imaging Software paket programi
kullanilarak fotograflandirilmistir.  Jel {lizerinde enzim aktiviteleri sonucu olusan
bolgelerin alanlar1 deney gruplari arasinda karsilastirmalar yapilmak {izere sayisal

olarak Sl¢iilmiistiir.

3.5.2.2.Bobrek doku orneklerinin histolojik analizleri

Deney hayvanlarinin diseksiyonu sirasinda histolojik incelemeler i¢in alinan
bobrek dokularinin her biri doku takip kaseti igerisinde %10 tamponlanmis formaldehit
soliisyonunda 24 saat siire ile bekletilmistir. Tespit islemi sonrasinda rutin histolojik
takip metodu kullanilarak parafin i¢ine gomiilen doku 6rneklerinden mikrotom yardimi
ile Sum kalinliginda kesitler alinmistir. Alinan kesitler hematoksilen eozin boyama
metodu kullanilarak boyandi ve preparatlar entellan ile kapatilarak daimi hale
getirilmistir. H&E boyanmis bobrek kesitlerinin 1s1k mikroskobu diizeyinde histolojik

incelemeleri yapilmustir.

Hazirlanan tiim doku kesitleri Olympus marka, CH40 marka 1s1k mikroskobunda
incelenerek Spot Insight marka 3.2.0. model dijital kamera ve Spot advanced, 4.0.6

version program yardimiyla fotograflandirilmistir.

3.6. Istatistiksel Degerlendirmeler

Calismalarimiz sonucunda elde edilen verilerin degerlendirilmesinde “SPSS
20.0 for Windows” versiyonu bilgisayar paket programi ile One Way Annova — Tukey
testi kullanilmigtir. Tiim istatistik uygulamalar sonucunda sayisal olarak ortaya c¢ikan
deger (P) agisindan gruplar karsilastirilmistir.  Gruplar arasindaki farklar P<0.05 veya

P<0.001 oldugunda anlaml1 goriilmiistiir.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Analizler

Biyokimyasal analiz sonuglari; “Serum Orneklerinde biyokimyasal analizler” ve
“Bobrek  doku  Orneklerinde  elektroforetik  analizler”  basliklar1  altinda

degerlendirilmistir.

4.1.1. Serum o6rneklerinde biyokimyasal analizler

Grup I, I1, 11l ve IV°deki deney hayvanlarina ait kan serumlarinin biyokimyasal
analizlerinden elde edilen BUN ve CRE miktarlar1 bu gruplar arasinda karsilastirmali

olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1.Deney gruplarina ait hayvanlarin kan serum orneklerinde belirlenen BUN ve CRE
miktarlarinin ortalama degerleri + standart hata degerleri (n=7).

Gruplar n BUN CRE
(ma/dl) (ma/dI)
| 7 58,95 +1,176 0,47+0,035
n 7 289,67+5,410° 4,02+0,200°
7 205,12+16,132% 1,34+0,206°
v 7 136,886,569 0,74+0,036"

P< 0.05 a: Grup I"den; b: Grup II’den; ¢: Grup III’den anlamli fark vardir.
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Serum BUN degerleri I/R grubunda sham grubuna gére anlamli derecede yiiksek
bulunmustur. Grup I, I, ve IV’iin; Grup I’den istatistiksel olarak 6nemli derecede
artig gostermesi anlamli bulunmustur (p<0.05 ve Cizelge 4.1). Grup Il ile Grup 111, IV?
iin BUN miktarlar1 karsilastirnldiginda ise Grup IV ve Grup Ill, Grup II’ ye gore
istatistiksel olarak anlamli azalma gostermistir (p<0.05). Grup IV, Grup 1 ile

karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak yakin bulunmustur (Sekil 4.1).

mg/dl BUN

350

300

250

200

150 EHBUN

100

50 -

I 1" v
GRUPLAR

Sekil 4.1 Grup I, I, III ve IV’e ait serum BUN seviyelerinin ortalama ve standart hata grafigi.

Kan serumlarinda belirlenen kreatinin (CRE) seviyelerine bakildiginda; Grup |1
degeri, Grup I degerinden dnemli diizeyde yiiksek bulunmustur (P<0.05 ve Cizelge 4.1).
Grup 111 ve Grup IV’in, Grup I ile karsilastirilmasinda ise istatistiksel olarak anlaml
fark goriilmemistir. Ayni zamanda Grup III ve Grup IV, Grup II’ den istatistiksel
olarak anlaml diizeyde azalmistir (Sekil 4.2).
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me/dl CRE

4,5

4,0 I I

3,5

3,0

2,5

2,0

1,5 M CRE

1,0

0,5 T

0,0
Il 11 A%

GRUPLAR

Sekil 4.2.Grup I, I III ve IV’e ait serum CRE seviyelerinin ortalama ve standart hata grafigi.

4.1.2. Bobrek Doku Orneklerinde Elektroforetik Analizler

Tiim deney gruplarina ait bobrek doku 6rnegi homojenatlarinda Dogal (Native)
jel Elektroforez teknigiyle Scie-Plas marka kii¢iik dikey elektroforez iinitesinde KAT,
SOD ve Gpx izoenzimlerinin jelde yiiriimesi saglanarak substrat ile tepkimelerine gore

aktivitesi belirlendi ve jel lizerinde goriintiilenerek olgiilen sayisal alan degerleri elde
edildi (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Deney gruplarina ait hayvanlarin bobrek dokusu 6rneklerinde belirlenen KAT,
SOD ve Gpx enzim aktiviteleri sonucu olusan bant alanlarinin ortalama degerleri (mm?)

SODmm’ GPx mm?

