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OZET

Mevcut calismanin amaci sentetik bir flavanoid olan ve daha 0Onceki
caligmalarda kalp ve beyin iskemisinde koruyucu etkilere sahip oldugu belirlenen
3',4'-dihydroxyflavonol’un (DiOHF) deneysel bébrek iskemi-reperflizyonunda lipid

peroksidasyonuna etkisini belirlemekti.

Mevcut calisma Necmettin Erbakan Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve
Uygulama Merkezi’nden temin edilen 200-250 g agirhginda 56 adet Wistar-albino
turd erkek sican tizerinde gerceklestirildi. Deney gruplar: su sekilde olusturuldu:

1. Kontrol; 2. Sham; 3. Iskemi; 4. iskemi+reperfiizyon; 5. Iskemi+DiOHF;
6. iskemi+DiOHF+reperfiizyon.

Deney gruplarinda uygulamalarin bitiminde anestezi edilen hayvanlardan
kardiyak punksiyon ile kan ornekleri ve bobrek dokular: gerekli analizler yapilmak

uzere alindi. Doku ve kan érnekleri analiz yapilincaya kadar -80 °C’de tutuldu.

Calisma gruplarinin doku glutatyon (GSH) duzeylerinin Grup 5 ve 6’ da en
yuksek seviyede oldugu belirlendi (p<0.005). Kontrol ve sham gruplar1 olan 1. ve 2.
gruplar ise en disiik doku GSH degerlerine sahipti. (p<0.005).

En yilksek doku malondialdehit (MDA) dizeyinin iskemi grubunda (Grup 3)
oldugu belirlendi (p<0.005). Iskemi-reperfiizyon grubunun (Grup 4) doku MDA
degerleri Grup 3’den dusik (p<0.005), diger gruplarin tamamindan yuksekti
(p<0.005).

Eritrosit GSH dizeyleri Grup 5 ve 6°’da diger gruplarin tamamindan ylksekti
(P<0.005). Grup 1, 2, 3 ve 4’ n eritrosit GSH degerleri arasindaki farklilik
istatistiksel olarak anlamli bulunmad: (p<0.005).

Plazma MDA degerleri incelendiginde gruplararasi en ylksek degerlere I/R
uygulanan Grup 4’ Un sahip oldugu bulundu. Grup 3’ deki (renal iskemi) plazma
MDA seviyesi ise Grup 4’ den dusik (p<0.005), diger tim gruplardan ise daha
yuksekti (p<0.005).

Calismanin sonugclar1 sicanlarda bobrek iskemi-reperfiizyon hasari sirasinda
artan lipid peroksidasyonun periton i¢ci DiOHF uygulamasiyla oOnlendigini
gostermektedir.

Anahtar Sozcukler: Bobrek iskemi-reperfuzyonu; 3',4'-Dihydroxyflavonol; sigan



ABSTRACT

The Effects of 3°, 4’-Dihydroxyflavonol on Lipid Peroxydation in Experimental

Renal Ischemia-Reperfusion Injury in Rat

The aim of present study was to determine the effect of 3',4'-dihydroxyflavonol

(DiOHF) on lipid peroxidation in experimental renal ischemia-reperfusion in rats.

This study was performed on the Wistar-albino male rats which weighted as 200-250
g and in the Application and Research Center of Experimental Medicines of
Necmettin Erbakan University. Experimental groups as follows:

1. Control; 2. Sham; 3. Ischemia; 4. Ischemia-reperfusion 5. Ischemia + DIOHF;
6. Ischemia + DIOHF + reperfusion.

Following the all application, animals were anesthesized and blood samples were
taken by cardiac puncture and Kidney tissue samples were taken and animals were

was Killed by anesthesia. Samples were kept at -80 °C until the analysis.

Tissue glutathione (GSH) levels were the highest in the Groups 5 and 6 (p<0.005).

Groups 1 and 2 (ischemia and sham) have the lowest tissue GSH levels (p<0.005).

Tissue malondialdehyde (MDA) levels were highest in the ischemia groups
(p<0.005). MDA levels of ischemia-reperfusion group (Group 4) lower than Group 3
(p<0.005), was higher than all other groups (p<0.005).

Erythrocyte GSH levels of Group 5 and 6 were significantly higher than other groups
(p<0.005). There was no significant difference between erythrocyte GSH levels of
Group 1, 2, 3 and 4 (p<0.005).

When observed the plasma MDA levels, this parameter were the highest in the
Group 4 (p<0.005). MDA levels of ischemia group (Group 3) lower than ischemia-
reperfusion (Group 4) (p<0.005), was higher than all other groups (p<0.005).

The results of present study show that DiIOHF supplementation by intraperitoneal
prevents increased lipid peroxidation during renal ischemia-reperfusion damage in
rat.

Key Words: Renal ischemia-reperfusion; 3',4'-Dihydroxyflavonol; rat
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1. GIRIS VE AMAC

Bir organa gelen kan akiminin cesitli nedenlerle (6zellikle vaskuler cerrahi
islemler ve organ transplantasyonu esnasinda) yetersiz hale gelmesine veya
durmasina iskemi denir. Iskemi sonucunda doku hipokside kalr ve hipoksik doku
hasari ortaya ¢ikar. Iskeminin uzun siirmesi sonucunda hiicrelerin butinliigi
kaybolur hatta hicresel 6lim meydana gelir. Reperflizyon ise dokunun
kanlanmasmin yeniden baslamasidir. Reperflizyon sirasinda, 6zellikle dokuya gelip
yerlesen polimorfonikleer lokositler (PMNL) tarafindan salinan serbest oksijen
radikalleri (SOR) dokudaki yikimi artiric1 etki yapar. Bu olaya reperfiizyona bagh
doku hasar1 denir (Ozan ve ark. 2004). iskemik dokuda radikal temizleyici
enzimlerin duzeylerindeki azalmadan dolay: reperflizyon hasar: daha da siddetlenir
(Akkus 1995).

Bobrek iskemi-reperflizyon (I/R) hasari, vaskiler cerrahi, organ alimi veya
transplantasyon gibi klinik prosedurlerin yaygin bir sonucudur ve akut bobrek
yetmezliginin bir sebebidir (Koga ve ark. 2012). Boébrek iskemisi perioperatif
donemde yuksek oranda morbidite ve mortaliteye neden olan yaygin bir

komplikasyondur (Hutchens ve ark. 2008).

Reperfiizyon sirasinda depolanmis hipoksantinin ksantine déniisimi hidrojen
peroksit ve stiperoksidi olusturur. Demir iyonu varhginda hidrojen peroksit oldukca
reaktif hidroksil radikalini olusturur. Beraberinde, hem protein nitrosilasyonu hem de
oksidatif hasar yoluyla hiicre hasarina yol acan tibul hicrelerinde iskemi nitrik oksit
sentazi (NOS) uyarir ve uUretilen nitrik oksit (NO) peroksinitriti olusturmak Uzere
stperoksit ile reaksiyona girer. Topluca, reaktif oksijen turleri (ROS) proteinlerin
oksidasyonu, lipid peroksidasyonu, deoksiribonlkleik asit (DNA) hasar1 ve
apoptozun indiklenmesi ile bobrek tlbul hicrelerinde hasara neden olur (Devarajan
2006).

Lipid peroksidasyonu hiicre membranlarinda oksidatif hasara yol acan ve
reaktif lipid aldehitlerinin salinimi ile sonuclanan otokatalitik bir yolaktir. Lipid
peroksidasyonu bobrekte oksidatif hasarin gostergesi olarak siklikla kullanilir
(Walker ve ark. 2001). Lipid peroksidasyonu sonucunda ortaya ¢ikan malondialdehit
(MDA) gibi urunler peroksidasyonun siddetini belirler. Peroksidasyon sonucu

meydana gelen urtinlerden 6zellikle ikisi mutajenik etki gostermektedir; bunlar MDA

1



ve hidroksinonenal (HNE)” dir. MDA o6zellikle G¢ ya da daha fazla ¢ift bagh yag
asitlerinin yikilmasi ile meydana gelen bir Grindir (Yarsan 1998). I/R hasari, ROS’ a

bagli lipid peroksidasyonuna katki saglar (Koga ve ark. 2012).

Glutatyon (GSH), hucreleri oksidan hasara karsi koruyan hicre icindeki en
onemli antioksidan bilesiktir. Karaciger basta olmak tizere pek cok dokuda glutamat,
sistein ve glisinden sentezlenir. Proteinlerdeki stlfidril gruplarmi rediikte halde tutar
ve oksidasyona karsi korur. Boylece fonksiyonel proteinlerin inaktivasyonunu
engeller (Ross 1988).

Serbest radikaller ve antioksidanlar arasindaki denge insan sagligi agisindan oldukga
onemlidir. Oksijen radikallerinin giderilmesinde organizmada bulunan savunma
sistemleri tek basina yeterli olmayabilir. Oksidatif hasara kars: ilave olarak alinan
antioksidanlar oldukca etkili olabilirler (Ozsahin ve ark. 2011). Ahnan besinlerde de
cesitli antioksidanlar bulunmakta olup, bunlarin baslicalar: antioksidan vitaminler ve
flavonoidlerdir (Mehmetoglu ve ark. 2005).  Antioksidan 0Ozellik gosteren
flavonoidler, serbest radikal toplayici 0zellik gdstermektedir. Hidrojenlerin
ayrilmasiyla olusan flavonoid radikalleri, ortamdaki eser metallerle selat halka
olusturarak kararli duruma gecerler (Bors ve ark 1990). Flavonoidler, reaktif turleri
temizleyerek olduk¢ca ROS’ un olusumunu engeller ve oksidatif reaksiyonlarin
devammni smirlar (Akhlaghi ve Bandy 2009). Mevcut calismada sentetik bir
flavanoid olan ve daha 6nceki calismalarda kalp ve beyin iskemisinde koruyucu
etkilere sahip oldugu belirlenen 3'/4'-dihydroxyflavonol’un (DIOHF) deneysel
bobrek I/R’ da etkisini belirlemek amaglandi.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Iskemi-Reperfiizyon

Iskemi doku hipoksisine yol agan, dokunun metabolik ihtiyaglarini karsilamak
icin gereken seviyenin altinda bozulmus kan akisini ifade eder (Lerman ve ark.
2009). Kritik bir iskemi déneminin sonrasinda organ kan akiminin yeniden
saglanmas: reperflizyon hasar1 olarak adlandirilan parankimal hasar ve organ
yetmezligi ile sonuglanir. I/R hasar1 siklikla organ nakillerinde, organ
rezeksiyonunda ve sokta gorulur. Kritik iskemi donemi organa baghdir ve karaciger
ve bobrekte 15-20 dakika, iskelet kasinda 2.5 saat ve beyinde 5 dakikadir (Tapuria
ve ark. 2008).

I/R hasarinin potansiyel mekanizmasi; doku hipoksisi, reperflizyon sirasinda
SOR olusumu ve inflamatuvar aracilarin ortaya ¢ikmasi ile olusturulmaktadir. Kan
akimindaki azalma ve oksijenin yetersiz dagilimina bagli olarak anaerobik
metabolizmanin son drtnlerinin ve toksik drlnlerin birikimi iskemik hasari
yaratmaktadir. SOR, dogrudan etki ile veya hiicresel antioksidan sistemlerini yetersiz
kilarak reperfiizyon hasarmi olusturmaktadir (Sengll ve Sengiil 2012). Reperfiizyon
sirasinda ROS salinimi, nétrofil birikimini ve ardindan ilave ROS ve litik enzimlerin

salgilanmasini beraberinde getirir (Rhoden ve ark. 2002; Chander ve Chopra 2006).

Hiicre ici pH’ da dstis ve sonug olarak sitozolde sodyum ve kalsiyum artisi ile
sonuclanan I/R hasari, iskemi swrasinda glikolizi aktive eden anaerobik
metabolizmanin kesintiye ugramasi ile baslar. Reperfiuizyonla sitozol ve mitokondride
kalsiyum fazlalig: dahil iyonik bozukluklar stiperoksit ve diger ROS’ un uretimini
artirir. Sonug olarak hucresel biyomolekillerde yapisal ve fonksiyonel degisikliklere
ve ciddi durumlarda hiicre 6limu ile sonuglanan sinyal yolaklarinin aktivasyonuna
neden olur (Akhlaghi ve Bandy 2009).

Reperflizyonun basinda mitokondriyal solunum hizi ve serbest radikal Gretimi
belirgin olarak artar. Bu radikaller hicre intrinsik serbest radikal yakalayici
sistemlerin Kkapasitesini asabilir ve hiicre fonksiyon kaybina yol acabilirler.
Dokularin tikettigi oksijenin biyik bir kismi (%95) aerobik metabolizma igin
kullanilirken, % 5 kadarimin ROS’ a cevrildigi tahmin edilmektedir. Oksijenden
uretilen en Onemli reaktif tlrler stiperoksit anyonu, hidrojen peroksit, hidroksil



radikali ve peroksinitrit anyonudur. Bu radikaller membran hasari, DNA yikimi,
proteaz aktivasyonu, lipid ve protein peroksidasyonu, ardindan apoptoz ve nekrozla

sonuglanan hiicre 6limi meydana getirmektedirler (Sahna ve ark. 2006).