GRUPLAR KA-IZ-

mm

SOD1| SOD2 | SOD3 | Gpxl | Gpx2 | Gpx3 | Gpx4

I 30,56 | 17,45 13,87 10,77 | 4,77 12,72 8,43 10,70

I 22,18 | 14,20 8,85 8,39 3,12 8,56 8,68 7,38

i 25,82 | 15,08 10,68 8,97 4,42 8,68 9,19 8,38

v 28,82 | 1450 | 10,68 | 12,16 | 4,36 7,38 10,02 9,90

KAT enziminin elekroforetik analiz sonuglarinda tiim gruplarda tek bir bant
ortaya ¢ikti. Grup II’e ait bobrek dokusundaki bant alani; Grup |, III ve IV’deki bant
alanlarindan distik iken Grup I’deki bant alani; tiim gruplarin bant alanindan yiiksek
bulundu (Cizelge 4.2). Grup IV’de bant alan1 Grup I’e yakin iken Grup III’deki bant
alan1 Grup II’ye yakin 6lgiildii. (Sekil 4.3; Sekil 4.4).
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GRUP I 1 11 v

KAT
Sekil 4.4.Gruplara ait KAT izoenziminin elektroforetik bantlar
mm? KAT
35
30
25
20 -
15 -
B KAT
10 -
5 -
0 B T T
I If \%
GRUPLAR

Sekil 4.3 Grup I, II, III, TV’e ait bobrek dokusu drneklerinde belirlenen KAT enzim aktivitesi
sonucu olusan bant alanlarinin ortalama degerleri (mm?®).
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Bobrek dokusunda SOD enziminin jel iizerinde belirli alan olgiilerine sahip
SOD1, SOD2 ve SOD3 olmak {izere {i¢ izoenzimi goriilmiistiir. Tim izoenzimler
incelendiginde Grup I’ de bant alanlar1 yiiksek bulunurken, Grup II bant alanlar1 tiim
gruplardan diisiikk bulunmustur. Grup III ve IV’ iin benzer bant alan1 olusturduklar1 ve
Grup Il ve IV’ iin bant alanlarinda, Grup II’ye gore yiikselme tespit edilmistir. Bunun
yaninda Grup IV bant alant Grup I bant alanina yakin gorilmistiir. (Sekil 4.5; Sekil
4.6).

GRUP I 1 i v

SOD1

SOD2
SOD3

Sekil 4.5. Gruplara ait SOD izoenzimlerinin elektroforetik bantlari
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2 SOD

mm
20

18
16

14
12
10

B S0D1

B S0D2
m50D3

o M~ Y O

Sekil 4.6. Grup 1, 11, III, IV’e ait bobrek dokusu 6rneklerinde belirlenen SOD1, SOD2,SOD3
enzim aktivitesi sonucu olusan bant alanlarinin degerleri (mm?®).

Bobrek dokusunda Gpx enziminin; Gpx1, Gpx2, Gpx3 ve Gpx4 olmak iizere
dort izoformu tespit edilmistir. Gpx1 bant alaninin Grup II’si; tiim gruplara gore
yiiksek bant alani gosterilmistir. Gpx2 ve Gpx3 bant alanlarinin Grup II’sinde de diger
gruplara gére artma belirlenmistir. Gpx4 bant alan1 Grup II’ye gore Grup III ve IV’de
azalmigtir. Tium izoenzimlere total olarak bakildiginda GrupII’nin bant alani yiiksek
bulunmustur (Sekil 4.7.; Sekil 4.8)



GRUP | 1 " 1w

Sekil 4.7 Gruplara ait Gpx izoenziminin elektroforetik bantlar

mm?
Gpx
14
12
Il 11 IV
GRUPLAR

W Gpxl
M GpxZ

Gpx3
W Gpx4d
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Sekil 4.8 Grup 1, II, 11, IV’¢e ait bobrek dokusu 6rneklerinde belirlenen Gpx enzim aktivitesi

sonucu olusan bant alanlarmin ortalama degerleri (mm?).
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4.2 Histolojik Analizler

Calismamizda uzun siireli /R hasarina karsi geranioliin doza bagli koruyucu

etkisi, H&E ile boyanmis bobrek dokularinda detayli olarak incelenmistir.

Deneysel c¢alismamizin kontrol grubu olan Grup I sicanlarina ait H&E ile
boyanmig bobrek kesitleri incelendiginde glomerul yapisi, bowman kapsiilii ve aralig

ile tiibiillerin normal goriiniimde oldugu belirlenmistir (Sekil 4.9-A).

Grup II’ ye ait hayvanlarin bobrek kesitlerinde glomerullerde yaygin kanama
alanlar1 ve tiibiil yapilarinda bozulmalar tespit edilmistir. Ayrica tiibiil hiicrelerinde
sisme ve buna bagli olarak tiibiiller igerisinde sivi birikimi ve hiicre dokiintiilerinin

olusturdugu tiibiiler deformasyon goriilmiistiir (Sekil 4.9-B).

50 mg/kg geraniol verilen Grup III bobrek dokularinda ise IR grubuna gore
tiibiillerde biraz daha az sisme ve hiicre apikallerindeki sitoplazma kaybinda azalma
goriilmistiir.  Bunun yani sira vakuolizasyon, tiibiiller arasinda kismi kanlanmalar
devam etmektedir (Sekil 4.9.-C ve Sekil 4.12).

100 mg/kg geraniol verilen Grup IV hayvanlarinin bdbrek histolojisi
incelendiginde; I/R hasarindan biiyiik 6lgiide koruyabildigini gosterir nitelikteydi. 100
mg/kg verilen geraniol’iin tiibiiler sivi birikiminde ve kanama goriilen bolgeler de
azalma tespit edilmistir. Bu goriiniimlere ek olarak tiibiil hiicrelerive glomeriiler yapi
Grup I’ e yakin bulunmustur (Sekil 4.9-D ve Sekil 4.13).

Gruplardaki bobrek histolojik doku orneklerinde; glomeril ve bowman
kapsiilinde degisim, glomeriil ve bowman kapsiil aralig1 karsilastirilmali olarak sekil

4.9’ de incelenmistir.
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Sekil 4.9 Grup I(A), 11(B), I1I(C), IV(D)‘e ait Bobrek tiibiil hiicreleri ve glomeriilin genel
goriinimii (4)
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Sham grubu olan Grup | si¢anlarina ait H&E ile boyanan bobrek kesitleri
incelendiginde glomeriil yapisinin, bowman kapsiilii ve aralig ile tiibiillerin normal yap1

gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.10.).

Sekil 4.10 Grup I’e (sham grubu) ait Bobrek tiibiil hiicrelerinin ve gromeriiliin goriiniimii H&E.

IR grubu olan Grup II’ ye ait hayvanlarin bobrek kesitleri incelendiginde
glomeriil ve bowman araliginda genisleme goértilmistiir. (Sekil 4.11). Grup II’de ayrica
tiibiillerde dejenerasyon ve hiicre par¢alanmalari ve yine tiibiil hiicrelerinde sisme, buna

bagl olarak tiibiiller i¢erisinde siv1 birikimi ve vakuolizasyon gozlenmistir. (Sekil 4.11).
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Bununla birlikte yogun olarak tiibiiller arasinda kanlanma oldugu goriilmiistiir.
(Sekil 4.11).

Sekil 4.11 Grup II’e (I/R grubu) ait bobrek doku érneklerinde vakuolizasyon (K ) ve tiibiil hiicre
dokiilmesi () (H&E).

50 mg/kg geraniol verilen Grup III bobrek dokularinda, tiibiil hiicrelerinde kismi
bir koruma goriilmistiir. Bunun yani sira tiibiiller arasinda kanlanma ve ara ara
vakuolizasyonlar gozlenmektedir (Sekil 4.12.). Grup IV ile karsilastirildiginda 50
mg/kg geraniol dozunun; 100 mg/kg geraniol dozu kadar koruyucu olmadig1 gozlendi.
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Sekil 4.12 Grup IIT’e ait bobrek doku 6rneklerinde, normal goriintiimlii tiibiil hiicreleri ve hafif
kanlanma (4) (H&E).

100 mg/kg Geraniol verilen Grup IV’ de bobrek histolojik dokularindan elde
edilen goriintiiler sham grubu ile yakin bulunmustur. Buna gore; glomeriil ve bobrek
tibiilleri normal goriilmekte olup, hiicre dokiilmeleri g6zlenmistir. Fakat hafif

vakuolizasyon ve kanlanma goriilmistiir (Sekil 4.13).



65

Sekil 4.13 Grup IV’e ait bobrek doku 6rneklerinde glomertil (T) , vakuolizasyon (& ve
hafif kanlanma (H&E).
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5. TARTISMA VE SONUC

Organizmada ¢esitli etkenlere bagli olarak, organlarin kan akimindan yoksun
kalmasi seklinde tanimlanan iskemi; hiicresel enerji depolarinin bosalmasina, hiicre ici
haberlesme sisteminin bozulmasina ve hiicrelerde zincirleme reaksiyonlar sonucu
meydana gelen toksik metabolitlerin birikmesine neden olmaktadir ( McCord, 1985.;
Sener ve Yegen, 2009).

Iskemik dokuya hem hiicrenin yenilenmesi hem de toksik metabolitlerin
temizlenmesi i¢in yeniden kan akimi (reperfiizyon) gereklidir. Ancak iskemik dokunun
reperfiizyonu ile olusan hasar, iskemi ile olusan hasara gore ¢cok daha ciddi diizeydedir
(Zimmerman and Granger, 1992). Iskemi reperfiizyon hasarma sebep olan birgok
faktoriin yanisira bu hasarin temel nedenin SOR (siiperoksit radikalleri) oldugu
distintilmektedir (Zapletal, et al., 2008; Montalvo-Jave, et al., 2008). SOR salinimi
doku reperfiizyonu esnasinda kandaki oksijen miktarinin hizli artigina baglidir (Aktoz,

2004) SOR salinimi sonucu hiicrede ¢esitli fonksiyon bozukluklari meydana gelir

(Sroka and Cisowski, 2003).

SOR olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 Onlemek i¢in
viicudumuzda bir¢ok savunma mekanizmasi gelismistir. Bunlar “Antioksidan Savunma
Sistemi” olarak bilinir (Akkus, 1995). Organizmada SOR’larin olusum hiz1 ile
antioksidan savunma sisteminin etkisizlestirme hiz1 dengede oldugu siirece organizma
bu bilesiklerden etkilenmemektedir. Buna karsin savunma azalir veya bu zararh
bilesiklerin olusum hizi artarsa bu denge bozulmakta ve SOR’a bagl zararhi etkiler

ortaya ¢ikmaktadir (Diindar ve Aslan 2000).
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Olugan SOR‘lar antioksidan savunma mekanizmalar1 ile enzimatik (Siiperoksit
dismutaz, Glutatyon peroksidaz, Katalaz) veya nonenzimatik (polifenoller, flavonoidler,

terpenler v.b.) yol araciligiyla zararsiz duruma getirilebilir (Aktoz, 2004).

Bu calismada kullanilan geraniol (3,7-dimetil -2,6-oktadien-1-ol) yapisinda
hidroksil molekiilii igeren monoterpenoid bir alkoldiir. Geraniol kimyasal yapisinda
hidroksil (-OH) gruplari bulundurmasindan dolay1 iyi bir antioksidan ozellik gosterir
(Chol, et al., 2000).

Geraniol maddesi, iilkemizde bol miktarda bulunan ve Rosaceae (giilgiller)
ailesinden gilizel kokulu bir bitki olan giilin (Rosa damascena) taze cigeklerinin
distilasyonu ile elde edilen dogal giil yaginin igerisinde bulunmaktadir (lijima, et al.,
2004). Svoboda ve ark. (1998) esansiyel yag icerisinde bulunan bilesiklerden carvacrol,
citronellol, eugenol, geraniol ve limonenin besin maddelerinin genetik degisime etki

yapmaksizin besinlerin korunmasinda etkili olduklarin1 géstermiglerdir.