Iskemi ve reperfiizyon, vazodilatér kaynaklarinda azalma ile agiklanan organ
hasar1 yam sira vaskiler hasara da yol acar. In vivo dolasim dilatasyon
kapasitesindeki genel azalma, lokositlerin endotele adezyonu ve sonug¢ olarak
kapilerlerin tikanmasi nedeniyledir. Oksijen radikal Gretimi, l6kosit aktivasyonunu
ve adezyonunu artirarak bu vaskiler tikanmaya katki saglar (Chan ve ark. 2003).
Aktif notrofillerin damar icinde olusturduklari agregatlar ve aktif trombositlerle
birlikte damar endoteline yapisarak mikrovaskiler tikanmaya yol acabilirler (Sahna
ve ark. 2006).

Iskeminin ardindan dokular anaerobik metabolizmaya uyum saglar. Kan
akiminin tekrar olusmasi ihtiya¢ duyulandan daha fazla oksijen olusumuna neden
olur ve bu dolasimdaki makrofajlarin aktivasyonuna ve sonu¢ olarak oksidatif stres
meydana getiren superoksit radikallerinin olusumuna yol acar. Reperflizyon
hasarinin baslamasinda anahtar olay ekstraseliler ROS’ un primer kaynagi olan
makrofajlarin aktivasyonudur (Tapuria ve ark. 2008). Reperfiizyonun baslangicinda
meydana gelen olaylar nétrofiller ve endotelyum arasindadir ve erken reperflizyon
hasar: olarak ifade edilir. Aktif notrofiller ROS ve proteazlar: salgilarlar (Sahna ve
ark. 2006). ROS endotelyal hasara ve proinflamatuvar sitokinlerin salinmasina yol
acar (Tapuria ve ark. 2008). Endotelyumda reperfuzyon hasari serbest radikal
temizleyiciler, notrofillerin adezyon ve/veya aktivasyonunun 6nlenmesi, ekzojen NO
takviyesi veya NO’ in dogrudan endojen Uretiminin artmasi veya nitritin NO’ e

indirgenmesi ile 6nlenebilir (Wang ve ark. 2009).

Hem iskemi hem de reperfiizyonu takiben zarar goren endotelyumda NO
sentezi  belirgin  derecede azalir. NO eksikligi notrofil aktivasyonunun
kolaylasmasina ve doku hasarmin artmasina yol acabilir. Reperfiizyonun ge¢ fazinda
uretilen NO ve peroksinitritin reperfuzyonun erken fazina oranla ¢ok daha fazla
oldugu ve bu durumun induklenebilir NOS up-regilasyonu ile ilgili oldugu
belirtilmektedir. NO duzeyindeki bu gecikmis artis, doku hasarmin daha da
artmasina neden olur (Sahna ve ark. 2006).



2.1.1. Sicak Iskemi-Reperfiizyon Modeli

Bu modelde bobregin vaskiler pedikiili veya tek basina renal arter degisen
surelerle klemplenmekte ve kan akimi tam olarak kesilerek iskemi olusturulmaktadir.
Daha sonra klempin kaldirilmas: ile bobregin yeniden perfuzyonu saglanir. Esas
patofizyolojik hasar doku hipoksisidir. Daha sonra dis mediller mikrodolasim
bozulur, inflamasyon ve tubuler hasar meydana gelir. Ardindan gelisen reperflizyon
hasarindan ise reaktif oksijen radikallerinin olusumu sorumludur. Bu modelde en sik
olarak siganlar kullanilir (Coskunfirat ve ark. 2010).

2.1.2. Bobrek Iskemi-Reperfiizyon Hasan

Bobrek I/R hasar1 ameliyat sirasinda gegici siddetli sistemik hipotansiyon veya
aortik oklizyonun bir sonucu olarak meydana gelebilir (Walker ve ark. 2001). Akut
bobrek yetmezligine neden olan bobrek I/R hasari, 6zellikle bobregin sicak iskemi
donemlerine maruz kaldig: suprarenal aortik cerrahi ve organ transplantasyonu gibi
durumlarda 6nemli bir klinik problem olmaya devam etmektedir (Miller ve ark.
2002).

Iskemi akut bobrek hasarmin (ABH) baslica nedenidir. iskemi ve reperfiizyon
endotelyal fonksiyon bozuklugu, lokosite bagli inflamasyon ve azalmis
mikrovaskiler kan akimi nedeniyle ABH’ mi1 ortaya c¢ikarir. I/R ABH’ a neden
olmasina ragmen, oldurict olmayan iskemi bobrekleri gelecekteki iskemik ABH’ a
kars1 koruyabilir. iskemik onkosullama, gelecekteki bir iskemik hasara kars: koruma
saglamak icin olduriici olmayan iskemi olusturma anlamina gelir (Munshi ve ark.
2011).

Bir organ veya dokunun I/R’ u etkilenmis hiicrelerin hemen hemen her
organelinde ve hicre ici sistemlerinin yap:1 ve fonksiyonunu etkileyen bir seri
kompleks biyokimyasal olay: tetikleyen hiicresel hasara yol acar. I/R hasari, zarar
gormis dokuda htcresel bilesikleri etkileyen bazi hiicresel olaylar1 harekete gegirir.
Serbest radikal aracili hiicre hasarmnin, reperfiizyon ile dokuya oksijenin saglandigi
ve oksijen radikali olusumunun bobreklerin ylksek hicresel detoksifikasyon
kapasitesini astigi zaman meydana gelmesi beklenmektedir. Oksijen eksikligine bagl
hiicresel hasar patogenezi bir dizi streci kapsamaktadir. Bunlar, hiicre kalsiyum

metabolizmas: ve serbest radikal Gretiminin bozulmasi, toksik lipit metabolitlerinin



olusumu ile fosfolipazlarin aktivasyonu ve hiicre hacmi ve tek degerlikli katyon
homeostazin kaybmi igermektedir. Bu yuzden bébreklere zarar veren I/R hasarmin
altinda yatan mekanizmalar biylk olasilikla hipoksi, inflamatuvar cevaplar ve
serbest radikal etkili hasar gibi ¢oklu faktorlerdir ve birbirine bagimhdir (Singh ve
ark. 2005).

I/R hasarina katki sagladig: dustintlen tanimlanmis birka¢c mekanizma vardir.
Bu olasiliklardan biri oksidatif strestir. I/R olaymnin ardindan bébrege oldukca zarar
veren SOR salmir. Bu, doku fibrozuna, bébrek yetmezligi ve/veya reddine neden
olur (Slyvka ve ark. 2013). Bobrek reperfiizyonu sirasinda agiga ¢ikan ROS, DNA
hasari, protein oksidasyonu ve nitrosilasyonu, lipid peroksidasyonu ve apoptoz
indiiklenmesi gibi gesitli sitotoksik etkiler ortaya ¢ikarir (Koga ve ark. 2012).

Bobrek I/R hasari, bobrek ttibil hiicrelerinde nekroz ve apoptoza neden olan
karmasik molekdler ve yapisal degisikliklerin sonucudur (Hutchens ve ark. 2008).
Bobrek kan akiminda ve oksijen desteginde ciddi bolgesel bozulmalarin bébrekte
agirhikh olarak medullanin dis kismmi etkilemesi hipoksinin uzamasina ve tibuler

nekrozun artmasina neden olabilir (Muller ve ark. 2002).

I/R hasarmin ardindan arteriyollerde vazokonstriktorlere artan duyarlhilik
vazodilatasyonun azalmasi sonucunda endotel hasari ve anormal vaskiler tonus
meydana gelir. Endotel hasari, kan akimin1 daha da azaltan hicre sismesine ve
vaskiler limenin daralmasina neden olur. Reperfiizyon paradoksal olarak kan
akiminin daha da bozulmasina yol agar. Kismen tibuler epitelyum hasar nedeniyle
distal nefrona ¢6zinmis madde (solute) dagitiminin artmasi, tubtloglomertler
geribildirim mekanizmasmin aktivasyonu ile vazokonstriksiyon artar. Bazal tonus
artist ve sirekli vazokonstriiksiyon sonucunda glomeriler filtrasyon hizi azalr
(Hutchens ve ark. 2008).

Endotelyal hasar NO gibi vazodilatdrlere normal arteriyolar cevabi da bozar.
NO, bobrekte bulunan NOS’ un ¢ formu ile olusturulur: indiklenebilir (iNOS),
noronal ve endotelyal (eNOS). eNOS ve iNOS dengesinin hasari1 degistirdigi
gorinmektedir (Hutchens ve ark. 2008). Bobrek I/R hasart NO dretimine yol acar ve
indiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) dahil multipl enzim sistemlerinin aktive
olmasina neden olur (Slyvka ve ark. 2013). I/R hasar1 ve yaslanma birlikte bobrekte

NO sistemlerinde degisime yol acar. Oksidatif stres ve NO sistemindeki

6



degisikliklerin kombinasyonu SOR ve reaktif nitrojen turleri (RNS) seviyelerinde
artma ile sonuglanir (Mark ve ark. 2005; Slyvka ve ark. 2013).

Ik iskemik durumda doku hasarina maruz kalinsa da ciddi inflamatuvar cevap
reperflizyon sirasinda siddetlenir. Endotel hasari, I6kosit-endotel etkilesimini artiran
adezyon molekillerinin upregulasyonuna sebep olur. Bobrek I/R’ dan sonra,
inflamatuvar sitokinler upregile olur, komplemen aktive olur, kemokinler salgilanir

ve lokositler kuvvetlendirilir ve aktive edilir (Hutchens ve ark. 2008).

Renal iskemi Adenozin trifosfat (ATP) yikiminda artis meydana getirir. Yikim
urtinleri olarak AMP, adenozin, inozin ve hipoksantin artar. Bobrek reperflizyonunda
hipoksantin, ksantin oksidaz tarafindan ksantine donustaralur (Selguk ve ark. 1996;
Rhoden ve ark. 2002) ve bu sirada molekdler oksijenin yikim trunt olarak stiperoksit
radikali olusur. Stperoksit radikali ve bunun yikim drlnleri olan hidroksil radikali ve
hidrojen peroksit mitokondri, lizozom ve plazma membranlar1 Uzerinde lipit
peroksidasyonuyla hiicresel hasar olusturur. Hicre membranlarinda lipid
peroksidasyonuyla meydana gelen hiicre hasari, membran permeabilite artisindan
hiicre lizisine kadar degisebilir (Selguk ve ark. 1996; Chander ve Chopra 2006).

Hicre iskeleti degisikliklerinin I/R hasarina 6nemli katkilari vardir. I/R’ dan
kaynaklanan oksidatif stres siwrasinda Uretilen peroksinitrit hiicre iskeleti
duizensizligine ve apoptoz gelisimine neden olabilir (Vinas ve ark. 2007). iskemi,
degismis peroksizom fonksiyonundan ve mitokondriyal elektron transport zinciri
yikiminda ROS Uretimine yol agar. ROS bazi hiicre iskeleti ve fonksiyonel hiicresel
bilesiklerini dogrudan hasara ugratir ve hucresel stres cevabi yolaklarini aktive eder
(Hutchens ve ark. 2008).

ATP tikenmesi etkisiyle bozulan Ca homeostazindan kaynaklanan fosfolipaz
ve proteazlarin anormal aktivasyonunun yanisira membran secici gegirgenliginin
kaybolmas: ve hiicre membraninda iyonik gradiyentin bozulmasi, uzamis renal
iskemi swrasinda proksimal tubillerde gdzlenen biyokimyasal ve morfolojik
degisikliklerin temelini olusturur. Ancak, bu degisiklikler tim hicre hasarmnin
nedenini agiklamaz, patogenetik sirecler katki sagliyor olmalhdir. iskemik kosullarda
ulasilabilen en dusiik oksijen konsantrasyonlarina ragmen, serbest radikal aracili

reaksiyonlarin iskemik organda yerini aldigi ve oksidatif hasara yol agtigi



gorunmektedir ya da en azindan bu gibi kosullarda gozlemlenen artmis lipid

peroksidasyonu ve/veya antioksidan tiiketimi kabul edilebilir (Cutrin ve ark. 2000).

Tubuler ve glomertler fonksiyon bozuklugunun ¢ogunun anoksiyi takip eden
reperfiizyon déneminde olustugu varsayilir ve ROS dretiminin bu reperflizyon
hasarina en biyuk katki saglayan faktorlerden oldugu farzedilir (Rhoden ve ark.
2002; Singh ve ark. 2005). ROS, glomerll ve proksimal tibdl gibi nefron
segmentlerinde Uretilebilir (Ha ve ark. 2004). I/R hasarinda, ROS biyolojik
membranlarda lipid peroksidasyonuna yol acan proteinler, lipidler ve nikleik
asitlerle tepkime verme yetenegine sahiptir. Ustelik iyon pompas: aktivitesi ve DNA
hasar: gibi enzimatik stirecleri etkiler ve boylece transkripsiyonu ve onarmmi inhibe
eder. Eger lipid peroksidasyonu durdurulmazsa sonugta hiicre 6limu gercgeklesecektir
(Singh ve ark. 2005).