Bobreklerde deneysel iskemi-reperfiizyon hasarinin etkilerinin ortaya g¢ikmasi
icin belli bir iskemi siiresine gerek vardir. Sican bobreginde yapilan c¢alismalarin
bazilarinda 45 dakikalik, bazilarinda ise 60 dakikalik iskemi siiresinden sonra
reperfiizyon hasarinin ortaya c¢iktigi gozlenmistir (Akko¢ 2010). Literatiirde, renal
iskemi reperfiizyon hasarmin, doku 6rnegi ve serum analiz ¢alismalari ile en erken 4.
saatte ortaya ¢iktigl, tepe noktasina da 24 saatte ulastigi rapor edilmistir (Paller, et al.,
1984). Bu caligmada da renal iskemi reperfiizyon hasarinin etkilerini net olarak
arastirmak istedigimiz i¢in ¢alismamizda 60 dakika iskemi 24 saat reperfiizyon siiresini

literatiire uygun sekilde tercih ettik.

Calismamizda, dogal bir antioksidan olan geraniol’in uzun siireli
iskemi/reperfiizyon hasarina karsi olasi koruyucu etkisi, biyokimyasal ve histolojik

olarak elde edilen bulgularla degerlendirilmistir.
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Protein metabolizmasinin  yikim {irtinii  olan, toksik etkili amonyagin
detoksifikasyonu ile olusan iire, bobrek fonksiyonlarmin bir gostergesidir (Altintas ve
Bilgili, 1992; Duman ve Erden, 2004). Ure suda ¢dziinebilir ve bdbrek yoluyla idrardan
atilir. Biyokimyasal analiz sonuglarinda iireden ziyade BUN (Kan Ure Azotu) terimi
kullanilir. BUN, kandaki iirenin azot kisimlarinin miktarini ifade eder. Bu da toplam

tire miktarmin yaklasik % 46’s1dur.

Plazma BUN diizeyinin artmasi, bozulmus bobrek fonksiyonunun sonucudur.
Bu artis1 saglayan sadece bobrege bagli nedenler degildir. Yiiksek proteinli diyet alima,
kalp yetmezligi, asir1 tuz ve su kayiplari, enfeksiyonlar, cerrahi girisimler, yaniklar,
yiiksek ates ya da doku yikimi plazma BUN diizeyinin yiikselmesine neden olabilir
(Duman ve Erden, 2004). Kolayca filtre olan iirenin %40-50 kadar1 proksimal
tiibiillerden geri emilmektedir (Onat, 2006).

Calismamizda I/R sonrasi serum BUN diizeyi incelendiginde tiim gruplarda
Grup I (sham grubu)’e oranla anlamli derecede yiikselme goriildii. Grup | (sham grubu)
ile Grup II (I/R grubu) karsilastirildiginda anlamli farklar gézlendi (p<0.05). Bu durum
I/R isleminin amaca uygun olarak bobrek fonksiyonlari olumsuz etkiledigini
diistindiirdii. Tedavi gruplarindan olan Grup Il (50 mg/kg geraniol) ve Grup IV ( 100
mg/kg geraniol) BUN degerlerinin ise; Grup II (I/R grubu)’ye gore istatistiksel agidan
anlamli derecede daha diisikk bulunmasi geraniol’iin koruyucu etkisinin oldugunu

gostermektedir.

Kan {iire diizeyini tek basina degerlendirmek yerine, kreatinin ile birlikte
degerlendirmek bobrek fonksiyonlari agisindan daha dogru olur. Kreatinin, iskelet
kaslarindaki kreatin’in su kaybetmesi ile olusur (Duman ve Erden, 2004). Serum
kreatinin diizeyi renal (glomerular) fonksiyonun bir belirleyicisidir. IR hasari
sonrasinda serum kreatinin seviyesinde gozlenen yiikselme, bobrek proksimal tiibiil

hiicrelerinde meydana gelen fonksiyon bozuklugunun bir gostergesidir (Thiemerman, et
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al., 2003). Kreatinin dolagimdan o6zellikle glomeriiler filtrasyona ugrayarak
uzaklastirtlir.  Bunun yani sira tiibiilerden geri emilime ugramamaktadir (Onat,et al.
2006). Dolayisiyla glomeriiler filtrasyon ve renal kan akimi degisiklerinden kolaylikla
etkilenir (Duman ve Erden, 2004).

Serum CRE diizeyi bakimindan Grup II, III, 1V; sham grubu ile
karsilagtirildiginda artiglari, istatistiksel olarak anlamli derecede farkli bulundu
(p<0.05). CRE diizeyinde kaydedilen artis Grup II (/R grubun)’de yiiksek iken, Grup
11 ve Grup IV’ de Grup II’ye gore anlamli derecede diisiis gdzlenmistir. Ozellikle
tedavi grubu olan Grup IV (100 mg/kg geraniol)’de gorillen CRE diizeyinin, Grup |
CRE diizeyine anlamli derecede yaklasmasi, geraniolin 100 mg/kg dozunun iskemi

reperfiizyon hasarina kars1 koruyucu etkisi oldugunu gosterdi.

Goniillii ve arkadaglart yaptigi calismada (2013), sag nefroktami uygulanmis
sicanlarda; sol bobrege 60 dk. iskemi,. 45 dk reperfiizyon yapmis olan Kogoglu, et al.,
(2009)’tin galismasini model almistir. Calismasinda iskemi siiresini 60 dk., reperfiizyon
stiresini ise hasarin maksimum etki gosterdigi 24. saat olarak belirlemistir. Calisma
sonunda ise serum BUN, CRE seviyelerinin I/R grubunda arttig1, deksmedetomidin

verilen grupta ise diisiis oldugunu rapor etmislerdir.

Williams ve ark. ise, bilateral renal arter ve veni klempleyerek olusturduklar
iskemi modelinde iskemi siiresini 45 dk. tutup reperfiizyondan sonraki 0, 0.5, 1, 2, 4, 6,
9, 24. saatlerde ve 1 hafta sonra IR hasarinin kan BUN ve CRE diizeyleri ile bobrek
histolojisine etkilerini arastirmislardir.  Bu arastirmacilar renal hasarin 45 dk.’lhk
iskemiyi takiben en erken 4. saatte basladigini ve hasarin 24. saatte maksimum etki

yaptigini bildirmiglerdir.

Aydogdu ve ark. ‘min yaptigi (2005) 60 dk. iskemi, 24 saat reperfiizyon
caligmasinda; serum BUN, CRE diizeylerin arttigi rapor edilmistir. Bu da bizim

calismamizla paralellik gostermektedir. Benzer sonuglar Sahin (2011)’in yaptigi
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calismada da gozlenmistir.  Bu c¢alismada koruyucu madde olarak pioglitazon
kullanilmistir.  I/R siireleri ise 60 dk / 24 saat olarak belirlenmis ve bobrek iizerine
koruyucu etkisi incelenmistir. Sonug olarak I/R grubunda serum Kreatinin miktarlari en

yiiksek iken, tedavi gruplarinda ise diisiis oldugu rapor edilmistir.

Yanarates ve ark. (2008) siganlarda 60 dk. iskemi ve 6 saat reperfiizyon
uyguladiklar1 caligmalarda serum {ire ve kreatinin diizeyleri ile histopatolojik bobrek

hasarinin istatiksel olarak anlamli diizeyde artmis oldugunu bildirmislerdir.

Benzer calismalarla da bébrek I/R’nun neden oldugu hasarda serum BUN ve
CRE degerlerinin kontrol gruplarina goére zamana bagli olarak arttig1 rapor edilmistir

(Sahsivar, 2007).

Calismamizda saptanan bobrek serum BUN ve CRE diizeyleri literatiir bilgisiyle
uyumlu olup, SOR ‘a bagl uzun siireli bobrek I/R hasarinda serum BUN ve CRE

diizeylerinin anlaml derecede yiikseldigini gostermektedir.

SOR olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek i¢in viicutta birgok
savunma mekanizmalar1 gelismistir. Bunlar antioksidan savunma sistemleri olarak
bilinir (Akkus, 1995). Siiperoksit (O, ) radikallerinin yol ac¢tig1 oksidatif hasara kars1
antioksidan savunmada rol alan ilk enzim SOD’dir. SOD enzimi O™ radikallerini H,O,
ve O,’e dontistiirir. KAT ya da Gpx ise H,0;’i zararsiz yan triinlere dontistiiriir. Bu

yiizden hiicresel hasarin siddetinde 6nemli rol oynarlar.

Bobrek dokusundaki KAT enziminin elekroforetik analiz sonuglarinda tiim
gruplarda tek bir bant ortaya ¢ikt1 (Bkz. Sekil 4.1). Grup I’ e ait bobrek doku 6rneginde
bant alan1 yiiksek yogunlukta iken Grup II’ de bant alani diisiik yogunlukta bulundu.
Grup Il deki bant alaninin diisiik bulunmasi, uzun siireli I/R hasari1 ile KAT antioksidan

enzim aktivitesinin inhibasyonunun hizlanmig olabilecegini diisiindiirdii. Grup Il ve
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IV’ de birbirine yakin bant alanlar1 olgiildii (Bkz. Sekil 4.4.). Grup 1l (50 mg/kg
geraniol) ve Grup IV (100 mg/kg geraniol) kendi iginde karsilastirildiginda 50 mg/kg
geraniol verilen Grup I1I’tin, Grup 1V’e gore bant alan1 daha diisiik goriildii. Bu da bize
50 mg/kg geraniol miktariin koruyucu 6zelliginin yeterli olmadigin1 ve Grup IV’iin

antioksidan savunma sistemine destek oldugunu ortaya koydu.

Bobrek dokusunda SOD izoenzimine bakildiginda {i¢ izoformu goriildii ( SOD1,
SOD2 ve SOD3) (Bkz. Sekil 4.5). SODL1 bant alaninin Grup I’ de bant alan1 yiiksek
bulunurken, Grup Il bant alani en diisiik bulundu. Grup III ve IV’ iin benzer bant alani
olusturduklar belirlendi. SOD2 ag¢isindan bant alanlar1 degerlendirildiginde Grup I’ de
en yiiksek bant alani, Grup II’ de diigiik bant alan1 goriildii. Grup III ve IV’ iin bant
alaninda Grup II’ye gore yiikselme tespit edildi. SOD3 agisindan bant alanlart
degerlendirildiginde Grup | bant alani, Grup II’den yiiksek bulundu. Bunun yaninda
Grup IV ‘de en yiiksek bant alan1 goriildii. (Sekil 4.5; Sekil 4.6). SOD izoenzimlerinin
her birini kendi igerisinde degerlendirdikten sonra genel SOD aktivitesini
inceledigimizde tiim izoenzimlerin Grup I’ de bant alanlar yiiksek bulunurken, Grup II

bant alanlari tiim gruplardan disiik bulundu

Bobrek dokusunda Gpx enziminin; Gpx1, Gpx2, Gpx3 ve Gpx4 olmak iizere
dort izoenzimi tespit edildi. Tium gruplar i¢inde izoenzimler karsilastirildiginda Grup
II’nin bant alani yiiksek bulundu (Sekil 4.7.; Sekil 4.8). . Bu durum KAT ve SOD

enzim aktivitesi sonuglar1 ile paralellik gosterdi.