2.2. Serbest Radikaller ve Oksidanlar

Dis katmaninda bir ya da daha fazla ortaklanmamis elektron bulunduran
molekul serbest radikal olarak adlandirilir. Serbest radikaller, molekillerden her
parcas: bir elektron iceren bir kimyasal bagin kopmasi ile bir radikalden digerine
ayrilmasiyla ve de redoks reaksiyonlariyla olusur. Serbest radikaller hidroksil (OH-),
stiperoksit (O-7), nitrik oksit (NO-), nitrojen dioksit (NOy-), peroksil (ROO-) ve lipit
peroksili (LOO-) kapsamaktadir. Ayn1 zamanda, hidrojen peroksit (H,O;), ozon (O3),
singlet oksijen (*0,), hipokloréz asit (HOCI), nitréz asit (HNO,), peroksinitrit
(ONOOQO"), dinitrojen trioksit (N2Os), lipid peroksit (LOOH) serbest radikal
degildirler ve genellikle oksidan olarak bilinirler ancak canli organizmalarda serbest
radikal reaksiyonlarina yol acgarlar. Serbest radikaller lipidler, proteinler, DNA gibi
cesitli organik maddelere etki edebilen elektronlara sahip yiksek oranda kararsiz
molekdillerdir (Pham-Huy ve ark. 2008).

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu
meydana gelirler. Serbest radikaller pozitif yukli, negatif yikli veya elektriksel
olarak nétral olabilirler (Akkus 1995).

Biyolojik sistemlerdeki en ©nemli serbest radikaller oksijenden olusan
radikallerdir. Serbest oksijen radikali biyokimyasinda anahtar roli oynayan maddeler



oksijenin kendisi, superoksit, hidrojen peroksit, gecis metallerinin iyonlar1 ve
hidroksil radikalidir (Akkus 1995).

Molekuler oksijen tek tip elektronik konfigurasyona sahiptir ve tek basina bile
serbest radikaldir. Molekuler oksijene bir elektron eklenmesi ile stiperoksit anyonu
olusur. Metabolik surecler veya fiziksel irridasyonla oksijenin aktivasyonundan
kaynaklanan superoksit primer ROS olarak addedilir ve diger molekdllerle
etkileserek sekonder ROS olusturabilirler (Valko ve ark. 2007).

O, +¢ -> Oz-_

Siiperoksit dusuk pH degerlerinde daha reaktiftir. Siperoksit anyonu hem
oksitleyici hem de redikleyici 6zellige sahiptir. Stiperoksidin fizyolojik bir serbest
radikal olan NO ile birlesmesi sonucu reaktif bir oksijen tlrevi olan peroksinitrit
meydana gelir. Boylece NO’in normal etkisi inhibe edilir (Akkus 1995). ONOO-
hicresel lipitlerle, proteinler ve DNA ile tepkimeye girebilen etkili ve ¢cok yonli bir
oksidandir (Walker ve ark. 2001).

O, + NO- > ONOO-

Suiperoksit dismutaz (SOD) enzimatik olarak stiperoksiti hidrojen peroksite
donusturdr. Reaksiyon sonucu radikal olmayan driinler meydana geldiginden bu bir
dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir (Akkus 1995). Biyolojik dokularda stiperoksit
nonenzimatik sekilde radikal olmayan hidrojen peroksit ve singlet oksijene de
donusturdlebilir. Redukte gecis metallerin varliginda hidrojen peroksit oldukga
reaktif hidroksil radikaline donusturulebilir. Alternatif olarak hidrojen peroksit
katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri ile suya donusttrtlebilir (Drége 2002).

2 Oz'_ + 2H+ -> H202 + 02
H202 + Oz'- - .OH + OH + 02

Singlet oksijen (*0,), ortaklanmamus elektronu olmadig: icin radikal olmayan
reaktif oksijen molekiludur. Serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu meydana geldigi

gibi serbest radikal reaksiyonlarinin baslamasina da sebep olur (Akkus 1995).

ROS ve RNS olusumu hiicrelerde enzimatik ve nonenzimatik yollarla meydana
gelir. Stiperoksit anyonu NADPH (Nikotinamid adenin dinlkleotid fosfat) oksidaz,
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ksantin oksidaz, peroksidazlar gibi cesitli oksidaz sistemlerle olusturulur (Pham-Huy
ve ark. 2008). Inflamatuvar cevapta rol oynayan aktif makrofajlar ve notrofiller
NADPH oksidazin fagositik izoformlar1 araciligiyla blylik miktarda sliperoksit ve
turevlerini Uretebilirler (Droge 2002; Sahna ve ark. 2006). NADPH oksidaz, doku
hasarina yol acan sitokinden kaynakli hiicresel ROS dretiminin baslica nedeni
sayilmaktadir (Ha ve ark. 2004).

ROS’ un ana kaynagi mitokondriyal elektron tasima zinciridir (Koga ve ark.
2012). Butun hiicre ve dokular devamli olarak oksijenin kiigik bir kismini bu yolla
stiperoksite donusturur. Ksantin oksidaz, hipoksantini ksantine ve ksantini Urik asite
donusturerek stperoksiti olusturur. Bu enzim proteolitik ayrilma ile ksantin
dehidrogenazdan olusur. Normal kosullar altinda ksantin oksidaz ROS olusumunu
kiguk bir boluminden sorumludur. Ancak, I/R gibi belli hastalik kosullar1 altinda
oksidatif stresin major kaynagini teskil eder (Drége 2002).

Nitrik oksit biyolojik sistemlerde cesitli fizyolojik ve patolojik etkileri olan
oldukca 6nemli bir endojen vazodilator, ¢ozinebilir serbest radikal bir gazdir. NO,
NOS ile L-arjinin ve molekiler oksijenden sentezlenir ve endotel hiicreleri tarafindan
uretilir (Rhoden ve ark. 2002; Mark ve ark. 2005; Chander ve Chopra 2006).
Mikroortama bagli olarak NO nitrosonyum katyonu (NO™), nitroksil anyonu (NO-)
ve peroksinitrit (ONOQO") gibi diger RNS’ e de donusturulebilir (Droge 2002). NO
stiperoksit radikali ile birleserek toksik peroksinitriti olusturur ve tirozin proteini
nitrasyonu veya hidroksil radikali ve NO’ e ayrisarak doku hasarina neden olur
(Mark ve ark. 2005).

Nitrojen turlerinin fazla Gretimi nitrosatif stres olarak adlandirilir. Nitrosatif
stres, RNS dretiminin sistemin elimine ve notralize edeceginden fazla olmasi
durumunda olusur. Nitrosatif stres, proteinlerin yapilarni degistiren ve normal
fonksiyonlarini inhibe eden nitrosilasyon reaksiyonlarina yol acar (Valko ve ark.
2007).

ROS ve RNS hem endojen hem de ekzojen kaynaklardan olusur. Endojen
serbest radikaller immin hiicre aktivasyonu, inflamasyon, mental stres, asir1 egzersiz,
iskemi, enfeksiyon, kanser ve yaslanma ile dretilir. Ekzojen ROS/RNS hava, su
kirliligi, sigara igimi, alkol, agwr ve gecis metalleri, bazi ilaglar, endustriyel
solventler, radyasyon gibi durumlardan kaynaklanir. Farkl yollarla viicuda yerlesen
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bu ekzojen bilesikler serbest radikallere ayrisir veya metabolize olur (Pham-Huy ve
ark. 2008).

Radikallerden kaynaklanan serbest radikaller ve radikal olmayan reaktif turler
biyolojik hiicreler ve dokularda disuk ama 6lctlebilir konsantrasyonlarda bulunurlar.
Konsantrasyonlar: dretim hizlar1 ve gesitli antioksidan enzim ve bilesiklerle klirensi

arasindaki denge ile belirlenir (Drége 2002).

ROS’ larin yar1 Omdirleri birbirlerinden tamamen farklidir (Tablo 2.1). Hedef
molekillerle reaksiyon icin en ylksek hiz sabitesi hidroksil i¢in bulunmustur. Bunun
reaksiyonlar: difiizyonla smirhdir yani reaksiyonlar olustugu bélgede gerceklesir.
Tersine bazi peroksil radikalleri nispeten daha kararlidir, yar1 omirleri saniyeler
araligindadir. Boyle molekuller olustuklar: alandan difuize olabilir ve bdylece radikal
veya oksidan fonksiyonunu diger bolgelere tasiyabilir (Sies 1993).

Tablo 2.1. Reaktif Oksijen Tirleri Yar: émirleri

ROS Yar1 6mir (saniye)
HO: (Hidroksil radikali) 107
RO- (Alkoksil radikali) 10°®
ROO- (Peroksil radikali) 7
H,O, (Hidrojen peroksit) -(enzimik)
O, (Stperoksit anyonu radikali) -(enzimik)
10, (Singlet oksijen) 10°
NO- (Nitrik oksit radikali) 1-10
ONOO" (Peroksinitrit) 0.05-1

2.2.1. Serbest Radikal Etkileri

Canli organizmalarda ROS ve RNS hem yararli hem de zararh etkilere sahiptir.
Distk veya orta konsantrasyonlarda ROS ve RNS hicresel yapilarin olgunlasma
sirecinde ve savunma sisteminde silahlar olarak gereklidirler. Fagositler (notrofil,
makrofaj, monosit) hastaliklara kars1 viicudun savunma sisteminin bir parcas: olarak
patojen mikroplar1 yok etmek icin serbest radikalleri salgilarlar. Serbest radikaller
cok sayida hiicresel haberlesme sisteminde yer almaktadir. Ornegin NO kan akimu,

kan pihtilasmas: ve noral aktiviteyi duzenleyen bir hiicre igi habercidir. Ayrica
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serbest radikaller mitojenik cevabin indiiksiyonunda gorev alir (Valko ve ark. 2007;
Pham-Huy ve ark. 2008).

Serbest radikaller oksidatif stres ve nitrosatif stres gibi zararli durumlara da
neden olur. Biyolojik sistemlerde bu durumlar, bir yandan ROS/RNS asir1 Uretimi
diger yandan enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlarin yetersizligi halinde olusur.
Diger deyisle oksidatif stres, canli organizmalarda oksijen kullanan metabolik
reaksiyonlardan kaynaklanir ve prooksidan/antioksidan reaksiyonlarin denge
durumunda bozukluklar gosterir. Asir1 ROS hiicresel lipitlere, proteinlere, DNA’ ya
normal fonksiyonlarini inhibe ederek zarar verebilir. Serbest radikallerin yararl ve
zararh etkileri arsindaki hassas denge canli organizmalar i¢in 6nemli bir konudur ve
“redoks regulasyonu” denilen mekanizma ile gercgeklestirilir. Redoks regulasyonu
canli organizmalar: cesitli oksidatif stresten korur ve in vivo redoks durumunu

kontrol ederek redoks homeostazini strdirtr (Valko ve ark. 2007).

Oksijen radikalleri ve diger ROS proteinlerde modifikasyonlara neden olur. Bu
oksidatif modifikasyonlar, protein fonksiyonu, kimyasal parcalanma veya proteolitik
ataklara duyarlilik artisi degisikliklerine yol acabilir (Droge 2002). I/R’ un bir
sonucu olarak ROS ve NO (retiminin artmasi, hiicre hasar1 ve bobrek fonksiyon
degisiklikleri ile beraber protein nitrasyonuna neden olan peroksinitrit olusumunu
destekler (Vinas ve ark. 2007).

Serbest radikallerin karbonhidratlar Uzerinde de ©6nemli etkileri vardur.
Monosakkaritlerin - otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksidler ve
okzoaldehidler meydana gelirler (Akkus 1995).

I/R hasarinda ROS ve NO olusumu, lipid peroksidasyonu ve DNA hasarina
neden olan sitotoksik bir metabolit peroksinitriti olusturabilir. NO sitotoksisitesi ve
bunun metaboliti peroksinitritin mitokondriyal membran lipid peroksidasyonunda ve
DNA sentezi inhibisyonunda temel rolii oynadigi éne sirtlmektedir (Noiri ve ark.
2001). SOR lipid peroksidasyonu yoluyla hiicre membranlarmi etkileyerek,
glomeriler ve tubulo-intersitisyel yapilarda hiicresel hasar meydana getirir (Selguk
ve ark. 1996). ROS cok cesitli bébrek hastaliklarinin patofizyolojik streclerinde
anahtar rol oynar (Rodrigo ve Bosco 2006).
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2.3. Oksidatif Stres

Fizyolojik kosullar altinda, normal sartlarda Uretilen ROS hiicresel ve hicre
dig1 savunma mekanizmalariyla tamamen inaktive edilir. Yani, normalde oksidan ve
antioksidan savunma sistemleri dengededir. Baz: patolojik kosullarda, ROS uretimi
artmasi ve/veya antioksidan savunma sisteminin eksikligi doku hasar1 ile sonuglanan
ROS aktivitesinin ve oksidatif stresin artmasina neden olabilir. Oksidatif stres, lipid
peroksidasyonu, DNA hasar1 ve protein modifikasyonu gibi cesitli mekanizmalarla
doku hasarina neden olabilir (Ha ve ark. 2004; Wardle 2005; Ozbek 2012).