Canli dokularda bulunan KAT, SOD, Gpx ¢ok onemli antioksidan savunma
mekanizmalaridir.  KAT, H;0;’ nin detoksifikasyonundan sorumlu iken SOD, Oy
radikalini katalizler, aksi durumda biyolojik yap1 ve membranlart hasar goriir. Gpx’ de
H,0,’ yi su ve oksijene doniistiiriir. Tim bunlar hiicresel hasarin sekillenmesinde
onemli rol oynarlar. Bu enzimlerin aktivitesinin azalmasi yiliksek reaktif serbest
radikallerin toplanmasiyla ilgilidir. Bu enzimlerin azalmasi serbest radikallarinin
artmasina neden olur. Sonugta hiicre membranlarinin fonksiyonlar1 ve biitiinliigl i¢in

antioksidan enzimler ile serbest radikaller belli bir denge i¢inde olmalidir. Bunun yani
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sira uzun siireli doku hasarlart sonucunda serbest radikallarinin artmasi ile gelisen
biyokimyasal olaylarda antioksidan sistem yetersiz kalmaktadir. Iskemik dokuda
oksidanlara bagli olarak SOD, KAT ve GPx gibi enzimlerin inaktivasyonunun
hizlandig1 ve buna bagl olarak hiicrelerin reperfiizyon sirasinda hizla olusan oksijen
radikallerinin etkisine daha duyarl hale geldigi rapor edilmektedir.( Aydogdu ve ark.,
2005)

Dobashi ve ark. (2000) sol bobrekte iskemi (30,60,90 dk) ve reperfiizyonunu (2,
24,72,120 saat) farkl: siirelerde yaptiklart ¢alismada; 60 dk iskemi 24 saat reperfiizyon
uyguladiklar1 grupta, SOD, KAT, ve GPx aktivitelerinde anlamli bir azalma ve lipid

peroksidasyon diizeyinde artma oldugunu bildirmislerdir.

Akkog ve arkadaslarinin (2010) kalsiyum dobesilat uyguladiklari ¢alismada; erkek
wistar siganlarda renal I/R (45 dk/24 saat) sonrasi I/R grubunda KAT, SOD ve GPx

aktivitelerinde diger gruplara gore 6nemli azalma kaydetmislerdir.

Suyani’ni (2006) yapmis oldugu calismada SOD diizeyini en yiiksek kontrol
grubunda bulmusdur. Hem I/R hem de tedavi grubunda SOD aktivitesi anlaml1 olarak
diisiis gdstermistir. Bu durum I/R hasari'nin antioksidan enzim sistemi iizerinde dnemli
bir baskilayici rol oynadigini diigiindiirmektedir. Bu durumu Suyani ve arkadaglarida
I/R modellerinde kisa zamanli SOD aktivitesinde artis olmadigi buna karsin uzun
iskemi (60 veya 90 dakika) uygulanan I/R modellerinde anlamli SOD artis1 oldugunu
gosteren c¢aligmalara baglamistir.  Bu nedenle uygulanan iskemi siiresi SOD

aktivitesinin belirginlesmesinde 6nemli gibi gériinmektedir.

Jayakumar ve arkadaslar1 (2006) yapmis olduklar1 ¢alismalarinda KAT, SOD ve
Gpx izoformlarin1 native page elektroforezi ile degerlendirdiklerinde bu izoformlarin

tedavi grubunda I/R grubuna gore daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Bu sonuglar ¢alismamizla paralellik gostermektedir. Calismamizda da iskemi

sonrasi antioksidan enzim aktivitesi 6nemli derecede azalma gostermistir. Diger yandan
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I/R sonucunda antioksidan enzimlerin yiikseldigini gdsteren calismalar da mevcuttur.
Bu calismalara bakildiginda I/R sonrasi artan enzim aktivitesinin oksidatif stresle

iliskilendirildigi vurgulanmaktadir.

Rasoulian ve arkadaslar1 (2008), yaptiklar1 calismada erkek wistar siganlarda renal
I/R (40 dk/24 saat) sonrast I/R grubunda KAT, SOD seviyelerinde &nemli artma
kaydetmislerdir. Benzer bir calismada Kapan ve arkadaslar1 (2009), aortik I/R sonrasi
iskemi grubunda SOD, KAT aktivitelerinde anlamli derecede yiikselme bulmuslardir.

Yapilan caligsmalar arasindaki farkliliklarin biiyiik olasilikla metod, tiir ve iskemi

modellerindeki farkliliklardan kaynaklanmis olabilecegini sdyleyebiririz.

Bu izoenzim formlar1 hiicre metabolizmasinin diizenli ¢alismasinda 6nemli rol
oynar (Akkog¢, 2010). Ancak oksidatif stres esnasinda bu antioksidan enzim
izofromlarmin gen ekspesyonu ile ilgili ¢aligmalarinin ortaya konmasi sonuglarin

farkliliginin netlesmesinde olduk¢a 6nemlidir.

Yapilan histolojik incelemelerde (HE) kontrol grubu olan Grup I bobrek doku
orneklerinde; korteks-medulla, bobrek tiibiil hiicreleri ve glomeriiller diizgiin yap1
gostermektedir. /R hasart olusturulmus Grup II’ye ait bobrek orneklerinde ise
vakuolizasyon, glomeriil boslugunda genisleme ve kanama, bdbrek tiibil hiicre
siralarinda bozulmalar gozlendi. 50 mg/kg geraniol verilen Grup Il bobrek histolojik
incelemelerinde ise genel goriinim normal olmakla birlikte glomeriiler boslukta ve
tiibiiller arasinda yer yer kanamalar gozlendi. Bu durum korunmanin yeterli olmadigini

diistindiirdi.

100 mg/kg geraniol verilen Grup IV bobrek doku orneklerinde ise glomeriil
boslugunda genislemenin ve epitel dokiilmelerinin goriilmemesi ayni zamanda
kanamanin Grup II’ye gore gozle goriiliir diizeyde azalmasi olusan hasara karsi olasi

koruyucu etkisini gosterir.
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I/R hasarmin énlenmesinde SOR radikallerinin etkisini ortadan kaldiran bir ajan
olarak Geraniol’tin kullanildigina iligkin herhangi bilimsel kayita rastlanmamuistir.
Yalniz son zamanlarda arastirmacilar antioksidan olarak ugucu yaglar ya da serbest

radikal temizleyicilere odaklanmislardir

Choi ve arkadaglarinin (2000) yaptigr calismada 34 farkli narenciyede ugucu
yaglar ve radikal siiptiriiciiler tizerinde 1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) kullanilarak bir
standart ile antioksidan aktiviteleri karsilastirilmistir.  Bu ¢alismada isaretlenmis

Geraniol ‘lin DPPH’a kars1 radikal siipiiriicii etkisi rapor edilmistir.