Malign hastaliklar, diyabet, ateroskleroz, kronik inflamasyon, HIV
enfeksiyonu, uyku apnesi ve I/R gibi durumlarda oksidatif stres rol almaktadir.
Diyabet ve kanserde prooksidatif degisim gorulir ve bu durumlarda “mitokondriyal
oksidatif stresten” bahsedilebilir. I/R ve diger hastalik durumlarinda “inflamatuvar
oksidatif stres” s6z konusu olup burada sitokinler ve diger ajanlarla NADPH
oksidazin asir1 uyarilmas: durumu vardir. Bu durumda artan ROS seviyeleri veya
hicre ici GSH seviyesinin degisimi sinyal kaskadlarinin ve gen ekspresyonun

bozuklugunun gdstergesi olan patolojik degisikliklerle baglantilidir (Drége 2002).

Oksidatif stresin sonuclar1 sadece oksidatif stresin guiciine ve stresten etkilenen
hicre tiplerine bagli degildir, ayn1 zamanda oksidatif stresin (redoks dengesizliginin)
siresinden de etkilenir. Oksidatif stresin hiicre ve organlara giiclii yogunlukta kisa
stire etkisi uzun donemli etkisi kadar zararli durmamaktadir. Oksidatif stresin
hiicreler Gzerine etkisi, serbest radikaller ve reaktif metabolitlerin faaliyeti sirasinda
olusan Urlinlere de baglidir (Durackova 2010).

Oksidatif stres, I/R sirasinda ROS’ un asir1 Uretiminin sebep oldugu yaygin bir
durumdur. Oksidatif stres, direkt ve bunu takip eden hticresel hasarda rol alan 6nemli
bir faktordir (Yuan ve ark. 2011). Hicre membranlarinda lipid peroksidasyonu
sirasinda Uriinlerin degredasyonu veya serbest radikal olusumundan oksidatif hasar
meydana gelir. Membran coklu doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi, lipid
peroksitlerin ve MDA, HNE, akrolein ve diger karbonillerin kompleks bir
karigimmin olusumunun ile beraber oldugu bilinmektedir. Bu bilesikler oldukca
reaktiftirler ve fosfolipidler ve proteinler gibi hiicresel niikleofillerle hizli reaksiyona
girebilirler. (Osawa 1999).
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Oksidatif stres, ROS’ un mezengial ve endotelyal hiicreler tzerine etkisinden
dolayr glomeril fonksiyon ve yapisint degistirebilir. Glomerdiller oksidatif hasara
kars1 diger nefron segmentlerine gére dnemli derecede daha hassastir (Rodrigo ve
Bosco 2006). Oksidatif stres, bobrek vazokonstriiksiyon veya glomeriler kapiller
ultrafiltrasyon sabitini distrerek renal fonksiyonu dogrudan etkileyen cesitli
vazoaktif aracilarin Gretimini destekler ve bdylece glomeruler filtrasyon hizi azahr
(Singh ve ark. 2005).

2.4. Lipid Peroksidasyonu

Lipit peroksidasyonu cok zararli bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak
membran yapisina ve indirekt olarak reaktif aldehidler Greterek diger hiicre
bilesenlerine zarar verir. Boylece, bir¢ok hastaliga ve doku hasarina sebep olur. Lipid
radikallerinin hidrofobik yapida olmas:i yizinden reaksiyonlarin ¢ogu membrana
bagli molekullerle meydana gelir. Membran permeabilitesi ve mikroviskozitesi ciddi
sekilde etkilenir (Akkus 1995).

Normal olarak tim dokularda distik dizeyde lipid peroksidasyonu goruliir. Bu
durum antioksidan sistemlerle dengelenmedigi zaman membran lipidlerinde
bozulmalar meydana gelerek oksidatif hasar olusur (Ozsahin ve ark. 2011). Lipid
peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasari geri donlstmsizdir (Akkus
1995).

Lipid peroksidasyonu doymamis yag asidi zincirinden bir hidrojen atomunun
ayrilmasi ile baglayan bir zincir reaksiyonudur. Anaerobik ortamda ortasinda karbon
atomu bulunan lipid radikaline (L-) oksijen eklenerek lipid peroksi (LOO-) radikali
olusur. Lipid peroksi radikali, diger komsu doymamis yag asitlerinden bir hidrojen
atomu alarak peroksidasyon zincir reaksiyonunu daha da yayar. Olusan lipid
hidroperoksit (LOOH) kolayca lipid alkoksil radikalleri (LO-), aldehitler (MDA
gibi), alkanlar, lipid epoksidler ve alkoller gibi bazi reaktif tiirlere ayrisabilir (Davies
2000). Doymamis yag asitlerinin miktarina bagli olarak hidroperoksidlerin
sekillenmesinin surekli devam ettigi bu tepkimeler, peroksid gruplarnin bir araya
gelerek tepkimeye girmesi ve etkisiz Urlnler olusturmasina kadar sdrer. Zincir
asamasi sirasinda olusan hidroperoksitler sabit bir yapida degildirler. Ozellikle demir
ve kompleksleri ortamda bulundugu stirede bu maddelerle tepkimeye girerler ve

zincir tepkimesini yeniden baslatirlar. Zincir reaksiyonlari sonucunda meydana gelen
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gruplar ya birbirleri ile tepkimeye girerek etkisiz Grlnlere donlslrler ya da

antioksidan maddeler ile tepkimeye girerek tepkimeyi bitirirler (Yarsan 1998).

Perokside olan membranlar katilasir, segici gegirgenligini kaybeder ve ug
noktadaki kosullarda  batunliglinu  kaybedebilir. Suda  c¢ozlnebilen lipid
peroksidasyon Urlnleri (6zellikle aldehitler), membranlardan diger hicre ici
kisimlara yayilma gostermektedir. Dialdehitler ¢capraz baglanma reaktifi olarak islev
gOrebilir ve protein agregasyonunda rol oynadigi dusintlmektedir (Davies 2000).
Mitokondriyal, lizozomal membranlar ve plazma membranlarinda gegirgenlik
artisina yol acan lipid peroksidasyonu I/R hasarindan kaynaklanan hiicresel hasarin
yayilmasinda 6nemli bir faktordir (Noiri ve ark. 2001).

Lipid peroksidasyonunda etkili olan oksijen metaboliti superoksit grubu ve
hidroksil grubudur (Yarsan 1998). Hidroksil radikali gibi oksijen radikal tirlerinin
asmrt Oretimi, lipit peroksitlerini olusturmak Gzere hicre membranlarinda lipid
peroksidasyonunu baslatabilir. Lipid peroksidasyonu, lipid hidroperoksitleri ve
MDA, HNE, acrolein gibi sekonder drunlerin olusmasina neden olur. Lipid
peroksitleri oldukca reaktiftir ve proteinler, aminoasitler, aminler ve DNA gibi baz1

biyolojik bilesenlerle etkilesim gosterir (Osawa 1999).

4-hidroksi-2-nonenal (HNE), peroksidatif arasidonik asit veya linoleik asit
metabolizmast ile Gretilir. HNE hizlica protein fonksiyon kaybina yol agan lizin,
sistein ve histidin kalintilarina dontstr (Noiri ve ark. 2001).

2.4.1. Malondialdehit

Lipitler, oksidasyon belirleyicisi olarak en c¢ok calisgilan ve SOR’ larin
reaksiyona girebildigi ortak bir substrattir. Oksidasyon sonrasi Ozellikle hiicresel
zarlarin lipitlerinde meydana gelen peroksidasyon sonucunda son urin olarak
malondialdehit (MDA), konjuge dienler, kisa zincirli alkenler ve lipid
hidroperoksitleri meydana gelir. Endoperoksitler doymamis yag asitleri ve serbest
demir atomlar1 ile birlestiginde MDA meydana gelir. Renal iskemi reperfiizyon
sonrasinda olusan son drin olan MDA miktar1 doymamis yag asitlerinin

oksidasyonundan dolayi artar (Sentiirk ve ark. 2010).

Peroksidasyonla olusan MDA, membran komponentlerinin ¢apraz baglanma ve

polimerizasyonuna sebep olur. Bu da deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi
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ve hiicre yizey bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran o6zelliklerini
degistirir (Akkus 1995). MDA proteinlere capraz baglanabilir, béylece membran
proteinleri gibi bazi biyolojik fonksiyonlar: glclestirebilir. Boyle reaksiyonlar hiicre

yaslanmasina katki saglar (Havsteen 2002).
2.5. Antioksidan Mekanizmalar

Serbest oksijen radikallerinin potansiyel zararlarina karsilik ¢cok sayida hiicre
koruyucu enzimler ile karsi koyulur ve antioksidan maddeler ile radikal hasar
smirlandmrilmaya c¢alisilir. Vicuttaki hiicresel antioksidan enzimler, antioksidan
maddeler ve serbest radikallerin birbirleri arasindaki iliski bir denge olusturmaktadir
(Ozan ve ark. 2004). Savunma sistemleri enzimatik ve non-enzimatik olmak Gzere iki

grupta toplanabilirler (Aksoy 2002).

Enzimatik ve nonenzimatik sistemler, antioksidan/oksidan durumu korurken,
bu savunma mekanizmalar1 oksidatif stres sirasinda asir1 ROS dretimi veya
antioksidan kapasitenin azalmasmin sebep oldugu bir dengesizlik yiiziinden
metabolik dlzensizlige yenik hale gelmektedir. ROS, yapisal ve fonksiyonel
bozulmalara yol acan, lipidler, proteinler ve nikleik asitleri hasara ugrattigindan
hiicreler icin zararlidir. ROS etkilerini gidermek i¢in antioksidan savunma sisteminin
guclendirilmesiyle ¢ok sayida miidahaleler ortaya konulmustur (Rodrigo ve Bosco
2006).

Insan viicudu oksidatif strese kars1 hem dogal olarak in situ Gretilen hem de
disaridan besinlerle ve/veya takviyelerle saglanan antioksidanlarin olusturdugu bazi
mekanizmalara sahiptir. Endojen ve ekzojen antioksidanlar, ROS ve RNS’ in sebep
oldugu hasar1 onleyerek ve tamir ederek serbest radikal temizleyicileri gorevini
ustlenirler (Pham-Huy ve ark. 2008). ROS ile reaksiyona giren endojen bilesikler
olan antioksidanlar SOD, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediktaz,
glutatyon S-transferaz, methemoglobin rediiktaz (Aksoy 2002, Sahna ve ark. 2006)
ve inflamatuvar hicrelerin serbest radikal tretimini engelleyen ekzojen ajanlar doku

hasarini1 azaltabilirler (Sahna ve ark. 2006).

Antioksidan enzimlere ilave olarak dokularda gesitli tiplerde nonenzimatik
endojen antioksidanlar da mevcuttur. Bunlar ROS ile etkilestiginde tlikenmesine
ragmen, genellikle bunlarin okside formlar1 diger molekillerle reduksiyonu
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sayesinde antioksidan sekillerine geri donusurler. Bunlarin distk molekil agirliklar,
daha buyuk olan enzimlerin ulasamadig: yerlerde ROS’ u bertaraf etmek i¢in avantaj
saglar. Ustelik non enzimatik antioksidanlar hem hidrofilik hem de lipofilik hiicre
kisimlarinda fonksiyon gorebilir.  Temel dustk molekdl agirhikli hidrofilik
nonenzimatik endojen antioksidanlar GSH, tiyoredoksin ve askorbattir (Pamplona ve
Costantini 2011).

Hicre ici savunma mekanizmalarinda kullanilan serbest radikal temizleyici
SOD, peroksit yikici katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri, l6kositlerin
salgiladiklart bu sitotoksik reaktif oksijen metabolitleri tarafindan olusturulan hasar1
azaltabilme kapasitesine sahiptir. Fakat, bu radikal temizleyici ajanlar hiicre iginde
bulunduklar: igin hiicre disi mekanizmalarla olan bir hasar1 onlemede yetersiz
kalabilir. Bu sebeple serbest radikal temizleyici ajanlarin viicuda disaridan verilmesi
uygun bir tedavi secenegi olabilir (Sahna ve ark. 2006). Antioksidan takviyeler, hem
dogal besinlerden ekstrakte edilen hem de kimyasal olarak tretilen bilesiklerdir
(Pham-Huy ve ark. 2008).

Reaktif oksidanlarin zararl etkilerine karsi hiicresel koruma coklu seviyelerde
organize edilir. Savunma 6énleme, durdurma ve onarim seklinde olabilir (Sies 1993).
SOR ile etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltma veya inaktif
sekle dondstirme bastirict bir etkidir. Vitaminler, flavonoidler, trimetazidin ve

antosiyanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler (Akkus 1995).
2.5.1. Glutatyon (GSH)

Karacigerde genetik bilgiye ihtiyac olmadan sentezlenebilen bir tripeptitdir.
Glutamik asit, sistein ve glisin aminoasitlerinden meydana gelmistir (Akkus 1995).
Hucre icinde glutatyonun %99’ dan fazlas: indirgenmis formda bulunur (Aksoy
2002). GSH sitozol, nukleus ve mitokondride bol bulunur ve bu hiicre kisimlarindaki

en biyik c¢ozlnebilir antioksidandir (Valko ve ark. 2007).

Glutatyon disulfid (GSSG) GSH’ 1n okside formudur (Valko ve ark. 2007).
Glutatyon peroksidaz gibi enzimler hidrojen peroksidin GSH ile su ve GSSG’ e
reduksiyonunu Kkatalizler. GSSG, hicre tiplerine ve hastalik durumlarina gore
degisen, neredeyse tamami GSH olan GSH/GSSG kararh durumunu surdirmek icin
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NADPH kullanarak glutatyon reduktaz ile GSH’ a tekrar indirgenir (Zhang ve
Forman 2012).

Glutatyon hucrelerde en ¢ok bulunan antioksidan ve en 6nemli detoksifikasyon
ajamidir (Zhang ve Forman 2012). GSH oksidatif strese kars1 savunmanin en énemli
basamagini olusturmaktadir. Oksidatif stresin zayif oldugu durumlarda devreye giren
uyum mekanizmalar1 sonucunda GSH seviyeleri artmaktadir. Ancak, oksidatif stres
gicli oldugunda uyum mekanizmalar1 zayiflar ve artan GSSG olusumuna bagli
olarak GSH seviyesi azalmaktadir (Ozsahin ve ark. 2011). GSSG icerigindeki artis
ve okside GSH ekivalan yuzdesi iskemi sirasinda GSH oksidasyonunun meydana
geldigini gosterir ve reperfiizyondan once oksidatif stres gelisimini agiklar (Walker
ve ark. 2001). Okside glutatyon hucrelerde birikir ve GSH/GSSG orani
organizmalarda oksidatif stresin iyi bir Olgisudur. GSSG’ nin c¢ok yiksek
konsantrasyonlar:t bircok enzime oksidatif olarak zarar verebilir (Valko ve ark.
2007).

Glutatyon, serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hicreleri
oksidatif hasara karsi korur. Bunun disinda, proteinlerdeki sulfidril gruplarini rediikte
halde tutar ve bu gruplar: oksidasyona karsi muhafaza eder. Bdylece fonksiyonel
proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller. Yabanci bilesiklerin
detoksifikasyonunu ve aminoasitlerin membrandan transportunu saglar. GSH
eritrositleri, I6kositleri ve g0z lenslerini oksidatif strese karsi1 korumada hayati 6neme
sahiptir. Eritrosit zarin1 hidrojen peroksitten, I6kositleri fagositozda kullanilan
oksidan maddelerden ve lens proteinlerini oksidatif hasardan korur (Akkus 1995).

2.6. Flavonoidler

Bazi bitkiler tarafindan sentezlenen flavonoidler polifenolik bilesiklerin bir
grubudur. (Wang ve ark. 2004). Flavonoidler ve diger bitki fenoliklerinin stiperoksit,
alkoksil, peroksil ve nitrik oksit gibi radikalleri temizleme, demir ve bakir selasyonu,
a-tokoferol rejenerasyonu fonksiyonlarina ek olarak; vazodilatér, imminstimilan,

antialerjik, 6strojenik, antiviral etkileri de s6z konusudur (Cimen 1999).

Flavonoidler meyvelerde, yesil bitkilerde ve bazi meyve sularinda bulunan
cesitli faydali biyokimyasal ve antioksidan etkilere sahip bilesiklerdir (Montana ve
ark. 2007; Jiang ve ark. 2008; Wang ve ark. 2009). Memelilerde diyetle alimlar: C ve
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E vitamini gibi dogal antioksidanlarla kiyaslandiginda oldukca yiksektir (Montana
ve ark. 2007).

Flavan cekirdegi ile karakterize edilen flavonoidler iki benzen halkasinin (A ve
B) oksijen igeren bir piren halkas: (C) ile baglanmasi ile olusmaktadir. Flavonoidler
bitkilerde genellikle glikozit formlar1 seklinde bulunmaktadir. Sindirim kanalina
ahinan flavonoidlerin emilim islemi ince bagirsakta gerceklesmektedir (Giiven ve ark.
2010). Flavonoidlerin suda ¢ozundrliginin disuk olmasi, bagirsaklarda kisa stire
kalmasi ve emilim faktoriinin disik olmasi nedeniyle flavonoidlerin tiketilmesi
nadiren olusan alerji disinda insanlar icin akut toksik etkiler gostermesi mimkin
degildir (Havsteen 2002).

Flavonoidler antioksidan 6zelliklerini gosterebilmek igin serbest radikallerle
reaksiyona girerek onlari etkisiz hale getirirler. Flavonoidlerin etki mekanizmalar:

sOyle aciklanabilir:

a) Stperoksid radikali (O,-) ve hidroksil radikalini (:OH ) ve singlet oksijeni

(*O,) temizler.

b) Peroksil radikalini (ROO-) ve alkoksil radikalini (RO-) yakalar, lipid
peroksil (LOO:) zincirini kirar.

c) Siklooksigenaz ve lipooksigenaz enzimlerini inhibe eder.
d) Demir ve bakir gibi gecis metallerini selatlar.

e) Enzim fonksiyonlarina bagimli kalsiyum modilasyonuyla hiicresel
regulasyonda 6nemli bir rol oynayan kigtk bir asidik protein olan kalmodulini

inhibe eder.
f) Protein kinaz enzimini inhibe eder.
g) Laktat transportunu engeller (Kahraman ve ark. 2002).

Flavonoidlerin lipitte eriyebilirligi yuksektir. Bu, flavonoidlerin biyolojik
membrandan kolayca gegebilmesini ve hiicre ici ROS’ u temizlemesini saglar (Wang
ve ark. 2004). Flavonoidler superoksit radikali temizlemeye ilave olarak
lipooksigenaz, monooksigenaz ksantin oksidaz ve NADPH oksidaz gibi ROS dreten
bazi enzimleri inhibe eder. Bu diger antioksidanlara gore flavonoidlerin potansiyel

19



bir avantajidir (Chan ve ark. 2003; Singh ve ark. 2005). Flavonollerle NADPH
oksidaz aktivitesinin fonksiyonel inhibisyonu cogunlukla bu bilesikler tarafindan

superoksitin temizlenmesinin bir sonucudur (Jiang ve ark. 2008).

Hipoksantin, ksantin oksidaz ile ksantine ve daha sonra Urik aside art arda
okside olur. Bu reaksiyonda molekiler oksijen elektron alicisidir. Oksidatif tirler
ksantin oksidaz sistemi ile Uretildiginde, ksantin oksidaz aktivitesinin flavonoidlerle
inhibisyonu sonucunda superoksit aktivitesinde flavonoid aracili azalma, sekonder

bir etki olarak meydana gelecektir (Montana ve ark. 2007).

Fenolik bilesikler dolasima alindiginda, glikosilasyon, metilasyon veya
glukuronidasyon gibi kimyasal modifikasyonlara ugrayabilmesine ragmen biyolojik
aktivitesini ortaya ¢ikarma yetenegini ve kullanabilirligini strdirmektedir (Rodrigo
ve Bosco 2006). Sicanlarin kanina blylk miktarda flavonoid aglikonlarmin soliisyon
icinde enjeksiyonu ile LDsy degeri 2 g/kg vucut agirhigir olarak bulunmustur
(Havsteen 2002).

Biyolojik redlktantlarin  6zellikle askorbik asitin  korunmas: flavonoid
fonksiyonlarinin en 6nemlilerinden birisidir. Askorbik asit oksidasyonla donistimsiiz
olarak yok edilir fakat flavonoidler elzem olan C vitaminini kurtarmak igin
kendilerini feda ederler dncelikle okside olurlar. Sonug olarak flavonoidler devamli

yuksek oranda tiiketilir ve her yerde bulunan ROS’ u temizlerler (Havsteen 2002).
2.6.1. 3’,4’-Dihydroxyflavonol (DiOHF)

Tum flavonoidler, 3’-4 dihidroksi konfigurasyonu ile antioksidan aktiviteye
sahiptir. Fenolik antioksidanlar, lipid radikallere hizla H* vermesi seklinde lipid
oksidasyonu ile etkilesir. Gorevi lipid peroksi (ROO’) ve alkoksil (RO’) radikalini
parcalamak ve bodylece lipid peroksidasyon zincir reaksiyonunu sonlandirmaktir
(Cimen 1999).

Kicik ve yuksek oranda lipitte eriyebilir bir molekil olan DiOHF hiicreye
hizlica girebilir ve intraselller ve ekstraseliler ROS’ u inhibe edebilir. Ayrica,
flavonollerin plazma yari 6mriniin 24 saatten fazla oldugu gosterilmistir. Bu da uzun

donemler i¢in korumayi kolaylastirabilir (Chan ve ark. 2003).
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Flavonoid antioksidan aktivitesinin mekanizmas: biyik ihtimalle radikal
stiplrict olmasidir ve DIOHF bu aktiviteleri artirdig: bildirilen yapisal 6zelliklere (B
halkasindaki bir katekol grubu, C halkasindaki 3-OH grubu ve C2-C3 cift bagi)
sahiptir (Chan ve ark. 2003). DIOHF, NADPH oksidaza bagli stperoksit olusumuna
kars1 inhibitor etkilere sahiptir (Jiang ve ark. 2008).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Deney Hayvanlan

Mevcut calisma, Necmettin Erbakan Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve
Uygulama Merkezi’nden temin edilen 56 adet Wistar-albino tiiri erkek sican
uzerinde gerceklestirildi. Calisma protokolli aym: merkezin etik kurulu tarafindan
onaylandi. Calismada kullanilan deney hayvanlari 200-250 g agirhigindaydi. Sicanlar
randomize olarak iki grupta 8’er diger dort grupta 10’ ar tane olmak Uzere 6 gruba
ayrildi. Deney hayvanlari, yikamak suretiyle her giin temizlenen 6zel celik kafeslerde
beslendi. Yemler 6zel gelik kaplarda, su cam biberonlarda (normal ¢esme suyu)
verildi. Hayvan yemleri, normal sican yemi (pelletler halinde) olarak Necmettin
Erbakan Universitesi Deneysel Tip Arastrma ve Uygulama Merkezi’nden temin
edildi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Deney hayvanlarina verilen yemin bilesimi

Yem maddeleri Y Uizdesi (%0)
Bugday 10
Misir 21
Arpa 14
Kepek 8
Soya Kispesi 25
Balik Unu 8
E-Kemik unu 4
Melas 4
Tuz 4
*Vitamin Karmasi 1
**Mineral Karmasi 1

*Vitamin karmasi: Deney hayvanlarina verilen yemlerin vitamin karmasinda A, D3, E, K, B1, B2,
B6, B12 vitaminleri ile nikotinamid, folik asit, D-biotin ve kolin klorit bulunmaktadur.

**Mineral karmasi: Mangan, demir, ¢inko, bakir, iyot, kobalt, selenyum ve kalsiyumdan olusmustur.

Deney hayvanlar: her giin 10 g/ 100 g vucut agirhg: yemle beslendiler. Deney
hayvanlar1 12 saat karanhk, 12 saat aydinhk ve standart oda sicakhg: (21+1 °C)
saglanan ortamda tutuldu.
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Sicanlarda cerrahi islemler, intraperitoneal olarak enjekte edilen ketamin
hidrokloriir (50 mg/kg) ve Xylasine (rompun) (5 mg/kg) ile anestezi uygulandiktan
sonra gerceklestirildi. Bobrek iskemi/reperflizyonu uygulanan gruplarda hayvanlarda
midline laparotomi yapildi ve sol bdbrekte hilus seviyesinde vaskiler klemp

yardimyla sol renal arterde kan akis1 durdurulmak suretiyle 1 saat iskemi uygulandi.