Tiwari ve Kakkar 2008 yilinda Wistar albino si¢anlarin alveolar makrofajlar
tizerinde yaptiklar1 ¢aligmada tsigniertiary-biitil hidroperoksit kullanilarak Geraniol’iin
anti-oksidan potansiyelini arastirmiglardir. Geraniol hiicre canliligini 6nemli dlgiide
korumus Ve siiperoksit dismutaz aktivitesinde % 45, glutatyon miktarinda % 120 artis
gostermistir ve mitokondrial membran potansiyelini de onardigi gézlenmistir. Ayni
zamanda oksidatif strese maruz kalan hiicre ile Geraniol verilen hiicreler
karsilastirildiginda  Geraniol’tin -~ serbest NO  salmimini  azalttigi  ve lipit
peroksidasyonunu da engelledigi goriilmiistiir. Bu sonuglar oksidatif stres ile
olusturulmus akciger iltihabi hastaliklarinda Geraniol’iin farmakolojik potansiyelinin

kritik kontrol noktas1 oldugunu gosterdi.

Glines, 2010 yilinda yaptig1 ¢alismada; H,O, vererek oksidatif stres olugturmus
oldugu ratlarda geraniol ve geraniolden sentezlenmis olan geraniol ksantat maddelerinin
eser elementler iizerine etkilerini incelemistir. Bu c¢alismada Geraniol ve geraniol
ksantat verilen dokularda genel olarak H,O, “ in zararh radikal etkisini azaltarak, eser
elementler diizeyinde ( Fe*?, Ca*?, Zn™? ve Mn*?) olumlu etkilerinin rol oynadigimni

bildirmislerdir.
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Geraniol’iin ¢esitli kanser hiicrelerine karsi in vivo ve in vitro antitiimor etkinligi
ni gosteren c¢alismalar da vardir. Monoterpenlerin deneysel kosullarda dogrudan ve

dolayli kullanilarak antikanserojen etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Giines, 2010).

Cesitli calismalar da I/R hasar1 sonucu olusan oksidatif strese karsi farkli
antioksidanlarin etkili oldugunu gostermistir ( Canbek et al., 2008; Senturk, et al., 2008;
Baykara et al., 2009). Aym sekilde benzer calismalar yapilarak diger monoterpen
tiirevli maddelerin oksidatif stres {izerine etkileri arastirilabilir. Ayrica Geraniol’iin I/R
hasar1 ile olusturulan oksidatif stres {izerine uygun yolaklar caligilarak serbest

radikalleri azaltma etkisi arastirilabilir.

Sonug olarak biyokimyasal ve histolojik analiz verileri gbz Oniine alindiginda,
bobrek I/R hasarindan 6nce geranioliin 100 mg/kg intraperitonal dozunun koruyucu

etkili oldugu soylenebilir.
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GEREKCE

Eskisehir Osmangazi Universitesi Fen lidebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii / Molekiiler
Biyoloji Anabilim Dali Ogretim iiyesi Dog. Dr. Mediha CANBEK 'in arastirma yiiriitiiciisii oldugu
326/2013 kayit numarali ve “Sicanlarda Uzun Siireli Bobrek iskemi / Reperfiizyon Hasarma
Karst Geraniol ¢ iin Koruyucu Etkisi” konulu ¢alisma; tarafimizdan degerlendirilmistir,

Calismada Wistar albino erkek siganlar arasindan rastgele segimle her birinde n=7"ser si¢an
olmak tizere toplam 4 grupta 28 adet sigan kullantlacaktir. Bu gruplar;

Grup 1 (Sham): Bu grup deney hayvanlarina nefroktomi islemi uygulanarak 15 giin
iyilesmenin ardindan her hayvamin batin kismi acilip iskemi islemi vapilir gibi yapilacak ve
diseksiyonlar gerceklestirilecektir.

Grup 2 (Hasta kontrol): Bu grup deney hayvanlarina nefroktomi islemi uygulanarak 15 giin
ivilesmenin olmasi beklenecektir. Iskemi islemi gerceklestirilmeden 1 saat énce serum fizyolojik
intraperitonal olarak verilerek 60 dakikalik iskeminin ardindan 24 saat reperfiizyon uygulanacaktir.
Reperfiizyonun bitiminde anestezi altinda diseksiyon gergeklestirilecektir,

Grup 3 (I/R+ 50 mg/kg tedavi grubu): Bu grup deney hayvanlarina nefroktami islemi uygulanacak ve
nefroktami isleminin ardindan 15 giin boyunca iyilesmenin olmasi beklenecektir. 15 giin iyilesme
periyodunun ardindan; 50 mg/kg geraniol. iskemi isleminden 1 saat Once deney hayvanlarma
intraperitonal olarak verilecektir. Daha sonra 60 dakikalik iskeminin ardindan 24 saat reperfiizyon
islemi uygulanacaktir. Reperfiizyonun bitiminde anestezi altinda diseksiyon gergeklestirilecektir.

Grup 4 (I/R+ 100 mg/kg tedavi grubu): Bu grup deney hayvanlarina nefroktami islemi uygulanacak
ve nefroktami isleminin ardindan 15 giin boyunca iyilesmenin olmasi beklenecektir. 15 giin iyilesme
periyodunun ardindan; 100 mg/kg geraniol, iskemi isleminden 1 saat once deney hayvanlarina
intraperitonal olarak verilecektir. Daha sonra 60 dakikalik iskeminin ardindan 24 saat reperfiizyon
islemi uygulanacaktir. Reperfiizyonun bitiminde anestezi altinda diseksiyon gergeklestirilecektir.

Geranioliin Uygulamasi

Uygulanacak dozlar maddelerin giivenlik belgelerinde belirtilen oral LD30 limitleri
kapsaminda diizenlenecektir (Lapezynski et al; 2008). Deney hayvanlarina iskemi isleminden | saat
dnce cam enjektdrle intraperitonal olarak verilecektir.