1- Kontrol (n=8): Bu gruptaki hayvanlara herhangi bir uygulama yapilmadi.
Hayvanlara genel anestezi uygulayarak kardiyak punksiyonla kanlari alindi. Servikal
dislokasyonla 6ldirilen hayvanlarin bobrek dokulari alindi.
2- Sham-Kontrol (n=8): Deney hayvanlarina genel anestezi (Ketamin+Rompun)
uygulandiktan sonra 3’,4’-Dihydroxyflavonol (DIOHF)’ un ¢oziici sivisindan 30
mg/kg dozunda periton igine enjekte edildi ve bobrek alani cerrahi olarak agilip
kapatildi. Daha sonra anestezi altinda oldirilen hayvanlarin kan ve bébrek dokulart
alindu.
3- Renal Iskemi grubu (n=10): Genel anestezi uygulanan hayvanlarin sol bobrekleri
bir saat iskemiye tabi tutuldu. Bu surenin sonrasinda hayvanlar ¢ldirilerek kan ve
bobrek dokular1 ahind.
4- Renal iskemi + Reperfiizyon Grubu (n=10): Anestezi uygulanan hayvanlarin sol
bobrekleri 1 saat iskemiye maruz birakildi ve bunu takiben 1 saat reperfiizyon
uygulandi. I/R’ un ardindan 6ldirilen hayvanlarin kan ve bobrek dokulari alindi.
5- DIOHF + Renal Iskemi (n=10): Renal iskemi dncesi 30 mg/kg dozunda periton ici
DIOHF (30 mg/kg) uygulamasi yapildi ve sol bobreklerde 1 saat slreyle iskemi
olusturuldu. Bu sirenin bitiminde deney hayvanlar1 oldurilerek kan ve bobrek
dokular1 alinds.
6- Renal iskemi + DiIOHF + Reperfiizyon Grubu (I/R) (n=10): Anestezi altindaki
deney hayvanlarmin sol bébreklerinde 1 saat iskemiyi takiben periton i¢ci DIOHF (30
mg/kg) takviyesi yapildiktan sonra 1 saat sureyle reperfiizyon islemi uygulandi. Bu
stirenin hemen ardindan hayvanlar éldirilerek kan ve bébrek dokular alindi.
3.2. Dihydroxyflavonol Uygulamasi

100 mg DIiOHF (Indofine Chemical Co., U.S.A.) dimetil stlfoksit (2 ml) +
polietilen glikol (11 ml) + distile su (7 ml) karisim: icinde c¢dzdurtldiu. Deney
hayvanlarina 30 mg/kg dozunda DIOHF periton ici uyguland: (Wang ve ark. 2004).
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3.3. Kan ve Bobrek Dokusu Alinmasi

Anestezi altindaki hayvanlardan kardiyak ponksiyonla 3-4 ml kan EDTA’ h
tuplere alindi. EDTA’ | tlplerdeki kan +4 °C’ e ayarlanmis sogutmal: santrifiijde
3000 rpm’ de 10 dakika. santrifuj edildi ve ayrilan plazma oOrnekleri analizleri
yapilincaya kadar —80 °C’ de muhafaza edildi. Plazma alindiktan sonra kalan
eritrositler hacminin 3-4 kat1 % 0.9” luk NaCl ¢ozeltisi ile sulandirilarak 1500 rpm’
de 5 dakika santrifllj edildi. Santrifuj sonras: Ustte kalan sivi dékalip ayni islem 3
kez tekrarlanarak yikama islemi tamamlandi. Alinan bobrek dokulari da calisma
yapilincaya kadar kuru olarak -80 °C’ de sakland.

3.4. Kan ve Doku Analizleri
3.4.1. Doku Protein Tayini

Doku proteini btprodad total protein test kiti PRO-10300 kullanilarak
spektrofotometrik yontemle analiz edildi. Yas doku tartildiktan sonra parcalara
ayrilarak tiplere konuldu ve +4°C’de Misonix’s Microscan ultrasonic doku
parcalayicisinda yaklasik %10’ luk homojenat olacak sekilde 150 mM KCI (potasyum
klorlr) icinde parcalandi. Homojenat 3000 rpm’ de 15 dakika santrifiij edildi. 50 pl
stpernatant 1 ml sodyum sulfat Gzerine eklendi ve bunlar karistiridiktan sonra
Uzerlerine 1 ml bilret ayiraci ilave edildi. Absorbans: 5 dakika bekledikten sonra kor
Ornegine kars1 505 nanometrede spektrofotometrede okundu. Koér 6rnegi, 1ml
sodyum silfat, 50 pl distile su ve 1 ml biliret ayiraci karistirilarak hazirlandi.

Bilret ayiraci, 2.5 g bakir stlfat, 10 g sodyum potasyum tartaratin distile suda
cozilerek, Gzerine 2.5 N NaOH’ dan 350 ml ilave edilip distile su ile 1 litreye

tamamlanmasi ile hazirlandi.
3.4.2. Doku Malondialdehid (MDA) Duizeylerinin Belirlenmesi

Doku MDA duzeyi Uchiyama ve Mihara (3) yontemiyle gerceklestirildi.
Analizi yapilacak olan doku tartildiktan sonra parcalara ayrilarak tiplere konuldu ve
+4°C’de Misonix’s Microscan ultrasonic doku parcalayicisinda yaklasik %10’ luk
homojenat olacak sekilde 150 mM KCI’de pargalandi. Homojenize doku %8’lik 2 ml
HCIO,’ye konularak 3000 devirde 15 dakika santrifuj edildi. 0.5 ml stipernatanta 3ml
%1’lik H3PO,4 ve 1 ml % 0.675’lik TBA (tiyobarbiturik asit) ilave edilerek 90 °C” lik
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su banyosunda 45 dakika inkibasyon yapildi. Karigimin sogutulmasindan sonra,
MDA-TBA kompleksi 4 ml n-butanol ile ekstrakte edildi ve n-butanole karsi
absorbansi 532 nm’ de okundu. Konsantrasyon c=108.9A olarak saglandi. Sonug

mg/g protein olarak tanimland: (Uchiyama ve Mihara 1977).
3.4.3. Doku Glutatyon Analizi

GSH diizeylerini belirlemek icin MDA icgin tanimlandig1 gibi doku +4°C’de
150 mM KClI’de homojenize edilerek 3000 devirde 15 dakika streyle santrifuj edildi.
Orneklerde GSH miktarlar: Ellman’s metoduyla 6lcuildii. 200ul siipernatant igin, 8
ml fosfat buffer (pH 6.8), 78ul 1 N NaOH ve 100ul Ellman’s soliisyonu ilave
edilerek 5 dakika bekletildikten sonra absorbans distile suya karsi 412 nm’de
okundu. Aktivite a=(Astandard/ Asrek) X Cstandarda  Olarak hesaplandi. Burada
Cstandard=15.34 /100 ml olarak verildi. Doku proteini Biuret metoduyla elde edilerek

degerler nmol/g protein olarak sunuldu (Ellman, 1959).
3.4.4. Plazma Malondialdehit Tayini

Bir deney tlplnde 2.5 ml % 10’luk TCA (trikloroasetik asit) Uzerine 0.5 ml
plazma numunesi alindi. Tupler agizlar: kapatilarak 90°C su banyosunda 15 dakika
bekletildi. Tupler sogutulduktan sonra 3000 rpm’ de 10 dakika santriftij edildi. 2 ml
stipernatant baska bir tiipe aktarilarak tzerine % 0.675° lik TBA’ dan 1 ml ilave
edilerek 15 dakika siireyle tekrar sicak su banyosuna alindi. Numuneler soguduktan
sonra absorbanslari spektrofotometrede kor drnege kars1 532 nm’ de okundu (Draper
ve Hadley, 1990).

Kor hazirlanmasi: 2.5 ml %10’ luk TCA uzerine 0.5 ml distile su koyuldu ve
vorteks ile karistirildi. Ttp 90 °C su banyosunda 15 dakika bekletilip, soguduktan
sonra 10 dakika santrifuj edildi. 2 ml siipernatant tzerine 1 ml TBA eklenerek 15

dakika sureyle sicak su banyosuna alindi.
3.4.5. Eritrosit Glutatyon Tayini

Yikanmis eritrositten 45 pl alinarak distile su ile %10 oraninda sulandirildi.
%10’luk sulfosalisilik asit ilave ettikten sonra karigim 1 saat buzda bekletildi.
Buzdan alindiktan sonra 4000 rpm’ de 3 dakika santrifij edildi. Slpernatantin
200ul’si alinarak tzerine 8 ml pH’1 6.8 olan fosfat tamponu, 78 ul 1 N NaOH ve
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100ul Ellman ayiraci ilave edildi. Karisim 5 dakika bekletildikten sonra 412 nm’ de

kor drnegi tupune karst okundu.

Ellman solusyonu, 100 mg 5’-5’-dithiobis-2-nitrobenzoic asitin (DTNB;
Sigma, katalog no. D-8130) pH 7.8 fosfat tamponunun 100 ml’® sinde
cozdurulmesiyle hazirlandi. GSH standard: 15.34 mg/100 ml olarak ve 15.34 mg
indirgenmis glutatyonun (Sigma, katalog no: G-4251) 1 nm sodyum EDTA’nin 100

ml’sinde ¢6zdurilmesiyle hazirlandi (Atroshi ve Sandholm, 1981).
3.4.6. Istatistik

Istatistik analiz SPSS istatistik program kullanilarak gerceklestirildi. Sonuclar
ortalama + standard sapma olarak tanimlandi. Gruplar arasi Kkarsilastirma igin
Kruskal-Wallis variyans analizi kullanildi ve p<0.005 seviyesi i¢in Mann-Whitney

U-testi uygulandi. p<0.005 seviyesi istatistik olarak 6nemli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calisma gruplarinin doku MDA ve GSH degerleri Tablo 4.1’ de verilmistir.
Calisma gruplarinin doku GSH degerleri incelendiginde en yiiksek degerlere Grup 5
(0.50£0.07 nmol/g protein) ve Grup 6 nin (0.54+0.17 nmol/g protein) sahip oldugu
gorulmektedir (P<0.005). Grup 3 ve 4’ deki renal iskemi ve renal iskemi-reperflizyon
gruplarimin GSH degerleri (0.45+0.10 ve 0.44+0.09 nmol/g protein) Grup 1 ve 2’ye
(0.41+0.06 ve 0.35+0.06 nmol/g protein) gore artis gostermektedir. Grup 1 ile Grup 2
ve Grup 3 ile Grup 4 arast GSH degerlerindeki farklilik istatistiksel olarak anlaml
bulunmad: (Grafik 4.1).

En yuksek doku MDA degerleri (0.33+0.03 mg/g protein) iskemi grubu olan
Grup 3’de elde edildi (P<0.005). iskemi-reperfiizyon grubunun (Grup 4) (0.29+0.09
mg/g protein) doku MDA degerleri Grup 3’den disuk (p<0.005), diger gruplarin
tamamindan yuksekti (p<0.005). Grup 1, 2, 5 ve 6° nin doku MDA degerleri
birbirinden farkl: degildi (Tablo 4.1, Grafik 4.2).

Tablo 4.1. Calisma gruplarinin doku GSH ve MDA degerleri

Gruplar GSH (nmol/g | MDA  (mg/g
protein) protein)

1-Kontrol grubu (n=8) 0.41+0.06 0.03+0.00

2-Sham-kontrol grubu (n=8): 0.35+0.06 0.05+0.02

3-Renal Iskemi grubu (n=10) 0.45+0.10 0.33+0.03

4-Renal iskemi-reperfiizyon grubu (I/R) (n=10) 0.44+0.09 0.29+0.09

5- 3'4'-Dihydroxyflavonol (DiOHF) + Renal | 0.50+0.07 0.04+0.00

Iskemi

6-Renal  Iskemi +  3'.4'-Dihydroxyflavonol | 0.54+0.17 0.05+0.02

(DiOHF) + Reperfiizyon Grubu (I/R) (n=10)
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Deney gruplarinda eritrosit GSH ve plazma MDA degerlerine bakildi. Bu degerler

Tablo 4.2° de gosterilmistir. Eritrosit GSH degerlerine bakildiginda gruplararas: en

yuksek degerlere DiIOHF’ un uygulandigi Grup 5 (0.30+£0.15 mg/dl) ve Grup 6
(0.37+0.16 mg/dl) sahipti. Grup 1, 2, 3 ve 4’ Un eritrosit GSH degerleri arasindaki
farklilik istatistiksel olarak anlaml: bulunmadi (Grafik 4.3).

Plazma MDA degerleri incelendiginde gruplararasi en yuksek degerlere I/R

uygulanan Grup 4’ Un (0.31£0.07 nmol/ml) sahip oldugu bulundu. Grup 3’ deki

(renal iskemi) plazma MDA seviyesi (0.14+0.05 nmol/ml) ise Grup 4’ den dusiik

(p<0.005), diger tim gruplardan ise daha yiiksekti (p<0.005). Grup 1, 2, 5ve 6’nin

plazma MDA duzeyleri arasindaki farkliliklar istatistiksel agidan anlamli diizeyde

degildi (Grafik 4.4).

Tablo 4.2. Calisma gruplarinin eritrosit GSH ve plazma MDA degerleri

Gruplar GSH (mg/dl) MDA
(nmol/ml)
1-Kontrol grubu (n=10) 0.11+0.03 0.07+£0.02
2-Sham-kontrol grubu (n=10): 0.13+0.04 0.08+0.02
3-Renal Iskemi grubu (n=10) 0.14+0.08 0.14+0.05
4-Renal iskemi-reperfiizyon grubu (I/R) (n=10) 0.14+0.07 0.31+0.07
5- 3',4'-Dihydroxyflavon (DIOHF) + Renal iskemi | 0.30+0.15 0.06+0.02
6-Renal iskemi + 3',4'-Dihydroxyflavon (DiOHF) | 0.37+0.16 0.05+0.01

+ Reperflizyon Grubu (I/R) (n=10)
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5. TARTISMA ve SONUC

Iskemi-reperfiizyon yiiksek mortalite ve morbidite ile karakterize akut bobrek
hasarina sebep olur. Kan akimmin azalmasi ile meydana gelen direkt hasara ilave
olarak I/R hasari, I/R sirasinda bol miktarda dretilen ROS, sitokinler ve kemokinler
gibi cok sayida faktor ile iliskilidir (Kim ve ark. 2010). iskemik dokunun canhligm1
devam ettirebilmesi icin reperflizyonun gerekli olmasina ragmen, reperfiizyon ilave
olarak hucre hasarina yol acar. Reperfuzyon, bébrek hiicrelerinin hasarina ve en
sonunda apoptoz ve nekroz ile hiicrelerin 6limiine yol acan kompleks ve birbiriyle
iligkili bir dizi olaylar1 baslatir (Sharples ve ark. 2004). ROS seviyesi 0zellikle
reperflizyon fazinda artar ve stiperoksit anyonu, hidrojen peroksit, hidroksil radikali
ve peroksinitrit birikimi meydana gelir. Oksidatif stres neticesinde ortaya ¢ikan
mitokondriyal fonksiyon bozuklugu, enerji eksikligi ve hicresel kalsiyum
homeostazinin bozulmas: hiicresel proteinlere, DNA ve membran lipitlerine zarar
veren daha fazla ROS olusumuna neden olur (Kunduzova ve ark. 2004; ArunaDevi
ve ark. 2010). Iskemi ve reperfiizyon dénemi sirasinda ksantin dehidrogenazin
ksantin oksidaza donusimi ve mitokondride serbest elektronlarin artis: ile bobrekte
stperoksit Gretimi 6nemli 6lclde artar (Hirayama ve ark. 2005). Bobrek, lipid
kompozisyonundaki uzun zincirli coklu doymamis yag asitlerinin fazla olusundan
dolayr ROS’ un sebep olabilecegi hasar olusumuna hassas bir organdir (Ozbek
2012). Bu calismada insan bobregiyle anatomik ve fonksiyonel benzerlikleri bulunan
ve I/R ¢alismalarinda en yaygin kullanilan hayvan modellerinden olan siganlar tercih
edildi.

Fizyolojik kosullar altinda glomerullerin ¢cogunlugunu iceren renal korteks
renal kan akminin biyiuk kismmi alirken, medulla % 10 kadarmi alr. iskemi
sirasinda kan akimindaki azalma bobregin her tarafinda ayn: degildir. Bobrek kan
akimindaki distis medullanin dis kisminda kortekste oldugundan daha belirgindir
(Munshi ve ark 2011). insan ve hayvanlarla yapilan birtakim calismalarda I/R
sirasinda  medullanin  dis kisminda fonksiyon bozukluklari meydana geldigi
g6zlenmistir. Mikrovaskiler permeabilite glikokaliksin dagilmasiyla l6kosit-endotel
etkilesimleri, aktin hticre iskeletinin yikimi ile hicre etkilesimlerinin degisimi ve
perivaskuler matriksin bozulmas: ile meydana gelmektedir. Bu etkilesim
hemokonsantrasyon ve vaskiiler konjesyonla sonuglanir. Bu indiklenmis hipoksik

kosullarda bobrek, intrarenal kan akimini stirdirmek ve doku oksijenlenmesini
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saglamak icin ¢cok sayida anjiojenik ve vazoaktif faktorler salgilayarak karsilik verir
(Sabbahy ve Vaidya 2011).

Vazodilator kaynaklarda azalma ile gosterilen I/R, vaskiiler ve organ hasarina
sebep olur. Kan damarlarindaki bu dilatasyon kapasitesindeki azalma, lokositlerin
endotelyuma adezyonu ve bunun sonucunda meydana gelen Kapillerlerin
tikanmasindan kaynaklanir (Yap ve ark. 2011). Bobrek I/R hasarmin patofizyolojisi
hem iskemik hasarin sebep oldugu direkt hicresel hasar1 hem de inflamatuvar
yolaklarin aktivasyonu nedeniyle sonradan olusan fonksiyon bozuklugu/hasar
kapsamaktadir (Yuan ve ark. 2011). Inflamatuvar aracilar bébrek 1/R hasar:
patogenezinde temel rolii oynarlar. Medullanin dis kisminda nispeten daha ytiksek
oksijen tuketimi nedeniyle bu bolge ciddi vaskiler konjesyona ugrar. 1/R sonrasi
I6kosit ve endotel hiicre etkilesiminin akut bobrek yetmezliginin inflamatuvar
progresyonunda bir rol aldigi tanimlanmistir (EI Sabbahy ve Vaidya 2011).

Nitrik oksit, bobrek kan akimini artiran proglomerdler arterlerde gevsemeye
neden olur. Bobrek I/R swrasinda ROS endotel bitinligini bozabilir ve NO
tretimini etkileyebilir. Bu da bobrek vaskiiler direncinde artisa neden olur. Ustelik,
NO peroksinitrit kaynagi stperoksit ile etkilesir ve hiucresel membranlarda lipid
peroksidasyonuna neden olur (Rhoden ve ark. 2002, Chander ve Chopra 2006).
Vaskuler reaktivite tzerine hucre kultirlerinde, hayvan ve insan calismalarinda
askorbik asit, a-tokoferol, glutatyon, tetrahidrobiopterin ve N-asetilsistein gibi bazi
antioksidanlarin endotelyal fonksiyonunu ve NO biyoetkisini artirdigi gosterilmistir
(Nedeljikovic ve ark. 2003). DIOHF, yikseltgenmis ROS varhiginda akut olarak
nitrik oksit aktivitesini koruyan etkili bir antioksidandir (Leo ve ark. 2011).
Yaptigimiz ¢aligmada, deney hayvanlarinin bobreklerinde bir saat stireyle olusturulan
in vivo unilateral iskemi ve I/R sonucunda olusacak lipid peroksidasyonu ve
antioksidan savunma mekanizmas: Uzerine DIiOHF’ un etkisini belirlemek
amaclandi. DIOHF” un oksidatif stresin neden oldugu I/R hasar1 Uzerine olasi
etkilerinin iskemi ve/veya I/R doénemlerinin hangisinde meydana geldigini tespit
etmek Uzere deney gruplari olusturuldu. Calismada sicanlara uygulanan bobrek
iskemi ve I/R sonucunda olusabilecek oksidatif hasari belirleyebilmek igin lipid
peroksidasyonun son drunii olan MDA tayini yapildi. Bu hasara karsi gelisebilecek
antioksidan savunmay1 gosterebilmek i¢cin GSH ve toplam protein diizeyleri saptand:.
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Woodman ve Chan (2004)’ nin sigan arka ayaklarinda I/R olusturdugu
modelde DIOHF koruyucu etkisini reperflizyon sirasinda gostermistir. Bu bulgudan
farkl olarak siganlarda unilateral bobrek I/R olusturdugumuz ¢alismamizda DiOHF’
un koruyucu etkisi farkli olarak hem iskemi hem de I/R grubunda gdzlendi. DiIOHF’
un uygulandig: iskemi ve I/R gruplarinda, oksidatif hasar sonucu artmis doku ve
plazma MDA duzeylerinin DiOHF takviyesi ile tekrar kontrol dizeylerine diismesi
ve takviye yapilan gruplarin doku ve eritrosit GSH dizeylerinde artis meydana
gelmesi DIOHF’ un iskemi ve reperflizyon sirasindaki koruyucu etkisinin gostergesi
olarak kabul edildi.

Reaktif oksijen tarleri ¢coklu douymamis yag asitlerinin peroksidasyonu ile
hiicre membranlarina zarar vererek hiicresel hasara neden olur. Peroksidasyon
plazma membranlarinda ve mitokondri ve lizozom membranlari gibi organel
membranlarinda meydana gelir. Lipid peroksidasyonu, membran gecirgenliginde
artis, membran iyon pompalarmin bozulmasi, tasima islevlerinin kaybi, mitokondride
oksidatif fosforilasyonun bozulmasi ve lizozomdan hidrolitik enzimlerin sizmasi ile
membran yapi ve fonksiyonunu degistirir (Doi ve ark. 2004). Kan damarlarinda
ROS’ un cesitli enzimatik ve enzimatik olmayan kaynaklar1 bulunmaktadir.
Vaskulatirdeki ROS’ un 0zellikle de siperoksitin primer biyokimyasal kaynagi
membran baglantii NADPH oksidaz enzim kompleksi gibi goriinmektedir. Bu
sistem Dbir elektron donoru olarak NADPH kullanarak molekiler oksijenin
rediiksiyonunu katalizler, stiperoksit olusturur (Nedeljikovic ve ark. 2003).

Oksidatif stres, hidrojen peroksit, stuperoksit anyonu ve hidroksil radikali gibi
reaktif oksijen turleri artis1 etkisiyle olusan bir doku hasar1 olarak tanimlanir. ROS
fizyolojik olarak strekli Uretilir fakat antioksidatif enzimler (SOD, katalaz, glutatyon
peroksidaz), C ve E vitamini ve glutatyon gibi antioksidan savunma sistemi ile etkili
sekilde elimine edilir. Ancak, ROS Uretimi antioksidan koruma mekanizmasini
asarsa, ROS karbonhidratlar, lipitler, proteinler ve nikleik asitler gibi hicresel
makromolekullerle reaksiyon verir (Ha ve ark. 2004). Bir hidrojen atomunun
alinmasiyla lipitlerin oksidatif hasari, aldehitler, ketonlar, alkol ve eter gibi genis bir
yelpazede farkli yikim drinlerinin olusumuyla lipid radikallerinin olusumuna ve
yayilmasina sebep olur (Noiri ve ark. 2001). Lipid peroksidasyonu oksidatif stresin
en Onemli kaynaklarindan biridir. Lipid peroksidasyonu hiicresel membranlarin

oksidatif yikimina yol acan otokatalatik bir mekanizmadir. MDA ve HNE en 6nemli
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aldehit metabolitleridir. Lipid peroksidasyonunun zararli etkileri temizleyici

antioksidan sistemlerin artirilmasi ile dnlenebilir (Yuan ve ark. 2011).

SOD, katalaz, glutatyon peroksidaz, tiyoredoksin ve peroksiredoksin gibi
cesitli proteinler superoksit ve hidrojen peroksit radikallerini temizleyici olarak islev
gorurler. Bu protein antioksidanlar, hicre ici askorbat ve glutatyonun da dahil oldugu
protein olmayan radikal temizleyiciler ile artirilir (Finkel 2003). SOD gibi enzimatik
antioksidanlar, rediikte glutatyon ve koenzim Q10 gibi farkl antioksidan sistemler,
karotenoidler ve tokoferoller gibi diger antioksidanlar I/R” nin sebep oldugu serbest
radikal aracili hasara kars1 6nemli dogal koruyucu ajanlardir (Rhoden ve ark. 2002).
SOD ve E vitamini gibi antioksidanlar reperflizyon hasarin1 azaltmada her zaman
basarili degildir ve bunlarin farmokinetikleri terap6tik faydalarini kisitlar. Buytk bir
molekul olan SOD’ un hucresel permeabilitesi smirlidir ve yart dmri kisadir. E
vitamini etkili hicresel konsantrasyona yavasca ulasir ve bu yuzden akut
uygulamalar icin uygun degildir (Chan ve ark. 2003). Calismamizda antioksidan
olarak kullandigimiz sentetik flavonol DIOHF, uzun yari1 6mre sahip olmasiyla tek

doz uygulamasiyla dahi koruyucu etkilerini ortaya koymustur.

Iskemi, ROS’ a kars1 hiicresel savunma enzimlerinin aktivitesini azaltir ve
reperflizyon veya oksijenin girisi, ROS Uretimi artisiyla hassas oksidan/antioksidan
dengesini daha da bozar (Malakul ve ark. 2011). Asiri1 ROS dretimi lipid
peroksidasyonunu, antioksidan enzimlerin inaktivasyonunu, hicre iskeleti
bozulmasini, hiicresel butinlugii, DNA bozulmasini, l6kosit aktivasyonunu,
endotelyal hiicre hasarini ve sitokin retimini etkiler. Cesitli klinik ortam ve deneysel
modellerde doku hasarmi 6nlemek icin antioksidan ajanlar kullanilmstir (Kim ve
ark. 2010). Antioksidan polifenolik bir bilesik olan resveratroliin I/R’ a bagl bobrek
hasar1 Uzerindeki etkisini incelemek amaciyla yapilan bir ¢alismada resveratroliin
MDA ve GSH parametreleri tzerine etkilerine bakilarak I/R’ a bagli bébrek hasarimi
azalttig: tespit edilmistir (Sener ve ark. 2006). Edaravone hidroksil ve peroksil
radikallerini gucli bir temizleyicisidir ve lipid peroksidasyonunu engellemek icin
antioksidan aktiviteye sahiptir. Renal arterin 45 dakika klemplenmesi ile iskemik
akut bobrek yetmezligi olusturulduktan sonra edaravone takviyesinin bdbrek tubil
hucrelerinde intraseliiler ROS’ u temizleyerek ve hicre membranlar1 lipid
peroksidasyonunu engelleyerek I/R hasarmi zayiflattigi gosterilmistir (Doi ve ark.

2004). Deneysel iskemik bobrekte E ve C vitamini antioksidanlarinin ilavesiyle
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oksidatif stres yolaklarinin kronik blokaji bobrek hemodinamiklerini artirir ve
oksidatif stresi, inflamasyonu ve fibrozisi azaltir (Lerman ve ark. 2009). Bizim
calismamizda da daha dnceki I/R calismalarinda (Chan ve ark. 2003; Singh ve ark.
2005) antioksidan etkileri saptanmis olan sentetik flavonoid DiOHF’ un bobrek I/R

hasarin1 énlenmede antioksidan etkilerini belirlemek amacland:.