Cerrahi islemler

Iskemi/reperfiizyon yapilacak deney hayvanlarma intramiiskiiler olarak 10 mg/kg ksilazin ve
70 mg/kg ketamin anestezisi uygulanacaktir. Her bir deney hayvani, 1lik ve sabit sicaklikta olan
diseksiyon tablasina sirt iistii pozisyonda tespit cdilip, rektal 1s1 kontrolii yapilacaktir (Stangl, et al.,
2009). Cerrahi uygulama bélgesinin temizligi %70’lik etil alkol ile saglanip steril sartlar altinda sag
bobrek nefroktomisi gerceklestirilecektir.  Her bir sicana yapilan nefroktomiden sonra kaybolan
stvinin hipovolemik etkilerine engel olmak igin karin bosluguna steril SF verilecektir. Kas ve deri
kesileri ayr1 ayri fakat devamli olarak 3/0 ipek sitiirle dikilerek kesi bolgesi kapatilacaktir. Cerrahi
islem gormiis her bir hayvani kimyasal sterilizasyonu vapilmus, tek bireylik, polikarbonat bilegimli
seffaf kafeslere ayri ayri koyularak 15 giin iyilesmesi saglanacaktir.

iskemi reperfiizyon vapilacak siganlara ketalar Rompun anestezisi altinda midline laporatomi
yapilacaktir. Sol renal arter izole edilerek, antitravmatik vaskular klemp yardimiyla 60 dakika siire ile
kan akisi durdurulacaktir, 60 dakika iskeminin hemen ardindan 24 saat reperflizyon uygulanacaktir.
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Reperfiizyon siiresince kaybolan sivinin hipovolemik etkilerine engel olmak i¢in karin bogluguna steril
SF verilecektir. Bu islemin ardindan kas ve deri kesileri ayri ayri fakat devamli olarak 3/0 ipek siitiirle
dikilerek kesi bolgesi kapatilacaktir.

Bobrek iskemi-reperflizyonunda sitotoksitenin aydinlatilmasi igin deney gruplarimizdaki
sicanlardan anestezi altinda uygun teknikler kullanilarak kalpten kan ve bobrek doku ornekleri
almacaktir. Biyokimyasal calismalar i¢in alinan kan 6rneklerinin MSE Mistral 2000 marka cihaz ile 10
dk 3000 rpm devirde santrifiijlenerek serumlari elde edilip Ependorf tiiplere aktarilan serum ornekleri
analiz siiresine kadar -80 0C derin dondurucuda korunacaktir. Alinan kan drneklerinin serumlarinda
iire ve kreatinin degerleri Crony Airone 200 RA Otoanalizattr ile ticari kit (Biolabo, FRANCE)
kullanilarak belirlenecektir

Histolojik ¢aligmalar igin alinan bobrek doku drnekleri; 1., 2., 3., ve 4. gruplarda diseksiyondan hemen
sonra sol bobrek alimp t¢ kisma ayrilarak orta kisim histelojik analizler i¢in %10° luk
nétralformaldehit fiksasyon sivisima uygun sekilde konulabilmesi igin doku kasetine, diger kisimlar ise
biyokimyasal analizler igin polietilen tiiplerde —=§0C | derin dondurucuya koyulacaktir,

Deney hayvanlarinin diseksiyonu sirasinda histolojik incelemeler igin alinan orta kisim bobrek
dokularmin her biri doku takip kaseti igerisinde %10 tamponlanmis nétralformaldehit soliisyonunda
24 saat siire ile bekletilecektir. Kimyasal fiksasyonu tamamlanan dokular rutin etil alkol serisinde
yapilacak olan takipten sonra parafine gomiileccktir. Parafin igine gdmiilerek bloklar haline getirilen
doku drneklerinden mikrotom yardimit ile 4-6pm kalmhginda kesitler alinacaktir. Alinan kesitler
hematoksilen eosins (H&E) boyama metodu kullanilarak boyanacak ve preparatlar entellan ile
kapatilarak daimi hale getirilecektir. H&E boyanmis bobrek kesitlerinde 151k mikroskobu diizeyinde
histopatolojik incelemeleri yapilacaktir.

Diger kalan dokular bébrek I/R sitotoksisitesini aydinlatmak icin elektroforez analizinde
kullanilmak tizere +4 [ 1C de céziilerek; doku 6rneklerinde homojenizasyon yapildiktan sonra SOD,
CAT ve Gpx enzim aktivitelerine bakilacaktir.

Bibrek dokularmin homojenizasyonu igin; -80 0C"den ¢ikarilan bibrek dokusundan kiigiik bir
parca alinarak hassas terazide tartilip PO4 ¢ozeltisi iginde homojenize edilecektir, Homojenatlar +4 0C
5000 G’de 1 saat santrifiij (Ependorft Centrifuge marka ve 5804 R model) edilip siipernatant kismi
elektroforez igin ayrilacaktir. Bébrek doku drnegi homojenatlarinda Dogal (Native) Jel Elektroforez
teknigiyle Scie-Plas marka mini vertical Electrofophoresis iinitesi kullamlarak SOD, CAT ve Gpx
izoenzimlerinin jelde yiiriimesi saglanip substrat ile tepkimelerine gire aktivitesi belirlenecektir
(Jayakumar, et al., 2007). Dogal Jel Elektroforezi kullanilarak aktiviteleri belirlenecek olan
SOD, CAT ve Gpx izoenzimlerinin total protein miktarlar belirlenecektir.

Nefrektomiden sonra analjezik verilmeli. 24 saat reperfiizyon anestezi alinda olmayacak gibi
goriiniiyor. Analjezik verilmelidir.

Kullanilan yéntemler uluslararasi standardi olan yéntemlerdir. Gerekli literatiirler verilmistir.
Calismanin yapilmasinda, Komisyonumuzun olumsuz goriisii bulunmamaktadir.
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