Bitki kaynakli bilesiklerin buytk bir grubu olan flavonoidlerin biyolojik
etkilerini plazma LDL seviyelerini dustrerek, trombosit agregasyonunu inhibe
ederek, serbest radikalleri temizleyerek ve hicre proliferasyonunu azaltarak
gosterdigi  bilinmektedir (Woodman ve Malakul 2009). Flavonoidlerin
karsilastirildigi bir calismada vazorelaksasyonda sentetik flavonol DIOHF’ un
quersetin gibi cok sayida flavon ve flavonollerden daha gugli oldugu gosterilmis
(Woodman ve Malakul 2009). Ayrica, Woodman ve arkadaslarinin (2005) sentetik
flavon ve flavonollerin yapi-aktivitesi Uzerine yapmis oldugu bir calismada DiIOHF’
un en yuksek vazorelaktan aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. DIOHF ylksek
oranda lipitte cOzlnebilir ve bu sayede hiicre icine girerek buradaki ROS’ u
temizleyebilir (Qin ve ark. 2011). Polifenollerin bobrek koruma etkisinin baslica
serbest radikal temizleme, metal selasyonu ve enzim modulasyonu gibi cok cesitli
biyolojik etkilerinden dolay: olabilecegi dustntlmektedir (Rodrigo ve Bosco 2006).
DIOHF’ un yapisinda bulunan 3-OH grubunun antioksidan aktivitede 6nemli rol
oynadig1 belirtilmektedir (Jiang ve ark. 2008). DIOHF’ un vaskiler ve fagositik
NADPH oksidazlardan dolay: superoksit birikimini glcli sekilde inhibe ettigi
bulunmustur. DIOHF’ un vaskuler diz kas hucrelerinde slperoksit birikimini
bastiric1 etkisi, sadece milimolar aralikta etkili olan yaygin olarak kullanilan bir
antioksidan olan askorbik asitten daha fazla oldugu tespit edilmistir (Jiang ve ark.
2008).

DIOHF’ un vicudun farkli kisimlarindaki I/R hasari (zerine etkilerini
belirlemek amaciyla bir¢cok calisma yapilmistir. Sican arka ayaklarinda olusturulan
I/R hasarindan sonra DIOHF takviyesinin antioksidan etki gostererek NO
biyoyararlanimmi artirdigi ve vaskiler fonksiyonun gelistigi 6ne surtlmektedir
(Chan ve ark.2003; Woodman ve Chan 2004). Ayrica, DiOHF’ un koyunlarda
koroner okliizyondan sonra miyokard infarktust azalttigi bulunmustur (Wang ve ark.
2004). Qin ve ark. (2011) cahsmalarinda DiOHF’ un miyokardiyal I/R hasarinda

destekleyici bir terapdtik ajan olarak potansiyele sahip oldugunu gostermisler ve
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hiicresel hasarin azaltilmasinda sadece reperfiizyon sirasinda antioksidan flavonol
takviyesinin iskemi Oncesi ve sonrasinda verilmesi kadar etkili oldugunu tespit
etmislerdir. DIOHF’ un miyokardiyal I/R hasarindaki etkisi Uzerine yapilan bu

calisma sonuglar1 bizim bulgularimizla paralellik géstermektedir.

GSH oksidatif stres gibi cesitli zararlh uyarilara karsi hicresel koruma
mekanizmasmin 6énemli bir parcasidir. Distik molekil agirlikli GSH (indirgenmis
glutatyon) sitoplazmada serbest radikallerin énemli bir temizleyicisidir (Hensley ve
ark. 2000, Sener ve ark. 2006). Glutatyon, direkt olarak ROS’ u temizleyerek ve ayni
zamanda ROS yikimini katalizleyen glutatyon peroksidaz igin bir substrat olarak
onemli bir hicre ici antioksidandir (Nitescu ve ark. 2006). GSH hicre ve organel
seviyesinde nitroksit biyorediksiyonunda dnemli bir role sahiptir (Hirayama ve ark.
2005). Hicre ici glutatyonun ve diger antioksidan bilesiklerin nispeten yuksek

konsantrasyonlar: glicli radikal temizleme kapasitesi saglar (Droge 2002).

Daha 6nce yapilan bazi benzer calismalardan (Scaduto ve ark. 1988; Slusser ve
ark. 1990; Aydogdu ve ark. 2005; Nitescu ve ark. 2006) farkl olarak bizim
calismamizda sicanlarda in vivo bobrek I/R hasarmin bobrek GSH miktarini artirdig:
bulundu. Bu farkliligin ¢calismamizdaki I/R uygulama sirelerinin digerlerinden farkl
olmasindan olusabilecegi ve bu calismadaki bobrek dokusu GSH seviyelerinin
iskemik ve iskemik-reperflize gruplarda artis gostermesinin nedeninin lipid
peroksidasyonuna  karst savunma cevabimin  artmasindan  kaynaklandigi
dustnilmektedir. iskemi ve I/R gruplarinin (grup 3 ve 4) yam sira DiOHF ilavesi
yapilan iskemi ve I/R gruplarinda (grup 5 ve 6) da bobrek dokusunun GSH
seviyelerinde de artis gozlendi. DIOHF ilavesinin yapildig: gruplarda doku GSH
seviyesi artis;, DIOHF’ un bébrek dokusunda lipid peroksidasyonuna kars: savunma

mekanizmasimni daha da glglendirdiginin bir gostergesi olarak kabul edilebilir.

Bir antioksidan olan N-asetilsisteinin bdbrek I/R hasarina karsi etkilerine
bakmak Uzere sican bobreklerine 60 dakika iskemi ve 24 saat reperfiizyon uygulanan
bir calismada GSH seviyelerinin I/R grubunda disiis gosterdigi bulunmustur
(Aydogdu ve ark. 2005). Bu bulgu, I/R grubunda artmis doku GSH dizeyleri
saptadigimiz calismamizla uyumlu degildir. Bu ve diger bazi I/R c¢alismalari
(Scaduto ve ark. 1988; Slusser ve ark. 1990; Aydogdu ve ark. 2005; Nitescu ve ark.
2006) incelendiginde, bu ¢alismalardaki reperflizyon sirelerinin bizim ¢alismamizda
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uyguladigimiz reperfiizyon siresinden daha uzun oldugu goze carpmaktadir. Bizim
calismamizdaki bir saatlik reperflzyon sirasinda olusan serbest radikal diizeyinin
antioksidan savunma cevabii artirarak GSH duzeyinin yikselmesine neden oldugu
tahmin edilmektedir. Diger ¢alismalardaki daha uzun reperfizyon sireleri ve buna
bagli olarak daha fazla serbest radikal olusumu antioksidan mekanizmay1
zayiflatarak GSH dizeylerinin diismesine yol acmis olabilir. Bir diger calismada
(Mandel ve ark. 1990), bobrek proksimal tubilleri 40 dakika anoksi ve 40 dakika
reoksijenizasyona maruz birakilarak GSH seviyeleri incelenmis ve bu calismada
bizim bulgularimiza paralel olarak iskemi durumunda GSH duzeylerinin artis

gosterdigi bulunmustur.

Eritrositler strekli olarak htcre igi ve hiicre dis1 serbest radikallere maruz kalir
ve bu yiuzden c¢oklu doymamis yag asitlerince zengin olan eritrosit zarlari lipid
peroksidasyonuna ugrar (Ozsahin ve ark. 2011). Yaptigimiz ¢alismada doku GSH
parametresi iskemi, I/R ve DIOHF takviyesi yapilan gruplarda artis géstermesine
ragmen, eritrosit GSH seviyelerinin yalnizca DiOHF takviyesi yapilan gruplarda artis
gosterdigi tespit edildi. Bu durum DiOHF takviyesinin eritrositlerde antioksidan

savunma mekanizmasini guclendirdiginin gostergesi olarak kabul edilebilir.

Lipid peroksidasyonu serbest radikaller ile hicrelerin ve mitokondrilerin lipid
membranlar1 arasindaki reaksiyonun bir sonucudur (dos Santos ve ark. 2013).
Hucresel membranlarin yikimina ve bunlarin bozulmasina yol acan otokatalitik bir
stre¢ olan lipid peroksidasyonu ile iliskili olarak doku I/R’ u toksik ve reaktif
urtinlerin olusumuna ve hicre 6limine neden olabilir. Serbest radikal Ureten bir
sistem olarak lipid peroksidasyonu I/R’ nun tetikledigi doku hasari ile sik1 iligkilidir
(Hekimoglu ve ark. 2013). Peroksil radikalleri diger lipidlerden hidrojen atomlarini
uzaklastirarak bir zincir reaksiyonu olusturur ve bdylece lipid peroksidasyonunu
yayginlastirir (Doi ve ark. 2004). I/R cahsmalarinda oksidatif hasarin gostergesi
olarak lipid peroksidasyonu sonucu olusan toksik aldehitlerden MDA siklikla
incelenen bir parametredir (Kunduzova ve ark. 2004; Hekimoglu ve ark. 2013).
TBARS testi MDA miktarmi belirlemede yaygin olarak kullanilan bir testtir (Singh
ve ark. 2005; Kim ve ark. 2010; dos Santos ve ark. 2013). Bizim ¢alismamizda da
bobreklerde 1/R olusturarak lipid peroksidasyonunun yol actigi oksidan hasari
belirlemek icin TBARS testi ile MDA duzeylerine bakildi.
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I/R hasarmin, MDA ve NO gibi oksidasyon drlnlerinin birikmesine,
antioksidan enzimlerde degisimlere ve apoptozisin indiklenmesine neden oldugu
bulunmustur (ArunaDevi ve ark. 2010). MDA seviyesinin yiukselmesi, buyuk
olasilikla peroksinitrit serbest radikal aktivitesinin artisiyla olumsuz etkide
bulunabilir (Rhoden ve ark. 2002). MDA ayn1 zamanda DNA’ a hasar vererek
mutasyonlara neden olabilir (Halliwell 2006). DIOHF etkili bicimde superoksidi
temizler ve boylece bazal ve uyarilmis NO biyoyararlanimini artirir. Bu sayede I/R’
dan kaynaklanan vaskdler bozukluga karsit koruma saglayabilir (Woodman ve Chan
2004). Calismamizda I/R sonucu meydan gelen lipid peroksidasyonunun incelenmesi
amaciyla bobrek dokusunda MDA degerlerine bakildi. Bobrekte iskeminin tam
anlamiyla gerceklesmis oldugunun bir gostergesi olarak en yiksek MDA degerleri
iskemi grubunda tespit edildi. Bunun yan: swra I/R grubunun doku MDA
seviyelerinde gorilen artis, reperflizyon sirasinda da oksidan hasarin devam ettiginin
gostergesidir. DIOHF takviyesinin yapildig: gruplarda doku MDA seviyesi kontrol
gruplarindaki benzer seviyelere dusmdastir. I/R’ la artmis doku MDA seviyelerinin
DIiOHF takviyesi ile tekrar azalmasi DiOHF’ un oksidan hasari 6énemli oranda

zayiflattigimi géstermektedir.

Tum deney gruplarinda lipid peroksidasyonun tespiti icin doku MDA degerleri
yani sira plazma MDA degerleri de incelendi. Doku MDA degerlerinde oldugu gibi
plazma MDA degerlerinin de iskemi ve I/R gruplarinda en yuksek seviyede oldugu
tespit edildi. Yine benzer olarak DiOHF uygulanan gruplarin plazma MDA
seviyelerinde kontrol grubunun sahip oldugu degerlere yakin disiis gozlendi.
Dokuda oldugu gibi plazmada da DiOHF takviyesi yapilan gruplarin plazma MDA
seviyelerindeki distis ile DIOHF’ un lipid peroksidasyonuna karsi gostermis oldugu
savunma mekanizmas: gosterilmis oldu. Doku ve plazma MDA seviyelerindeki
bulgulardaki tek farklilik, doku MDA seviyeleri en yuksek degerinin iskemi

grubunda, plazma MDA seviyelerinin I/R grubunda en yuksek olmasiydi.

Arastirmanin  bulgulari genel olarak degerlendirildiginde, iskemi ve
reperfliizyon hasarmin tam anlamiyla olustugu oksidanlarin artis1 ve antioksidan
sistemin baskilanmasindan gortlmektedir. iskemi-reperfiizyon yaralanmasi sirasinda
dokudaki oksidan hasarin gostergesi olan MDA duzeylerinin artig gosterdigi ortaya
konulmustur. Ayrica lipid peroksidasyonuna karsi koruyucu aktiviteye sahip olan

GSH duzeyleri, dokuda antioksidan aktivitedeki artisin bir sonucu olarak yukselme
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gOstermistir. Bunlara ilave olarak ¢alismada kullanilan DiIOHF’un hem oksidanlari
baskilayarak hem de antioksidanlarin etkisini artirmak suretiyle deneysel iskemi

reperfizyonda lipid peroksidasyonuna karst koruyucu etkiye sahip oldugu
gorilmektedir.
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